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Le cancer est, aprés les accidents cardiovasculaires, la deuxieme cause
de mortalité dans les pays industrialisés. L'apparition d'un cancer est liée a
une accumulation d'altérations sur des génes dont les produits sont impliqués
dans le maintien de lintégrité génétique, le controle de la prolifération

cellulaire et des relations intercellulaires.

Des études épidémiologiques ont montré qu'infections et inflammations
chroniques sont associées & la survenue d'un cancer. C'est le cas notamment
de linfection par Helicobacter Pylori et le cancer de l'estomac, le virus de
I'hépatite B et le cancer du foie, l'inflammation du cdlon et le cancer du célon
etc... Lors de linflammation, de fortes quantités de monoxyde d'azote (NO’)
sont produites par la monoxyde d’azote synthase inductible (inducible Nitric
Oxyde Synthase: iNOS) exprimée par différents types cellulaires
(macrophages, monocytes et neutrophiles). En outre, les macrophages
produisent, indirectement, du peroxyde d’hydrogéne. La présence simultanée
de ces deux espéces réactives potentialise leurs effets cytotoxiques. Le NO’
peut également étre présent sous forme d’anion nitroxyle (forme réduite) dans
des conditions physiologiques. Le role du NO et de ses dérivés dans la
cancérogenése est complexe et il s'avere que le NO est un composé a
facettes multiples qui peut exercer des effets pro et anti-cancérigénes qui
dépendent du stade tumoral. Il semble acquis que le NO exerce des effets qui
favorisent l'apparition et le développement d'un cancer alors qu'il exercerait
un effet tumoricide lorsque les tumeurs sont déja installées. Le NO" est, de
part sa nature radicalaire, un produit trés réactif vis & vis des protéines et il
peut exercer des effets cytotoxiques. De plus, le NO et ses dérivés induisent
différents types de Iésions sur 'ADN.

Une des protéines clés impliquée dans la détection de multiple formes de
stress, dont les altérations génétiques, est la protéine onco-suppressive p53.
Le fait que le géne TP53 soit muté dans 50% des cas de tumeurs montre son
role dans le maintien de l'intégrité génomique. Depuis plus de 20 ans, cette

protéine onco-suppressive a fait I'objet de trés nombreuses études et au fur et
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a mesure des progres de la science, il est apparu qu'elle posséde des
propriétés multiples qui lui ont valu I'appellation de "gardienne du génome" ou
encore d"ange gardien". Le géne TP53 est parmi les génes les plus étudiés
et le plus en vogue ces derniéres années pour la lutte contre le cancer.

Alors que la majorité des études portent sur l'inactivation de p53 par
mutations, nous avons fait I'hypothése originale que cette protéine clé pour le
maintien de lintégrité génétique pouvait étre altérée par des modifications
post traductionnelles. Ceci pourrait expliquer pourquoi certains tissus ne
possédent pas de mutations sur TP53 alors qu'ils sont le siége d'un
développement tumoral. Le NO, produit en forte quantité lors de
l'inflammation, pourrait réagir avec la protéine p53 et altérer ainsi sa fonction
de suppresseur de tumeur. Nous proposons une approche différente pour
I'étude des cas de cancer liés a une inflammation chronique ou la protéine

pourrait étre altérée sans que le géne ne soit muté.

Dans la premiére partie de 'analyse bibliographique, je présenterai le NO:
sa production, sa réactivité avec d’autres espéces chimiques et avec les
composants cellulaires. Je présenterai ensuite la protéine p53: sa structure,
les modifications post traductionnelles auxquelles elle est sujette et son mode
de régulation. Ses fonctions biochimiques et biologiques seront ensuite
présentées.

La premiére publication a montré la formation de résidus nitrotyrosine sur p53
dans des cellules exposées a un donneur de NO. La deuxiéme porte sur
l'effet du NO sur la p53 et sur la cellule en général.

La troisieme publication présentée a un caractére plus chimique et
propose une nouvelle technique d'analyse des résidus nitrotyrosine par
HPLC, plus sensible que les précédentes. Cette technique a permis de
comparer la capacité de nitration des protéines, in vitro, par différents
composés. Afin de mieux comprendre la réactivité du NO, nous avons été
amené a décortiquer le mécanisme d’action du NO et de ses dérivés. Ainsi,
nous avons montré, dans une autre publication, la formation de radical

hydroxyle, trés toxique, par réaction entre le NO ou le NO et le peroxyde -
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d'hydrogéne. La formation de ce radical conduit & l'apparition de mutations

séquence-spécifiques sur p53, a la formation de bases oxydées et a une forte

cytotoxicité.
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1°"® PARTIE :
REACTIVITE DU NO ET DE SES DERIVES

Le NO" est produit, lors de la réaction inflammatoire, pour défendre I'héte
des organismes pathogénes qui l'ont envahi. Cependant, le NO' est un
médiateur non spécifique de Iimmunité et lorsqu'il touche des cellules saines,
ses effets peuvent s'exercer au détriment de l'organisme. De part sa nature
radicalaire, il réagit trés facilement avec d'autres espéces oxygéneées et
azotées pour former des dérivés plus toxiques; ce point sera développé dans
le premier chapitre. Nous présenterons ensuite la réactivité du NO- et de ses
dérivés avec les constituants cellulaires (lipides, ADN et protéines). Le role
complexe du NO' dans la cancérogenése sera abordé dans un troisieme
chapitre.

Dans la suite de ce document, lorsquil ne s'agit pas de reaction

chimique, le terme NO peut étre mentionné ce qui signifie précisément NO'.

1.1 Production des dérivés oxygénés et azotés

La production de dérivés oxygénés est inhérente a notre métabolisme
aérobie. Ceux-ci sont, en grande partie, produits de fagon enzymatique, mais
également parfois de fagon accidentelle comme, par exemple, dans le cas de

Panion superoxyde (O2") qui est produit trés facilement dans le corps humain.
On estime, en effet, que 1 & 3% de 'O, inhalé se transforme en O2~ Plusieurs
composés de la chaine de transport d’électrons mitochondriale réagissent
avec 'O, pour produire accidentellement du O,". Aprés la formation d’anion
superoxyde, la production la plus massive est celle du- monoxyde d'azote
(NO") lors de linflammation. Divers composés réactifs peuvent réagir entre

eux, selon des réactions chimiques complexes, pour former d'autres dérivés
oxygénés et azotés, souvent plus toxiques que les espéces d'origine.
L’'organisme posséde des défenses anti-oxydantes qui permettent la
détoxification cellulaire ainsi que des molécules qui permettent de maintenir
certaines protéines clés dans leur état réduit. Malgré ces protections, lors

d’'une production massive de NO' durant Finflammation, ces systémes sont

saturés; on parle alors de stress oxydant.
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Dans une premiére partie, je décrirai la production enzymatique des
dérivés oxygénés, en insistant tout particulierement sur le NO'. Je présenterai
ensuite les différentes voies menant a la production des divers intermédiaires
réactifs, oxygénés et azotés. Dans un troisieme temps, je décrirai brievement
les systémes de défense que I'organisme posséde pour faire face au stress

.

oxydatif. E A
1.1.1 Enzymes impliqués dans la production des dérivés
oxygénés
1.1.1.1 NOS et production de NO
Le prix Nobel 1998 a été décerné a trois chercheurs, R. Furchgott, L.J.

Ignarro et F. Murad, pour 'ensemble de leurs travaux pionniers portant sur le
NO" dans le systéme cardiovasculaire. Cette distinction a permis de donner
toutes ses lettres de noblesse au NO, la plus simple des molécules bioactives
avec 1'0Oa.
L'existence de trois NO synthases, exprimées dans divers tissus et
fonctionnant différemment, confére au NO son don d'ubiquité et un rdle
ambivalent. -
e Les isoformes des NOS

Parmi les 3 isoformes de NOS on distingue deux classes de NOS : les
NOS constitutives (cNOS) qui sont Ca?* dépendantes et les NOS inductibles
(INOS ou NOS-2), Ca®* indépendantes. La classe des NOS constitutives
comprend la NOS endothéliale (eNOS ou NOS-3) et la NOS neuronale
(NNOS ou NOS-1). Ces deux classes ne sont pas exprimées dans les mémes
tissus et ne produisent pas les mémes quantités de NO, ce qui détermine les
différents effets physiologiques du NO.

Les NOS constitutives produisent de faibles quantités de NO" pendant un
court laps de temps lorsque la concentration en Ca?* s’éléve. Dans ce cas, le
NO joue le rle de messager intracellulaire : c’est un neurotransmetteur dans

le cas de la NOS neuronale ou un vasodilatateur (EDRF : Endothelial Derived

Relaxing Factor) dans le cas de la NOS endothéliale. Dans les vaisseaux, le
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NO, via la production de GMP cyclique, provoque la relaxation des cellules
musculaires lisses, inhibe l'agrégation plaquettaire et inhibe I'adhésion et
Pactivation leucocytaire. Dans ce cas, le NO" est le relais physiologique entre
une élévation de calcium et Pactivation de la guanylate cyclase qui produit du

GMP cyclique.

La iNOS est exprimée par les cellules inflammatoires (monocytes,
macrophages et neutrophiles), mais également par d’autres cellules telies que
les hépatocytes, les chondrocytes, les cellules tumorales etc, lorsqu’elles sont
stimulées par des endotoxines (lipopolysaccharide) et des cytokines
(interleukines, interféron y et le facteur de nécrose tumoral. La cascade
d’activation de la iNOS semble impliquer la voie des tyrosines kinases et
NFxB.

L'expression de la iNOS a été observée récemment dans les neurones a
la suite d'une ischémie cérébrale et cette production de NO' jouerait un rble
neurotoxique (Grandati et al., 1997; ladecola, 1997). Dans le cas de la iNOS,
le NO" est un médiateur non spécifique de l'immunité et exerce une fonction
cytotoxique en réagissant avec d'autres espéces oxygénées. Une fois
exprimée, la iNOS produit de fortes quantités de NO' (de rordre du
pmol/min/mg de protéine, soit une concentration de l'ordre du wM/min)
pendant un temps relativement long (de quelques heures a quelques jours).
Dans mon travail de thése, je m'intéresserai au cas de la production massive

de NO" qui correspond, in vivo, aux conditions inflammatoires.
e Réaction enzymatique
Les NOS utilisent la L-Arginine pour produire du NO" et de la L-citrulline
(Nathan and Xie, 1994). Les différentes formes de NOS réalisent I'oxydation
de la L-arginine en 2 étapes. La premiére étape consomme un atome d’O; et
un équivalent NADPH pour former un composé intermédiaire, la N®-hydroxy-
L-arginine (NOHA). La deuxiéme mono-oxygénation consomme un demi-
équivalent NADPH et conduit a la formation de L-citrulline et de NO".
Les NOS sont des hémoprotéines, de structure homodimérique, pour revue,

voir (Knowles and Moncada, 1994; Mayer and Hemmens, 1997). Chaque
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monomere est composé d'un domaine réductasique, situé dans sa partie N
terminale, et d’'un domaine oxygénasique, dans la partie C terminale.

Le domaine réductasiquéjp'osséde des sites de fixation pour les co-facteurs
NADPH, FAD et FMN. Lé domaine oxygénasique lie 'héme, le substrat et la
tétrahydrobioptérine (BH4). La BH4 est un cofacteur crucial pour la
stabilisation du dimére ej Ie contrle de I'affinité du substrat (Ghosh et al.,
1999; Knowles and Mongéda, 1994; Mayer and Hemmens, 1997).

L'activité des NOS est strictement dépendante de la calmoduline car c’est
‘elle qui permet le transfért d’électron dans la partie réductasique. Alors que
chez les NOS constitutives la liaison de la calmoduline dépend d'une
augmentation du niveau de Ca®* intracellulaire, la iINOS est déja liée a la
calmoduline pour des concentrations de Ca®* correspondant au niveau normal
de la cellule. .

Récemment, des études cristallographiques ont montré I'existence d’un
atome de Zinc, sous forme de ZnS4, entre les deux monomeéres, conserve
entre les différents types de NOS humaines (Fischmann et al., #999; Li et al.,
1999; Raman et al., 1998). Le Zn jouerait un réle crucial dans la stabilisation
du dimére et dans le maintien de l'intégrité de la BH4. En effet, le Zn est
coordonné avec quatre c"ystéines, deux par monomere.

Une étude cristallog'raphique a révélé de grandes homologies entre la
eNOS et la INOS en ce qui concerne leur interaction avec le substrat et le co-
facteur (Fischmann et él.,;_1999; Li et al., 1999).

11.1.2 Myéloperoxidas; ,V(MPO)_et production de HOCI

La myéloperoxidastem; (MPO), exprimée par les neutrophiles et les
monocytes, produit de ?I’a'cri‘de hypochloreux (HOCI) a partir du peroxyde
d’hydrogéne (H20,) et de I'anion chlorure.

CI' + H,O, +H" — HOCI + H,0 (Eq 1)
La MPO est une peroxydase non spécifique qui est capable d’'oxyder d’autres
substrats comme par exemple le nitrite (NOy).

1.1.1.3 NADPH oxydase/xanthine oxydase et production de 0"

La NADPH oxydase et la xanthine oxydase produisent de [Panion
superoxyde. La NADPH oxydase est exprimée par les cellules phagocytaires
(monocytes, macrophages et polynucléaires. La xanthine oxydase se trouve
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dans les mitochondries. La production d’anion superoxyde peut également
résulter de 'auto-oxydation de certains composés tissulaires (catécholamines,
acide ascorbique, flavines, quinones) ou de-la chaine mitochondriale de

transport d’électrons.

1.1.2 Espéces réactives de 'oxygéne et de 'azote

Les effets cellulaires variés du- NO résultent de sa concentration, des

différentes formes qu’il peut prendre stiivant son environnement radicalaire et
des enzymes et composés de détoxification (Vo%ll’la figure 2)
1.1.2.1 Formes redox du NO ’

Le NO’ est un radical libre; de fait, il posséde un électron non apparié sur
son orbitale externe et il est trés réactif. Le NO peut étre soit oxydé en cation
nitrosonium (NO*) soit étre réduit en anion nitroxyle (NO') (Wink, 1996) (figure
1).

- e NO*
Une oxydation directe du NO' en NO* sefmble peu probable dans des
conditions physiologiques de part son fort potentiel d'oxydation (E° nonos =
+1.2 V) (Wink, 1996) . Néanmoins, certains dérivés nitrés peuvent servir de
donneurs de NO* dans des conditions physiolegiques {Stamler et al., 1992).
C’est le cas notamment des complexés métaux-nitrosyle, des nitrosamines, et
des tri et tétra-oxydes (N2Os, N2Q,4) (Stamler efal;;"1992).
e NO

Le NO; est formé in vivo dans des cofditions physiologiques car la
réduction du NO" en NO™ est thermodynamigaement tout a fait possible (E°
nomo- = -0.33V) (Wink, 1996).

Le pKa de HNO/NO™ est de 4.7, ce qui signifie que dans des conditions
physiologiques le produit de réduction du NO" est sous forme d’anion. Celui-ci

est relativement peu stable dans des conditions physiologiques.
Production enzymatigue

Il a été proposé que le NO™ pouvait étre produit de fagon enzymatique,
mais ce point reste discuté. Deux équipes indépendantes ont proposé que la

iNOS et la nNOS pourraient produire de I'anion nitroxyle et que celui-ci serait
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ensuite converti en NO" par la superoxyde oxyde dismutase (SOD) ou
d’autres accepteurs d'électrons (Hobbs et al., 1994; Schmidt et al., 1996). Il a
été observé, en effet, que la présence de SOD catalysait la formation de NO'.

La formation de NO™ par la NOS a cependant été remise en question par
F'équipe de B. Mayer (Riethmuller et el, 1999). Ces derniers ont prouve que la
nNOS produisait du NO°, en absence d’accepteurh d’électrons, lorsque
'enzyme est incubé en présence la 5-méthyl tétrahydfObibp’térine au lieu du
co-facteur naturel. Il apparaitrait que I'on ne détecte pas de NO' quand la
nNOS purifiée est incubée en présence de tétrahydrobioptérine car son auto-
oxydation produit de 'Oy qui réagit avec le NO'.

La publication la plus récente sur ce sujet a montré que la nNOS, en
absence de tétrahydrobioptérine, produit du NO™ (Adak et al, 2000). Il découle

de cette étude que ce co-facteur ne soit pas nécessaire pour I'hydroxylation

de l'arginine et que sa fonction soit de permettre la formation de NO" au lieu
de NO. La proportion de NOS qui pourrait fonctionner sans
tétrahydrobioptérine in vivo, n'est pas connue pour l'instant. Cependant, étant
donné que ce co-facteur est un agent réducteur, nous pouvons supposer qu'il
peut étre oxydé dans des conditions de stress oxydant et & ce moment Ia, la

NOS produirait du NO. Cependant, I'étude enzymatique de la NOS est

pratiquée in vitro en présence de fortes quantités des divers co-facteurs et
gue cela ne retraduit pas forcément toutes les conditions physiologiques.

Formation par réduction du NO*

Bien que la formation enzymatique de NO™ soit encore sujet de

controverses, la production de cet ion par réduction est , quant a elle, bien
documentée dans la littérature.

Sharpe et coll ont montré que le ferrocytochrome c peut réagir avec du

NO' pour former du ferricytochrome c et du NO™ (Sharpe and Cooper, 1998).
Cette formation, in vivo, du NO™ est favorisée lorsque les concentrations en

NO' sont fortes et que le pool de cytochrome c est réduit, comme c’est le cas
lors d’'une ischémie (ou la cytochrome ¢ oxydase ne peut plus oxyder son

substrat, par manque d’oxygéne).
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Figure 1: Réactivité du monoxyde d’azote et de ses dérivés.



De méme, en absence d'oxygéne, la nitrosylhémoglobine libérerait du
NO™ en produisant de la méthémoglobine (Gow and Stamler, 1998).
L’exemple de 'hémoglobine sera développé plus loin.

Le NO  pourrait également étre formé a partir du NO" par le systéeme
redox quinone/hydroquinone de la méme maniere qu'est produit le 0;" a
partir de 'Oz{©hshima et al., 1998a). Le NO™ pourrait également étre formé a
partir de S-nitrosothiols en présence de thiols (Arnelle and Stamler, 1995;
Hogg et al., 1996; Wong-et al., 1998) . '

Stabilité et réactivité Lo

La stabilité et la réactivité du NO™ n'ont pas encore été trés étudiées.

Le produit final de NO/HNO est le N2O selon les équations 2 ou 3 et 4.

" 2HNO — H>0+ N2O - (Eq 2)
2NO°  — (NO)* (Eq 3)
(NO)2*2H*  —> H20+N0 (Eq 4)

Miranda et coll ont montré que le NO™ exercait des propriétés chimiques
différentes de celles dr‘i:—-péroxynitrite, suggérant que cet agent ne soit un
produit réactionnel du ‘NO™ (Miranda et al, 2000). Le NO™ est un agent
hydroxylant puissant mafs un faible agent nitrant.

Le NO™ peut réagit facilement avec les thiols, selon les équations

suivantes :
HNO + RSH — RSNOH (Eq 5)
RSNOH + RSH — RSSR + NH.OH (Eq 6)

L’hydrolyse du HNO=formerait du HN(OH)2 qui pourrait ensuite réagir avec
de 'O, (Miranda et al, 2000). De nombreuses possibilités ont été proposées

au sujet de la réactivité du NO™ avec I'O,, mais elles ne seront pas décrites ici.

Ohshima et coll onFmontré que le NO™ peut réagir avec du NO- pour
former du N2O et du HO®{Ohshima et al, 1999).
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1.1.2.2 Formation d’espéces réactives de 'oxygéne et de I’azote
Le NO" est un radical libre qui peut réagir avec d'autres especes
oxygénées pour former d’autres composés bien plus réactifs.

_ e ONOO _
Le NO' réagit trés rapidement avec I'anion superoxyde (O2") pour former

le peroxynitrite (ONOOH) qui est un agent oxydant et nitrant tres puissant
(Beckman and Koppenol, 1996a; Ducrocq et al., 1999). Les différents effets
du peroxynitrite ont fait 'objet d’'une revue par différents auteurs (Bec;krrian
and Koppenol, 1996b; Ducrocq et al., 1999; Pryor and Squadrito, 1995). La

constante de vitesse entre le NO" et O,"est de 6.7.10°M.s™ | ce qui est 3 fois
supérieur au temps de réaction de la SOD qui transforme le Oz” en HzO».

02"+ NO© — ONOO (Eq7)
Ce composé, dune demi-vie denviron 1s dans des conditions
physiologiques, peut diffuser du lieu d’ou il a été produit. La forme Cis est

relativement stable car sa charge négative est délocalisée sur la totalité de la
molécule. Son pKa est de 6.8.

ONOO™ +H* <> ONOOH (Eq 8)

Le produit final du peroxynitrite est le HNO3. Cependant les intermédiaires
conduisant au HNO3s n'ont pas encore été identifiés avec certitude. En effet,
plusieurs types de réactions chimiques ont été successivement proposes,
puis plus ou moins infirmés. 3 réaétions principales ont été proposées : un
clivage homolytique, un clivage hétérolytique et enfin I'existence du
peroxynitrite sous forme Trans excité.

Différentes voies oxydatives sont possibles car la liaison O-O du peroxynitrite
peut réagir comme s'il était clivé de fagon homolytique (Eq 9) ou hétérolytique
(Eq 10).

ONOO™ +H" <> ONOOH — HO'+ ‘NO2 (Eq 9)

ONOO™ + H* ¢> ONOOH — "OH + NO," (Eq 10)

Les ions métalliques semblent étre nécessaires pour catalyser le clivage

hétérolytique du peroxynitrite pour former un cation nitrosonium. Les meétaux
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contenus dans le centre métallique de la SOD et de la MPO peuvent catalyser
cette réaction (Beckman and Koppenol, 1996b). En absence d’'ion métallique,
le peroxynitrite subit une d'écompositio.n homolytique. De cette fagon, le
peroxynitrite exerce les mémes effets que le radical hydroxyle tout en

diffusant plus loin que le radical hydroxyle.

Koppenol et al ont conclu que la formation du radical hydroxyle était
thermodynamiquement défavorable (Koppenol et al., 1992). Ces mémes .
auteurs ont proposé lexistence de [acide trans-peroxynitreux excité
(HOONO?).

0)
O <> OH I \\
\ =
N—HO ‘\ OH
Cis Trans
o)
\ *
Ny—o
HO'

Etat excité du peroxynitrite qui réagit comme un radical hydroxyl plus
du dioxyde d'azote, d'aprés Beckman et Koppenol, 1996.
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Figure 2: Génération et métabolisme des espéces réactives de I'oxygéne et de l'azote
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les enzymes qui les produisent. Les: 3 représentent les espéces réactives alors que les : m
symbolisent les composés qui permettent une détoxification.



Le peroxynitrite a I'état excité réagit comme un radical hydroxyle plus du
dioxyde d’azote. Cette forme excitée du peroxynitrite expliquerait pourquoi les
piégeurs de radical hydroxyle n’ont qu'un faible effet sur la toxicité exercée
par le peroxynitrite (Pryor and Squadrito, 1995). La forme Trans du
peroxynitrite excité peut réagir comme le radical hydroxyle et le radical

nitrosonium.

Trés récemment, une nouvelle hypothése est apparue, proposant que le

peroxynitrite se décomposerait en NO™ plus '0, (Khan et al., 2000).

ONOO +HY* & ONOOH — HNO + 'O

pKa 4.7
d d (Eq 11)
H*+ NO 30,

Dans cette expérience, la formation du NO  par décomposition du

peroxynitrite incubé dans du tampon PBS a été détectée en mesurant la
transformation de la méthémoglobine en nitrosylnémoglobine. Ces résultats
originaux sont néanmoins controversés. En effet, les données les plus
récentes confirment les études déja mentionnées démontrant que la coupure
homolytique est la plus plausible (Merenyi et al., 1998). Merényi et coll ont re-
démontré trés récemment que la coupure homolytique était d’'un ordre de
réaction 23 fois supérieur a la formation de 'O, et de HNO. Ainsi, c'est le
radical hydroxyle qui confére les propriétés oxydantes du peroxynitrite et le
radical nitrosonium les propriétés nitrantes.

Il faut noter que toutes les expériences visant a élucider la réaction
chimique de décomposition du peroxynitrite sont pratiquées in vitro et on peut
facilement imaginer que in vivo cette chimie soit encore plus complexe.

Le peroxynitrite peut réagir avec du CO,. Cette réaction est possible in

vivo car le CO, et le bicarbonate sont présents en concentration non
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négligeable dans le plasma (1.3mM et 25mM, respectivement) (Ducrocq et

al., 1999). Cette réaction se produirait via lintermédiaire
nitrosodioxycarboxylate (O=NOOCO{) (Eq 12) et formerait soit une paire de
radicaux (Eq 13) soit du nitrosoperoxycarbonate (O.NOCOy)) (Eq 14)

0O=NOO™ + CO, — 0O=NOOCO; (Eq 12)
0O=NOOCO, — O=NO + O-CO, (Eq 13)
O=NOOCOz- —> OQNOCO2- (Eq 14)

D’un point physiologique, la réaction du peroxynitrite avec le CO, augmente

son pouvoir de nitration alors qu'il inhibe son pouvoir oxydant et hydroxylant.

e Les NO
Le NO est oxydé par 'O, pour former le 'NO. qui peut lui méme reagir
avec le NO' et le 'NO, pour former respectivement du N2Os, N2Oy.
o NO:CI

~ Les neutrophiles polymorphonucléaires convertissent le NO2 en NO:Cl et

NO, a travers la production de HOCI produit par la myéloperoxydase
(Eiserich et al., 1998).

o H-0,
Le peroxyde d’hydrogéne peut se former spontanément ou alors la
réaction peut étre catalysée par la SOD (ce qui sera décrit plus loin)

20" +2H" — Hy0,+ O (Eq 15)
e ‘OH
Le radical hydroxyle, qui est trés réactif, peut se former soit par réaction

entre I'anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne par la réaction d’'Haber-
Weiss (Eq 16):

02'- + H202 + H+'_) HO + HQO + 02 (Eq 16)

soit par la réaction de Fenton (Eq 17 et 18)
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Agent réducteur (acide ascorbique, GSH, NADH...) + M™! (Fe*, Cu?") —
agent réducteur oxydé + Mn" (Fe**, Cu*...)

0;" + Fe** — Fe?* + O, (Eq 17)

Fe?* + H,0, +H* —>  Fe* + HO + HxO (Eq 18)

Dans ce systeme, les métaux de transition sont régénérés, la
concentration nécessaire pour initier la réaction est donc faible. Le produit
terminal de cette réaction est le radical hydroxyle qui est trés toxique, comme
il a été décrit précédemment. La présence ou non de métaux détermine telle
ou telle réaction du NO avec les autres composés oxygénés et azotés,
donnant lieu a des effets différents.

La formation de radical hydroxyle peut également se produire via la

‘réaction entre le NO et le NO', voir la figure 1.

1.1.3 Systémes de détoxification et de contrdle

intracellulaire des especes oxygénées

Pour faire face a une production constante de ROS par le métabolisme
cellulaire, les cellules doivent maintenir un statut réducteur permanent. Ce
systéme peut étre dépassé en cas de production massive de ROS, comme ce
peut étre le cas lors de linflammation. Dans ce cas, un stress oxydatif

s’instaure.

1.1.3.1 Détoxification enzymatique de I’anion superoxyde et du peroxyde
d’hydrogéne

Ces réactions de détoxification sont catalysées par essentiellement 3
enzymes : les SOD, la catalase et la glutathion peroxydase. Ces enzymes
contiennent tous des métaux de transition utilisés pour leur capacité a
changer facilement d’état d’'oxydo-réduction. La fonction commune de ces
enzymes est de transformer des espéces toxiques en eau.

e Les SOD

Les SOD (superoxyde dismutase) sont une famille de metallo-enzymes.
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La SOD (Cu,Zn) contient un atome de Cu et un atome de Zn; elle est
cytoplasmique.

La SOD (Mn) contient un atome de manganése ; elle est mitochondriale.

Les SOD catalysent la dismutation de I'anion superoxyde en peroxyde

d’hydrogéne et en dioxygene.
2 05" +2H" —> H,0z + O3 | (Eq 19)

La constante “de vitesse de cette réaction catalysée par la SOD est de l'ordre
10* fois supérieure a celle de la dismutation spontanée. Pour la dismutation
spontanée, k=1*10° M'.s™ et pour la réaction catalysée par la SOD, k=
2*10°M™" s (Mc Cord et al, 1977).

Le systéme de détoxification par la SOD ne peut étre efficace que si le H2O2
est réduit par la catalase (on parle du systéme SOD/catalase) ou la glutathion
peroxydase.

e La catalase
La catalase contient du fer ; elle catalyse la réaction suivante :

HO, — 2H0 + 02 (Eq 20)

e La glutathion peroxydase

Cet enzyme contient également du fer et catalyse les réactions suivantes:

ROOH +2GSH —> ROH +GSSG+H0 (Eq 21)

Ho02 +2GSH —> 2 H.0 + GSSG (Eq 22)

Ce systéme nécessite un couplage métabolique pour régénérer le GSH qui
est décrit ci-dessous.

1.1.3.2 Systémes impliquant ’oxydo-réduction de groupements thiols

o Le systéeme GSH/GST/GSH reductase

On ne peut pas parler du GSH en tant qu’une seule entité car bien qu'il

puisse agir seul, il est généralement le substrat de différents enzymes et il est
régénéré par la GSH réductase : il s'agit donc d’'un véritable systeme.

Le GSH joue un role protecteur vis a vis des différentes espéces réactives de

oxygéne, il agit comme un tampon anti-oxydant régissant 'homeéostasie

cellulaire. Le glutathion est un tripeptide (y glutamate-cystéine-glycine)

synthétisé a partir de la N-acétyl cystéine (NAC) grace a la y glutamyl cystéine
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synthase. |l joue un réle majeur contre les altérations oxydantes des lipides,
des protéines et des acides nucléiques. Par des échanges thiol/disulfure, le
GSH contribue au métabolisme des protéines et a la régulation de leur
activité, ce qui le rapproche en ce sens de la thiorédoxine. La concentration
intracellulaire du GSH varie de 1 a 10mM. Dans des conditions normales, le
rapport GSSG/GSH est faible et celui-ci traduit I'état redox des cellules. |
existe un pool de GSH cytosolique qui est labile et un pool mitochondrial qui
est stable.

Le glutathion peut agir seul pour piéger les radicaux libres de fagon non

enzymatique en agissant soit comme donneur d’hydrogéne soit somme

donneur d'électron via la base conjuguée GS'. Le GSH peut réagir par

exemple avec le NO' pour former du GSNO (ceci sera décrit dans le
paragraphe «modification des protéines, formation de nitrosothiols»). Le
glutathion peut étre nitrosé pour former du GSNO ou alors étre oxydé pour
former du GSSG, selon les circonstances. Une des conditions est la présence

ou non de Oy". En effet, lorsque les flux de NO et de O, sont équivalents le
ONOO™ se forme et la nitrosation est minimale, pour laisser la place a

'oxydation (Wink et al., 1997). Dans ce cas, le glutathion joue son rble de
détoxificateur de la cellule en formant du GSSG.

ONOOH +2 GSH — GSSG + NOz” +H* +H0 (Eq 23)

Le GSH est le substrat de la glutathion peroxydase, de la glutathion
transférase et de la glutarédoxine. Dans tous les cas, le GSH est oxydé en
GSSG qui est régénéré en GSH grace a la GSH réductase qui utilise le
NADPH comme équivalent réducteur.

GSSG + NADPH — 2 GSH + NADP?* (Eq 24)

La glucose-6-Ph-déhydrogénase permet ensuite de régenérer le NADPH
mitochondrial.

La glutathion peroxydase utilise le GSH pour réduire les hydroperoxydes
organiques (ROOH) ou pour réduire le peroxyde d’hydrogéne. Cet enzyme
est la voie prépondérante pour détoxifier le peroxyde d’hydrogéne dans les

globules rouges alors gu’elle est minoritaire dans les autres types celiulaires
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ou la catalase joue le rdle prépondérant. Le mécanisme de la glutathion

peroxydase est explicité dans le schéma ci-dessous :

NADPH
ROOH ou 2 GSH + Ht
H202
déhydrogenase
ROH + GSSG NADP:

H20

Les hydroperoxydes (ROOH), cytologiques, sont transformés en alcool
(ROH) par l'action de la glutathion peroxydase (GPx) qui oxyde le GSH en
GSSG. Le GSH sera régénéré par Paction de la GSSG réductase qui puise
ses équivalents réducteurs (NAPH+H") grace a Pactivité de la glucose-6-
phosphate déhydrogénase (G-6-Pdase) qui transforme le glucose-6-
phosphate (G-6-P) en 6-phophate gluconate (6-PG).

Les GST transférases peuvent étre cytosoliques ou membranairés et
fournissent une deuxiéme voie de réduction des hydroperoxydes mais elles
ne réduisent pas le peroxyde d'hydrogéne. Les GST détoxifient par
conjugaison au GSH de nombreux substrats électrophiles. Elles joueraient un
réle important dans la détoxification de sous-produits de la peroxydation
lipidique (ex : le 4-hydroxynonenal.

e La glutarédoxine

La glutarédoxine est une thiol transférase. Cet enzyme permet de réduire
les ribonucléotides en désoxyribonucléotides et de maintenir sous forme
réduite certains enzymes (pyruvate kinase, phophofructokinase), elle se
rapproche en ce sens de la thiorédoxine.

e Le systéme thiorédoxine/thioredoxine
réductase

La thiorédoxine (Trx) est une petite protéine (11kDa) ubiquitaire qui
posséde deux résidus cystéines impliqués dans sa fonction redox. La Trx

permet la réduction de protéines oxydées en s'oxydant par formation de ponts
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disulfures. Elle est ensuite réduite par la thiorédoxine réductase. Ce systéme
de régénération est comparable a celui de la glutathion réductase. La Trx
permet de maintenir a ['état réduit certains facteurs de transcription, la
ribonucléotide réductase ainsi que certaines protéines cytoplasmiques et -
nucléaires, permettant ainsi leur repliement conformationnel correct. Il a été
rapporté trés récemment que ce systéme, inductible, confére une protection
vis a vis de la cytotoxicité du NO (Ferret et al., 2000). En effet, deux lignées
de macrophages ont démontré une sensibilité différente au NO, la lignée
résistante possédant la capacité d’induire la transcription de la thiorédoxine.
Cette étude a démontré clairement que linduction de la thiorédoxine permet
aux cellules de résister a la toxicité générée par le NO. L'extrapolation de ces
données permet de proposer un mécanisme expliqguant les différentes

sensibilités des lignées cellulaires face au NO.

SH S
F B — @&l s (B
S

SH

Thiorédoxine réductase

Schéma d’aprés Morel et Barouki, 1998

e Ref-1
Ref-1 (Redox factor 1) est une protéine nucléaire qui posséde deux
fonctions bien distinctes. La premiére est son activité de réduction, située -
dans sa partie N terminale, et la deuxieme est son activité enzymatique de
- réparation de 'ADN (activité endonucléasique A/P) portée par sa partie C
terminale (Xanthoudakis et al., 1994). Les cystéines 65 et 93 sont le site actif
redox de cette protéine (Walker et al., 1993). Ref-1 stimule l'activité de liaison
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a 'ADN de certains facteurs de transcription, probablement en réduisant un
résidu cystéine crucial localisé dans le domaine de liaison a FADN de ces
protéines (Arrigo, 1999). La thiorédoxine permet de réduire Ref-1 oxydeé, de
facon & régénérer ses propriétés redox, en réagissant avec les cystéines clés
de Ref-1 (Hirota et al., 1997). Ref-1 a d’abord été identifi€ comme étant une
molécule stimulant I'activité de liaison 4 FADN de AP-1 (activator protein 1),
mais on s’est apercu par la suite que Ref-1 appartient, en fait, a un systeme
redox & part entiére. En effet, la présence de Trx et de Ref-1 est requise pour

conférer un environnement réducteur nécessaire pour l'activité de certains
facteurs de transcription tels que NFK -B, p53 , HSF-1 et AP-1 ainsi que les

diméres Fos/Jun. Ref-1 peut, en effet, stimuler 'activité de liaison a 'ADN
d'une p53 oxydée, mais également stimuler la transactivation de ses genes
cibles, in vivo (Gaiddon et al., 1999; Jayaraman et al., 1997).

Cet exemple permet de montrer que tout est en inter-relation, la
régulation redox joue un role majeur dans la régulation de facteurs de

transcription et notamment dans notre protéine d'intérét, p53.

1.1.3.3 Systémes piégeurs de radicaux libres

Divers composés - anti-radicalaires, hydrophobés et hydrophiles, sont
présents dans les fruits et les légumes, c'est le cas notamment des vitamines
C et E, de la pro-vitamine A et de divers flavonoides.

o L'a tocophérol (vitamine E)

Il se trouve dans les membranes et les lipoprotéines. |l bloque la réaction

en chaine de la peroxydation lipidique en piégeant les radicaux peroxyles.
e Le f caroténe (provitamine A)

Il appartient a la grande famille des caroténoides qui sont constitués de 2
noyaux ionones reliés par une longue chaine polyinsaturée. Il joue le méme
role que la vitamine E.

Structure d’'un noyau ionone (hom générique du 4-(2,6,6-triméthyl-1-
cyclohexen-1)-3-buten-2-one) :
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e [ ’acide ascorbique (vitamine C)
Il s’agit d’'un bon piégeur de radicaux libres, il se trouve dans le
cytoplasme. Il participe également a inhiber la peroxydation lipidique en

recyclant le radical tocophérol.

R c E NADPH
X X X NADPH réductase
R ct E NADP+

cytosol membrane

1.2 Réactivité du NO, et de ses dérivés, avec les
constituants cellulaires

1.2.1 Acides gras insaturés

La réaction du NO avec les acides gras insaturés conduit a la
peroxydation lipidique. Il s’agit d’'une réaction en chaine amorcée par un
radical. L'attaque d'un radical libre oxyde un carbone d'un acide gras
appartenant a une chaine lipidique pour former un radical carbone. Celui-ci va
ensuite réagir avec un atome d’O. pour former un radical peroxyle (LOO’). Ce
dernier va attaquer un nouvel atome de carbone d’un autre acide gras et ainsi
de suite, la réaction se propage en chaine. L'apparition de peroxydes
lipidiques rend la membrane lipidique plus faible et sensible aux cassures. La
peroxydation des lipoprotéines de-faible densité du plasma (LDL) contribue au
développement de 'athérosclérose. Le NO joue un role complexe vis a vis de
la peroxydation lipidique. En réagissant avec Panion superoxyde, il peut initier
la peroxydation lipidique via le peroxynitrite. Certaines études ont montré que
le NO induisait la peroxydation des LDL, cependant il semble que ces effets

observés étaient plutdt dus aux produits d’oxydation du NO tels que le ‘NO,,

N2O3 et NoO4 (Goss et al., 1995). Au contraire, le NO exercerait un effet anti-
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oxydant en réagissant avec les radicaux peroxyles pour former un adduit
nitrosé, ce qui inhibe la propagation de la peroxydation lipidique (Goss et al,,
1995).

LOO + NO* —> LOONO (Eq 20)

Le NO pourrait également posséder un réle anti-oxydant en inhibant la
réaction de Fenton, notamment en formant un complexe avec les métaux de

transition. Rubbo et coll ont réussi & expliquer clairement les différents effets
du NO" sur la peroxydation lipidique (Rubbo et al., 1994). Le NO" peut, en
effet, stimuler ou inhiber la peroxydation lipidique induite par le systeme O.”
/Ho0,/'OH . Le rdle pro ou anti-oxydant est déterminé par la concentration
relative de chacun des réactifs. Il existe une balance complexe entre les effets
apparents protecteurs et destructeurs du NO" in vivo. De multiple facteurs

rentrent en jeu, comme par exemple son taux de production, son

environnement radicalaire et sa compartimentation.

1.2.2 Acides nucléiques

Les dommages que le NO produit sur FADN constituent un facteur
important pour la toxicit¢ du NO et son rdle dans les étapes de la
cancérogenése. De plus, il est important de noter que le NO inhibe la
réparation de FADN en inhibant la ribonucléotide réductase (ce qui sera
développé un peu plus loin), ce qui conduit & une inhibition de la synthese du
pool des désoxyribonucléotides, ce qui potentialise son effet toxique.
1.2.2.1 Nitration

Le peroxynitrite, le radical nitrosonium (NO2) et le NO2CI ont la capacité
de nitrer les bases de 'ADN. '
L'incubation d’ADN et d’ARN isolés en présence de peroxynitrite conduit a la
formation de 8-nitroguanine d’une fagon dose dépendante (Yermilov et al.,
1995a). La 8 nitroguanine est le produit majoritairement formé par le
peroxynitrite. La 8-nitroguanine peut ensuite étre facilement dépurinée, ce qui
pourrait conduire & la formation de sites apuriques qui peuvent induire des

transversions de type: G :C — T :A (Yermilov et al., 1995b).

43



1.2.2.2 Oxydation

Les réactions d’oxydation sont principalement dues au radical hydroxyle
et a 'oxygene singulet. La formation d’oxoguanine par le peroxynitrite reste
- actuellement controversée.
DeRojas et coll ont montré la formation de xanthine et de 8-oxo-guanine
- dans 'ADN de macrophages activés. Les inhibiteurs de NOS peuvent inhiber
la formation de tels dommages a 'ADN, démontrant le rle de NO dans les
réactions d'oxydation et de déamination de 'ADN (Derojas-Walker et al.,
1995).

La formation de 8-oxo-déoxyguanosine a été détectée, in vitro, apres
incubation en présence de donneurs de NO". Celle-ci pouvait étre inhibée par
des piégeurs de radical hydroxyle et des antioxydants (acide ascorbique, N-

acétylcystéine), démontrant que le NO™ pourrait étre une source de radical
hydroxyle, soit par une réaction avec le NO' (équation 21 et 22) soit

indirectement via la production de H,O. provenant de la réaction entre le NO™

et 'O, qui produit de I'anion superoxyde (équations 23, 24 et 25) (Ohshima et
al., 1998).

NO + NO" — N.O;" (Eq 21)
N202'- +H — N20 +HO’ (Eq 22)
NO + O, —> NO + O,” (Eq 23)
2H' + O," ™ H02+ 027 (Eq 24)
H20, — HO" (via la réaction d’Haber Weiss ou de Fenton) (Eq 25)

1.2.2.3 Alkylation

Le N.Os; peut réagir avec les amines secondaires pour former des
nitrosamines et des nitrosoamides cancérogénes qui peuvent alkyler les
bases de FADN. L'alkylation des bases de I'ADN induit des lésions pro
mutagénes. La majorité des mutations induites par les composés N-nitrosés
est due a la présence de bases modifiées au cours de la réplication de 'ADN.
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Par exemple, la O%-méthylguanine s’apparie avec la thymine et donne lieu
majoritairement & des mutations telles que des transitions G :C— A :T.

De telies modifications sont importantes dans le processus de la
cancérogenése. En effet, le proto-oncogéne H-ras est activé chez des rats
traités par une nitrosoamide, la N-méthylnitrosourée.
1.2.2.4 Déamination

Le N,O; serait le responsable des réactions de déamination par
nitrosation des purines et des pyrimidines (Wink et al., 1991).

La guanine, I'adénine, la cytosine et la 5-methylcytosine peuvent étre
déaminées pour donner respectivement de la xanthine, de I'hypoxanthine, de
Iuracile et de la thymine. Ces différentes transformations vont donner lieu a
Papparition de différentes mutations. Les réactions de déamination peuvent

étre classées en 5 types (Nguyen et al., 1992) :

Type 1 : 5-methyicytosine — thymine — C.:G— T:A

Type 2 : cytosine — uracil = C:G— T:A

Type 3 : adénine — hypoxanthine — A:T — G:C

Type 4 : guanine — xanthine — site apurinique — G:C —» T:A

Type 5 : adénine — hypoxanthine — site apurinique — A:T — T:A.

Nguyen et col ont démontré la mutagénicité du NO, chez des cellules de
mammiféres en culture (Nguyen et al., 1992). La guanine serait la base la
plus modifiée dans 'ADN (Tamir et al., 1996). En effet, la quantité de xanthine
augmente significativement chez des macrophages activés par du LPS et de
PIFNy (Derojas-Walker et al., 1995). In vitro, la majorité des mutations induites

par un donneur de NO sont des transitions de type G:C — AT (Nguyen et

al., 1992; Routledge et al., 1994). Sur les codons Arg175, Gly245, Arg248,
Arg249, Arg273 et Arg282 du géne p53 (qui sont des sites “points chauds”),
les mutations sont en général de type C:G — T:A sur les sites CpG. Or, il a
été démontré qu’une exposition simultanée a du NO" et du O2”, et non a du
NO' seul, sur des cellules humaines en culture induit une transition de type

C:G — T:A sur le codon 248 du géne p53, ce qui conduit & une mutation Arg
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— Trp qui inactive la p53 (Souici et al., 2000). L'apparition de cette mutation
s’explique par une déamination de la 5-methyl cytosine qui forme de la
thymine. Cette ‘observation montre le potentiel mutagenique des espeéces
réactives de 'oxygéne et de I'azote. De plus, dans les cancers colorectaux, il
a été démontré une corrélation positive entre la fréquence des mutations au
niveau des sites CpG sur le géne p53 et 'expression de la iNOS (Ambs et al.,
1999a). Les transitions aux sites CpG via la méthylation de la cytosine,
suivies d’une réaction de déamination, sur les”points chauds” pourraient étre
imputées a une inflammation chronique dans ce type de cancer.

Murata et coll ont montré, en utilisant un essai fonctionnel sur les levures,
que le NO + O," (relargués a partir du sydonimide (SIN-1)) induisent des
mutations sur la p53 par déamination de la guanine (type 4) qui I'inactivent
(Murata et al., 1997). Il découle de cette étude que la cible principale du NO
sur 'ADN complémentaire de p53 serait la guanine et que la déamination de
la 5-méthylcytosine se ferait spontanément car le NO n'augmente pas
significativement ce type de mutation sur de 'ADN méthylé par PCR (Murata
et al.,, 1997). Il a été, en effet, proposé que la déamination de la 5-
méthylcytosine sur les sites CpG pourrait étre responsable des mutations C
— T spontanées in vivo (Nguyen et al., 1992 Wink et al., 1991).

En fait, plusieurs voies de déamination semblent importantes pour le potentlel
mutagéne du NO et de ses dérivés. Cet effet mutagénique du NO est trés
important pour son réle pro-cancérogéne.

1.2.2.5 Cassures de I’ADN

Les expériences sont, en général, effectuées in vitro au moyen de
plasmides tels que PBR322, PM2, CMV et PUC19, passant de la forme
superenroulée a la forme relaxée ou linéaire, visualisées par migration sur gel
d’agarose. In vitro, le NO seul n’'induit pas de cassure sur 'ADN, alors que
'exposition a du peroxynitrite, SIN-1 ou par une combinaison de NO' et de O,~
induisent des cassures sur 'ADN. Il a été démontré qu’une concentration de
peroxynitrite aussi faible que 1uM induit des cassures 7sur FADN. Le
mécanisme d’action du peroxynitrite sur 'ADN a fait I'objet d’'une revue par
Szabo et Ohshima (Szabo and Ohshima, 1997). Il a été montré que des
composés de type catéchol (la dopamine, les catéchol oestrogénes)
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augmentent synergiquement les cassures de 'ADN plasmidique induites par
le NO in vitro (Yoshie and Ohshima, 1997a; Yoshie and Ohshima, 1997b).
Des cassures simple brin ont pu étre observées chez des cellules exposées a
du peroxynitrite et ces dommages étaient corrélés avec la cytotoxicité induite
par le peroxynitrite (Szabo et al., 1996). Il semble qu'il soit nécessaire de
distinguer les études in vitro de celles in vivo (dans des cellules dans ce cas)
car par exemple le NO seul, in vitro, exposé & de 'ADN purifié n’induit pas de
cassure sur ADN alors qu'il exerce cet effet sur des cellules en culture
(Tamir et al., 1996). En effet, dans les conditions de culture, le NO peut réagir
avec d’autres composés pour former par exemple du peroxynitrite. Des
données trés récentes provenant de notre laboratoire ont montré que le NO
induit des cassures sur les brins de 'ADN in vitro et que cet effet est en partie
inhibé par des accepteurs d’électron, ce qui suggére que I'anion nitroxyle est
beaucoup plus puissant que le monoxyde d’azote pour induire ce type de
Iésion sur ’ADN (Ohshima et al., 1998b).
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Figure 3 : Modifications des bases de I'ADN.
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1.2.3 Protéines

Le cas de 'némoglobine illustre bien les différents effets que le NO peut
avoir sur une protéine par nitrosation (formation de S-NO) et par nitrosylation
(réaction avec les métaux). Ceux-ci dépendent de la concentration en NO et
de son environnement radicalaire. Le NO peut, en effet, réagir avec le Fer de
'héme de I'hémoglobine pour former de FPhémoglobine nitrosylée (Hb
(Fe®*)NO). Cette forme se retrouve in vivo dans les veines car la
concentration en O, y est faible (Gow and Stamler, 1998). Cette forme
représente environ 0.1% de 'hémoglobine totale et correspond a la structure
tendue de 'hémoglobine (T). Lorsque plus de NO se lie a cette forme, un
clivage hétérolytique libére de l'anion nitroxyle et de la méthémoglobine :
Hb(Fe**) + NO™ (Gow and Stamler, 1998). En revanche, en présence d'O, et
d’'une concentration plus forte de NO, le NO va réagir avec la cystéine 93 de
la chaine B, ce qui va conduire & la formation de s-nitrosohémoglobine (8-NO-
Hb(Fe?*)O,). Cette forme se retrouve dans le poumon et correspond ala
structure R qui est capable de lier 'O,. Le passage d’'une forme a l'autre est
totalement réversible, la transition de la structure R & T permet de libérer tres
efficacement de I'0,. L’exemple de cette protéine montre que le NO peut
réagir différemment selon sa concentration et son environnement proche et
méme exercer un effet sur la structure et la fonctionnalité de cette protéine.
1.2.3.1 Formation de nitrosothiols

La S-nitrosation présente quelques analogies avec la phosphorylation car
elle est réversible, module l'activité de certaines protéines et a des cibles bien
précises.

Les résidus cystéines sont les cibles principales de la S-nitrosation. Ces
résidus sont en effet rapidement nitrosés. La formation de S-nitrosothiols
(RSNO) a été démontrée in vivo pour plusieurs protéines. C'est le cas
notamment de la S-nitrosoalbumine, de la S-nitroso-L-cystéine, et du S-
nitrosoglutathion. La forme prédominante du NO dans le plasma humain est
sous forme de nitrosothiols qui sont pour la plupart des nitrosoprotéines
(96%), la nitroso albumine représentant 82% de celles-ci (Schwartz et al.,
1999). La formation de nitrosoalbumine permet de moduler constamment la

concentration de NO libre dans le milieu vasculaire et représente également
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une forme de stockage relativement stable du NO. Il a été¢ démontré que la
nitroso BSA posséde les mémes effets biologiques que le NO, bien que son
effet relaxant soit plus lent et persistant (Hsieh et al., 1999). La formation de
RSNO permettrait de faciliter le transport du NO vers ses effecteurs, de
prolonger sa demi vie dans le sang et les tissus et enfin de contrdler plus ou
moins sa toxicité (Stamler et al., 1992).

Comme il a déja été énoncé ci-dessus, le NO peut nitroser ’hémoglobine
dans certaines conditions pour former de la S-nitrosohémoglobine (S-NO-
Hb(Fe?*)O,). La nitrosation de 'hémoglobine joue un rdle régulateur dans le
transport de 'O..

La formation de nitrosothiols peut également inhiber I'activité de certains
enzymes, notamment les caspases. Les caspases sont, en effet, des
protéases a cystéines qui sont impliquées dans la cascade enzymatique de
lapoptose. Le NO nitrosyle la caspase 3, ce qui inhibe son activité
protéasique et par la méme, le processus apoptotique (Haendeler et al., 1997,
Kim et al., 1997). La cystéine 163 de la caspase 3 a été identifiée comme
étant la cystéine nitrosée responsable de sa perte d’activité (Rossig et al.,
1999). Cette inhibition est réversible en présence de DTT (Kim et al., 1997; Li
et al., 1997). Les caspases 1,2,4,6 et 7 perdent également leur activité apres
exposition au NO, in vitro, par nitrosation (Li et al., 1997). Ces données
suggerent que le NO peut inhiber I'apoptose en nitrosant les effecteurs de
Fapoptose que sont les caspases. Cependant, le role inhibiteur ou inducteur
du NO vis a vis de 'apoptose reste peu clair et semble dépendre fortement du
type céllulraire. Ce point sera développé plus loin. |

L’activité catalytique de I'alcool déhydrogénase est inhibée par le NO. Cet
enzyme possede un complexe Fer-Soufre qui est essentiel pour son activité
enzymatique (Crow et al., 1995). Son inactivation est corrélée avec la S-
nitrosation de cystéines qui entraine la destruction du complexe Zinc-Soufre
et la libération du Zinc (Gergel and Cederbaum, 1996). Cet effet inhibiteur du
NO est réversible par du DTT et du Zn?*. Le NO réagit également avec les
groupements thiols dun enzyme de réparation de I'ADN, la O-6-
méthylguanine-DNA-méthyltransférase de fagon réversible (Wink and Laval,
1994). La formation de nitrosothiols sur cet enzyme est corrélée avec son

inactivation. Le NO jouerait donc un rble important dans l'apparition de
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mutations car d'une part, via la formation de nitrosamines, il induit la formation
de la O-6-méthylguanine, et d’autre part il inhibe Iactivité de Penzyme qui
pourrait réparer cette lésion sur 'ADN.

D’autres enzymes sont inhibés par S-nitrosation, mais ne sont pas
mentionnés ici.

e Le cas du GSNO

Nous décrirons ici comment le GSNO est formé et comment il se
décompose.

Le NO est d’abord oxydé par 'O, pour réagir avec le GSH pour former
ensuite du GSNO, selon les équations suivantes :

NO' + NO2'—> N2Os (Eq 27)
NoOs + GSH — GSNO+ HNO: (Eq 28)

En revanche, en condition anaérobie, le mécanisme est beaucoup plus
complexe et le bilan de la réaction donne du GSSG et non du GSNO (Hogg et
al., 1996).

Une étude trés récente démontre l'existence d’un nouveau composé (le
GSNO,) qui se décompose en NO" lorsque le peroxynitrite réagit avec un seul
GSH (Kim et al., 1997).

Le GSNO présente les mémes propriétés que le NO car il libere le NO
lentement, ce qui suggére qu’il est impliqué dans le stockage et le transport.

Le GSNO est couramment utilisé comme donneur de NO dans les
expériences car celui-ci est considéré comme étant un donneur de NO
physiologique. La décomposition du GSNO a été étudiée en détails par Singh
et coll (Singh et al., 1996a). La réaction majoritaire de décomposition des

nitrosothiols serait un clivage homolytique qui donne naissance a 2 radicaux :

RSNO — RS +NO' (Eq 29)

2GSNO — GSSG + 2 NO' (Eq 30)
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La décomposition du GSNO est catalysée en présence de Cu* ou de Ni**

(Ho et al., 1999), d’acide ascorbique (Smith and Dasgupta, 2000) et de GSH
(Singh et al., 1996a; Singh et al., 1996b).

GSNO + Cu* + H* — GSH + NO" +Cu®* (Eq 31)

2GSH + 2Cu** — GSSG+ 2Cu* + 2H* (Eq 32)

Le GSNO reste relativement stable en absence de GSH (Singh et al.,
1996b). Dans les cultures cellulaires, une certaine quantité de GSH est
toujours présente, la libération du NO y est donc beaucoup plus importante
que dans du PBS ou méme dans un milieu de culture sans cellule.

La décomposition du GSNO peut eégalement se produire par clivage

hétérolytique pour former du NO™ ou du NO* (Amelle and Stamler, 1995;
Hogg et al.,, 1996). La formation de NO™ se fait lorsque la concentration de

GSH est relativement forte, par attaque nucléophile du GS™ sur le GSNO
(Hogg et al., 1996). Les effets biologiques des nitrosothiols ne sont donc pas

dus uniquement a la production de NO’, mais également au NO™ et au NO™.

Le GSNO peut donc servir & la fois de donneur de NO", NO™ et NO".
1.2.3.2 Oxydation des protéines

L'oxydation des protéines forme des groupes carbonyle, cependant ce
type de modification n’a pas encore été trés étudié.
1.2.3.3 Réaction avec les métalloprotéines

La réaction du NO avec les métaux des protéines forme des complexes
stables nitrosyle-métal ou conduit & une réaction redox du métal. Ces
différentes réactions ont fait I'objet d’'une revue par Radi (Radi, 1996). La
réaction du NO, et de ses dérivés, avec les métalloprotéines conduit
généralement a une perte de leur fonctionnalité. Le NO peut réagir avec les
pratéines contenant du Fer, du Cuivre ou un complexe Fer-Soufre.

e Réaction avec le Fer

* Sur un groupement heme

En général, la formation de complexes Fer-nitrosyle est mesurée
expérimentalement par résonance électro paramagnétique (EPR). Le NO

peut réagir avec l'ion ferreux (Fe?*) ou I'ion ferrique (Fe®").
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La réaction du NO avec héme peut avoir différentes conséquences. Un
complexe stable héme-nitrosyle peut se former et ne conduit pas a un
changement dans le statut redox du Fer. Un complexe héme-nitrosyle peut
aussi se former comme intermédiaire avant un changement redox dans le
Fer. Ces différentes stabilités sont illustrées dans le cas de la réaction du NO
avec la myoglobine et I'hémoglobine. Le complexe héme-nitrosyle se
dénomme nitrosohémoglobine et peut se transformer en methémoglobine
aprés changement redox du Fer.

Valence du Fer dans les différentes formes de 'hémoglobine :
Hémoglobine : Hb(Fe?*)

Oxyhémoglobine : Hb(Fe**)O

Nitrosylhémoglobine : Hb(Fe**)NO

Methémoglobine : Hb(Fe®*)

La formation de nitrosylhnémoglobine est favorisée dans les tissus qui ont
une faible tension d’O,. Cette forme se retrouve dans différentes conditions
pathologiques ou il y a une surproduction de NO (Lancaster, Jr. et al., 1992;
Wizemann et al., 1994).

Le NO peut réagir également avec I'oxyhémoglobine pour former de la
méthémoglobine et du nitrate. Cette réaction se ferait par lintermédiaire du
peroxynitrite.

Hb(Fe?**)O, + NO «— Hb(Fe*) + NOs’ (Eq 33)

Le NO peut aussi réagir avec la méthémoglobine pour former la
déoxyhémoglobine et des espéces nitrosylantes
Hb(Fe**) + NO — Hb(Fe**)NO* (Eq 34)
Hb(Fe?*)NO* + H,O — Hb(Fe?*) + NO;" + 2H" (Eq 35)

La réaction du NO" avec la déoxyhémoglobine conduit & la formation d'un
complexe stable nitrosylhémoglobine
Hb(Fe?*) + NO'— Hb(Fe?**)NO (Eq 36)

Dans les vaisseaux, la réaction du NO avec I'oxyhémoglobine donne
principalement de la méthémoglobine car il y a un 7Iarge exces

d’oxyhémoglobine par rapport au NO dans les globules rouges. Par contre,
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lorsque la tension en O, est faible, une partie de 'hémoglobine sous forme
Fe®* est déoxygénée, la nitrosylhémoglobine se forme.

La liaison du NO avec la cytochrome C oxydase inhibe son activité en se
liant avec son héme. La constante de liaison du NO est d'ailleurs plus grande
que celle de I’Op_. Linhibition de cet enzyrhe par le NO provoque linhibition de
la respirat'ion mitochondriale. (Brown and Cooper, 1994; Cassina and Radi,
1996; Cleeter et aI;, 1994).

* Sur la ferritine

La ferritine est une pré’téin,e qui permet de stocker le Fer; elle contient en
effet 4500 atomes de Ferfpar molécule, pour la plupart sous forme ferrique.
Le NO peut former un complexe réversible avec le Fe®* de la ferritine, il
pourrait ainsi favoriser la libération du Fer a partir de la ferritine (Reif and
Simmons, 1990). La Iibéréiion du Fer conduit & une augmentation du Fer libre
dans la cellule, favorisant ainsi les réactions d’Haber-Weiss et de Fenton et
ainsi la production du radical hydroxyle.

- e [éaction avec les complexes Zn-
Soufre:

Le Zinc est le second.métal de transition, aprés le Fer, présent chez les
animaux. Il se trouve principalement dans des structures « en doigt de Zinc ».
Ces-domaines sont constitués de Zinc lié soit au groupement thiol d’'une
cystéine soit au groupement-imidazole d'une histidine. Les complexes Zinc-
Soufre se retrouvent chez les facteurs de transcription et sont essentiels pour
leur activité de liaison a 'ADN. Ce motif confére une structure particuliére aux
facteurs de transcription qui leur permet de pénétrer dans le grand sillon de
'ADN. ,

N - e Réaction avec les complexes Fer-
= = - Soufre

La liaison du NO aux complexes Fer-Soufre conduit a la formation de
complexes Fe-nitrosyle (Henry et al., 1991). Ces complexes peuvent étre
stables et réversibles ou alors le NO peut progressivement conduire a
I'oxydation du complexe et & sa destruction. Pour l'instant, le mécanisme par
lequel le NO détruit le complexe n’est pas clair. Il pourrait impliquer du-

- dioxyde de nitrogéne ou le peroxynitrite. Le meilleur exemple pour illustrer ce
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type de réaction du NO avec les protéines est Paconitase qui est un enzyme
impliqué dans le cycle de Krebs. La réaction du NO avec cet enzyme inhibe
son activité catalytique (Castro et al., 1998). L'inhibition de l'aconitase est
fortement impliquée dans la cytotoxicité exercée par le NO (Xiong et al., 1993;
Yamakura et al., 1998). Il semble que ce soit plutot les nitrosothiols que le NO
en lui méme qui soient responsables de linactivation de P'aconitase. La
destruction du complexe serait en fait due au caractere nitrosonium (NO") des

nitrosothiols qui sont des agents oxydants trés puissants.

¢ Réaction avec le Cuivre

Le NO peut former des complexes stables Cuivre-nitrosyle ou alors
exercer une action redox, de la méme fagon qu'avec le Fer.
Cu 2*+ NO" — Cu ™_NO* (Eq 37)

On distingue trois types de protéines contenant du Cuivre, mais ils ne
seront pas développés ici. La cytochrome c oxydase posséde, en plius de son
groupement héme, deux atomes de Cuivre. Seulement 'un d’eux se lie au NO
pour former un complexe Cu-nitrbsyle. Ainsi, le NO se lie & deux types de
métaux au sein de la cytochrome c oxydase, bien que les effets de la
formation du Fe-nitrosyle soient mieux connus que ceux du Cu-nitrosyle. Les
protéines telles que 'némocyanine, la tyrosinase et des oxydases du Cuivre
(ex: lascorbate oxydase et la céruloplasmine) réagissent également avec le
NO (Gorren et al., 1987; Uiterkamp and Mason, 1973; Wever et al., 1973).
1.2.3.4 Formation de groupements nitrotyrosine

Ohshima et al ont proposé en 1990 que les protéines contenant des
NTYR pouvaient étre considerées comme un marqueur de nitration endogéene
des protéines (Durner et al., 1999). Depuis, de nombreuses études ont été
menées dans différents laboratoires, afin de comprendre les mécanismes de
formation .des NTYR, déterminer quelles protéines pouvaient étre touchées
par cette transformation et enfin localiser les protéines nitrées in vivo.

e Réaction de nitration

Réaction chimique
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*Le ONOOH

Ischiropoulos et coll (Ischiropoulos et al., 1992) ainsi que Beckman et coll
(Beckman et al., 1992) ont montré que le peroxynitrite pouvait réagir
rapidement avec des composés phénoliques, dont la tyrosine. Le peroxynitrite
a d’'abord été estimé comme étant le seul agent responsable de la nitration
des tyrosines (Beckman, 1996). Van der Vliet et coll ont étudié précisément la
nitration des protéines par le peroxynitrite. Il découle de leur étude que le
peroxynitrite pourrait nitrer les tyrosines via la formation de NO,' qui formerait
tout d’abord le radical tyrosyle et qui serait ensuite nitré par une autre réaction
avec le NOy" (voir schéma) (van der Vliet et al., 1995).

Beckman et coll (Beckman et al., 1992) ont montré que la nitration des
phénols est augmentée par la présence de SOD ou de Fe*-EDTA,
probablement en catalysant le clivage hétérolytique du peroxynitrite pour
donner du NO>'.

La réaction du peroxynitrite avec du CO, accroit le rendement de nitration
du peroxynitrite (Berlett et al., 1998; Uppu et al., 1996). Le pouvoir de nitration
du peroxynitrite est augmenté‘ par la présence de bicarbonate car le
ONO,CO;" (nitrosoperoxycarbonate) posséde un pouvoir de nitration encore
plus important que celui du peroxynitrite (Lymar et al., 1996; Pfeiffer et al.,
2000; van, V et al., 1994). De méme, la présence de Fe®**-EDTA augmente
également le pouvoir de nitration du peroxynitrite (Beckman et al., 1992),
probablement en formant un complexe stable avec la forme Cis du
peroxynitrite qui libérerait du NO,* (Kong et al., 1996). La Cu-Zn SOD exerce
le méme effet car elle permet également la formation d’'un complexe stable
Cu,Zn SOD-ONOO' (Beckman et al., 1992; Kong et al., 1996).

Halliwell a ensuite proposé que les NTYR sont plutét un biomarqueur de
la production d’espéces nitrantes qu’un marqueur spécifique du peroxynitrite
(Halliwell, 1997).

* Le NO

Le NO' par lui-méme ne réagit pas avec les tyrosines pour former des

résidus nitrotyrosine. En revanche, il peut réagir avec le radical tyrosyle de la

prostaglandine H synthase-2. Le NO- réagit avec le radical tyrosyle pour
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former la nitrosotyrosine qui sera ensuite oxydée une premiere fois en radical
tyrosyle iminoxyle puis une deuxieme fois en NTYR (Gunther et al., 1997).
* Le HNO, (acide nitreux)

La nitration par I'acide nitreux est un processus lent et la nitration de la
tyrosine ne semble pas étre la modification majeure, comparée a celle
d’autres acides aminés.

* Hy02/NO2™ via la MPO

Ce systéme semble étre un bon candidat pour la nitration in vivo des
protéines (Eiserich et al., 1998; Sampson et al., 1998). En effet, la MPO peut
utiliser le NO2” en présence de H2O2 pour nitrer des homogénats de cceur de
rats. Selon Masuda et coll, le systtme H>O2/NOz" via la MPO serait un
systéme trés performant pour la nitration. L'oxydation d’'un électron de la
tyrosine se fait aisément pour former le radical tyrosyle par le systeme
MPO/H,0, qui réagit ensuite rapidement avec le NO,, NO.CI produits par la
MPO en présence de NO," CI" et H.0, (Marquez and Dunford, 1995).

Bien que plusieurs études aient démontré que plusieurs composés sont
capables d'induire la formation de NTYR, il reste cependant difficile d’évaluer
quelle est l'efficacité relative de nitration de tel ou tel agent. Ceci a été le but
de l'une de nos publications ol nous avons étudié, grace a une méthode
sensible de détection par HPLC couplée a un détecteur électrochimique, la
formation de NTYR, in vitro, par différents composés nitrant (ONNOH,

NaNO,, NaNO,/HOCI, 02/NO", NO", NO'), voir la partie résultats.

Il a été suggéré que la nitration de la tyrosine pouvait étre un phénomene
réversible grace a l'existence d’'un enzyme « dénitrase » (Gow et al., 1996;
Kamisaki et al., 1998). Gow et col ont suggeré qu'il pourrait exister un
systéme enzymatique pour dénitrer les NTYR in vivo (Gow et al., 1996). Ces
derniers ont en effet montré que des lysats d’érythrocytes humains avaient la
capacité de modifier 'épitope NTYR de la BSA modifiée par le peroxynitrite.
Cette notion a été étayée par la suite par Kamisaki et col (Kamisaki et al.,
1998). Ces auteurs ont trouvé que des homogénats de langue et de rate de

rats traités au LPS possédaient la capacité de dénitrer, in vitro, I'albumine
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bovine, suggérant I'existence d’'un enzyme spécifique et non ubiquitaire. Cet
enzyme pourrait avoir une grande importance physiologique, bien qu’elle n’ait
pas encore été isolée et caractérisée. Une réduction non enzymatique de la
NTYR en aminotyrosine a également été rapportée (Balabanli et al., 1999).
Cette réduction peut se produire, in vitro, en présence de protéines contenant

un groupement héme ou d'un agent réducteur tel que le DTT ou le

mercaptoéthanol.

Compétition entre la formation de NTYR et diTYR
In vitro, de la tyrosine incubée en présence de peroxynitrite peut former

de la NTYR et des diTYR. La diTYR se forme pour des concentrations en
tyrosine plus élevées que celles requises pour la formation de NTYR et
augmente en fonction de la concentration (van der Vliet et al., 1995). La
formation de dityrosines implique de passer par le radical tyrosyle comme
intermédiaire.

Pfeiffer et Mayer (Pfeiffer and Mayer, 1998) ont montré que, dans leur
systéme, le NO seul produisait plus de NTYR que le systéme de co-
génération de O/ NO'. Cependant, ce point a été remis en question car il
semble que l'urate produit par le systéme de la xanthine oxydase pourrait
réagir avec le peroxynitrite nouvellement formé. De nouveaux éléments ont
été apportés par la suite par ces mémes auteurs. lls se sont ensuite
 intéressés a la formation de di-tyrosines et de NTYR aprés traitement par
différents systémes de co-génération de O,/ NO-(Pfeiffer et al., 2000). Il se
trouve que l'efficacité de nitration de la tyrosine par ces systémes in vitro n'a
aucune commune mesure avec celle obtenue par le peroxynitrite, ce qui est
en accord avec les résultats de I'étude précédente (Pfeiffer and Mayer, 1998).
Les auteurs expliquent ce phénoméne par le fait que la formation de
dityrosine prend le pied sur la nitration lorsque la concentration de
peroxynitrite est faible. La réaction de la tyrosine avec du HO" (provenant du
clivage du peroxynitrite), conduit & la formation du radical tyrosyle, qui pourra
soit se dimériser pour former une dityrosine, soit réagir avec du NOy pour

former une NTYR (figure 4).
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Figure 4 : Compétition entre la formation de NYTR et de diTYR
D’aprés Pfeiffer et coll, 2000.
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Facteurs déterminant la susceptibilité a la nitration des protéines

La nitration des tyrosines est un processus sélectif qui ne touche pas
toutes les protéines. La nitration d'un seul résidu tyrosine peut étre
responsable de la perte de I'activité de la protéine concernée. Le nombre de
tyrosines sur une protéine ne semble pas étre un facteur déterminant pour la
nitration de la protéine. Crow et coll avaient remarqué, chez les
neurofilaments, que la présence d'un glutamate proche d’une tyrosine
favorisait fortement la nitration de celle-ci (Crow et al., 1997). Crow et coll ont
expliqué le réle catalyseur du glutamate par la stabilisation de Fintermédiaire
nitronium-carboxylate formé lorsque le complexe SOD-ONOOH nitre les

neurofilaments (voir le schéma ci-dessous).

OH WO-Cu'+S0D
NO2

H"’//'o o]
\C//
Tyr (\31u
La charge négative pourrait augmenter la concentration locale de 'agent
nitrant vers la tyrosine située & cété. Il y aurait en fait une répulsion entre
lacide aminé négatif et I'agent nitrant, ce qui pousserait celui-ci vers le centre
aromatique de la tyrosine voisine. Les charges positives joueraient I'effet
inverse. Récemment, Souza et coll ont publié une étude trés intéressante
visant a déterminer quelles caractéristiques déterminent la nitration des
tyrosines sur les protéines (Souza et al.,, 1999a). Pour cela, les auteurs ont
comparé 3 protéines différentes: la ribonuciéase A, le lysozyme et la
phospholipase A2. Les sites de nitration sur ces différentes protéines ont été
comparés aprés exposition in vitro a différents agents nitrants. Il découle de
cette etude que 3 facteurs semblent favoriser la nitration des tyrosines :
a) La tyrosine devrait étre exposée a la surface de la molécule.
Néanmoins, la nitration pourrait étre contrecarrée par la présence de forces
électrostatiques. Par exemple, la présence d’'une arginine (R21) a coté de la
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tyrosine (Y20) sur le lysozyme bloque I'accés de la structure aromatique vers
la phase solvant.

b) Souza et col ont comparé les séquences de —5 a +5 acides aminés
entourant les tyrosines nitrées reportées dans les autres études sur la
protéine A du surfactant (qui est un complexe de lipides et de protéines)
(Greis et al., 1996), la manganése superoxyde dismutase (Yamakura et al.,
1998), les neurofilaments L (Crow et al., 1997), la glutamine synthase (Berlett
et al., 1998), plus les 3 protéines déja citées ci-dessus (Souza et al., 1999b).
Bien qu'il n’y ait aucune séquence particuliére commune entre les tyrosines
~ pouvant étre nitrées, dans les -5 a +5 acides aminés entourant la tyrosine, il y
a généfalement un ou plusieurs résidus acides (ce qui rejoint ce qui avait été
suggéré par Crow et col) et peu de cystéines, méthionines, et d'acides
aminés basiques. Cette derniére observation peut étre expliquée par le fait
que les cystéines et les méthionines peuvent étre nitrées par le peroxynitrite
en présence de CO, (Radi et al., 1991).

c) Généralement, la tyrosine qui est susceptible d’étre nitrée se trouve sur
une structure en boucle (bien qu'il y ait une exception pour la MnSOD).

Il faut néanmoins rajouter que ces caractéristiques restent plutdét des
tendances car le nombre de protéines contenant des résidus nitrotyrosine
analysées en spectrométrie de masse est encore trop faible pour déterminer
des conditions nécessaires et suffisantes pour nitrer préférentiellement tel ou
tel résidu tyrosine.

e Analyse des résidus nitrotyrosine

Il existe plusieurs approches pour étudier la nitration des protéines.
Lorsque la protéine peut étre purifi¢e, elle est exposée in vitro a différentes
espéces nitrantes et, par hydrolyse protéique, les résidus nitrotyrosine sont
ensuite analysés par HPLC couplée & un détecteur électrochimique (ce qui
permet une quantification précise de la nitration). Une autre approche est
possible : aprés séparation par HPLC, l'analyse peut étre complétée par
spectrométrie de masse ou séquengage d'acides aminés, ce qui permet
d’identifier précisément quelle(s) tyrosine(s) est nitrée. Lorsque des cellules
en culture sont traitées par différents agents nitrants, I'étude des NTYR se fait

plutdt par immunoprécipitation et Western blot. Pour des études in vivo,
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Fanalyse peut se pratiquer sur des biopsies par immunoprécipitation ou

encore par immunodétection sur lame.

e Formation de résidus nitrotyrosine in
Vivo

Le développement d’anticorps par le groupe de J.J. Beckman a permis de
démontrer I'existence de résidus nitrotyrosine in vivo dans des tissus animaux
et humains (Ye et al., 1996).

A l'origine, la production de ces espéces réactives de l'oxygéne et de
lazote est liée & la défense de I'hodte. Les leukocytes polymorphonucléaires
ont en effet la capacité de nitrer les bactéries ingérées (Evans et al., 1996).
Cette nitration est inhibée par les inhibiteurs de iINOS, suggérant la présence
simultanée de NO et O,". H. Ischiropoulos a publié récemment une revue
répertoriant les différentes maladies humaines dans lesquelles des NTYR
sont retrouvées (Ischiropoulos, 1998). Dans la plupart des études, les NTYR
ont été détectées par immunohistochimie.

La co-localisation de la iINOS et des NTYR, démontrant le lien entre une
inflammation chronique et la nitration des protéines in vivo, est retrouvée dans
la plupart des maladies étudiées. Bon nombre d'études se sont intéressées
aux maladies liées a une inflammation du systéme digestif. On peut citer par
exemple : la maladie inflammatoire du célon (Dijkstra et al., 1998; Singer et
al., 1996), la colite ulcérante (Kimura et al., 1998) et les gastrites dues a
l'infection par Helicobacter Pilori (Goto et al., 1999; Sakaguchi et al., 1999).
Certaines études ont également montré l'existence de NTYR dans des
maladies neurologiques. C'est le cas notamment de la maladie d’Alzeihmer
(Good et al., 1996; Oren, 1999) et de la maladie de Parkinson (ter Steege et
al., 1997). Une co-localisation de la INOS et des NTYR apparait également
dans les tissus de foie de patients atteints d’une hépatite virale chronique et
'abondance relative des NTYR est associée positivement avec la sévérité de
la maladie (Garcia-Monzon et al., 2000).

La nitration des tyrosines est une modification post-traductionnelle des

protéines qui peut avoir des implications au niveau biologique.
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e Conséquences de la nitration des
protéines sur leur fonctionnalité

La détection de NTYR sur les protéines était au départ utilisée
simplement comme marqueur de production endogéne de peroxynitrite et
d’espéces nitrantes. '

Ces derniéres années, le nombre d'étude concernant les NTYR a
fortement augmenté et de nombreuses équipes ont démontré que la nitration
des NTYR était non seulement un marqueur de l'inflammation des tissus mais
pouvait également exercer un effet sur la fonctionnalité des protéines.

Le premier type de perte de fonctionnalité d’'une protéine par nitration des
tyrosines auquel on peut penser est Pinhibition de la phosphorylation de ces
mémes tyrosines. Néanmoins, le nombre d’études démontrant ce phénoméne
reste encore faible. Gow et coll ont montré que dans les cellules endothéliales
exposées a du peroxynitrite, le taux de protéines phosphorylées diminue alors
que celui des protéines contenant des NTYR augmente fortement. De plus, la
capacité des tyrosine kinases a phosphoryler un peptide synthétique exposeé
a du peroxynitrite est inhibée de 50%. Ces résultats suggeérent que la
formation de NTYR pourrait interférer avec la phosphorylation (Gow et al.,
1996). Le peroxynitrite nitre, in vitro, & la fois la tyrosine 15 et la tyrosine 19
d’'un peptide synthétique contenant les sites de phosphorylation de la p34°"°2
kinase (Kong et al., 1996). La nitration de la tyrosine 15 inhibe completement
sa phosphorylation et la nitration de la tyrosine 19 exerce un effet inhibiteur
sur la phosphorylation de sa tyrosine voisine (la tyrosine 15) (Kong et al,,
1996). Ceci suggére que la nitration d'une tyrosine, en empéchant sa

phosphorylation, pourrait inhiber, en partie, la transduction du signal.

La neurodégénérescence qui conduit & l'apparition de la maladie de
Parkinson illustre parfaitement cette idée. Il a ét¢ démontré que la tyrosine
hydroxylase (qui est impliquée dans le métabolisme de la dopamine)
contenait des groupements nitrotyrosine chez des cellules exposées a du
peroxynitrite et que celle-ci avait perdu son activité enzymatique (Ara et al.,

1998a). La tyrosine hydroxylase est la protéine majoritairement nitrée dans le
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cerveau de souris traité par du peroxynitrite. Sur la base de ces résultats, les
auteurs ont proposé que [linactivation de la tyrosine hydroxylase par le
peroxynitrite pourrait étre responsable de linhibition du métabolisme de Ia
dopamine dans la maladie de Parkinson. Cette hypothése est renforcée par le
fait que le MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine), qui est
communeément utilisé pour induire la maladie de Parkinson, inactive. la
tyrosine hydroxylase par nitration (Ara et al., 1998b). L'induction de la iNOS
par le MPTP pourrait contribuer a la dégénérescence des cellules neuronales
qui conduit a I'apparition de la maladie (Dehmer et al., 2000; Liberatore et al.,
1999). Il semble, en effet, que le NO produit par les cellules gliales soit
responsable, du moins en partie, de la neurodégénérescence chez les souris
traitées au MPTP (Hirsch and Hunot, 2000). L’ensemble de ces résultats
démontre donc que la production de NO dans les neurones est responsable
de l'inactivation par nitration de la tyrosine hydroxylase ce qui contribuerait a
Fapparition de la maladie de Parkinson, démontrant ainsi limplication du

stress oxydatif dans cette maladie.

Il a été démontré également qu'un traitement par du peroxynitrite en
présence de SOD sur des neurofilaments L (NF-L) induisait la formation de
NTYR sur ceux-ci et qu'ils avaient perdu leur capacité & s’assembler in vitro
(Crow et al., 1997). Ceci suggére que la nitration pourrait interférer avec la

construction d’une structure protéique particuliére.

Les modifications induites par le peroxynitrite sur les différents types de
SOD, qui sont des enzymes nécessaires a la détoxification de I'anion
superoxyde, ont largement été étudiées. Le peroxynitrite réagit avec la Cu,Zn
SOD de bovin, et les Mn et Fe SOD (de E.Coli) pour former des résidus
NTYR sur celles-ci in vitro (Ischiropoulos et al., 1992). Néanmoins, seules les
Mn et Fe SOD de Coli sont inactivées par la formation de NTYR
(Ischiropoulos et al., 1992). Cette inactivation suite & une exposition au
peroxynitrite a été confirmée chez la Mn SOD humaine (Good et al., 1996) et
cette inactivation serait due a la nitration exclusive de la tyrosine 34 qui se

trouve dans le site catalytique de 'enzyme (Yamakura et al., 1998).
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Lé ribonucléotide réductase (RR), qui est essentielle pour la syrithese de
'ADN, posséde un radical tyrosyle dans son site catalytique. Lepoivre et coll
ont montré que le NO inhibe I'activité de la ribonucléotide réductase (Lepoivre
et al., 1992; Lepoivre et al., 1994). Cette inhibition est corrélée avec la perte
du radical tyrosyle. Le piégeage du radical tyrosyle par le NO" est réversible
alors que celui induit par le peroxynitrite est irréversible, tout comme
linhibition de I'activité catalytique qui en résulte (Guittet et al., 1998). Cette
modification irréversible induite par le peroxynitrite serait la formation NTYR.
Ceci a été confirmé en utilisant la protéine R2 de la RR de E.Coli sur laquelle
il a 6té montré que le radical tyrosyle (la Tyr 122), mais également les Tyr 62
et 289 sont nitrés aprés exposition in vitro a du peroxynitrite (Guittet et al.,
2000).

Il apparait donc que rinhibition de l'activité enzymatique de la RR ne soit
pas due uniquement & la perte du radical tyrosyle et que la nitration des Tyr
62 et 289 soit également impliquée. La Tyr 122, que l'on attendrait plus
facilement nitrée que les autres de part sa nature radicalaire, ne lest
finalement pas plus que les Tyr 62 et 289. Ceci pourrait s'expliquer par le fait
que les Tyr 62 et 289 sont situées & la surface de la protéine alors que la Tyr
122 se trouve au coeur hydrophobe d’une hélice o (cf le paragraphe “réaction
de nitration”) et que seule la forme protonée du peroxynitrite pourrait nitrer un
radical tyrosyle (car les charges négatives n’auraient pas accés au centre
métal/radical de la protéine R2) (Guittet et al., 2000). Cette hypothese reste
néanmoins a étre vérifiée. L'inhibition de la RR médierait I'effet cytostatique

du NO et de ses dérivés dans les tumeurs.

D'autres enzymes sont également inhibés par la nitration sur leurs
résidus tyrosine, c'est le cas notamment de la prostacycline synthase (Zou et
al., 1997a), du cytochrome P450 2B1 (Roberts et al., 1998), de la
phosphatidylinositol 3-Kinase (Hellberg et al., 1998), de COX-1 et de COX-2
(Boulos et al., 2000). Cette liste de protéines inhibées par la formation de
nitrotyrosine n’est bien évidemment pas exhaustive; ne sont mentionnées ici
que les protéines dont linhibition parait importante d'un point de vue

biologique.
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Toutes ces études suggérent que la nitration de tyrosines peut exercer
des effets biologiques importants tant au niveau d’une perte d’activité
enzymatique que pour la transduction du signal (inhibition de Ia
phosphorylation) et favoriser Fapparition de certaines pathologies. 1l apparait
donc maintenant que la présence de NTYR sur certains tissus ne doit plus
étre considérée comme un simple marqueur du stress oxydatif mais comme
un facteur pouvant favoriser le développement de certaines maladies liées a

une inflammation chronique.

1.3. Le NO dans la cancérogenése

Le processus de cancérogenése consiste en plusieurs étapes |
successives que l'on peut sChématiquement séparer en phase d'initiation, de
promotion et enfin de progression. La pathogenése du cancer colorectal
héréditaire a été bien décrite par Kinzler et Vogelstein et elle est résumée
dans la figure 5 (Kinzler and Vogelstein, 1996).

L'initiation est une étape irréversible qui correspond & un changement
genétique rendant la cellule moins sensible a certaines régulations. Cette
étape favorisera I'expansion clonale de la cellule initiée lors des étapes
ultérieures. Dans le modéle du cancer colorectal, la phase d'initiation se
produit par une mutation sur le géne APC qui est impliqué dans le contrble de
la prolifération des cellules épithéliales. Les patients porteurs d’'une mutation
sur ce géne présentent donc un risque plus élevé que la population générale
de développer un cancer colorectal. L'altération de nombreux génes
(notamment des proto-oncogénes et des génes suppresseurs de tumeurs)

peut promouvoir l'initiation d’une cellule.

La phase de promotion est produite par la stimulation de la division
cellulaire de la cellule initi€ée par une expansion clonale sélective. Cette étape
irréversible correspond a la formation d’'un carcinome. La promotion dépend
d'un défaut dans la différenciation, le controle de la croissance ou la
résistance a la cytotoxicité. Ainsi, les agents promoteurs favorisent

lexpansion de cellules porteuses de lésions génomiques, puis leur
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aggravation. Une altération sur le géne de K-Ras, de p53 ou une déficience
de P'activité d’enzymes de réparation de FADN contribuent a la survenue d'un
carcinome. |

La phase de progression permet une prolifération plus rapide des cellules
tumorales et leur procure la capacité de métastaser. Les cellules ont alors

acquis un développement autonome.

Néanmoins, ce processus en trois étapes est basé sur des modéles
expérimentaux animaux et il est difficile de seéparer complétement ces phases
lorsqu’il s'agit de cancérogenése humaine. On parle plutdt de Iésions pré-
malignes, de tumeurs primaires et de métastases. L'accumulation
d'altérations sur des proto-oncogénes et des génes suppresseurs de tumeurs
permettent de lever les barrieres physiologiques et ainsi promouvoir le
développement d’un cancer. Par exemple, la mutation du géne TP53 peut
avoir des conséquences & différents stades du processus. La cancérogenese
pourrait d'ailleurs permetire en elle méme la sélection des cellules ayant

s

acquis une mutation sur le géne TP53.

Le NO joue un rdle complexe dans la cancérogenése car c'est un
composé a facettes multiples. En effet, certaines publications ont montré
Paction anti-tumorale du NO alors que d'autres ont mis en exergue
Fimplication du NO dans la promotion tumorale. En fait, les espéces réactives
de I'oxygéne exercent & la fois un effet promoteur et un effet inhibiteur qui
dépend du stade du processus de cancérogenése.

Selon une vue personnelle et schématique, les espéces réactives de
loxygéne et de azote influenceraient positivement 'apparition d’un cancer en
agissant au niveau des phases d'initiation et de promotion alors qu'elles
auraient un effet plutdt bénéfique lorsque les tumeurs sont a un stade
relativement avancé. Ainsi, le NO est a la fois “Yin et Yang” vis & vis du

processus de la cancérogenése.
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Figure 5: Modéle de progression tumorale du cancer colorectal proposé par Kinzler et Vogelstein, 1996. )
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La mutation du géne APC initie le processus de néoplasie alors que la progression résulte de mutations sur d’autres génes.Une déficience
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cancérogeneése. L'oncogéne K-Ras ets activé par un seul événement génétique.
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1.3.1 Role pro-cancérogéne

Le rdle promoteur du NO et de ses métabolites est supporté par des
études épidémiologiques qui ont montré une association positive entre
certains sites d’infection et d’inflammation chronique et apparition d’'un

cancer.

Infection/inflammation Organes cibles

Virus de I'hépatite de types B et C, Foie

cirrhose

Helicobacter. pylori, gastrite Estomac
atrophique chronique

Schistosoma Japonicum, Célon, rectum

inflammation du colon

Virus du papillome humain Col de Fﬁjéyus _

Virus d’Epstein Barr, malaria Lymphome de Burkitt

Schistosoma haematobium, cystite Vessie

C_értains cancers semblent directement lié§-a une inflammation : 81% des
cancers de I'estomac seraient attribuables & H.Pilori (Forman, 1995) et 89%
du col de l'utérus seraient la conséquence d’une-infection par le virus du
papillome humain. Ces  relations entre cancers et infection/inflammation
s'expliquent de deux maniéres différentes. Certains agents infectieux comme
le virus d’Epstein Barr sont impliqués dans I4 cancérogenése de part leurs
propriétés oncogéniques alors que les bactéries, les parasites et d’autres
virus le sont & travers l'inflammation chronique gu'ils provoquent (Pisani et al.,
1997). Il apparait donc que le NO, produit lors de la réaction inflammatoire,
soit un acteur trés important dans la cancérogenese.’
1.3.1.1 Role génotoxique

Lors d’une inflammation chronique, les tissts proches sont exposés a de
fortes concentrations d’espéces réactives de 'oxygene et de 'azote. Comme
il a été exposé dans le paragraphe 1.2.2, ces composés exercent de

nombreux effets sur les composants cellulaires. La premiére action du NO et
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de ses dérivés que I'on peut noter est génotoxique, principalement par
déamination, formation de nitrosamines, induction de cassures simple brin de
'ADN. L'effet génotoxique du NO serait renforcé par l'inhibition de certains
enzymes de réparation de 'ADN telle que la O°-methylguanine methyl
transférase (Felley-Bosco, 1998) et de la ligase de 'ADN (Graziewicz et al.,
1996).

1.3.1.2 Réle dans la progression et I'invasion tleoraIe

Les cytokines et I'hypoxie générées par les cellules d’'une masse
tumorale importante stimulent I'expression de NOS dans ces cellules
(Moochhala and Rajnakova, 1999). Certaines tumeurs humaines expriment a
la fois la INOS et les cNOS, c’est le cas notamment du cancer du sein, de
l'estomac, de l'utérus, de P'ovaire et du systéme nerveux central (Thomsen
and Miles, 1998; Wink et al., 1998). Des études ont mis en évidence que les
biopsies de certaines tumeurs humaines qui expriment fortement la INOS sont
plus agressives que celles qui n'expriment pas la iNOS, ‘C'est le cas
notamment des tumeurs du systéeme nerveux central (Cobbs et al., 1995) et
du cancer du sein (Thomsen and Miles, 1998) . Ambs et coll ont montré
qu’'une production excessive de NO par la iINOS contribue a la progression du
cancer du célon du stade d’adénome au stade de carcinome in situ (Ambs et
al., 1998a).

Néanmoins, d’autres études ont suggéré que I'expression des NOS était
corrélée avec la réduction des métastases, notamment dans le cas du cancer
du sein (Tschugguel et al., 1999) et dans certains modéles animaux (Juang et
al., 1998; Xie et al., 1995). Pour l'instant, les études sont plutdt contradictoires
et leur nombre n'est pas encore assez élevé pour pouvoir déterminer avec
précision la relation qu’il existe entre I'expression de NOS et un quelconque
pronostique quant a I'évolution de la maladie. Ceci pourrait dépendre du type

de NOS exprimée et de I'organe touché.

La production de NO stimule l'angiogénése et favorise la croissance
tumorale. L’angiogénése est une étape critique pour la croissance et
linvasion tumorale ainsi que pour 'apparition de métastases (Fukumura and
Jain, 1998). Le NO stimule 'angiogénése de deux maniéres différentes: le NO
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induit un effet vasodilatateur et il augmente la perméabilité vasculaire. Le role
vasodilatateur du NO a été mis en évidence lorsque Ignarro et coll ont
identifié que 'EDRF (Endothélial-Derived Growth Factor) était en fait le NO
(Ignarro et al., 1987; Ignarro et al., 1988). Le NO exerce cet effet via la
production de cGMP par la guanylate cyclase.

L’hyperperméabilité de I'endothélium vasculaire stimulé par le VEGF
(vascular Endothelial growth Factor), qui est un facteur de croissance des
vaisseaux sanguins, se produit via la stimulation de la NOS dans les cellules
endothéliales. L’augmentation de la perméabilité des vaisseaux via le NO est
largement documenté (Fukumura et al., 1997; Hinder et al., 1997, Murohara
et al., 1998; Wu et al., 1996). |l a été montré qu’un traitement par un inhibiteur
de la NOS inhibe I'angiogénése stimulée par le VEGF (Ziche et al., 1997). Il a
été proposé que des inhibiteurs spécifiques de la iNOS pourraient représenter
une thérapie intéressante pour limiter 'angiogénése et linvasion tumorale.

Cependant, comme le réle du NO n'est pas encore compris dans sa
globalité, il semble imprudent de préconiser ce type de traitement pour
linstant.

Le NO stimule aussi I'expression de la prostaglandine H2 synthase (ou
cyclooxygénase 2: Cox 2). Certaines prostaglandines augmentent la
perméabilité vasculaire et stimulent la production de facteurs angiogéniques
par les cellules tumorales.
1.3.1.3 Effet immunosuppresseur

Les cellules Natural Killer (NK) et les lymphocytes T cytotoxiques sont les
cellules les plus importantes pour défendre I'organisme contre les cellules
tumorales. Néanmoins, ces derniéres produisent des cytokines
immunosuppressives qui diminuent le systeme de défense immunitaire
(Chouaib et al., 1997). Lejeune et coll ont montré en 1994 le rdle
immunosuppresseur du NO lors de la croissance des tumeurs de colon. La
production de NO par les tumeurs augmente lors de la croissance tumorale et
inhibe la prolifération des lymphocytes T (Lejeune et al., 1994). Des quantités
non toxiques d’'un donneur de NO aussi bien que le NO produit par les
macrophages activés inhibe la prolifération des lymphocytes Th1 et Th2 sans
pour autant inhiber leur production de cytokines. (Van der Veen et al.,1999;
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Van der Veen et al., 2000). Le NO inhibe la prolifération des lymphocytes T
(Fukumura and Jain, 1998; Wink et al., 1998). De plus, le NO diminue
linfiltration des leucocytes dans les tumeurs et limite leur adhésion avec
'endothélium (Fukumura and Jain, 1998; Wink et al., 1998).

Les cellules NK (Natural Killer) représentent un mécanisme irhportant
dans la défense immunitaire précoce contre les tumeurs (Roberston et al.,
1990). lls exercent une action cytotoxique par exocytose de granules
contenant de la perforine et en exprimant des granzymes (serine estérases).

L’IL 12 agit sur les cellules T et les NK comme co-stimulateur de la
prolifération cellulaire. Chouaib et coll ont montré que P'lL 12 et le TNFa
exercent une action synergique pour induire I'expression de la iNOS (Salvucci
et al., 1998).

L’'ajout de TNFa potentialise l'effet cytotoxiqgue de I'lL12. Il apparait
cependant que cet effet cytotoxique ne soit pas produit par le NO. Au
contraire, l'addition de NO exogéne inhibe lactivité cytotoxique des NK et
laddition d’un inhibiteur de la iINOS augmente l'activité cytotoxique des NK.
Ainsi, le NO produit de fagon endogéne par la iNOS aprés stimulation par ces
cytokines contribue a diminuer le potentiel lytique des cellules NK.

L'effet inhibiteur du NO sur les céllules NK, sur la prolifération des
lymphocytes T et sur les leucocytes montre clairement que le NO exerce un
réle immunosuppresseur, ce qui empéche l'organisme de lutter de fagon
immunologique contre les cellules tumorales.

1.3.2 Effet tumoricide

Le NO pourrait exercer un réle bénéfique lorsque les cellules sont déja

cancéreuses. En effet, les macrophages, via leur production d’espéces
réactives de l'oxygéne, exercent un effet cytotoxique sur les cellules
tumorales (Albina and Reichner, 1998). De fortes concentrations de NO sont
vcytotoxiques et permettent d’éliminer des cellules tumorales. Le NO produit
par les macrophages bloque la respiration mitochondriale des cellules
tumorales en inhibant I'aconitase et la cytochrome ¢ oxydase. Le NO et ses
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métabolites exercent également un effet cytostatique en culture cellulaire
(Stuehr and Nathan, 1989). Lepoivre et coll ont montré que l'effet cytostatique
“du NO est directement lié¢ a son effet inhibiteur sur la ribonucléotide
réductase, enzyme essentiel pour la synthése d’ADN (Lepoivre et al., 1992;
Lepoivre et al., 1994).

Le role du NO dans la cancérogenése pourrait se résumer de la maniere
suivante : les tissus exposés continuellement & de fortes concentrations de
NO, comme cest le cas lors d’'une inflammation chronique, accumulent des
mutations; le NO joue ici un effet initiateur. Le NO favorise également
Iangiogénése et donc le développement tumoral. En revanche, lorsque les
tumeurs sont a un stade déja avancé, les macrophages produisent du NO en
fortes quantités et ralentirait la progression tumorale par action cytotoxique.
" Les différents effets du NO dans la cancérogenése sont rassemblés dans la
figure 6. '
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Croissance et progression

tumorale - 4 e Effet immunosuppresseur sur des effecteurs de
limmunosurveillance

—L’o \\ L'adhésion leucocytes-endothélium -

Figure 6 :Le NO: une substance cancérogéne et anti-tumorale.

Pour les explications, se référer au texte.



2°Me pARTIE :
LA PROTEINE ONCO-SUPPRESSIVE P53

Dans un premier temps, nous présenterons brievement la protéine p53:
sa découverte, son rdle dans la cancérogenese, ses fonctions
(succinctement) et enfin son géne, sa phylogénie. Nous exposerons sa
structure et son organisation complexe dans un deuxiéme temps. La
troisitme partie traitera de sa régulation et la quatrieme développera ses

fonctions biochimiques et biologiques.

2.1 Présentation générale de p53

2.1.1 P53 et cancérogenése

La protéine p53 a été découverte il y a 20 ans et fut initialement identifiée
comme un oncogéne. La communauté scientifique s’est ensuite apergue que
les propriétés oncogéniques, que lPon avait attribuées a tord a p33,
provenaient des formes mutées de p53. Il aura fallu 10 ans de recherche
aprés sa découverte pour que p53 soit classée dans la catégorie des
protéines onco-suppressives et pour qu'elle regoive toutes ses lettres de
noblesse (Lane, 1992; Oren, 1992). Elle a méme éte dénommée
sympathiquement «gardienne du génome», ce qui révéle les espoirs qui ont

été batis sur cette fameuse p53 (Lane, 1992).

La perte de fonction de p53 est considérée comme un élément clé dans
le développement d'un cancer. En effet, plus de 50% des tumeurs
contiennent une p53 mutée. Le nombre de mutations identifiées croit de fagon
exponentielle et atteint 4 ce jour le nombre impressionnant de 10 000
(Hainaut and Hollstein, 2000). Des sites Internet de bases de données
recensent toutes les mutations de p53 associées avec certains types de
cancers, c'est le cas notamment de la base de donnée maintenue par 'NARC

(International Agency for Cancer Research) (www.iarc.fr/p53). P53 est

préférentiellement mutée sur des «points chauds» («hot spots»). En fait, le

processus de cancérogenése sélectionne les cellules contenant une p53
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inactive et favorise leur expansion clonale. La majorité des mutations du gene
TP53 sont des mutations ponctuelles (substitution d’'une seule paire de
bases) et somatiques. |

Les familles porteuses d'un alléle mutant pour p53 sont sujettes au
syndrome de Li-Fraumeni qui est caractérisé pas I'apparition précoce de
cancers variés. Le développement d’'un modéle de souris homozygotes pour
Fallele nulle de p53 (p537) a permis d'étudier précisément les effets de la
perte de p53 in vivo. Ces souris se développent normalement mais sont
sujettes a un développement spontané de tumeurs dés l'age de 6 mois
(Donehower et al.,, 1992; Jacks et al., 1994). Ces souris portent des
instabilités génomiques nombreuses (aneuploidie, centrosomes multiples,
amplification de génes), ce qui met en exergue le rdle central de p53 dans le

maintien de lintégrité génomique (Fukasawa et al., 1997).

Au cours de l'évolution, la pression de sélection a maintenu le géne
TP53. En effet, ce géne est commun a tous les vertébrés et trés récemment
un homologue de TP53 a méme été identifié chez la drosophile (Brodsky et
al., 2000; Ollmann et al., 2000). P53 posséde 5 régions hautement
conservées entre les espéces (Soussi and May, 1996).

P53 est le senseur de multiples formes de stress. Les stress
génotoxiques (irradiation gamma, irradiation aux rayons UV, différents
composés génotoxiques) mais également certains stress non génotoxiques
(hypoxie, déplétion en ribonucléotides, hyperthermie, épuisement des
facteurs de croissance...) induisent rapidement 'accumulation de p53 sous
une forme active. Le niveau de p53 est relativement bas dans des cellules
non stressées et la protéine est présente sous une forme inactive, dite
latente. Aprés un stress, la protéine est stabilisée et activée. Le roble
schématique de p53 est d'induire un arrét du cycle cellulaire ou de conduire la
cellule vers l'apoptose aprés des lésions sur 'ADN ou a la suite de certains
stress non génotoxiques afin de réparer ou déliminer les cellules

«anormales».
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2.1.2 Le géne TP53, membre d’'une famille multigénique

Le géne TP53, long d’environ 20kb, est situé sur le bras court du
chromosome17 dans la région 17p13. Il code pour une protéine de 393
- acides aminés chez 'homme et il est exprimé de fagon constitutive dans
presque tous les tissus. Il a été découvert récemment que TP53 n'est pas un
géene isolé, mais un membre d'une famille muitigénique (Kaelin, Jr., 1999). Le
géne TP73 fut le premier découvert (Jost et al., 1997; Kaghad et al., 1997)
suivi du géne TP63, initialement dénommé p40, p51 ou p73L (Osada et al.,
1998; Schmale and Bamberger, 1997; Senoo et al., 1998). Différentes revues
ont synthétisé les données récemment acquises sur p73 et p63 (lkawa et al.,
1999; Kaelin, Jr., 1999; Levrero et al., 1999; Lohrum and Vousden, 1999).

Les génes qui codent pour p73 et p63 sont situés respectivement en position
1p36 et 3p27-28. Ces deux génes sont sujets a des épissages alternatifs et
<_:odent ainsi pour différents variants : p73c0/p et p63 /By et AN p63 o/Bly

(variants dépourvus du domaine N terminal).

Les régions centrales des protéines p63 et p73 partagent respectivement
une homologie de 60% et 63% avec celle de p53. Il a été démontré que p73
et p63 peuvent lier la séquence consensus d’ADN de p53, induire la
transcription de certains de ses génes cibles et stimuler I'apoptose lorsqu’ils
sont sur-exprimés (Jost et al., 1997; Kaghad et al, 1997; Sheikh and
Fornace, Jr., 2000). Plusieurs équipes indépendantes ont démontré que p73
est régulée par c-Abl, une tyrosine kinase (voir plus loin), lors de la réponse
apoptotique induite par des radiations ionisantes ou aprés exposition a des
agents alkylants (Agami et al., 1999; Gong et al., 1999; Yuan et al., 1999).
Ces données suggérent que p73, comme p53, peut étre stimulée aprées
certains stress génotoxiques. Ainsi, les membres de la famille de p53
présentent quelques homologies avec leur cousine. P73 interagit avec
certaines protéines de la méme maniére que p53 (c-Abl, p300, Mdm2), mais
ces interactions n'ont pas forcément les mémes conséquences qu'il s’agisse
de p53 ou de p73. Par exemple, Mdm-2 interagit avec p53 et p73, mais cette

liaison conduit a la dégradation de p53 exclusivement (Balint et al., 1999;
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Zeng et al., 1999). Il apparait également que p73 et p63 induisent I’apovptose
via des mécanismes complétement distincts de ceux de p53 (Sheikh and
Fornace, Jr., 2000).

Des souris nulles pour le géne TP63 connaissent de graves troubles du
développement, ce qui n'est pas le cas des souris nulles pour p53. Ceci
montre que ces protéines, bien que relativement proches, n'exercent pas les
mémes effets cellulaires. Les souris déficientes pour TP63 meurent & un
stade précoce du développement car I'épithélium ne peut se différencier
correctement et n'est donc pas structuré (Mills et al., 1999; Yang et al., 1999).
Les publications récentes proposent que p63 et p73 jouent un role dans le
processus du développement et que seule p53 posséde une fonction de
suppresseur de tumeur in vivo (Kaelin, Jr., 1999; White and Prives, 1999).
Cette hypothése s’appuie en grande partie sur le fait que les génes TP73 et
TP63 ne sont que trés rarement mutés dans les cancers humains,
contrairement au gene TP53, et que leur expression est limitée a certains
tissus. _

Bien que les homologies de structure entre p63, p73 et p53 soient
connues, les relations structure/fonction restent & étre déterminées. La
caractérisation des mécanismes d’activa‘tion, de dégradation et de régulation
de p63 et de p73 permettrai't de mieux comprendre leurs rbles biologiques in

vivo.

2.2 Structure et organisation fonctionnelle de
p53 ~

- Pour revue, voir (Ko and Prives, 1996; May and May, 1999). La protéine
p53 est constituée de 393 acides aminés qui forment trois régions distinctes :
la région N terminale, la région centrale et la région C terminale. La figure 7
représente p53 dans sa totalité.

2.2.1 La région N terminale (résidus 1-102)

2.2.1.1 Structure
La figure 8 détaille la partie N terminale et ses divers sites de

phosphorylation sont rassemblés dans le tabieau de la méme figure.
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1
Sites de phosphorylation Activation/répression de la transcription
Liaison avec Mdm2
42
P
Liaison avec des protéines X
comportant un domaine SH3 X
P
100

Cys176 S
His179% 3 Liaison spécifique & PADN
Coordination avec le Zn?* : ) — transactivation transcriptionnelle
Cys238—
Cys242—
300
\
NLSI .
‘Acétylations, NES ' Liaison non spécifique a PADN
Phosphorylations,
Déphosphorylations, Tétramérisation
Glycosylation >
Ubiquitination 5
- m Régulation négative de
Liaison avec la protéine I'activité transcriptionnelle
14-3-3c ’

393

Figure 7: Structure de la p53 humaine.



Interact

machinerie transcriptionnelle (TBP, TAFIID)

ion avec les composants de la

Interaction avec Mdm?2

Répression de l'activité transcriptionnelle

Interaction avec les protéines contenant
un domaine SH3

Figure 8: Structure détaillée de la partie N terminale de la p53 humaine.

S, N,
187 26 ~ -
N PXXP PXXP PXXP PXXP PXXP
1 42\ 62 94 100
Ser 15
Ser 46
P Ser 37 p
Ser 20 Ser 33 P
P P
Résidus Types de modifications Kinases Stress inducteur
Ser6 Phosphorylation caséine kinase | (CKI) IR et UV
Ser9 Phosphorylation caséine kinase | (CKI) In vitro
Ser 15 Phosphorylation ATM, DNA-PK , CAK, ATR IR et UV
Thr 18 Phosphorylation CKiI IR
Ser 20 Phosphorylation Chk1 et 2 IR et UV
Ser 33 Phosphorylation CAK IR et UV
Ser 37 Phosphorylation DNA-PK, ATR, kinase p38 uv
Ser 46 Phosphorylation kinase p38 uv

Le tableau rapporte toutes les phosphorylations qui existent, in vivo, mais également celles qui

ont été identifiées qu’in vitro apres incubation avec une kinase particuliere.

D’autres sites de phosphorylation ont été identifiés chez la souris (Meek, 98): les Ser 4, 6,9 par
la CKI, les Ser 7, 15 et 18 par la DNA-PK, la Ser 34 par JNK1 et 2, les Thr 73 et 83 par les

MAPK.



Cette région se sépare en 2 parties : le domaine acide (résidus 1 a 42) et le
domaine polyproline (résidus 62-94).

Le domaine acide est typique des domaines de transactivation des
facteurs de transcription. Unger et coll ont rapporté que les résidus 7 a 42
représentent le domaine minimal d’activation (Unger et al., 1992). Ce sous
domaine est le siége d’'interactions protéine-protéine pour la p53. Il permet a
p53 de recruter la machinerie transcriptionnelle qui est composée de la sous-
unité TBP (TATA Box Binding Protein) et des protéines associées au TAFIID
(Transcription Factor IID), c’est pourquoi on I'appelle également domaine de
transactivation (Lu and Levine, 1995; Thut et al., 1995).

La protéine Mdm-2, qui est impliquée dans la dégradation de pS53,
interagit avec I'hélice o de p53 formée par les résidus 18 a 26 (Kussie et al.,
1996). Les résidus Phe 19, Trp 23 et Leu 26 de p53 sont les plus impliqués
dans cette interaction car ils s'inserent profondément dans une crevasse de
Mdm2. Llinteraction de p53 avec les composants de la machinerie
transcriptionnelle est impossible lorsque Mdmz2 est liée a p53, ce qui conduit a
linhibition de l'activité transcriptionnelle de p53 trés rapidement. Au dela de
I'inhibition de p53 par encombrement stérique, Mdm2 stimule la dégradation
de p53 en médiant son ubiquitination (la dégradation sera traitée plus loin).

Le domaine polyproline (résidus 62 a 94) doit son nom & une séquence
de 5 répétitions du motif PXXP (ou X représente un résidu
quelconque)(Walker and Levine, 1996). Ce domaine des polyprolines
constituerait un site de fixation pour des protéines comprenant des domaines
SH3 qui sont impliquées dans la transduction du signal (Xie et al., 1994, Yu et
al., 1994). Ainsi, la protéine Grb-2 qui posséde 2 domaines SH-3, se lie a p53
(Venot et al.,, 1998). L'utilisation de mutants ne contenant pas de PXXP a
montré que ce domaine est requis pour l'arrét de croissance et I'activité de
répression transcriptionnelle de p53 (Venot et al., 1998; Walker and Levine,
1996). Cependant, la délétion de ces motifs n'affecte pas son activité
transcriptionnelle, sauf celle pour le géne PIG-3. Cette particularité vis a vis
de PIG-3 n’est cependant pas encore expliquée.
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2.2.1.2 Modifications post-traductionnelles

La partie N terminale est le sujet de diverses phosphorylations qui sont

résumées dans la figure 8. Le tableau distingue les résidus qui peuvent étre
phosphorylés in vitro aprés incubation avec une kinase particuliére de celles
qui sont phosphorylées aprés un stress cellulaire. Pour ces derniéres, les
kinases impliquées ont été déterminées in vitro, pour la plupart, mais il n'est
pas certain que ce soit les mémes qui phosphorylent ces résidus in vivo.
La Ser 9 peut étre phosphorylée, in vitro, par la caséine kinase | (CKIl) (Lees-
Miller et al., 1992). La Ser 6 est également le substrat de cette kinase et elle
est induite aprés exposition a des radiations ionisantes (IR) ou aprés
exposition & des rayons UV. Les IR induisent des cassures doubles brins sur
I'ADN et les rayons UV forment des adduits a TADN, comme par exemple des
dimeres de pyrimidines.

La Ser 15 est phosphorylée aprés des radiations ionisantes ou aprés
exposition & des rayons UV (UV) (Siliciano et al., 1997). Il existe plusieurs
candidats de la famille des PI-3 kinases susceptibles de phosphoryler cette
Ser: la DNA-PK (Protéine Ser/Thr Kinase dépendante de 'ADN) (Lees-Miller
et al., 1992; Shieh et al., 1997), 'ATM (Ataxia Telangectasia Mutated) (Banin
et al.,, 1998; Canman et al., 1998) et 'ATR (ATm Related) (Tibbetts et al.,
1999). L'ATM est une kinase qui est activée spécialement aprés les IR. Les
patients porteurs d’'une mutation sur 'ATM développent la maladie Ataxia
Telangectasia. Il a été démontré que la p53 de cellules déficientes pour la
DNA-PK ou pour ’ATM pouvait toujours étre phosphorylée sur la Ser 15, ce
qui suggere un role redondant entre ces 2 kinases ou l'existence d’autres
kinases qui interviendraient in vivo (Siliciano et al., 1997).

La Thr 18 est phosphorylée, in vitro, par la Cki1, si la p53 a été
préalablement phosphorylée sur la Ser 15, ce qui laisse supposer qu'il existe
une séquence bien spécifique des évenements (Craig et al., 1999; Sakaguchi
et al., 2000). La phosphorylation de la Thr 18, qui est directement située sur le
site d'interaction de Mdm2, déstabilise leur liaison plus efficacement que la
phosphorylation des ser 15 et 37 (Sakaguchi et al., 2000).

La Ser 20 est également phosphorylée apres exposition a des rayons UV
ety (Shieh et al., 1999). Les Chk1 et chk2 (Checkpoint Kinases 1 et 2) ont été
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récemment identifiées comme les kinases responsables de cette
phosphorylation (Chehab et al., 2000; Shieh et al., 2000). Ces kinases sont
connues pour étre impliquées dans l'arrét du cycle cellulaire et ces résultats
montrent qu’il existe une relation entre la phosphorylation d’un site précis de
p53 et l'arrét du cycle cellulaire qui est une des fonctions principales de p58.
La phosphorylation de la Ser 20 déstabilise, comme celle de la Thr 18, la
liaison avec Mdm-2. Une étude cinétique a permis de montrer que la vitesse
d’apparition de la phosphorylation de la Ser 20 est beaucoup plus rapide
aprés les UV qu'aprés exposition & des radiations ionisantes. Ceci suggere
que la voie de signalisation des radiations UV et y implique des kinases
différentes. Ces mémes auteurs ont également montré que la phosphorylation
des Ser 15, 20 et 33 nécessite que p53 soit sous forme tétramérique (Shieh
et al., 1999).

La Ser 33, la Ser 37 et la Ser 46 seraient phosphorylées par la kinase p38
aprés une exposition & des rayons UV (Bulavin et al., 1999). De plus, une
diminution de 'apoptose médiée par p53 est observée si les Ser 33 et 46 sont
substituées par un résidu Ala. Sagakuchi et coll ont montré que les Ser 33 et
37 sont phosphorylées aprés exposition a des rayons UV et aprés IR
(Sakaguchi et al., 1998). La Ser 33 peut étre également phosphorylée, in vivo,
par une Cyclin-dependent (CDK) Activating Kinase (CAK) (Ko et al., 1997).

Bien qu'il soit connu qu'un stress génotoxique régule la phosphorylation
sur ces sites, pour linstant, I'effet fonctionnel de cette modification reste

encore mal compris (Bargonetti et al., 1993).

2.2.2 Région centrale (résidus 102-293)

80% des mutations non sens retrouvées dans les tumeurs sont localisées

dans cette région. Elle comporte le domaine de liaison & une séquence d’ADN
spécifique (Cho et al., 1994; Wang et al., 1993; Yu et al., 1994). Celle-ci a été
identifiée par El-Deiry et coll en 1992, il s’agit de :

5-PuPuPuC(A/T)(T/A)GpyPyPy-3' qui est répétée 2 fois a une distance de 0
4 13 paires de bases (El Deiry et al., 1992). La p53 transactive les génes qui
possédent cette séquence dans leur promoteur. Bourdon et coll ont proposé

une séquence consensus plus large acceptant une substitution de 3 pb par
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rapport a celle de El-Deiry, ce qui a permis de découvrir de nouveaux génes
cibles potentiels de p53 (Bourdon et al., 1997).
La structure tertiaire de la région de liaison a 'ADN ressemble au

domaine de liaison a 'ADN de NFKB, un autre facteur de transcription (Muller

et al., 1995). Ce domaine est en fait constitué de 2 feuillets B anti paralléles,
de 2 grandes boucles (Loop1 et Loop2) et d'un motif boucle-feuillet-hélice
(Loop-Sheet-Helix :LSH). Ces 2 boucles renferment les 4 résidus cruciaux de
p53 pour sa conformation. L2 posséde la cystéine 176 et I'histidine 179, L3
renferme les cystéines 238 et 242. Ces 4 résidus sont liés a 'atome de zinc
qui joue ici un role structural pour le maintien de la conformation de p53 (voir
figure 9). La cristallisation de p53 a démontré I'importance de la conformation
de la p53 pour qu’elle puisse se lier a sa séquence consensus d’ADN (Cho et
al., 1994), voir la figure 9. Les contacts avec 'ADN se font au niveau du grand
et du petit sillon. Plusieurs résidus établissent le contact avec le grand sillon
de '’ADN par liaisons électrostatiques avec les groupements phosphates (Lys
120, Ser 241, Arg 273, Ala 276, Arg 283) alors que d'autres font des ponts
hydrogénes avec les bases (Lys 120, Cys 277 et Arg 280). En revanche, un
seul résidu (Arg 248) suffit pour l'interaction avec le petit sillon (Cho et al.,
1994). '

On distingue 2 classes de mutations. La classe 1 concerne les « mutants
de contact » c’est-a-dire les résidus qui sont en contact direct avec 'ADN,
c'est le cas des codons 248 et 273 qui sont considérés comme étant les «
points chauds ». La classe 2 comporte les mutants que I'on dit de structure
comme par exemple les codons 175, 245, 249, 282 qui codent pour des
acides aminés nécessaires au repliement conformationnel adéquat de la
protéine. Ces types de mutations conduisent a [inactivation de p583.
Néanmoins, le gene peut ne pas étre altéré et la protéine peut, elle, étre
présente sous une forme apparentée a une forme mutante. En effet, certaines
modifications post-traductionnelles peuvent conduire a une inactivation par
modification de la conformation de p53. Ce point sera clé pour la suite de mon
travail de thése qui s'articule autour d'une inactivation de p53 par

modification(s) post-traductionnelle(s).
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Figure 9: Structure en 3 dimensions de la protéine p53



La forme native (wt:wild type) est reconnue spécifiquement par
I'anticorps pab 1620 (Milner et al., 1987). Lorsque la p53 se trouve sous une
forme « mutante », un épitope qui est cryptique dans la forme sauvage est
découvert, permettant sa reconnaissance par I'anticorps pab 240.

Ce domaine présente des homologies avec I'exonucléase Il d’E.Coli.
Une activité exonucléasique serait démasquée aprées association avec 'ADN
endommagé, par clivage auto-protéolytique de p53 des cotés C et N
terminaux (Molinari et al., 1996; Okorokov et al., 1997). Néanmoins, ce
clivage auto-protéolytique n’est pas encore bien compris. La p53 pourrait
jouer un role d'exonucléase dans les mécanismes de réplication, de

recombinaison et de réparation grace a son domaine central.
2.2.3 Domaine C-terminal (résidus 300-393)

Ce domaine est le sujet de diverses modifications post-traductionnelles

nécessaires pour le réle multifonctionnel de p53. Cette partie est, elle aussi,
redivisée en sous-domaines. On distingue ainsi la région charniére (résidus
300-320), le domaine de tétramérisation (résidus 320-360) et une région
basique (résidus 363-393) qui reconnait certains types de |ésions sur '’ADN.
2.2.3.1 Structure

La structure précise du domaine C terminal ainsi que ses modifications
post-traductionnelles sont rassemblées dans la figure 10.

La région charniére est flexible et connecte le domaine de liaison & '’ADN
au domaine de tétramérisation.

La structure tertiaire du domaine de téiramérisation a été révélée par
résonance paramagnétique (RMN) (Clore et al., 1994) et par cristallographie
aux rayons X (Jeffrey et al., 1995). Un brin B (326-333) s’associe avec un
autre brin B d'un autre monomeére pour former un dimére. Ce dimére va lui-
méme s'associer avec un autre dimére par la surface hydrophobe de leur
hélice oo (Clore et al.,, 1994). L'oligomérisation de p53 est nécessaire a
Iactivité de liaison de p53 a sa (ses) séquence consensus in vitro (Friedman
et al., 1993; Halazonetis and Kandil, 1993). En fait, sa tétramérisation lui
permet une liaison optimale a sa séquence d’ADN spécifique.
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Liaison non spécifique a 'ADN
325

319\ Oligomérisation

360

356

Régulation
négative

369

383

300 316-322 340-351 303
NLSI NES
Lys 373
Ac Ser 392
Lys 315 Lys 320 Ser 378 p
P Ac P
Ser 376 Sk
déP, liaison 14-3-3¢ ¢
Lys 386
interaction avec
SUMO-1
Résidus Type de modification Enzyme catalysant stress inducteur
la réaction
Ser 315 Phosphorylation cdc2/cycline A ou B IR et UV
Lys 320 Acétylation PCAF IR et UV
Ser 371 Phosphorylation PKC in vitro
Lys 373 Acétylation PCAF in vitro
Ser 376 Déphosphorylation  |phosphatase activée par ATM IR et UV
Liaison avec 14-3-3c
Ser 378 Phosphorylation PKC constitutivement
Lys 382 Acétylation P300/CBP IR et UV
Ser 392 Phosphorylation CKIll uv
Lys Ubiquitination Mdm2 (ubiquitine ligase) stress genotoxique

Figure 10: Structure détaillée de la partie C terminale de la p53 humaine.

Le tableau rassemble toutes les modifications connues de la partie C terminale, y compris les
phosphorylations induites in vitro par une kinase donnée.
Chez la souris, les sites de phosphorylation connus sont différents (Meek, 98) : les Ser 309 et
386 (par la CKIl), Ser 370 et Thr 372 (par la PKC) et Ser 389 (par la p38MAPK).



De plus, certaines modifications post-traductionnelles telles que la liaison
a Mdm2 et la phosphorylation de la Ser 20 nécessitent que p53 soit sous
forme tétramérique (Maki, 1999; Shieh et al., 1999). Néanmoins, il a été
démontré qu'une p53 mutante de souris incapable de former des tétrameres,
conserve la capacité de transactiver ses génes cibles in vivo, ce qui pourrait
expliquer pourquoi des mutants de la région de dimérisation ne sont pas
particulierement sélectionnés dans les tumeurs (Shaulian et al., 1993).

Dans la méme région coexiste un signal d’export nucléaire (NES :Nuclear
Export Signal) qui se situe entre les résidus 340 et 351 (Stommel et al.,
1999). Les résidus cruciaux pour la fonction du NES et la tétramérisation sont
communs, ce qui suggere que I'export nucléaire serait lié a I'association et a
la dissociation des monomeres. Lorsque ce signal est actif, la protéine est
alors transportée du noyau vers le cytoplasme. En fait, lorsque p53 est sous
forme de tétramere, le NES est masqué et ne peut interagir avec les protéines
nécessaires a I'export de la p53 ce qui explique que lorsque p53 est sous
forme de tétramére, elle est retenue dans le noyau.

Le domaine C terminal contient également les signaux de localisation
nucléaire (Shaulsky et al., 1990). Le signal le plus actif, chez la p53 humaine,
est le NLS1 qui est situé entre les acides aminés 316 et 325. Celui-ci est
largement conservé entre les espéces et partage une homologie de séquence
parfaite avec la séquence consensus des autres signaux de localisation
nucléaire. Chez la souris, 2 autres signaux co-existent : NLS2 (369-375) et
NLS3 (370-384).

Cette région est également trés importante pour la reconnaissance des
fragments d’ADN endommagé et le recrutement de la machinerie
transcriptionnelle (Reed et al., 1995). La région basique se lie de fagon non
spécifique a 'ADN et permet ainsi de reconnaitre les dommages a I'ADN
(Bakalkin et al., 1994; Wang et al., 1993). La région C-terminale de p53 lie
fortement les cassures simple et double brins sur 'ADN ce qui induit la
stabilisation et I'activation de la protéine (Roberts et al., 1998). Elle peut
également catalyser, en présence dATP, [Iappariement de brins

complémentaires (Bakalkin et al., 1994; Brain and Jenkins, 1994).
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La région C-terminale exerce une régulation négative sur l'activité de p53
en bloquant son interaction avec sa séquence d’ADN spécifique (Hupp et al.,
1995) (Hupp and Lane, 1994; Waterman et al., 1995). En fait, cette région
permet le maintien de p53 sous une forme latente qui est incapable de lier
spécifiquement TADN (Hupp et al., 1995). Plusieurs expériences ont montré
qu'un blocage ou une coupure sur la région C-terminale levaient l'inhibition
exercée par cette région. (Bargonetti et al., 1993; Hupp et al., 1992). De
méme, p53 tronquée dans sa région C-terminale est capable de lier
constitutivement 'ADN de fagon spécifique, sans signal extérieur (Hupp et al.,
1992). Il a été montré que l'interaction de la p53 avec de I'ADN simple brin
induit un clivage de la partie C-terminale ce qui stimule I'activité de liaison a
I'ADN de p53, probablement par une levée de la fonction inhibitrice de cette
partie (Molinari et al., 1996; Okorokov et al., 1997).
2.2.3.2 Modifications post-traductionnelles

Ce domaine est le sujet de modifications post-traductionnelles diverses :
phosphorylation, déphosphorylation, acétylation, O-glycosylation,
ubiquitination et enfin interaction avec des protéines hétérologues. Le tableau
de la figure 10 rassemble les sites des différentes modifications post-
traductionnelles et distingue les phosphorylations observées uniquement in
vitro de celles observées dans les cellules aprés des dommages sur 'ADN.
En effet, certaines phosphorylations ont été rapportées uniquement in vitro
aprés incubation avec une kinase donnée alors que d’autres sont observées
aprés que les cellules aient été soumises a un stress génotoxique et les
kinases responsables de ces phosphorylations ont ensuite été identifiées in
vitro.

e Phosphorylations et
déphosphorylations

De nombreux résidus sont phosphorylés et ce par différentes kinases. Ce
schéma montre uniquement les modifications rapportées sur la p53 humaine.
Les sites de phosphorylation sur la protéine murine sont juste cités pour
mémoire et ont déja été trés bien décrits dans la revue de Meek (Meek,
1998). Chez la souris, la Ser 309 est phosphorylée par la CDK, la Ser 386 par
la CKIlI, la Ser 389 par la p38MAPK et les Ser 370 et Thr 372 par la PKC.
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Sur la protéine humaine, la Ser 315 est phosphorylée, in vitro, par le
complexe cdc2/cycline A ou B (Meek, 1998). Les Ser 371 et 378 sont
phosphorylées par la PKC (Takenaka et al., 1995). In vitro, la phosphorylation
de p53 par la PKC ou par la CKIl stimule la liaison spécifique a 'ADN
(Delphin and Baudier, 1994; Hupp et al., 1992; Takenaka et al., 1995). La Ser
392 est phosphorylée uniquement aprés une exposition a des rayons UV,
vraisemblablement par la caséine kinase Il (CKIl) (Blaydes and Hupp, 1998;
Kapoor and Lozano, 1998). Cette phosphorylation augmente la capacité de
liaison a 'ADN de p53 et favorise la stabilité du tétramére (Sakaguchi et al.,
1997). Sur la base de ces résultats, il a été proposé que p53 posséde une
région C terminale flexible dont la phosphorylation produit un changement
conformationnel qui permet I'accés aux séquences spécifiques d'’ADN (Hupp
and Lane, 1995).

La Ser 376 est phosphorylée constitutivement par la PKC et elle est
déphosphorylée en réponse a des lésions sur '’ADN de fagon dépendante de
FATM. En effet, cette déphosphorylation n'existe pas dans les cellules
déficientes pour FATM (Waterman et al., 1998). Cette déphosphorylation
favorise ensuite la liaison avec la protéine de transduction du signal 14-3-3c
et joue probablement un réle majeur dans l'activation de p53 (Waterman et
al., 1998).

e Acétylation

Le p300/CBP (CREB Binding Protein) et le PCAF (p300 CBP Associated
Factor) sont deux histones acétylases qui acétylent des résidus Lys de la
partie N terminale des histones, ce qui déstabilise la structure chromatidienne
et permet aux facteurs de transcription d’accéder plus facilement a 'ADN du
nucléosome (Ogryzko et al., 1998). Il a été démontré que ces deux facteurs
peuvent également acétyler p53 (Scolnick et al.,, 1997). Il apparait que le
PCAF et p300/CBP ont des spécificités distinctes pour 'acétylation de p53, ce
qui pourrait lui permettre de répondre a des signaux d'activation différents.
L’acétylation de p53 par le PCAF (Liu et al., 1999) ou par p300 (Gu and
Roeder, 1997a) augmente I'activité de liaison a ’ADN de p53 in vitro.
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La Lys 382 est acétylée, in vivo, aprés une irradiation ou exposition a des
rayons UV. Cette acétylation pourrait étre régulée par la phosphorylation en N
terminal et serait médiée par le facteur p300/CBP (Gu et al., 1997; Sakaguchi
et al., 1998). La Lys 320 est acétylée, in vivo, trés rapidement apres les UV et
tardivement aprés IR. Cette acétylation est médiée par le PCAF, in vitro (Liu
et al., 1999; Niculescu, Ill et al., 1998). La Lys 373 est également acétylée
aprés IR et UV et cette acétylation est médiée, in vitro, par le p300 (Liu et al.,
1999). Néanmoins, la mutation des différents sites d'acétylation, tout comme
pour les sites de phosphorylation, n’a qu'un effet minime sur la fonctionnalité
de p53 (Kapoor and Lozano, 1998; Ogryzko et al., 1996; Shieh et al., 1999).
Ces observations pourraient étre expliquées par la possibilité qu'il existe des
modifications post-traductionnelles redondantes.

e O-glycosylation

Shaw et coll ont montré que p53 était O-glycosylée sur sa partie basique
(Shaw et al., 1996). La glycosylation masque la reconnaissance par
I'anticorps Pab 421, ce qui suggeére, qu’au moins un des sites de glycosylation
serait situé entre les acides aminés 375 et 380.

e Ubiquitination

L'ubiquitination, qui consiste & greffer des chaines d’ubiquitine, sur des

résidus Lys, est également localisée dans cette partie de p53.
Il a été montré, trés récemment, que la Lys 386 est un site d'attachement
pour SUMO-1, qui est une ubiquitine-like. Cet attachement n’induit pas la
dégradation de p53, contrairement a la liaison avec ['ubiquitine, mais
augmente les capacités transactivatrices de p53 (Gostissa et al., 1999;
Rodriguez et al., 1999)

Jusqu'a présent, les modifications post-traductionnelles de p53 ont été
étudiées aprés exposition a des radiations UV ou ionisantes. Néanmoins, p53
répond & de nombreux autres stress et les modifications post-traductionnelles
induites par ceux-ci n'ont pas encore été étudiées précisément. L'ensemble
de ces modifications active la p53 en produisant un changement de
conformation et joue ainsi un réle majeur pour la régulation de p53.
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2.3 Sa régulation

2.3.1 Son activation

P53 est régulée positivement aprés un stress de deux fagons différentes.
D’une part, la protéine est stabilisée et peut donc s'accumuler dans le noyau
et d’autre part, son activité de liaison spécifique a I'ADN intrinséque est
augmentée. En effet, lorsque des cellules sont soumises a un stress, la p53
subit des modifications post-traductionnelles qui augmentent sa stabilité (et
donc sa demi-vie) et elle est convertie d'une forme latente en une forme
active pour la liaison a ADN. En général, ces 2 phénomenes sont
concomitants, mais il peut arriver, dans des cas particuliers, que I'un se fasse
sans l'autre.

Il existe plusieurs senseurs qui permettent de signaler un stress et qui
conduisent a I'activation de p53.
2.3.1.1 La forme latente

Sous forme latente, bien que tétramérique, la protéine est incapable de
lier spécifiquement 'ADN. Le C-terminus joue un rdle inhibiteur sur I'activité
transactivatrice de p53, probablement par repliement conformationnel
Lorsque la cellule n’est pas soumise a un stress, p53 est présente en faible
quantité. Sa demi-vie est courte (de l'ordre de 30 min) car elle est soumise a
une dégradation continuelle. La dégradation, dont le mécanisme sera décrit
plus loin est principalement médiée par Mdm2 (Freedman and Levine, 1999;
Kubbutat et al., 1997; Midgley and Lane, 1997). La régulation de p53 par
Mdm2 est cruciale, notamment au cours du développement. En effet, des
souris déficientes pour le géne Mdm2 présentent une létalité a un stade
précoce du développement embryonnaire qui peut étre inhibée par la délétion
du géne TP53 (Jones et al., 1995; Montes de Oca et al., 1995). En effet, le
maintien d’une concentration basse de p53 est nécessaire afin d'éviter une
mort cellulaire ou un arrét de la division cellulaire inapproprié pour des
cellules non soumises a un stress.

La dégradation continuelle de p53 dans des cellules non stressees serait
également médiée de fagon indépendante de Mdm2. Il a été démontré, en
effet, que la Jun Kinase (JNK) s’associe avec le domaine central de p53 et
stimule son ubiquitination (Fuchs et al., 1998). Néanmoins, le mécanisme
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exact de cette dégradation n'est pas encore connu. Ces deux systemes sont
indépendants car les complexes JNK-p53 sont retrouvés préférentiellement
en phase GO/G1 alors que les complexes Mdm2/p53 existent en phases S et
G2/M (Fuchs et al., 1998)

Ainsi, la dégradation de p53 dans des cellules normales pour maintenir
un niveau bas de p53 serait assurée 2 la fois par Mdm2 et JNK alors que la
dégradation marquant la fin de I'activation de p53 serait plutét médiee par
Mdm2 qui est régulée finement en fonction des besoins de la cellule.
2.3.1.2 Signalisation en amont de son activation

Le fait qu'il existe une forme latente et une forme active de p53 implique
qu'il existe des effecteurs cellulaires qui signalent le stress et permettent le
passage d’'une forme a l'autre. Ainsi, la cellule est a I'affit de tout stress et
posséde les moyens d’élever rapidement le niveau de p53 et de I'activer. Les
mécanismes qui connectent les stress génotoxiques ou non génotoxiques a
lactivation de p53 sont variés. Chaque voie est plus ou moins spécifique de
tel ou tel stress, bien qu'il puisse exister un recouvrement partiel entre
différents senseurs pour signaler certains stress. Cette redondance pourrait
d'ailleurs étre considérée comme salvatrice pour l'intégrité génomique de la
cellule. L’ensemble des phosphorylations dont p53 est le sujet est
vraisemblablement un élément clef pour la signalisation du stress.

La DNA-PK (protéine Ser/Thr kinase dépendante de 'ADN) serait un des
activateurs en amont de p53 qui est directement activé en présence de
cassures sur 'ADN. Elle posséde un dimére formé par les sous unités Ku 70
et Ku 80 qui se lie aux points de cassures doubles brins de 'ADN. Cette
kinase serait donc un senseur particulier pour les lésions sur FADN induites
par les radiations. La DNA-PK phosphoryle la Ser 15 et probablement la Ser
37 de la p53 in vitro qui sont des éléments importants pour I'activation de p53
(Shieh et al., 1997; Siliciano et al., 1997). La DNA-PK semble essentielle pour
Pactivité de liaison & 'ADN de p53. Il a été démontré que des lignées de
souris déficientes pour la DNA-PK (lignées scid, pour Severe Combined
Immuno Deficience) possédent une p53 incapable de lier specifiquement
FADN (Woo et al., 1998) et de transactiver ses genes cibles aprés un

traitement induisant des cassures sur I'ADN (Kachnic et al., 1999).
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Ce role crucial a cependant été remis en question par plusieurs études
(Huang et al., 1996; Jimenez et al., 1999; Rathmell et al., 1997). En effet, il a
été montré que les lignées scid pouvaient s'arréter dans leur cycle, de fagon
p53 dépendante, en réponse a des dommages sur 'ADN et déplétion de
nucléotides (Huang et al., 1996). Jimenez et coll ont démontré que des
lignées cellulaires murines de phénotype DNA-PK™”" présentaient une
réponse normale de p53 aprés irradiation (phosphorylation de la Seri5,
accumulation de la protéine, liaison spécifique & 'ADN et transactivation de
ses genes cibles). Il faut cependant noter que tous ces résultats ont été
obtenus sur des lignées murines, et compte tenu des différences obtenues
entre ces lignées, on peut imaginer que chez des cellules humaines et, in
vivo, l'importance relative de la DNA-PK vis a vis de I'activation de la p53 soit

encore tout autre.

L’Atm est impliquée spécifiquement pour la détection des lésions de
I’ADN induites par les radiations ionisantes mais pas pour les autres formes
de stress. (Kastan et al., 1992). L’Atm, tout comme la DNA-PK, phosphoryle
la Ser 15 et probablement la Ser 37 et il serait un meilleur candidat que la
DNA-PK pour activer p53 (Jimenez et al., 1999). En effet, 'Atm exerce
d’'autres fonctions: elle induit une phosphatase qui déphosphoryle la Ser 376
du C-terminus, démasquant ainsi le site de liaison a la protéine 14-3-3c. De
plus, elle active la tyrosine kinase c-Abl, tout comme la DNA-PK, par
phosphorylation aprés irradiation (Van Etten, 1999). La double
phosphorylation de p53 et de C-Abl, conduirait & la formation d’'un complexe
C-Abl/p53/Atm qui se lie a 'ADN (Van Etten, 1999). C-Abl se fixerait par sa
région SH3 sur le domaine PXXP de p53 (Van Etten, 1999). Cet exemple
illustre le lien qu’il existe entre reconnaissance des lésions sur 'ADN et
activation de p53. L'interaction de c-Abl avec p53 induit un arrét de la
prolifération dépendant de p53 (Yuan et al., 1996b; Yuan et al., 1996a).

La JNK (Jun terminal kinase) est impliguée dans la signalisation des

radiations ionisantes et UV, des cytokines telles que TNF-a et lors d’'un choc
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thermique. Il a été montré que la JNK phosphoryle la Ser 34 de la pS3 murine
(Milne et al., 1995; Muller et al., 2000).

La CKII (caséine kinase) phosphoryle p53 apres des radiations UV mais
ne fonctionne pas pour des radiations ionisantes (Kapoor and Lozano, 1998),
ce qui souligne la spécificité de cette kinase vis a vis d'un stress bien

particulier.

La polyADP Ribose Polymérase (PARP) est impliquée dans la réparation
de 'ADN car elle fournit des chaines de polyADP-riboses nécessaires a la
réparation des bases endommagées. Il a été démontré que cet enzyme
pouvait greffer des polyméres d’ADP-ribose sur la p53 dans la région centrale
(151-178 et 231-253) et dans le domaine d’oligomérisation (326-348)
(Malanga et al., 1998). Des cellules en culture déficientes pour la PARP ou
possédant une PARP inactive n'induisent que faiblement p53 bien que son
activité soit partiellement maintenue (Agarwal et al., 1997; de Murcia et al.,
1997). Il semble donc que PARP jouerait un rdle d'intermédiaire entre les
lésions sur 'ADN et linduction de p53 bien que le lien exact ne soit pas
encore bien défini.

La p14ARF est activée en réponse a des signaux:de prolifération
anormaux suite a l'activation d’oncogénes ou a une activité aberrante de
PE2F1. L'ARF stabilise la p53 indirectement en inhibant la dégradation de
p53. Ainsi, TARF appartient aux différentes voies conduisant a la stabilisation

de p53 aprés un stress, mais d’'une fagon indirecte.

Le facteur de transcription Hif-1a (hypoxia-inducible factor 1 alpha) est,
quant a lui, le médiateur d’'une réponse a un stress non génotoxique :
hypoxie. L'arrét du cycle cellulaire et 'apoptose induits par I'hypoxie sont
dépendants de I'activité de p53 (Carmeliet et al., 1998). En effet, hypoxie
induit la stabilisation de p53 par interaction directe entre elle-méme et Hif-1c
(An et al., 1998).
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Pour l'instant, les signaux qui régissent 'activation de p53 apreés différents
stress n'ont probablement pas encore été tous identifiés. La majorité de ces
senseurs connus sont des kinases qui sont plus ou moins spécifiques d’'un
stress particulier. :
2.3.1.3 Mécanismes d’activation de p53

Le mode d’activation de p53 est complexe et suppose des modifications
post-traductionnélles successives. Hainaut et Hollstein ont proposé
récemment un modéle d'activation de p53 en trois étapes impliquant des
modifications covalentes et non covalentes qui ont pour conséguence un
changement de conformation de la protéine, voir la figure 11. La premiére
étape se passe au niveau de I'extrémité N terminale. La DNA-PK, 'Atm ou
encore d'autres kinases n;on encore identifiées a ce jour, phosphorylent la Ser
15 et la Ser 37. Cette phosphorylation conduit a la dislocation du complexe
Mdm2-p53 (Shieh et al.,, 1997). La p53 n’est alors plus dégradée et son
domaine de transactivation est libéré.

La seconde étape a lieu dans le domaine C terminal. P53 interagit avec

d’autres protéines telles Eme des membres de la famille de CBP/p300.
(Gu et al., 1997; Scolnick et al., 1997). CBP acétyle des résidus lysines
fortement conservés qui sont les Lys 320, 373, 382. Ces acétylations
déplacent le domaine C terminal qui exergait jusqu’alors une régulation
négative sur le domaine R terminal et induit la capacité de liaison a 'ADN de
p53 (Gu and Roeder, 1997b). Cependant, pour linstant, le rdle précis de
I'acétylation de p53 n’est T_Jas encore trés bien défini.

D'autres modifications covalentes viennent ensuite se greffer, en
particulier la phosphorylafion de la Ser 378 et la déphosphorylation de la Ser
376. La déphosphorylatigh de la Ser 376 génére un site de liaison pour la
protéine de transduction du signal 14-3-3c. L'association avec cette protéine
augmente I'affinité du site de liaison spécifique & I’ADN. =

Aprés ces deux étapés, la p53 est préte, théoriquement, pour transactiver
ses geénes cibles. Les auteurs proposent une troisiéme étape impliquant une

régulation redox de p53.
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Figure 14: Modele d‘activation en trois étapes de p53 par des signaux de stress (d’aprés
Hainaut et Hollstein, 2000).

Pour les explications, se référer au texte.



En effet, le domaine de liaison spécifique a 'ADN est flexible et posséde
des residus cystéines cruciaux pour la liaison avec le Zinc. Cette régulation

redox de p53 sera développée un peu plus loin.
2.3.2 Sa dégradation

La dégradation de p53 implique plusieurs étapes successives : son

interaction avec Mdmz2, son ubiquitination, sa translocation vers le cytoplasme
et enfin sa dégradation par le protéasome, voir la figure 12.

P53 régule elle-méme sa deégradation : il s’agit d'une boucle d’auto-
régulation négative (Wu et al.,, 1993). En fait, p53 stimule Mdm2 au niveau
transcriptionnel (Barak et al., 1993) alors que I'onco-protéine Mdmz2 inhibe
l'activité de p53 (Haupt et al., 1997; Momand et al., 1992). En fait, Mdm2 agit
de deux maniéres différentes. Dans un premier temps, l'interaction de Mdm2
avec p53 inhibe l'activité transcriptionnelle de p53 et dans un deuxiéme
temps, Mdm2 induit la dégradation de p53. Cet effet double et rapide de
Mdm2 permet de réguler finement la durée d’activation de p53 (Haupt et al.,
1997).

D’un point de vue mécanistique, Mdm2 forme un complexe avec p53 en
interagissant avec son domaine de transactivation. L'interaction de p53 avec
les protéines de la machinerie transcriptionnelle est alors bloquée et p53 ne
peut plus exercer son activité transactivatrice (Chen et al., 1993; Momand et
al., 1992).

Sous forme active, p53 est phosphorylée et transactive ses génes cibles,
dont Mdm2. La phosphorylation dans le domaine de transactivation en
particulier des Ser 15 et 37 et la Thr 18, empéche linteraction avec Mdm2,
probablement par un changement de conformation de la protéine (Shieh et
al.,, 1997). Il a été suggéré également que la phosphorylation de la Ser 20
pourrait empécher l'interaction avec Mdm2 car ce résidu est situé dans le site
d’interaction entre ces 2 protéines (Shieh et al., 1999). Aprés l'action de
phosphatases qui signalent la fin de I'activation, Mdm2 peut interagir avec la

p53 déphosphorylée.
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Comme cette interaction a lieu dans le noyau, Mdmz2 est transloquée vers
le noyau, grace a son signal de localisation nucléaire (NLS). La mutation du
NLS prévient la dégradation de p53. Mdm2 est une ubiquitine ligase (E3) qui
stimule l'ubiquitination de la p53 lorsqu’elle est sous forme de tétrameére
(Maki, 1999).

Le domaine « RING finger » de Mdm2 (résidus 438-479) est essentiel
pour son activité ubiquitine ligase vis a vis d’elle-méme et pour celle de p53
(Fang et al., 2000; Honda and Yasuda, 2000). En effet, si les résidus
cystéines du RING finger impliqués pour la coordination du Zinc sont mutés,
Mdm2 est incapable d’ubiquitinyler p53 et de s’auto-ubiquitinyler (Honda and
Yasuda, 2000). Les RING fingers se retrouvent chez d’'autres enzymes, ils
sont caractérisés par une séquence consensus. || semble néanmoins qu'il
existe une certaine spécificité de substrat pour chaque RING finger ; en effet,
si le RING finger de Mdm2 est substitué par un RING finger d’'un autre
enzyme, Mdm2 est toujours capable de s’auto-ubiquitinyler mais ne peut pas
ubiquitinyler p53. Lorsque p53 possede des chaines d'ubiquitines (une
protéine de 8kD), elle devient un substrat pour le protéasome 26S (Maki et
al., 1996). L'inhibition du protéasome augmente de 4 fois le temps de demi
vie de p53 (Maki et al., 1996).

La dégradation par le protéasome nécessite le transport de p53 du noyau
vers le cytoplasme. Cette fonction est assurée par le signal d'export NES
situé dans le domaine de tétramérisation de p53 qui est démasqué quand la
protéine n'est pas sous forme tétramérique (Stommel et al., 1999).
L'interaction de p19ARF avec Mdm-2 inhibe l'activité E3 de Mdm-2 (Midgley
et al., 2000) et empéche leur export nucléaire (Ashcroft and Vousden, 1999;
Lohrum et al., 2000; Midgley et al., 2000). La localisation de p53 et de Mdm-2
est une notion trés importante car leur séquestration dans le noyau inhibe la

dégradation de p53

I a été démontré que Mdm2 se lie a p73 et inhibe son activité
transcriptionnelle (probablement en empéchant son interaction avec
p300/CBP (Zeng et al., 1999)), mais cette liaison n'induit pas la dégradation
de p73 (Balint et al.,, 1999; Zeng et al.,, 1999). Il semble que p73 soit
insensible a la dégradation médiée par Mdm2. En étudiant de prés les
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différences entre p53 et p73, Gu et coll, ont montré que la séquence entre les
acides aminés 92 a 112 de p53 est nécessaire pour que la protéine soit
sensible a la dégradation médiée par Mdm2. En effet, la délétion de ces
acides aminés ou leur remplacement par la séquence d’acides aminés 92 a
112 de p73 conduit & une inhibition de la dégradation de p53 par Mdm2 (Gu
et al., 2000).

Ainsi, p53 posséderait cette séquence particuliere qui permettrait la
liaison avec une protéine intermédiaire (encore inconnue) nécessaire pour la
dégradation de p53 (Gu et al., 2000).

2.3.3 Réqulation redox

L'expression "régulation redox de p53" est employée ici dans un sens
large qui comprend les changements de p53 induits par un stress oxydant.

La structure tridimensionnelle de p53 est essentielle pour son activité de
liaison spécifique a 'ADN. La figure 9 représente la p53 en trois dimensions
en conformation sauvage. Les résidus cystéines, impliqués dans la
coordination tétrahédrique du Zinc, sont signalés. Si la protéine subit des
modifications redox portant atteinte a lintégrité de la conformation de la
protéine, elle perd sa capacité a lier spécifiquement TADN méme si elle a
suivi le processus normal d’activation auparavant.

La conformation sauvage de la p53 est reconnue spécifiquement par
‘l'anticorps Pab 1620 alors que la protéine apparentée & une forme mutée est
reconnue par l'anticorps Pab 240. Ces deux phénotypes immunologiques
correspondent & des organisations structurales du domaine de liaison
spécifique a 'ADN différentes. La forme sauvage est correctement repliée et
lie FADN alors que la forme dite mutante est dénaturée et incapable de
transactiver ses génes cibles.

La métallo régulation et la signalétique redox de p53 ont fait I'objet de
revues (Meplan et al., 1999; Meplan et al., 2000). L'exposition a des agents
chélateurs ou a certains métaux (Hg®* et Cd?") induit un changement de
conformation de la protéine, ce qui montre le réle structural essentiel du Zn*
pour p53. Ces métaux peuvent, en effet, déplacer et remplacer le Zinc, in vitro

(Hainaut and Milner, 1993). Un pas supplémentaire a été franchi par la
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démonstration que la protéine pouvait étre renaturée (c’'est-a-dire retrouver
son phénotype sauvage et son activité de liaison a 'ADN) dans des cultures
cellulaires par incorporation de Zn®** ou de Co** (Meplan et coll, soumis). Il a
été démontré également que le cuivre (le Cu'* généré a partir du Cu®* en
présence de H,O,) réagit avec les cystéines de p53 pour former des
complexes Cu'*-cystéinyle thiolates (Hainaut et al., 1995). La chélation du
Zinc est associée avec I'oxydation des thiols de p53 qui est réversible par
addition de DTT, in vitro (Hainaut and Milner, 1993b). Les effets sur le Zinc et
les cystéines sont intimement liés car I'atome de Zinc est coordonné de fagon
tétrahédrique avec les résidus Cys176, His179, Cys238 et Cys242. |l a été
montré que la substitution des Cys 173, 325 et 329 chez la p53 murine inhibe
l'activité de liaison & 'ADN de p53 (Rainwater et al., 1995). Le réle du cuivre
en tant que régulateur de la conformation de p53 et de son activité de liaison
a 'ADN a été confirmé dans des cultures cellulaires (Verhaegh et al., 1997).
Le Cadmium induit une accumulation de p53, mais également un changement
de conformation de la protéine et inhibe sa fonctionnalité (Meplan et col,
1999). Ainsi, la chélation du Zinc perturbe réversiblement le phénotype
sauvage de p53 et inhibe sa capacité de liaison a 'ADN in vitro, mais

également en culture cellulaire.

L'ensemble de ces données a montré I'existence d’'une métallo-régulation
de p53 qui permettrait éventuellement d'exercer une fonction physiologique
car la métallo-régulation permet le passage d'une forme a une autre de fagon
réversible. Les métallothionéines pourraient ainsi jouer un réle important pour
la métallo-régulation de p53 comme il a déja été démontré précédemment
pour NFxB (Abdel-Mageed and Agrawal, 1998; Freemerman et al., 1999;
Sakurai et al., 1999). Les métallothionéines, qui peuvent stocker 7 atomes de
Zinc, pourraient jouer un réle de régulation en libérant les métaux en fonction
des conditions redox de la cellule. Cette hypothése de régulation redox de
p53 est renforcée par la démonstration que Ref-1 peut, in vitro, stimuler
laugmentation d'affinit¢ de p53 pour sa séquence d'ADN spécifique
(Jayaraman et al., 1997). Il a été proposé que Ref1 et la thiorédoxine peuvent
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agir de concert pour augmenter I’acfivité de p53 en réduisant des cystéines
oxydées de p53 (Ueno et al., 1999).

2.4 Ses fonctions et leurs conséquences

biologiques

La p53 posséde plusieurs fonctions biochimiques : transactivation de
génes cibles, répression de la transcription de certains génes, interaction
avec des protéines hétérologues mais également une activité exonucléasique
et protéolytique vis a vis d’elle-méme. Les conséquences biologiques de ces
fonctions biochimiques variées sont nombreuses. Parmi celles-ci, les deux
fonctions les mieux documentées sont l'arrét du cycle cellulaire et 'apoptose.

La figure 13 schématise les fonctions biochimiques et biologiques de p53.

2.4.1 Activité transactivatrice

2.4.1.1 Généralités sur les cibles transcriptionnelles de p53

Comme il a été expliqué précédemment, p53 transactive ses génes cibles
en liant une séquence d’ADN bien spécifique via son domaine central. Les
geénes transactivés ont tous en commun une séquence d’ADN bien spécifique
contenue dans leur promoteur. L'activité de transactivation dépendant d'une
séquence spécifique est essentielle pour le réle de suppresseur de tumeur de
p53. Par ailleurs, il a été démontré qu'il existe une différence d'affinité entre
les promoteurs des différents génes. Par exemple, p21V®" posséde un site de
liaison de plus forte affinité que Bax (Martinez et al., 1998).

L'émergence de nouvelles techniques d’analyse performantes a permis
d’identifier de nouveaux génes cibles (Yu et al.,, 1999; Zhao et al., 2000).
Zhao et coll ont identifié environ 400 génes potentiellement régulés par p53
en utilisant la technique d”oligonucleotides microarrays” (Zhao et al., 2000).
Cette étude a révélé que les génes induits par les radiations vy, les radiations
UV ou par une simple augmentation de p53 (non accompagnée de Iésions sur
I'ADN) sont différents et que seule une minorité de génes sont communs a
ces différents stress. La nature de la réponse induite par p53 dépend de la
quantité de p53, de l'agent inducteur et du type cellulaire, ce qui renforce

lidée qu'’il existe différentes voies d’activation.
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Les : M@ représentent les fonctions biochimiques de p53 etles <= représentent les fonctions
biologiques qui en découlent.



De plus, le profil cinétique de transactivation de tel ou tel géne dépend du
stress auquel la cellule est soumise.

En plus des génes connus pour 'arrét de la prolifération cellulaire et pour
apoptose, Zhao et coll ont montré que p53 peut induire la transduction de
nombreux génes codant pour des protéines de la matrice nucléaire et
extracellulaire et pour des inhibiteurs de 'angiogénése. Néanmoins, nous
n'exposerons ici que les génes qui codent pour des protéines impliquées
dans l'arrét de la prolifération et I'apoptose car ce sont eux qui ont été le plus
étudié et dont la fonction est connue précisément. Il existe néanmoins peu de
données qui permettent de déterminer précisément comment la cellule choisit
entre la réparation de 'ADN et 'apoptose. Il semble que lorsque des lésions
sur 'ADN ne sont pas trop importantes, la cellule opte pour un arrét du cycle
cellulaire afin de permettre la réparation de 'ADN alors que I'apoptose serait
induite aprés des dommages plus importants.
2.4.1.2 Génes codant pour des protéines impliquées dans I'arrét
cellulaire

Le réle de p53 dans I'arrét du cycle cellulaire est décrit dans la figure 14.

o P21 Wafl

Le promoteur de ce géne contient 2 séquences spécifiques de liaison
pour p53. La transactivation de p21 wah peut cependant étre régulée
indépendemment de p53 (Elbendary et al., 1994; Steinman et al., 1994). La
fonction du produit de ce géne est la mieux comprise parmi ceux qui
permettent un arrét du cycle cellulaire en phase G1 dépendant de p53. Des
fibroblastes dérivés de souris nulles pour p21"¥#"! soumises & une irradiation
exercent un arrét en phase G1 qui n'est que partiel, ce qui suggére qu'il
puisse exister d’autres facteurs pour stopper la cellule en phase G1. p21Waf
est un inhibiteur de nombreuses cyclines kinases (Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor). Dans la phase G1/S, cette protéine se lie aux complexes cyclines
- E/cdk2 et cycline D/cdk4-6 et bloque leur activité kinase. Ces kinases ont
pour role de phosphoryler Rb (le produit du géne du rétinoblastome), ce qui
inactive les fonctions de suppression de croissance. Rb régule négativement

la progression du cycle cellulaire en réprimant l'activité du facteur de
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transcription E2F lorsqu'il est hypophosphorylé (Weinberg, 1995). Il interagit
avec E2F par sa partie C terminale (Endicott and Noble, 1998). Le E2F actif

est libéré aprés que le Rb ait été phosphorylé par des membres de la famille

des CDKs (Cyclin Dependent Kinase) et p21"#" inhibe précisément ces
CDKs.
Donc, p21¥&" en prévenant I'inactivation de Rb, induit un arrét du cycle

cellulaire. Rb est ainsi une cible indirecte de p53 via p21V&", |l a été démontré
que la présence de Rb fonctionnel était nécessaire pour la régulation de la
réplication de 'ADN médiée par p21W#" (Niculescu, IIl et al., 1998).

P21"a" se distingue des autres CDKI par sa capacité & s'associer avec le
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) qui est un facteur essentiel des
polymérases de I'ADN & et . P21V¥" |ie le PCNA sur sa partie N terminale
(Chen et al., 1996). Alors que I'effet inhibiteur de p21V&" sur les complexes
cyclines/CDK sur l'arrét en phase G1 est bien connu, l'effet de l'interaction
p21"e"/PCNA est plus complexe. PCNA est un facteur essentiel de la
réplication mais il joue également un réle dans la réparation de 'ADN par
excision de nucléotides. La liaison de p21Vé" avec le PCNA inhibe
spécifiquement ses effets sur la progression du cycle mais pas ceux sur la
réparation de I'ADN (Cayrol et al., 1998; Chen et al.,, 1996; Waga et al,,

1994). Des cellules portant une p21"e"

mutante incapable de lier PCNA
perdent leur capacité de s’arréter en phases G1 et G2, ce qui montre que

cette liaison est impliquée a la fois pour 'arrét en phases G1 et G2.

Le réle de p53 dans l'arrét en phase G2 est moins bien compris que celui
en phase G1.

La sur-expression de p53 inhibe I'entrée en mitose, ce qui conduit & une
accumulation des cellules en phase G2. Des cellules déficientes pour la p53
peuvent malgré tout s’arréter dans leur cycle en phase G2. Plusieurs génes
transactivés par p53 sont des médiateurs potentiels de l'arrét en phase G2 :
14-3-3c, GADDA45 et également p21Wer,
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Figure 14: Réle de p53 dans l'arrét du cycle cellulaire

L’effet majeur de p53 vis a vis du cycle cellulaire est médié par ses génes cibles : p21Waf,
GADD45 et 14-3-3c.

« P21Waf induit I'arrét du cycle cellulaire de 2 fagons: 1) elle se lie au PCNA et empéche ainsi
I'activation de '’ADN polymérase o essentielle pour la réplication de 'ADN. 2) elle inhibe
I'activité des CDKs qui phosphoryllent le Rb.

« GADD45 entraine I'arrét du cycle en phase G2 en inactivant le complexe cyB1/p34°9¢2,

e 14-3-30 stimule un arrét cellulaire en phase G2 en se complexant avec la tyrosine
phosphatase cdc25C.

Schéma d’'aprés Sionot et Haupt, 1999.



e 14-3-30
Il s’agit d’'un homologue des protéines Rad 24 et 25 qui sont connues
pour induire un arrét du cycle chez les levures. L'arrét induit par 14-3-3c
résulterait de I'inhibition de la tyrosine phosphatase cdc25c qui déphosphoryle
et active la cdc2 kinase lors de la transition G2/M. Cet effet serait renforcé par
le fait que p53 forme des complexes stables et spécifiques avec cdc2.
e Gadd45
Une sur-expression de ce géne inhibe la croissance de cultures
cellulaires. Gadd45 est, en effet, un inducteur de larrét en phase G2/M
dépendant de p53. Il induirait 'arrét en phase G2/M en modulant activité du
complexe cycline B1/p34 2 qui est impliqué spécifiquement dans le passage
de la phase G2 2 M. Gadd45 pourrait inactiver le complexe cycline B1/p34°
en créant sa dissociation soit par interaction physique avec cdc2 soit en
diminuant 'expression de la cycline B1 (Wang et al., 1999; Zhan et al., 1999).
Cet effet de Gadd45 est spécifique pour un traitement par un agent alkylant et
pour des radiations UV mais pas pour les radiations ionisantes (Wang et al.,
1999), ce qui suggere Pexistence de médiateurs différents qui dépendent du
type de stress. Cette protéine se lierait aussi & p21 et PCNA pour moduler
I'activité de complexe (Smith et al., 1994)
e BTG2
Cette protéine appartient & une famille de génes récemment identifiés qui
exercent des effets anti-prolifératifs (Cortes et al., 2000; Rouault et al., 1996).
La sur-expression de BTG-2 induit un ralentissement de la progression
cellulaire en phase G1/S. La protéine BTG-2 interagit avec une protéine
appartenant a un complexe général de la transcription et avec un enzyme
arginine méthyl transférase 1(PRMT1). Elle pourrait ainsi exercer un role de
modulateur en méthylant certaines protéines (Cortes et al., 2000). L'induction
de BTG2 est trés précoce et précede I'expression de p21Wa!  Néanmoins,

son role exact et sa régulation ne sont pas encore bien définis.
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2.4.1.3 Génes codant pour des protéines impliquées dans la réparation
de ’ADN

P53 est impliquée dans la réparation de certaines lésions sur 'ADN, mais
a ce jour peu de génes exergant cette fonction ont été identifies comme étant
des génes cibles de p53. Bien que des souris nulles pour le gene p53 se
développent normalement, les cellules non cancéreuses de ces souris agees
d'environ 5 semaines possédent des modifications génétiques importantes
telles que 'amplification de génes, aneuploidie et de multiples centrosomes
(Fukasawa et al., 1997)

e P53R2
Ce nouveau géne cible a été identifié récemment par Tanaka et coll.
Cette protéine présente des homologies avec la sous-unit¢ R2 de la
ribonucléotide réductase et semble impliquée dans la réparation de 'ADN
aprés un stress induisant p53 (Tanaka et al., 2000). Cependant, I'induction de
cette protéine a été observée tardivement aprés le stress génotoxique.
e PCNA
Le promoteur de PCNA contient la séquence consensus d'ADN reconnue
par p53. Cependant, sa transactivation dépend du type cellulaire et de la
concentration de p53 (North and Hainaut, 2000). Une faible expression de
p53 active et stimule la réparation de 'ADN alors qu'une forte expression
réprimerait le promoteur de PCNA (Shivakumar et al., 1995). Cet effet dual de
p53 n'est pas trés bien documenté, mais il pourrait expliquer, en partie, le
choix entre apoptose et réparation de 'ADN.
2.4.1.4 Génes codant pour des protéines pro-apoptotiques
Les premiers médiateurs apoptotiques dépendant de p53 identifiés
étaient Bax et Fas/APO1. Récemment d’autres génes ont été identifiés,
comme par exemple : KILLER/DR5, PIG, IGF-BP3 et PAG608. Il existe,
schématiquement, 2 voies apoptotiques différentes régulées par p53 : la voie
mitochondriale (figure 15) et la voie des récepteurs membranaires (figure 16).
e Bax
Cette protéine de 21kDa appartient a la famille Bcl-x. Pour revue, voir
(Reed, 1998). Bax interagit via son domaine BH3 avec les domaines BH1,
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BH2 et BH3 de Bcl2 et Bel-x. Alors que Bax est pro-apoptotique, Bcl2 a un
caractére anti-apoptotique. C'est le ratio Bax/Bcl2 qui détermine le potentiel
apoptotique de la cellule. Bax et Bcl2 contrélent I'apoptose au niveau
mitochondrial. |l est supposé que les homodimeres Bax/Bax forment un pore
dans la membrane mitochondriale, ce qui permet la libération du cytochrome
C dans le cytoplasme. Ensuite, une cascade d’événements, expliquée dans la
figure 15 va conduire la cellule vers I'apoptose. Apaf-1 (Apoptotic Factor 1)
stimule l'activation auto catalytique de la caspase 9, dans le cytoplasme, en
présence d’ATP et du cytochrome c (Srinivasula et al., 1998; Zou et al,,
1997b). La caspase 9 va ensuite cliver la pro-caspase 3, pour donner la
caspase 3 qui est une des caspases effectrices de I'apoptose. La caspase-3
clive la PARP et ce clivage peut étre utilisé comme un marqueur de
I'apoptose dans certaines cellules. Ce modéle suppose que Bcl-2 prévienne
I'apoptose en séquestrant Apaf-1. Trés récemment, une nouvelle hypothése
est apparue a partir de résultats qui ont montré que Apaf-1 est une protéine
soluble et de localisation distincte de celle de Bcl-2 et de Bcel-x (Hausmann et
al., 2000). Ceci suggére que le réle de Bcl-2 serait plutét de réguler un
adaptateur et une caspase, encore inconnus, en amont d’Apaf-1 et non pas
de séquestrer directement Apaf-1.

Des thymocytes ne possédant pas de Bax conservent leur capacité
apoptotique suite & une irradiation vy, ce qui n'est pas le cas de thymocytes
déficients pour p53. Cependant, des fibroblastes knock-out pour Bax sont
déficients pour I'apoptose induite par les lésions sur I'ADN. Ainsi, Bax serait
un médiateur important pour l'induction de I'apoptose dépendante de p53. I
semble crucial pour I'apoptose médiée par p53 dans les tumeurs cérébrales
et les fibroblastes mais pas pour les thymocytes. De plus, [l'activité
apoptotique de Bax est importante pour la suppression tumorale. L'expression
de Bax peut augmenter la chimiosensibilit¢é de lignées cancéreuses
mammaires. De nouveaux médicaments anti-cancéreux visant a diminuer
'expression de bcl2 ou a augmenter I'expression de Bax sont dailleurs

développés. Certains sont d’ailleurs en phase d’essais cliniques.
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Figure 15: Apoptose par voie mitochondriale

P53 transactive Bax et réprime la transcription de Bcl-2. Lorsque le ratio Bax/Bcl2 est éleve, Bax,
sous forme d’homodimeére engendre un pore dans la membrane mitochondriale. Celui-ci permettra la
migration du cytochrome C et du facteur AIF (Apoptotic Inducer Factor) dans le cytoplasme.

Un complexe Cyt c/Apaf-1/pro-caspase 9 se forme et, en présence d’ATP, la procaspase 9 est
clivée pour donner sa forme active: la caspase 9. Celle-ci activera & son tour la caspase 3 grace a
son activité protéasique. Cette caspase effectrice clive alors la PARP et les endonucléases sont
activées...



e Fas/Apo1/CD95

APO1 est en fait le récepteur de Fas. Lorsqu'il est exposé a son ligand,
Fas, il se trimérise et recrute le FADD (Fas-associated Death Domain). Le
FADD, va ensuite activer une caspase initiatrice, la caspase 8, via son DED
(Death Effector Domain). Fas est nécessaire pour I'apoptose médiée par les
cellules tumorales en réponse a des drogues anti cancéreuses (Friesen et al.,
1996) et pour 'apoptose médiée par Myc (Hueber et al., 1997). Bien que
I'expression de Fas/APO1 soit régulée par p53 (Owen-Schaub et al., 1995) il
semble que les cellules déficientes pour Fas puissent néanmoins médier une
apoptose dépendante de p53 (Fuchs et al., 1997). Une étude a suggéré que
la translocation du récepteur Fas/APO1 de I'appareil de Golgi vers la surface
de la cellule pourrait étre un mécanisme apoptotique dépendant de p53 mais
indépendant de son activité transcriptionnelle (Benett et al., 1998).

e Killer/DR5

Il appartient a la famille des récepteurs TRAIL (TNF-Related-Apoptosis-
Inducing Ligand). C’est un géne régulé par p53 a la suite de lésions sur TADN
induites par exemple par la doxorubicine, I'étoposide et des radiations y. La
voie d'activation par p53 semble impliquer Atm-p53 (Wu et al., 1999). Ce
géne est transactivé uniquement dans les cellules en apoptose par voie
dépendante de p53.

L’activation de récepteurs de type TRAIL implique une activation des
caspases. L'importance de ce systéeme dans l'induction de I'apoptose via p53
n'est pas encore bien déterminée.

e PIG-3

PIG-3 est un des génes parmi la grande famille des PIGs dont la fonction
a été récemment identifiée grace a la technique SAGE (Serial Analysis of
Gene Expression) (Polyak et al., 1997). Il a été démontré que des espéces
réactives de 'oxygéne sont générées avec une cinétique qui suit I'induction
des PIGs dans les cellules subissant le processus apoptotique via une voie
dépendante de p53. Cependant, la sur-expression de PIG-3 seule n’induit pas
l'apoptose ce qui suggére que d'autres signaux doivent étre activés en

parallele (Polyak et al., 1997).
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Figure 16: Apoptose induite via des récepteurs de TRAIL transactivés par p53.

1) Fas est un membre de la famille des récepteurs de TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducer
Factor) et contient un domaine cytoplasmique de mort (DD:Death Domain). Quand le ligand de
Fas est li¢, le DD de Fas se trimérise et recrute la molécule adaptatrice FADD et |a procaspase
8. Ensuite, la procaspase 8 est auto-clivée pour donner la caspase 8 active. Celle-ci va ensuite
activer la cascade des autres caspases.

2) KILLER/DRS peut former des homodimeéres ou des hétérodimeres avec DRA4 et stimule le
recrutement de FADD et de la pro-caspase 8, ce qui active la caspase 8..



e |GF-BP3

La séquence de transactivation de I'GF-BP3 (Insulin Growth Factor-
Binding Protein 3) pour p53 a été identifiée dans son promoteur par
Buckbinder (Buckbinder et al., 1995). Son induction est relativement tardive
(Zhao et al., 2000). Cette protéine séquestre IGF1, qui est un signal de survie,
ce qui inhibe la stimulation du récepteur de I'lGF1. La répression du récepteur
de I'lGF-1 par p53 bloque les voies de survie cellulaire (Prisco et al., 1997).
L’action pro-apoptotique de I'lGF-BP3 est médiée par une voie indépendante
du récepteur de I'lGF car chez des cultures de fibroblastes nuls pour le
récepteur de I'GF, 'lGF-BP3 induit quand méme l'apoptose (Rajah et al.,
1997).

Cependant, la nécessité d'une activité transcriptionnelle de p53 pour
I'induction de l'apoptose est controversée (Bates and Vousden, 1999). En
effet, plusieurs études ont montré que des mutants déficients pour I'activité
transactivatrice de p53 peuvent induire 'apoptose, notamment dans les HeLA
(provenant de carcinomes utérins), les Saos-2 d'ostéosarcome et les A431
(kératinocytes tumoraux) et des cellules leucémiques (Bates and Vousden,
1999; Guillouf et al., 1998; Haupt et al., 1995). La réponse apoptotique de p53
peut étre influencée par de nombreuses variables comme le type cellulaire et
le contexte cellulaire. Il a été montré que E2F1 et p53 agissent
synergiquement pour induire I'apoptose (Wu and Levine, 1994). Cependant,
le mécanisme permettant l'induction de l'apoptose reste mal compris et
plusieurs hypothéses coexistent.
2.4.1.5 Génes codant pour une protéine possédant une autre fonction

p53 transactive le géne de la glutathion peroxydase qui code pour une
protéine impliquée dans la défense anti-oxydante (Tan et al., 1999).

P53 transactive également pour des protéines membranaires ou de la matrice
nucléaire et pour certains inhibiteurs de 'angiogénése (Zhao et al., 2000).

2.4.2 Activité de répression

L’activité de répression de p53 participe pleinement a la médiation des
effets de suppresseur de tumeur exercée par cette protéine. P53 réprime la
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transcription via son domaine N terminal. Son domaine C terminal est
également nécessaire car la protéine doit étre sous forme tétramérique pour

exercer cette fonction (Subler et al., 1994).

P53 réprime la transcription d'un grand nombre de genes comme par
exemple : la topoisomérase llo. (Sandri et al., 1996; Wang et al., 1997), la
map4 (une protéine associée aux microtubules) (Murphy et al., 1996), la O-6-
DNA méthyliransférase (Harris et al., 1996), COX-2 (Subbaramaiah et al.,
1999), la iINOS, le mdr1 (MultiDrug Resistence 1) (Chin et al., 1992), Bcl-2
(Haldar et al., 1994; Miyashita et al., 1994), la cycline A, c-fos (Ginsberg et al.,
1991) et certains promoteurs viraux (Subler et al., 1992). Il apparait que p53
réprime l'activité des promoteurs dont l'initiation dépend de la présence de la
boite TATA. P53 agit par interaction protéine-protéine en s'associant avec des
facteurs de la machinerie transcriptionnelle, comme par exemple avec la TBP
(TATA Binding Protein) (Martin et al., 1993). Dans le cas des génes de la
HSP 70 et de cdc2, p53 réprime leur transcription différemment. En effet, p53
module la liaison d’'une protéine a la séquence CCAAT contenue dans leur
promoteur (il s'agit de la protéine CBF (CCAAT Binding Factor) pour la
HSP70 et de la protéine NF-Y pour cdc2) (Agoff et al., 1993; Yun et al., 1999).

La répression de la transcription de plusieurs génes participent a l'arrét
de la prolifération médié par p53; cest le cas notamment de la
topoisomérase lla, de la primase de I'ADN, de cdc2 et de la protéine de
liaison au rétinoblastome RbAp46 (Zhao et al., 2000).

La répression de Bcl2, qui est une protéine anti-apoptotique, agit de

concert avec l'induction de Bax pour induire I'apoptose.

La répression de la iNOS et de COX-2 participe & l'atténuation du
processus inflammatoire qui induit des lésions sur 'ADN. L'inhibition de la
transcription de la O-6-DNA méthyltransférase, par contre, inhibe le
processus de réparation de certains types de lésions sur 'ADN (bases
méthylées). La SOD 3 (extracellulaire), qui participe a la détoxification
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cellulaire est réprimée par la p53. Le réle de p53 vis a vis des espéces
oxygénees est complexe car d’une part, elle inhibe la transcription d’enzymes
tels que la iINOS et stimule la transcription de la glutathion peroxydase et
d’autre part, elle inhibe certains enzymes de détoxification comme la SOD 3.

Cette activité de répression est caractéristique de la p53 sauvage car certains

mutants ne possédent pas cette activité.

2.4.3 Liaison avec des protéines hétérologues

p53 se lie a des protéines variées. L’iﬁterébtion de p53 avec certaines
protéines participe a Pactivation de p53 alors que linteraction avec d'autres
protéines permet de médier certains des effets biologiques de p53.
2.4.3.1 Implication dans la régulation de p53

L'interaction des protéines p300/CBP et PARP avec p53 augmente la
stabilité de celle-ci (Sionov and Haupt, 1999). D'autres protéines lient p53 et
augmentent son activité de liaison spécifique a 'ADN sans affecter sa
stabilité; c’est le cas notamment de 14-3-3c (Waterman-et al., 1998), BRCA1
(Breast Cancer 1) (Zhang et al., 1998) et de SUMO-1, nouvellement
découvert. Pour linstant, I'effet de la sumolation de p53, n'est pas encore
bien déefini. Il a été proposé que la sumolation de p53 pouvait activer p53 en
empéchant son interaction avec d'autres protéines qui se lient sur la partie C
terminale de p53, en inhibant la dégradation de p53 par compétition avec
Pubiquitine sur ce résidu, ou encore en séquestrant p53 dans le noyau
(Gostissa et al., 1999; Rodriguez et al.,, 1999). Les conséquences de

Finteraction avec 14-3-3c ont été décrites précédemment.

C-Jun régulerait négativement p53 en réprimant la transcription de p53 en
se liant & un variant du site AP-1 du promoteur de p53.
Mdm 2, comme il a déja été décrit précédemment, interagit avec p53 et cette
interaction a comme effet immédiat d’'inhiber I'activité transcriptionnelle de
p53 et dans un second temps, de stimuler sa dégradation. L'ubiquitine
compte parmi les protéines interagissant avec p53 et qui ont des
conséquences sur la stabilité de la protéine.

Certaines oncoprotéines virales, comme par exemple l'antigéne du

Simian Virus (SV40), la protéine E6 du virus du papillome humain et la
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protéine adénovirale E1B interagissent avec p53 et I'inactivent, ce qui favorise
l'infection virale.
2.4.3.2 Implication pour les effets biologiques de p53

Comme il a été souligné précédemment, p53 inhibe la transactivation de
certains génes en interagissant avec des protéines de la machinerie
transcriptionnelle. |

P53, via ses 20 premiers acides aminés, interagit avec RPA (Replication
Protein A) et inhibe son activité (Abramova et al., 1997; Dutta et al., 1993).
RPA est une protéine essentielle pour la réplication de 'ADN car elle lie
I'ADN simple brin et elle posséde une activité de réparation des nucléotides
par excision. Aprés des radiations UV, RPA est phosphorylée et ne lie plus
p53, ce qui permet & RPA de réparer TADN endommagé par excision de
nucléotides et & p53 de transactiver ses genes cibles (Abramova et al., 1997).
En fait, la liaison avec p53 permet de réguler l'activité de réparation par
excision de nucléotides nécessaire aprés une exposition a des rayons UV. Le
complexe RPA/p53 joue un réle physique qui lie la réparation de 'ADN avec

le contrdle du cycle dépendant de p53.

P53 lie, par sa partie C terminale, et inhibe les hélicases XPB et XPD du
complexe TFIIH, in vitro et XPB in vivo (Wang et al., 1995). P53 inhibe ainsi
Factivité hélicase du complexe TFIIH, ce qui pourrait faciliter I'initiation de la
réparation par excision de nucléotides (Wang et al.,, 1995). Ainsi, p53
. posséde la capacité de moduler la réparation de 'ADN par excision de
nucléotides en interagissant avec les hélicases du complexe TFIIH et avec
RPA. L'inhibition de l'activité hélicase du complexe TFIID pourrait conduire a
I'apoptose car TFIID est essentiel pour la viabilité cellulaire. Wang et coll ont
identifié les facteurs XPD et XPB comme étant des composants de la voie
apoptotique dépendante de p53 (Wang et al., 1996). En effet, des fibroblastes
de possédant pas de XPD ni de XPB ne présentent pas dapoptose
dépendante de p53.

P53 lie également des protéines contenant des SH3, via son domaine
PXXP. Parmi celles-ci, certaines pourraient étre impliquées dans I'apoptose
meédiée par p53 indépendamment de son activité transcriptionnelle.
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P53 interagit avec p33ING1 qui serait une protéine suppresseur de
tumeur potentielle. Elle semble impliquée dans linhibition de croissance
médiée par p53 car la transfection d’ADN anti-sens de p33ING1 inhibe la

fonction d'inhibition de croissance de p53.

2.5 NO et p53

2.5.1 Induction de mutations sur p53 par le NO et ses

dérivés

Ce sujet a été traité principalement par I'équipe de C.Harris. La iNOS,
exprimée lors de [inflammation, peut produire des quantités de NO
suffisantes pour qu'il soit mutagénique. Ambs et coll ont analysé I'expression
de la iINOS et les mutations sur le géne TP53 sur 118 tumeurs de cdlon
(Ambs et al., 1999b). Cette étude a montré que la présence de iNOS est
maximale dans les adénomes et que l'activité de la INOS diminue avec le
stade tumoral, pour atteindre le niveau le plus bas dans les tumeurs
métastatiques. Une relation dose-réponse a méme été mise en évidence
entre I'expression de la iINOS et les transitions de type C:G — T:A sur les
sites CpG de p53. L'équipe de souici a confirmé que le NO favorise
Iapparition de transition G :C — A :T sur les 5-meC situés principalement sur
les sites CpG de la p53. En effet, une co-génération de NO et d’anion
superoxyde induit ce type de mutation sur le codon 248 de p53 (Souici et al.,
2000).

Les mutations sur les "hot spots" de p53 sont majoritairement des
transitions de C vers T. Cependant, les données publiées pour l'instant, n'ont
pas montré que des mutations sur d'autres codons étainent associées a

I'expression de la iINOS .

2.5.2 Accumulation de p53 dans le novau de cellules

exposées a du NO

Plusieurs études ont mis en évidence une accumulation de p53 dans le
noyau de cellules traitées par un donneur de NO (Messmer and Brune; 1996a
and b, Sandau et al; 1997). Il est vraisemblable que p53 soit activée via les
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lésions induites par le NO et ses dérivés (voir le chapitre Iésions sur '’ADN).
En effet, le NO et ses dérivés induisent, entre autres, des cassures double
brins sur ’ADN et il est connu que ce type de Iésions active p53. Brune et coll
ont récemment proposé une nouvelle hypothése qui implique l'inhibition du
protéasome (Glockzin et al., 1999). Ces auteurs ont montré que le NO inhibait
l'activité du protéasome et que celle-ci serait responsable de I'accumulation
de la protéine p53. Néanmoins, cette hypothése ne peut, pour [instant,
expliqguer l'accumulation transitoire de p53. En effet, aprés un pic
d’accumulation de p53, la protéine revient a son niveau basal, ce qui montre
que p53 est dégradée apres son activation, toujours en présence de NO
(Messmer et al., 1994; Messmer and Brune, 1996a; Sandau et al., 1997).

Plusieurs publications ont montré que de fortes concentrations de NO
induisent I'accumulation de p583, suivie de l'accumulation de Bax et de
lapoptose. La majorité de ces études ont été pratiquées sur des
macrophages RAW 264. D'apres Messmer et coll, le niveau de p53 refléte les
dommages sur 'ADN et indique le potentiel apoptotique de la cellule exposée
(Messmer and Brune, 1996b).

Brockaus et Brune ont étudié précisément I'apoptose induite par le NO
dans les macrophages RAW 264.7. Ces derniers ont montré qu'un traitement
par un donneur de NO induit 'accumulation de p53, suivie d’'une diminution
de I'expression de Bclx, de la libération du cytochrome ¢ dans le cytoplasme
et enfin de I'activation de la caspase 3 (Brockaus and Brune, 1999). Ceci
confirme les résultats d'une étude précédente montrant qu'un traitement par
un donneur de NO induisait 'accumulation de p53, un clivage de la PARP et
la fragmentation de FADN (Messmer et al., 1996a).

De plus, il a été montré que chez des cellules sur-exprimant Bcl2 les
caspases ne sont pas activées bien que p53 s’accumule, confirmant ainsi que
p53 se situe en amont de la libération du cytochrome c et que I'activation de
la caspase 3 est en aval de la libération du cytochrome c. Il a été montré
également dans cette publication que la libération du cytochrome c induite par
le NO était trés diminuée chez des macrophages transfectés par un ADN anti-
sens de p53, comparée a la libération qui a lieu chez des macrophages non
modifiés. Lorsque les macrophages sont cultivés en présence d’'un inhibiteur
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de la synthése d'ATP, ils meurent par nécrose, et non par apoptose, aprées
avoir été exposés a du NO. Ceci confirme que le processus apoptotique
comprend des étapes qui nécessitent de I'énergie.

L'ensemble des résultats de cette étude menée par Brockaus et Brune
montre le réle central de la mitochondrie vis a vis de 'apoptose provoquée
par le NO.

Des souris homozygotes pour l'allele nulle de p53 expriment un niveau
basal plus élevé que les cellules qui possédent p53 et produisent beaucoup
plus de NO aprés une infection (Ambs et al., 1998b). Ces résultats ont
confirmé [I'existence d'une boucle de régulation négative de p53 sur
I'expression de la INOS, qui avait été montrée uniquement in vitro auparavant
(Forrester et al., 1996). Ainsi, le manque de p53 entraine une forte expression
de la iINOS et une production de NO trés importante.

Mortensen et coll ont montré d'une part, que les MCF-7 expriment la
eNOS et que la production de NO endogene réduit le taux basal de cellules
apoptotiques et que d'autre part, 'apport exogéne de NO stimule I'apoptose.
Ces mémes auteurs ont montre que p53 etait capable de diminuer la
transcription de la eNOS exprimée chez les cellules MCF-7. Ce travail illustre
parfaitement le fait que de faibles quantités de NO peuvent inhiber 'apoptose
alors que des quantités plus importantes induisent le processus apoptotique
(Mortensen et al.,1999).

Il a été démontré dans notre laboratoire que le NO induit un changement
de conformation de p53, in vitro, ainsi qu’'une perte d’activité de liaison a
FADN. De plus, dans des cellules en culture, la p53 s’accumule de fagon
temps et concentration dépendante aprés le traitement par différents
donneurs de NO, mais celle-ci a perdu sa capacité de liaison a 'ADN. Il a été
suggéré que cette inhibition pourrait étre due, notamment, & la formation de
ponts disulfures, conséquence de I'oxydation de cystéines. Mon travail de
these a débuté sur la base de ces résultats. Mon hypothése de travail est que
le NO, bien qu'induisant une accumulation de la protéine, puisse inhiber la
fonctionnalité de la p53 en réagissant directement avec elle par

modification(s) post-traductionnelle(s).
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La notion de régulation de la réponse cellulaire par des stress oxydatif et
nitrosant commence a étre bien documentée dans la littérature. Trés
récemment, Marshall et coll ont publié une revue portant sur la régulation
redox de I'expression de certains génes. Ces auteurs ont mentionné p53
parmi d’autres facteurs de transcription qui sont régulés par les conditions
redox (par exemple : NFkB, AP-1, c-Jun, c-Fos...) (Marshall et al.,2000).
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1.1 Le monoxyde d’azote nitrate des résidus tyrosine
de la protéine suppresseur de tumeur p53 chez des
cellules MCF-7.

1.1.1 Problématigue et objectifs du travail

Il a été démontré, dans notre laboratoire, qu'un traitement par 0,5mM de
GSNO (utilisé comme donneur de NO) induisait 'accumulation de p53 dans le
noyau des cellules traitées, et parallélement une augmentation de son activité
de liaison a 'ADN in vitro. Cependant, pour des concentrations plus fortes en
GSNO, la protéine s’accumulait mais celle-ci avait perdu sa capacité de
liaison a 'ADN (Calmels et al; 1997). De plus, lorsqu’'une protéine
recombinante de souris était traitée, in vitro, par du S-Nitroso Acétyl
Penicillinamine (SNAP, un autre donneur de NO), la p53 passait d'une
conformation sauvage (reconnue par l'anticorps Pab 1620) a une forme
mutante (reconnue par le Pab240). Ces résultats ont suggéré que le NO
puisse modifier chimiquement la protéine p53.

De part la nature de cette protéine, plusieurs types de modifications
induites par le NO sont possibles. Plusieurs hypothéses peuvent étre
envisagées:un effet oxydo réducteur sur le Zn?*, la formation de nitrosothiols
et de ponts disulfures ou de NTYR.

Parmi ces différentes possibilités, nous avons choisi de nous concentrer
sur la formation de NTYR. La présence de NTYR a été montrée dans des
tissus humains de patients atteints de diverses maladies liées a une
inflammation chronique. De plus, il a été montré que la formation de NTYR
provoque la perte de fonctionnalité de certaines protéines.

1.1.2 Résultats

Afin d’étudier la possibilité que p53 puisse étre nitrée par le NO, nous

avons traité des cellules MCF-7 par du GSNO et par d'autres agents
génotoxiques inducteurs de p53, le Méthylméthane Sulfonate (MMS) et
lirradiation y. Aprés 4h de traitement, les protéines totales ont été

immunoprécipitées par un anticorps polyclonal reconnaissant spécifiquement
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p53 (anticorps CM1) ou par un anticorps dirigé contre les NTYR. Les
immunoprécipitats ont ensuite été analysés par Western blot en utilisant un
anticorps monoclonal dirigé soit contre p53 (anticorps DO7) soit contre les
résidus NTYR. De nombreux contrdles ont été réalisés afin de vérifier que I'on
ne détectait pas les chaines lourdes des IgG dans nos conditions
expérimentales.

Nous avons observé une forte augmentation du niveau de NTYR sur la
p53 dépendante de la concentration en GSNO (IP p53/WB NTYR). Dans
I'expérience inverse (IP NTYR/WB p53), nous avons détecté une
augmentation trés importante du niveau de p53 dans les immmunoprécipitats
contenant uniquement les protéines nitrées. Cette formation de NTYR résulte
d'un effet bien spécifique du NO car le MMS et l‘irradiation y provoquent une

accumulation de p53 sans former de résidus NTYR.

1.1.3 Discussion

Cette étude a démontré que le NO peut réagir directement avec p53 en
formant des NTYR lorsque les cellules sont traitées par du GSNO. La nitration
de p53 pourrait étre un mécanisme d'inactivation de p53 par le NO et ses
dérivés. Les concentrations de NO libérées par le GSNO sont proches de
celles qui existent lors d'une inflammation chronique. De fait, cette
modification post-traductionnelle pourrait exister, in vivo, dans des tissus
infectés et enflammés de fagon chronique et pourrait expliquer, en partie, le

réle de l'inflammation dans I'apparition d’'un cancer.
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It has been reported that mammalian cells incu-
bated with excess nitric oxide (NO) accumulate p53
protein but concomitantly this p53 loses its capacity
for binding to its DNA consensus sequence. As nitra-
tion of tyrosine residues in various proteins has been
shown to inhibit their functions, we examined
whether NO nitrates tyrosine residues in p53 protein.
MCF-7 cells expressing wild-type p53 were incubated
with S-nitrosoglutathione for 4 h and cellular extracts
were immunoprecipitated with an anti-p53 antibody.
Western blot analyses of immunoprecipitates for p53
or for nitrotyrosine revealed low levels of nitroty-
rosine in p53 from untreated cells. Incubation with 2
mM S-nitrosoglutathione induced a significant in-
crease in the nitrotyrosine level in p53 protein com-
pared-to nontreated cells. These results suggest that
excess NO produced in inflamed tissues could nitrate
p53 protein, playing a role in carcinogenesis by im-
pairing functions of this tumor-suppressor protein.
© 2000 Academic Press

Key Words: S-nitrosoglutathione; p53; nitrotyrosine.

Chronic infection and inflammation have been asso-
ciated with an increased risk of human cancers at
various sites (1). During the inflammatory process,
large quantities of nitric oxide (NO) are produced by
inducible nitric oxide synthase (iNOS), which is often
expressed in inflamed tissues. NO produced in low
amounts by constitutive NOS acts as a mediator of
physiological functions such as vasodilatation and neu-
rotransmission. In the case of massive production by
iNOS, NO plays a role as an essential component of
non-specific immune defense, killing invading bacteria
or parasites. However, overproduction of NO has also
been implicated as a cause of various pathological con-
ditions. This cytotoxic effect of NO has been attributed
to reactive nitrogen species such as NO, and peroxy-

! To whom correspondence should be addressed. Fax: 33 4 72 73
80 88. E-mail: Ohshima@iare.fr.

609

nitrite, which are formed by reactions of NO with ox-
ygen and superoxide anion, respectively. NO and its
derivatives can activate or inhibit functions of various
enzymes and proteins by reacting with their thiol
groups (2, 3) and tyrosine residues (4, 5). Several stud-
ies have recently shown that enzymes such as tyrosine
hydroxylase (6), manganese superoxide dismutase (7),
prostacyclin synthase (8), and cytochrome P450 2B1 (9)
are nitrated at tyrosine residues and this nitration has
been associated with inactivation of their functions.
Ischiropoulos (5) has recently reviewed the biological
significance of NTYR, which is present in a variety of
human tissues. NTYR levels increase significantly in
diverse human diseases such as Alzheimer’s desease
(10, 11) and inflammatory bowel disease (12) as well as
in animal models of diseases such as skin and liver

carcinogenesis (13, 14)

The tumor-suppressor p53 protein plays an impor-
tant role in'the cellular response following DNA dam-
age (15, 16). p53 binds specific DNA sequences and
regulates the expression of target genes which encode
for proteiris that control cell cycle progression or lead
cells to apoptosis. A close relationship between NO and
p53 may-exist because, on the one hand, p53 accumu-
lates in cells following incubation with NO-releasing
compound§ (17-20) and on the other, p53 mediates
transcriptional transrepression of iNOS mRNA expres-
sion by anegative feedback loop (19, 21). Mutant p53 is
unable to exert this function. We have recently re-
ported that high levels of NO can induce a conforma-
tional change of wild-type p53 resulting in impairment
of its DNA binding activity in vitro (20).

In this study, we have shown that incubation of
MCEF-7 cells with an NO donor results in nitration of
tyrosine residues in p53 protein. This tyrosine nitra-
tion of p537s a possible mechanism that could contrib-
ute to p53 functional impairment induced by NO. Since
p53 isolatéd from control cells contains low levels of
NTYR, it is also possible that p53 functions are regu-
lated, at least in part, by nitration of its tyrosine resi-
dues by NO and its derivatives.

0006-291X/00 $35.00
Copyright © 2000 by Academic Press
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MATERIALS AND METHODS

Materials. Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM),
L-glutamine and penicillin/streptomycin were from Gibco BRL-Life
Technology (Grand Island, USA). Fetal bovine serum, protein A
sepharose, methyl methanesulfonate (MMS), leupeptin, phenyl-
methyl sulfonylfluoride (PMSF), pepstatin A and aprotinin were
from Sigma (St. Louis, MO). S-Nitrosoglutathione (GSNO) was a
generous gift of Dr. J.-C. Decout and Professor M. Fontecave (Joseph
Fourier University, Grenoble, France). Polyclonal and monoclonal
antibodies against NTYR were from Upstate Biotechnology (Lake
Placid, USA), CM1 polyclonal antibody against p53 was obtained
from Novocastra (Newcastle, UK). DO7 monoclonal antibody against
p53 was from DAKO (Glostrup, Denmark) and monoclonal anti-
cytochrome ¢ antibody was from Pharmingen (San Diego, USA). The
peroxidase-conjugated goat anti mouse second antibody used for
Western blot was from Pierce (Rockford, IL). Chemiluminescence
reagent (ECL) and Hyperfilm for enhancement of chemilumines-
cence came from Amersham Corp (Arlington Heights, USA).

Cell lines and treatment. MCF-7 human breast cancer cells were
cultured in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum, 5%
glutamine and 0.5% penicillin-streptomyecin at 37°C in a humidified
atmosphere containing 10% CO,. When cells were at 80% of conflu-
ence, they were incubated for 4 h with 1 or 2 mM GSNO or with 2
mM methylmethane sulfonate (MMS). Cells were gamma-irradiated
at 7 Gy and harvested 4 h after the irradiation. The cells were also
incubated in the presence of 1 mM N-monomethyl-L arginine (NMA)
for 20 h.

Protein extraction and immunoprecipitation. 'To extract total pro-
teins, cells were scraped and lysed for 20 min on ice in IP buffer (10
mM Tris-HC, pH 7.5, 140 mM NaCl, 0.1% NP40, supplemented in
0.5 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml aprotinin, 0.5 mM phenylmethylsulfo-
nyl fluoride and 0.7 pg/ml pepstatin A). Insoluble material was
removed by centrifugation at 10000 g for 10 min and the protein
concentration in the supernatant was measured using the Bradford
method (Biorad, Munich, Germany). For each sample, supernatant
(~3 mg of protein) was precleared by incubation with 1 ug of a
non-anti-p53 antibody (mouse anti-cytochrome ¢ monoclonal anti-
bedy) for 20 min, then 50 ul of protein A sepharose was added and
incubated for 20 min. After centrifugation at 10000 g for 10 min, the
supernatant was divided into two tubes, Each tube contained 1.2 mg
protein and the final volume (500 ul) was adjusted using IP buffer.
The samples were incubated for 2 h at 4°C either with 10 pg of a
rabbit polyclonal anti-p53 (CM1) or with 10 ug of a rabbit polyclonal
anti-NTYR. Protein A Sepharose beads were added to the immuno-
precipitation mixture and incubated for 1 h. After centrifugation at
10000 g for 5 min, the pellet was washed with 1 ml of IP buffer. This
procedure was repeated five times. After the last centrifugation, the
pellet was resuspended in 80 ul of Laemmli buffer and heated for 5
min at 95°C before electrophoresis to release the proteins from im-
munoglobulins.

Western-blotting (WB) analysis. Immunoprecipitated proteins
(10 pl) were electrophoresed through a 10% polyacrylamide gel and
transferred to an Immobilon p15 membrane (Millipore Corp., Bed-
ford, MA). The membranes were blocked for 2 h at room temperature
with blocking solution (5% non-fat dry milk, 0.2% Tween 20 in
Tris-NaCl, pH 7.4). The membranes were then incubated overnight
at 4°C either with an anti-p53 monoclonal antibody (DO?7), diluted
1/1000 or with an anti-NTYR monoclonal antibody diluted 1/3500 in
a solution containing 1% non-fat dry milk and 0.2% Tween 20 in
Tris-NaCl, pH 7.4. After three washes, the membranes were incu-
bated for 2 h with a goat anti-mouse IgG antibody horseradish
peroxidase conjugated diluted in the above solution. After three final
washes, bands were visualized by chemiluminescence reagent and
subsequently exposed to Hyperfilm.

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS

RESULTS

We have examined whether tyrosine residues in p53
protein obtained from GSNO-treated MCF-7 cells are
nitrated using immunoprecipitation and WB analyses.
In order to avoid the recognition of the heavy and light
chain of immunoglobulins of the antibody in the immu-
noprecipitation by the second antibody used for WB
analysis, we employed a rabbit polyclonal antibody for
immunoprecipitation and a mouse monoclonal anti-
body for WB. We performed two control experiments to
verify the specificity of our antibodies. Cellular ex-
tracts from GSNO-treated MCF-7 cells were immuno-
precipitated with an antibody raised against p53
(CM1) and then subjected to WB analysis using either
anti-NTYR or anti-p53 antibody (DO7) (Figs. 1A and
1B). We observed a significant increase in NTYR level
in GSNO treated cells (Fig. 1A). However, when WB
analysis for NTYR was performed in the presence of 10
mM of free NTYR, the band corresponding to NTYR-
containing proteins disappeared (Fig. 1C). Similarly,
when WB analysis for NTYR was carried out without
the first antibody, no band was observed (Fig. 1D),
confirming that the results were due to a specific reac-
tion of the antibody against NTYR.

As shown in Fig. 2, we first immunoprecipitated p53
protein from the homogenates of cells treated with 1 or
2mM GSNO and analyzed for NTYR-containing pro-
teins by WB analysis. Although the levels of p53 were
not significantly different (Fig. 2A) compared to non-
treated cells, a dose-dependent increase in NTYR lev-
els in p53 protein was detected in the same immuno-
precipitates (Fig. 2B). We observed increases of 83%
and 220%, compared to untreated cells, in cells treated
with 1 mM and 2 mM GSNO, respectively (Fig. 2B). In
order to confirm these observations, we carried out
reverse-order experiments. We first immunoprecipi-
tated NTYR-containing proteins with anti-NTYR anti-
body and then subjected these extracts to WB analysis
using an antibody raised against p53 (Fig. 2C). We
found that p53 was present at much higher levels
(190% and 280%) in cells treated with 1 mM or 2 mM
GSNO than in controls. These results confirmed our
observation in Fig. 2B. It should be noted also that
control cells, which had not been treated with GSNO,
contained p53 protein with a low level of NTYR. Inter-
estingly, this background level decreased by about 10%
(Figs. 1B and 1C) when cells were cultured in the
presence of NMA, an inhibitor of NOS, whereas the
level of p53 increased by 68% (Fig. 2A). This implies
that the level of NTYR in p53 protein decreased by
about 50% in the presence of an inhibitor of NOS.
Taken together, these results show that the GSNO
treatment induced nitration of tyrosine residues of p53
protein in a dose dependent manner.

In order to prove that this increase in NTYR levels in
p53 was specific to NO or its derivatives, cells were
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FIG. 1. The presence of NTYR in p53 protein immunoprecipi-
tated from MCF-7 cells and its confirmation by control experiments.
MCF-7 cells were incubated in the presence or absence of 2 mM
GSNO for 4 h and cellular extracts were immunoprecipitated using
a polyclonal antibody raised against p53 (CM1). Immunoprecipitates
were analyzed by WB using antibody for either NTYR (A) or p53
(DO7) (B). The same extracts were subjected to WB using anti-NTYR
antibody in the presence of 10 mM of free NTYR. Note that BSA
containing NTYR residues (NBSA) was also not recognized (C). The
same extracts were analyzed without incubation with the first anti-
body (anti-NTYR antibody) (D). Blank was a negative econtrol ob-
tained by replacing cellular extract with IP buffer during the immu-
noprecipitation step.

either irradiated (Fig. 2) or treated with MMS for 4 h
(Fig. 3) and we repeated the same immunoprecipita-
tion and WB analysis for NTYR and p53. When we
performed a WB analysis with anti-p53 antibody on
immunoprecipitated p53 protein from irradiated cells
(Fig. 2A), we observed a small increase (11%) in p53
level compared to untreated cells. When the same ex-
tracts were subjected to WB using an antibody against
NTYR, no increase in NTYR levels was detected. There
was also no increase in the levels of p53 when proteins
immunoprecipitated with anti-NTYR antibody were
analyzed with anti-p53 antibody (Fig. 2C). We ob-
served a 2.2-fold increase in p53 level in MMS-treated
cells, compared to untreated cells (Fig. 2A) and a small

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS

decrease in NTYR level (Figs. 3B and 3C). Overall,
these results indicate that (i) GSNO induced nitration
of p53 protein and (ii)) MMS and gamma irradiation
~-induced an increase in p53 level without any increase

_7in NTYR level in p53 protein.

DISCUSSION

= In this report, we have shown, for the first time, that

Styrosine residues in p53 protein are a target for nitra-

tion within MCF-7 cells. We have previously reported
that recombinant murine wild-type p53 changed its
conformation upon treatment with an NO donor,
S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine (SNAP) and also
lost its DNA-binding activity (20). The loss of DNA-
binding activity was also observed with p53 extracted
from MCF-7 cells incubated with GSNO (20). This al-
teration could be due to modification(s) of p53 protein
by NO. In the present study, MCF-7 cells incubated
with GSNO were found to contain p53 protein with
high levels of NTYR residues, compared to untreated
cells. In order to confirm this, we carried out several
control experiments as well as reverse-order immuno-
precipitations and WB analyses with both anti-p53 and
anti-NTYR antibodies. Gamma irradiation or MMS
treatment increased p53 protein levels without any
increasein the level of NTYR, demonstrating that de-

AZ
IP CMAWEDO7
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e

IP CM1/WB NTyr

C At
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FIG.2. WB analysis of NTYR contained in p53 protein following
immunopredipitation from MCF-7 cells. Cells were incubated in the
presence of 1 mM NMA (iNOS inhibitor) for 20 h or in the presence
of 1 and 2 mM GSNO for 4 h. Some cells were also gamma-irradiated
and harvested 4 h later. Total protein extracts were then immuno-
precipitated Bither with an antibody raised against p53 (CM1) (A and
B), or with-an antibody against NTYR (C). Immunoprecipitated
proteins were resolved in 10% gels by SDS/PAGE in the presence of
a reducing agent and analyzed by WB using either a monoclonal
antibody (DG7) which recognizes both mutant and wild-type forms of
p53 (A and €) or a monoclonal antibody against NTYR (B).
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FIG.3. Effect of MMS treatment on p53 nitration in MCF-7 cells.
Cells were treated with 2 mM MMS for 4 h. Total protein extracts
were immunoprecipitated either with an antibody raised against p53
(CM1) (A and B) or with an antibody against NTYR. WB analysis
was performed using the monoclonal antibody against p53 (DO7) (A
and C) or using the monoclonal antibody against NTYR (B).

tection of NTYR is not due to an artefact and that
NTYR formation is specifically mediated by NO or its
derivatives. Preliminary experiments also showed that
p53 protein in MCF-7 cells was nitrated following in-
cubation with other NO donors than GSNO (spermine
NONOate and SIN-1). On the basis of these results, we
conclude that p53 tumor suppressor protein is nitrated
in MCF-7 cells following GSNO treatment. Although
the effects of tyrosine nitration on p53 protein confor-
mation and DNA-binding activity remain to be deter-
mined, our results suggest that this phenomenon may
play a role in the inhibition of p53 protein function by
high levels of NO. Many recent studies have demon-
strated that nitration of tyrosine residues in proteins and
enzymes results in their inactivation (see introduction).
A low level of nitrated p53 was detected in the ex-
tracts from untreated cells, indicating that low levels of
NTYR were present endogenously in p53 protein of
MCF-7 cells. When cells were cultured in the presence
of NMA (an inhibitor of NOS), the NTYR level de-
creased, suggesting that NO produced by NOS is in-
volved in NTYR formation in p53. MCF-7 cells, like
other human breast cancer cells, have been reported to
express endothelial NOS constitutively (22). Some
other proteins such as prostacyclin synthase have also
been reported to be nitrated endogenously in normal
aortic bovine vessels (23). Our present study also sug-
gests that p53 functions may be regulated post-
translationally by tyrosine nitration. A recent study
suggests the occurrence of a new enzyme, which re-
moves nitro groups from NTYR-containing proteins (24).
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The increased levels of NTYR have been correlated
with the expression of INOS in inflamed human colonic
epithelium (12) and also in many other human diseases
(5). The concentrations of NO that were released by the
NO donor in the present study are similar to those
formed locally under intense inflammatory conditions.
GSNO (1 mM) has been reported to generate NO at the
rate of 1 to 4 pmol/liter/min in culture medium con-
taining 10% fetal bovine serum (25). In inflamed mu-
cosa from patients with ulcerative colitis, increased
NOS activities have been reported, ranging from 0.55
to 10 nmol/min/g of tissue (26, 27), corresponding to
production of 0.5-10 wmol/liter/min in these tissues.
Although GSNO is not a strong nitrating agent by
itself in vitro (28), within the cell NO released from
GSNO could react with superoxide anion to form per-
oxynitrite, a strong nitrating agent. NO may also react
directly with tyrosyl radicals to form 3-nitroso or
O-nitroso tyrosine, which is in turn oxidized to NTYR
(29, 30).

It has been suggested that tyrosine residues next to
glutamate in an amino acid sequence could be easily
nitrated in neurofilaments (31). In human p53 protein
there are three tyrosines which match these character-
istics, i.e., Y 205, Y 220 and Y 327. These tyrosine-
glutamate sequences are localized in the central core
domain as well as in the tetramerisation domain of
p53. Further studies are required to identify which
tyrosine residues are nitrated in p53 and whether the
nitration of tyrosine residues is associated with the
loss of p53 functionality.

In summary, we have shown that p53 protein can be
nitrated after treatment of MCF-7 cells with the NO
donor GSNO. This tyrosine nitration may be, at least
in part, a mechanism for functional impairment of
wild-type p53, which we reported previously (20). This
post-translational modification of p53 may occur
through overproduction of NO in inflamed tissues,
playing an important role in cell growth and cell death
as well as in carcinogenesis.
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1.2 Le NO inhibe la réponse de p53 face a I'irradiation

et induit I‘apoptose chez des cellules MCF-7.

1.2.1 Problématique et objectifs du travail

Il a été montré précédemment qu'une concentration de 1mM GSNO
induisait un changement de conformation de p53 in vitro et inhibait son
activité de liaison spécifique & 'ADN (Calmels et al., 1997). De plus, nous
avons démontré que le NO réagit directement avec p53 pour former des
résidus NTYR.

Dans cette étude, notre but est d'analyser limpact du NO sur la
fonctionnalité de p53 et sur ses effets biologiques. Nous avons également ete
amené a étudier si le NO exergait une action pro-apoptotique sur les cellules
MCF-7.

1.2.2 Résuliats

1.2.2.1 Accumulation de la protéine p53 et effets sur son activité de
liaison a I’ADN.
Nous avons montré que la protéine p53 s'accumule dans le noyau des
cellules traitées par le GSNO. L’activité de liaison spécifique a ’ADN de p53
augmente trés fortement lorsque les cellules ont été traitées par 0.5mM
GSNO. Cependant, cette activité diminue pour des concentrations plus
élevées en GSNO. Ceci suggére que des quantités relativement élevées de
NO inhibe l'activité de p53.
1.2.2.2 Le NO inhibe la réponse a l'irradiation y
« Analyse du cycle cellulaire en cytométrie
de flux
Des cellules MCF-7 ont été incubées pendant 4h en présence de
différentes concentrations de GSNO puis soumises a une irradiation y de 5
grays. Le milieu de culture a été remplacé 1h apres lirradiation et les cellules

sont récupérées 12h aprés pour étre analysées en cytométrie de flux.
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L'irradiation induit un arrét du cycle cellulaire en phases G1 et G2 (les
cellules en phase S ne représentent que 4% de la population cellulaire). Les
cellules pré-incubées en présence de 0,25mM GSNO sont arrétées dans leur
cycle en phases G1 et G2, comme les cellules soumises uniquement a
I'irradiation. En revanche, il est trés intéressant de remarquer qu'une pré-
incubation en présence de 0,5, 0,75 et 1mM GSNO inhibe l'arrét du cycle
cellulaire induit par l'irradiation et stimule méme la division cellulaire (les
cellules en phase S représentent environ 20%).

e Etude de l'activite de liaison spécifique a
I'ADN de p53

Les cellules ont été traitées de la méme fagcon que précédemment,
excepté le fait que les protéines nucléaires ont été extraites 3h apres le
changement de milieu.

Nous avons observé que la protéine p53 a perdu sa capacité de lier
spécifiquement 'ADN chez les cellules qui ont été exposées a 0,5 et 0,75mM
GSNO avant l'irradiation. Ces résultats suggérent que la perte d’arrét du cycle
cellulaire soit due a l'inactivation de p53 par la présence de NO.

e Etude de I'expression de p53 et p21"e"

Afin de vérifier I'hypothése ci-dessus, nous avons étudié I'expression de
p53 et de son géne cible p21"4*" qui est considéré comme le responsable de
Parrét du cycle cellulaire en phase G1 aprés l'irradiation. Nous avons observé
une forte accumulation de la protéine p53 dans le noyau des cellules
irradiées. Cette accumulation est visualisée également pour les cellules
prétraitées par 0,25, 0,5 et 0,75 mM de GSNO avant lirradiation. Il est trés
intéressant de remarquer que I'expression de la protéine p21Ve"' est élevée
chez les cellules irradiées et celles prétraitées par 0,25mM GSNO alors
gu'elle est tres faible chez celles qui ont été prétraitées par des
concentrations plus élevées de GSNO. L’expression de p21W&' est ainsi
corrélée avec le cycle cellulaire visualisé par cytométrie de flux ce qui
démontre le réle décisif de p53 dans l'arrét du cycle. L’ensemble de ces
résultats prouve que le NO inhibe la réponse cellulaire a lirradiation médiée
par p53. Nous avons observé que 40% des cellules traitées par 1mM de

GSNO, avec ou sans irradiation, étaient en phase subG1.
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1.2.2.4 Induction de I'apoptose par le NO
e Etude par cytométrie en flux
Nous avons également analysé le cycle cellulaire de cellules incubées
pendant 16h en présence de 1TmM GSNO: nous avons observé que 50% des

cellules étaient en phase SubG1.

e Analyse en microscopie en fluorescence
et en contraste de phase

Nous avons confirmé I'apoptose chez des cellules traitées pendant 16h
en présence de 1mM GSNO par microscopie en fluorescence apres
coloration par du Hoechst.

Nous avons ensuite tenté de déterminer si I'apoptose induite par le
GSNO se passe de maniére indépendante de p53. Etant donné que la
sensibilité au NO varie d’'un type cellulaire a l'autre, nous avons choisi
d'utiliser les cellules MN1/MDD2 qui sont dérivées de la lignée MCF-7. Les
cellules MDD2 ont été transfectées de fagon stable par un plasmide
contenant un fragment d’ADNc de p53 codant pour le domaine
d'oligomérisation (DD2) inséré dans un vecteur Neo. L’expression de DD2
rend la p53 inactive. Les cellules MN1 ont été transfectées par le plasmide
vide.

Nous avons été surpris de constater que les MN1/MDD2 sont toutes les 2
insensibles au traitement par le GSNO (résultat non présenté dans le papier
soumis).

Il est trés intéressant de remarquer que l'ajout de L-NAC (L-N-Acétyl
Cystéine, qui est un précurseur du glutathion) inhibe complétement 'apoptose
induite par 1mM GSNO chez les cellules MCF-7. Nous pouvons ainsi
proposer que les MN1/MDD2 pourraient exprimer des niveaux plus élevés de
systtmes de défense anti-oxydante, ce qui expliquerait leur insensibilité
apparente au NO.

e Etude de I'expression de Bax

Des études précédentes ont montré qu'un traitement par un donneur de

NO induisait 'accumulation de p53 et de Bax, suivie de I'apoptose chez des

macrophages murins. Comme nous avons montré que p53 perd sa capacité

131



de liaison spécifique a 'ADN, nous avons voulu examiner si nous observions
une accumulation de Bax dans notre modéle.

Nous avons montré une accumulation de Bax en fonction du temps et de
la concentration en GSNO, ce qui confirme les études précédentes mais
semble infirmer nos résultats qui montrent, qu'aprés un traitement par 1mM
GSNO, p53 est incapable de transactiver ses génes cibles. Nous avons donc
étudié la possibilité que Bax soit transactivé indépendamment de la voie p53.

Etant donné que les MN1/MDD2 sont insensibles au GSNO, ce ne sont
pas de bons modeéles pour étudier I'expression de Bax. Nous avons donc
utilisé les cellules HCT 166 qui existent en 2 génotypes: p53""’ et p53”. Il a
été observé que Bax s’accumule chez les cellules traitées par 0.5mM et TmM
GSNO aussi bien chez les cellules p53** que chez les p53”. Ce résultat
original montre que Bax peut étre transactivé de fagon indépendante de p53

chez des cellules exposées a du GSNO.

1.2.3 Discussion

Nous avons montré qu'un traitement par 1mM GSNO induit la perte
d’activité de liaison spécifique a 'ADN de p53 qui permet la transactivation de
ses nombreux genes cibles. De plus, les cellules prétraitées par une certaine
concentration de GSNO (effet observé a partir de 0,5mM) sont incapables de
s'arréter dans leur cycle aprés exposition a des radiations ionisantes. |l est
admis que l'arrét du cycle cellulaire aprés exposition a une irradiation y est
principalement médié par p53, notamment pour l'arrét en phase G1 via
Pinduction de p21V2"'. Dans le cas d'une pré-incubation en présence de
0,5mM et de 0,75mM GSNO, les cellules continuent a se diviser en présence
de lésions sur I'ADN induites a la fois par le NO et par [lirradiation. Ces
données démontrent clairement que le NO empéche p53 d'exercer ses
fonctions biologiques et ainsi de jouer son role onco-suppressif.

Nous avons également montré que le NO exerce une action pro-
apoptotique sur les cellules MCF-7. Il apparait néanmoins que cet effet
dépend du type cellulaire car les MN1/MDD2, dérivées des cellules MCF-7
sont, quant a elles, résistantes au GSNO. La premiére explication serait que
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les cellules MN1/MDD2 possédent des défenses anti-oxydantes beaucoup
plus performantes que celles des MCF-7, notamment un niveau de glutathion
plus élevé car nous avons observé que la L-NAC protégeait les MCF-7. Il est
également possible que les cellules MN1/MDD2 expriment des niveaux plus
élevés de thioredoxine, un composé aux propriétés anti-oxydantes vis a vis
des protéines. Il est également possible que la sélection par I'antibiotique a
laquelle les MN1/MDD2 ont été soumises ait permis de sélectionner des
cellules plus résistantes que la lignée d'origine. La troisieme possibilité serait
que ces types cellulaires n‘expriment pas les mémes caspases. En effet, une
étude a comparé linduction de l'apoptose sur des cellules MCF-7 de
plusieurs laboratoires et a constaté des différences inter-laboratoires
importantes. Il a été observé que la plupart ne posséde pas de caspase-3
(une des caspases effectrices du processus apoptotique) et que certaines se
soient différenciées de la lignée originelle.

Nos résultats sont en accord avec des études précédentes montrant une
accumulation de p53 et de Bax suivie de 'apoptose. Nous avons cependant
démontré que la succession de ces 2 événements n'est pas de cause a effet
car la protéine Bax peut s’accumuler indépendamment de p53, ce qui est

original.
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NO suppresses p53 function and induces apoptosis
in MCF-7 cells

Laurence Chazotte-Aubert, Olivier Pluquet, Pierre Hainaut and Hiroshi
Ohshima
Molecular carcinogenesis

ABSTRACT

The p53 tumor suppressor protein is a transcription factor which plays a major
role in DNA damage response. The p53 protein binds to DNA specific
sequence to transactivate its target genes involved either in cell cycle arrest,
- DNA repair or apoptosis. We had previously reported that NO nitrates tyrosine |
residues of p53 protein within human breast cancer MCF-7 cells (6). Here, we
demonstrated that the presence of relative high concentration of GSNO
impaired the DNA binding capacity of p53 protein, thus confirming our
previous data (Calmels et al, 1997). Furthermore, MCF-7 cells pretreated in
the presence of 0.5 and 0.75mM GSNO for 4h prior to y irradiation failed
neither to arrest in G1 phase of the cell cycle nor to express the p53 target
gene p21"é"!_ These data were well correlated with the loss of DNA binding
capacity of p53 protein. Altogether, our results strongly suggest that NO
impaired the functionality of p53 tumor suppressor protein.

We also found that a treatment in the presence of 1mM GSNO for 16h
induced apoptosis of MCF-7 cells and this was in good agreement with the
accumulation of the pro-apoptotic protein Bax. However, we demonstrated
that, following a treatment with GSNO, Bax could accumulate by a p53
independent pathway.

(208 words)
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INTRODUCTION

Chronic infection and inflammation is associated with an increased risk of human
cancers at various sites (24). During the inflammatory process, large quantities of
nitric oxide (NO) are produced by inducible nitric oxide synthase (iNOS), which is
expressed in immune cells such as macrophages, monocytes and neutrophiles.
When NO is produced in a low amount by constitutive NOS, it acts as a mediator of
various physiological functions such as vasodilatation, platelet aggregation and
neurotransmission. However, in the case of massive production by iINOS during
inflammation, NO is considered as an essential component of non-specific immune
defense. NO Kkills invading bacteria or viruses, but can also damage the normal cells
and tissues of the host. These detrimental effects have been attributed to reactive
nitrogen species such as NO, and peroxynitrite, which are formed by the reaction of
NO with oxygen and anion superoxide, respectively.

Reactive nitrogen and oxygen species are considered as major compounds
responsible for tissue damage induced during inflammation. NO and its derivatives
can activate or inhibit the activity of various proteins and enzymes by reacting with
their thiol (11; 32) and tyrosine residues (14; 21) or by oxidizing their metals (Zn**,
Fe*, Cu®) (3; 26). NO and its derivatives can also nitrate (35; 36), oxidize (7) or
deaminate (19) DNA bases and also induce DNA strand bréaks (29; 30).

The p53 protein, which is a zinc dependent transcription factor, plays a major role
in the cellular response following DNA damage. It has been previously shown that
p53 accumulated in the nuclei of cells exposed to a NO donor (8; 18; 27). In normal
cells, p53 levels are low, due to its rapid turn-over trough proteolytic degradation
which is mediated by Mdm2 (34) and probably also by JNK (9; 10). Following DNA
damage, p53 is activated and stabilized through various post-translational
modifications such as phosphorylation, acetylation and glycosylation (12). The target

genes of p53 transcriptional activity include p21 "' (a cyclin dependant kinase
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inhibitor) (1; 4), 14-3-30 (13) and GADD45 (37), all involved in cell cycle arrest and
also Bax, Fas/APO-1 (2; 22) or killer/DR5 and p53AIP1 (20), all involved in

apoptosis.

The mechanisms that lead damaged cells to select apoptosis or cell cycle arrest
as response to p53 induction are poorly understood. Several studies have shown that
the p53 protein is intrinsically sensitive to oxidation-reduction (17; 23). The DNA
binding domain of the protein contains reactive system, and this oxidation can lead to
conformational change and to inhibition of DNA-binding capacity.

We have previously reported that NO could induce a conformational change of
wild type p53, which resulted in impairing its DNA binding activity in vitro (5).
Recently, we also demonstrated that NO could react with p53 protein to form
nitrotyrosine residues within MCF-7 cells and we proposed that nitrotyrosine
formation| could be another post-translational modification of p53 protein (6). In the
present study, we have evaluated the effects of NO on p53-mediated response i -
intact cells. We found that-MCF-7 cells.pre-incubated in the presence of sub-toxic
doses of a NO donor failed to arrest in their cycle following v irradiation. This loss of y
irradiation response was correlated with the non-accumulation of p21We! protein and
the loss of DNA binding activity of p53 of GSNO treated cells. We also demonstrated
that NO could induce apoptosis of MCF-7 cells and that the pro-apoptotic Bax protein

could be induced by a p53 independent manner.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines and extracts

Human breast cancer MCF-7 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagles
medium (Gibco-BRL, Life technologie, Inc) supplemented with 10% fetal bovine

serum, 5% glutamine and 0.5% penicillin-streptomycin -at 37°C ‘in - humidified
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atmosphere containing 10% of CO,. Human colon carcinoma cell lines HCT 116 are
isogenic excepted for the presence versus absence of p53. HCT 116 cells were
cultured in Mc Coy’s 5 o medium supplemented in the same manner ;han MCF-7
cells in humified atmosphere containing 5% CO,. HCT 116 cell lines were a generous

gift from P. Vogelestein (John Hopkins hospital, Baltimore, USA).

Cells were treated at 80% of confluence with different concentrations of GSNO
dissolved in culture medium. GSNO was a generous gift of Dr J-C Decout and Prof
M. Fontecave (Joseph Fourier University, Grenoble, France). TNFo. and
cycloheximide were purchased form Sigma (Sigma Chemical Co ; USA)

Nuclear proteins extraction

Control and treated cells were washed with PBS, scraped into a solution containing
20mM HEPES pH 7.6, 20% glycerol, 1.5mM MgCl,, 0.2mM EDTA, 1mM DTT, 0.1%
NP40 and 10mM NaCl, supplemented in 0.5ug/ml leupeptin, 2ug/ml aprotinin, 0.5mM
phenylmethylsulfonyl fluoride and 0.7ug/ml pepstatin A. After a centrifugation at
2000g for 5 min, the supernatant containing the cytoplasmic extracts were discarded.
The pellet was resuspended in the same solution excepted NaCl concentration
(500mM instead of 10mM) and incubated on ice for 30 min. Nuclear extracts were
obtained after a centrifugation at 15000g for 15 min at 4°C and stored at -80°C.

Total proteins extraction:

Cells were washed with PBS, scraped and incubated for 10 min on ice in a solution
containing 20mM HEPES pH 7.6, 20% glycerol, 1.5mM MgCl,, 0.2mM EDTA, 1mM
DTT, 0.1% NP40 and 500mM NaCl, supplemented in the same proteases inhibitors
as described previously. Then, supernatant containing total protein, was collected
following a centrifugation at 2500 rpm at 4°C and stored at -80°C.

Western-blotting
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20 ug of protein dissolved in Laemmli buffer were electrophoresed through a 12%
polyacrylamide gel and electrophoretically transferred to an immobilon p15
membrane (Millipore Corp., Bedford, MA). The PVDF membranes were blocked for 2
h at room temperature with blocking reagent (5% non-fat dry milk, 0.2% Tween 20 in
Tris-NaCl pH 7.4). Then, the membranes were cut and the upper part was incubated
with the monoclonal antibody anti-P53 DO7 (DAKO, Denmark) or with the anti-actin
antibody C-2 (Santa Cruz, USA). The lower part of the membrane was incubated
either with a rabbit polyclonal antibody anti-Bax, N-20 (Santa Cruz, USA) or with a
monoclonal antibody anti-p21 V&' | C-19 clone, (Santa cruz, USA). The membranes
were incubated overnight at 4°C with these antibodies diluted in a solution containing
1% non-fat dry milk, 0.2% Tween 20 in Tris-NaCl pH 7.4. After three washes, the
membranes were incubated for 2h with the corresponding second antibody (goat
anti-rabbi, anti-mouse or anti-goat peroxidase conjugated, Pierce), diluted in the
above buffer. After three final washes, the proteins were visualized by
chemiluminescence reagent (ECL, Amersham Corp; UK), and subsequently exposed
to hyperfilm-enhanced chemiluminescence (Amersham Corp, UK).

DNA binding assay

The double-stranded p53 consensus binding sequence 5-
GGGCATGTCCGGGCATGTCC-3' and an oligonucleotide containing the OCT-1
binding sequence 5 GACCACCTGGGTAATTTGCATTTCTAAAATA-3' were end
labeled with [y ®*P] ATP (Amersham, UK). as described previously (31). Binding
assays contained 0.5 ng *P-labeled double stranded oligomeres , 2ug sonicated
herring sperm DNA (Promega, USA), 5ug BSA, 4mM DTT, 100ng Pab 421 antibody
(Oncogene Science) and 10pg nuclear extracts. The Pab421 supershifts and
stabilizes p53-DNA complexes. Binding reactions were incubated for 30min at room
temperature. Reaction products were analyzed by electrophoresis onto a 4% non-

denaturing polyacrylamide gel in Tris Borate EDTA buffer for 2h at 120V (31).
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Cell cycle analysis using flow cytometry

Cells were pretreated, or not, in the presence of GSNO for 4 h and then y irradiated
(5 Grays). 1h after irradiation, cell culture medium was replaced by conditioning
medium and collected 12 h later. Cells were lysed, RNase treated and nuclei were
stained with propidium iodide, using the cell cycle TEST-PLUS DNA-staining kit,
according to the manufacturer’s instructions (Becton Dickinson, San Jose, USA). The
DNA content was measured on a FACSCalibur flow cytometer using Cell Quest
software (Becton Dickinson).

Hoechst staining

Cells were collected and, after centrifugation at 1000 g for 5 min, were resuspended
in staining solution containing 0.6% Nonidet P-40, 3.7% formaldehyde and 0.01
mg/ml Hoechst 33258 (Sigma) diluted in PBS. After the appropriate dilution, cells are
photographed under fluorescence microscopy.

RESULTS

Accumulation of p53 in response to GSNO and effects on DNA binding activity
MCF-7 cells were exposed to various concentrations of S-nitrosoglutatione (GSNO)

for 5 h; then cell culture medium was changed and nuclear proteins were extracted 3
h later. Nuclear extracts were analyzed by Western blot analysis and electrophoretic
mobility shift assay. As shown in Figure 1, cells treated with 0.5mM GSNO
demonstrated a 3.5 fold increase in DNA binding activity of p53 compared to control.
This increase was correlated with nuclear accumulation of p53 protein. However, the
DNA binding activity of p53 decreased in cells exposed to concentrations of GSNO
higher than 0.5mM, although p53 protein was still accumulated at high levels. These
data suggest that, at doses of GSNO higher than 0.5mM, p53 accumulated in a form
that has lost its DNA binding capacity. We found that treatment in the presence of
1imM GSNO for 4h did not inhibit the DNA binding activity of another transcription

factor, OCT-1, used as a control (data not shown). This observation indicates that the
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inhibitory effect of NO was specific to p53 and not a general effect of NO on a non-
redox sensitive transcription factor.

GSNO inhibits p53-dependent G1 arrest after y irradiation

In order to assess whether NO truly inhibited p53 function, we analyzed p53-
dependent cell cycle arrest, a preferential response of MCF-7 cells to irradiation. y
irradiation represents one of the best characterized source of DNA-strand breaks that
activate p53 (15). It has been shown that, in these cells, ionizing irradiation activates
p53 and induces cell cycle arrest both in G1 and G2/M phases (16; 31) with a found
relation between the level of p53 protein and the extent of arrest (28).

We analyzed cell cycle distribution of cells exposed to various doses of GSNO for 4h
prior to y irradiation (5 Grays) (Figure 2 and table 1). Cell culture medium was
replaced 1h after irradiation and cells were harvested 12h later, labeled with
propidium iodide and analyzed by flow cytometry. Following irradiation, we observed
marked cell G1 and G2/M arrests, with a percentage of cells in S phase 3.6 times
lower than in controls (12.4% + 0.8 and 3.4% + 0.8 for control and irradiated cells,
respectively). Cell cycle arrest was mail';tained for cells pretreated with 0.25mM
GSNO. However, this checkpoint was lost for cells exposed to higher doses of
GSNO. The percentage of cells in S phase was 19.7 % + 6.3 when cells were
exposed to 0.5mM GSNO prior irradiation (5.8 times higher than for irradiated cells).
Indeed, instead of being arrested in their proliferation, cells continued to divide after
stress induced both by irradiation and NO. Interestingly, y irradiated cells exposed to
0.5, 0.75 and 1mM GSNO displayed the same cell cycle distribution than those
treated with GSNO alone (without subsequent exposure to irradiation).

These results clearly demonstrate that MCF-7 cells exposed to GSNO have lost their
capacity to induce cell-cycle arrest following v irradiation, a well characterized p53-
dependent response.

Effects of GSNO on p53 induction by irradiation
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As shown in figure 3A, the high DNA-binding activity of p53 in irradiated cells was
further increased by a pre-treatment with 0.25mM GSNO, but dramatically decreased
at concentration higher than 0.5mM. In contrast, p53 protein levels remained high, at
all concentrations although a slight decrease was detected at 1mM GSNO. These
observations confirm those presented in figure 2 and indicate that in the presence of
GSNO at concentration higher than 0.5mM, p53 protein still accumulated but has lost
its capacity to bind DNA in a sequence-specific manner.

In order to assess whether the loss of this capacity was reflected in a loss of
transcriptional activity, we studied the expression of p21"#, which is an essential
downstream effector of p53 in cell cycle arrest in G1 phase following ionizing
irradiation (4). Figure 3B shows that v irradiation induced p21"*' to accumulate to
high levels. However, in cells pre-treated with 0.5mM GSNO, the levels of p21V&"
were identical, if not slightly below, to those of control cells. Thus, p53-dependent
expression of p21V¥! after irradiation is correlated with cell-cycle arrest. Pre-
treatment with GSNO, by inactivating p53, impaired the accumulation of p21"¥3,
allowing cells to progress in cell-cycle in conditions where they should otherwise

arrest (see figure 2).

Effect of GSNO on apoptosis

MCF-7 cells exposed to high concentrations of GSNO were found to undergo cell
death with 12-24h. Figure 4 shows that, in the presence of GSNO at 1mM, cells
adopted with 16h a rounded phenotype (4b, upper panel). This effect was prevented
by adduction of 1mM of N-acetyl cysteine before treatment with GSNO (Fig 4c), in
accordance with the notion that an increase in intracellular levels of reduced
glutathione can protect cells against NO toxicity.

As shown in Fig 5, control cells demonstrated a homogenous staining of their nuclei
after Hoechst staining. In contrast, cells treated with 1ImM GSNO exhibited irregular

staining of their nuclei as a result of chromatin condensation and nuclear
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fragmentation, a typical morphological feature of cells undergoing apoptosis. This
was also confirmed by detection of DNA laddering after migration on agarose gel
(data not shown). As shown in Fig 6, 50% + 0.3% of cells treated by 1mM GSNO for
16h had a sub-G1 fragmented DNA content, [in contrast with 5.4% + 1.1% of cells
exposed to 0.5mM GSNO (data not shown)].

We then examined the expression of the pro-apoptotic protein Bax following
exposure to GSNO. We observed that Bax protein expression increased after
exposure to 1mM GSNO (Fig 7). Bax has been described as a downstream effector
of p53. The result in figure 7 were therefore in apparent contradiction with data in
figures 1 to 3 showing that 1mM GSNO inhibits pS3 protein activity. However, several
studies have shown that Bax is a poor target of p53 in MCF-7 cells (20). We
therefore made the hypothesis that the induction of Bax could be enhanced by
GSNO via p53 independent mechanisms. To assess this hypothesis, we used a pair
of HCT 116 cells that exist in 2 genotypes: p53™ and p53**. Interestingly, we found
that the level of Bax protein increased upon treatment with GSNO in HCT116 p53**
as well as in HCT 116 p53”, demonstrating a-p53 independent regulation (Fig 8A

and B).

DISCUSSION
We had previously shown that NO induced a conformational change and loss of DNA

binding activity of p53 tumor suppressor protein éxpressed in vitro (5). In the present
study, we further extent the results by showing that exposure to NO inhibited DNA
binding capacity and its transcriptional activity of p53 protein in intact cells.
Furthermore, we observed that sub-toxic doses of GSNO (0.5 and 0.75mM)
prevented cell cycle arrest induced by y irradiation in MCF-7 cells. This was
correlated with the inhibition of the accumulation of p21"#" protein and loss of DNA
binding capacity of p53. Instead of arresting in cycle, these cells undergo replication

more intensively than non-GSNO treated cells, as shown by the slight increase in the
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number of cells in S-phase, as compared to control cells (see figure 2 and table 1).
Overall, these results suggest that pre-exposure to GSNO is able to switch-off the
p53-dependent response of MCF-7 cells to irradiation. However, the range of GSNO
concentrations crucial to determine its effects since 0.25mM GSNO did not impair the

Watt and consequently cell cycle arrest induced by ionizing

accumulation of p21
irradiation.

All together, our data showed that NO could effectively inhibited p53 function.

The mechanism by which NO affects p53 activity is not fully elucidated. At low
concentration, NO has clearly been shown to activate p53 and this effect probably
results from induction of DNA damage by NO and its derivatives (8) The effects
reported here as well as the results published by Calmels et al (5), suggest that, in
addition to its effect on DNA damage, NO at high concentration may directly or
indirectly modulate the activity of the p53 protein. The notion that p53 can be
modified by NO has received recent support from our observations showing that NO
induced nitration of tyrosine residués of p53 protein (6). We proposed that this
mechanism could, at least in part, explain why NO impair the functionality of p53, as
it has been reported for number of other proteins. However, as p53 is a redox
sensitive protein (17), it is also possible that NO could impair p53 activity by reacting
with its cysteine residues to S-nitrosylate thiol groups or to form disulfide bonds. A
similar mechanism of perturbation of redox regulation of p53 has been suggested to
explain the effect of cadmium which induced a conformational change of p53 protein
and consequently impaired its activity (16).

The biological consequences of the effects of NO on p53 activity are twofold. First,
switching-off p53 function may allow cells undergoing DNA damage to replicate this
DNA and to propagate potentially oncogenic lesions to daughter cells. Second,
abrogation of p53-dependent cell-cycle arrest may allow the cell to undergo a

different fate than non cell-cycle arrest, namely apoptosis. In the first case, it is clear
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that exposure to NO would represent an additional rise of acquisition of oncogenic
damage. This effect would be particularly significant at intermediate concentrations of
NO, where cells have impaired p53 protein but do not undergo apoptosis. In the
second case, cells would be eliminated by a process of apoptosis, independently of
p53 function, thus helps to get ride of cells which carry very high levels of damaged
DNA.

In MCF-7 cells, our results indicate that Bax is induced in a p53-independent manner.
Whether this phenomenon is responsible for the activation of apoptotic cascade
remains to be determined. It is interesting to note that, in RAW macrophages, ectopic
expression of Bcl2 could rescue cells from NO-induced apoptosis. Our results fully
agree with the data of Messmer and Brune and further indicate that induction of Bax
may occur by a p53-independent manner, at least in some cell types such as MCF-7
and HCT 116 cells.

Overall, our results demonstrate that NO may act as a regulator of the cellular
response to DNA-damage by modulating the function of p53 protein.

It is important to note that the concentrations of NO that are formed locally in
intensive inflammatory conditions may be similar to those released by the NO donors
in the present study. 1mM GSNO has been shown to generate NO at the rate of ~1
to ~4 pmol/liter/min in culture medium containing 10% fetal bovine serum (33). In
inflamed mucosa from patients with ulcerative colitis, increased NOS activities have
been reported, ranging from 0.55 to 10 nmol/min/g of tissue (3; 25). This suggests
that the amount of NO produced may reach 0.5-10 pmol/liter/min in these tissues.
Thus partial inactivation of p53 through overproduction of NO in inflamed tissues may
occur, playing an important role in cell growth, death control as well as tumor
development.

Clearly, NO production and p53 activity are two closely integrated processes, as

shown by the observation that p53 can negatively regulate the expression of iNOS,
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thus controlling intracellular NO levels (8). Thus, our results and those of Harris co-
workers suggest the existence of a double loop of mutual regulation between NO

levels and p53 activity.
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S
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G1 G1
- H
G2
|__|
bG1 %
)

IR 0.25mM+IR 0.5mM+IR 0.75mM+IR 1mM+IR



% in SubG1 % in G1 % in S % in G2
Control 73.9+19 124 £ 0.8 11.8+1.42
IR 57.3+26 34+08 39+2.1
0.5mM +IR 75+26 53.8+54 19.7 £6.3 17.5+1.7
0.5mM 6.76 + 1.56 55.1+6.2 18.9+456 19.5+0.9

Table1 : Percentage of cells in subG1, G1, S and G2 phase.
Mean values are calculated from 2 independent experiments, each in duplicate.



+IR

0 0.25 0.5 0.75 1

Liaison spécifique

a'’ADN

p53

Fig 3B C 05 1 IR 0.5+IR

A P21 Waf-1




control




Fig 6

] sub G1

[ —
0 200 400 600 800 1000

1mM GSNO 16h

Fig 7 0.5 mM GSNO 1 mM GSNO

c l2n an en 8! ¢ bn an 6h 8n

< P53

<+ BAX




0.5mMGSNO 1TmMGSNO

: - —_— — A
Fig8 A: HCT 116 p53+/+ contr - e o P ”

Actin
BAX
05mMGSNO  1mM GSNO
A A
~ R B
Fig8B :HCT 116 p53-/- contr  4h 6h 4h 6h
Actin

BAX




LEGENDS TO FIGURES

Figure 1: Accumulation of p53 protein in response to GSNO and effects on DNA
binding activity.

MCF-7 cells were exposed to various concentrations of GSNO for 5h, then cell
culture was replaced with conditioning medium and nuclear proteins were extracted
3h later. The nuclear extracts were subjected to Western blot analysis using the
monoclonal antibody DO7 raised against p53. Same nuclear extracts were analyzed
by electrophoretic shift essay for p53, as described in Materials and Methods.

Figure 2: GSNO inhibits p53-dependent G1 arrest after y irradiation.

MCF-7 cells were incubated in the absence or presence of 0.25, 0.5, 0.75 or 1mM
GSNO for 4h, then cells were y irradiated (5 Gy) and the medium was changed 1
hour later. 12h after the medium change, cells were harvested and labeled with
propidium iodide for flow cytometry analysis, as described in materials and methods.
Analysis was performed using a FACSCalibur and Cell Quest software.

Figure 3: Effect of GSNO on p53 induction by v irradiation

A: DNA binding activity of p53 protein in nuclei of MCF-7 cells exposed to GSNO
prior to y irradiation. Following a pre-incubation of 4h in the presence of 0.25, 0.5,
0.75 or 1mM GSNO, cells were y irradiated and the cell culture medium was changed
1h later. 3h after medium change, cells were harvested and nuclear extracts were
obtained as described in Materials and Methods. Nuclear extracts were subjected to
Western Blot analysis using DO7 antibody and to DNA binding assay using DNA
consensus sequence for p53, as described in Materials and Methods.

B: p21"#' protein levels in the nuclei of cells exposed to GSNO prior to y irradiation.
Nuclear extracts were analyzed by Western blot for p21"*" expression, using the C-
19 antibody

Figure 4: Phase contrast microscopy of MCF-7cells subjected to various treatments.
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(a): non treated MCF-7 cells, (b): MCF-7 cells exposed for 16h to imM GSNO, (c):
MCF-7 cells pretreated for 1h with 1mM of L-NAC and then incubated for 16h in the
presence of 1ImM GSNO.

Figure 5: Fluorescence microscopy of Hoechst staining cells.

Cells were either non-treated (control) or incubated for 16h in the presence of 1mM
GSNO. Then, cells were harvested and stained with Hoechst 33258 and
photographed under fluorescence microscopy.

Figure 6: Cell cycle distribution of MCF-7 cells treated for 16h in presence or in
absence of TImM GSNO.

Cells were harvested 16h after the treatment and analysed as described in figure 2.
Figure 7: Expression of p53 and Bax in MCF-7 cells exposed to GSNO.

MCF-7 cells were treated with 0.5 and 1mM GSNO for the indicated times. Total
protein extracts were subjected to Western blot analysis. The upper part of the
membrane was incubated with DO7 antibody raised against p53 and the lower part
was incubated in the presence N-20 antibody for the detection of Bax.

Figure 8: Expression of Bax in HCT 166"* and HCT 116 p53” cells exposed to
GSNO.

Cells were treated with either 0.5 or 1mM GSNO for 4 and 6h. Total proteins were
extracted as described in Materials and Methods and subjected to Western blot
analysis. The membrane was cut and the upper part was incubated with the antibody
raised against actin and the lower part was used for Bax detection using N-20

antibody. (A): HCT 166** cells, (B): HCT 116 p53™.
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conditionnement est de 0 mV). La colonne de réduction utilisée est en acier
inoxydable contenant du platine. Lorsque I'on utilise la colonne de réduction, la
cellule de conditionnement est réglée a un potentiel de -1000mV. Il a été
déterminé que les meilleures conditions sont les suivantes: les électrodes 1 et 2
sont réglées respectivement a un potentiel de +800mV et +1000mV et utilisation
de la colonne de réduction avec la cellule de conditionnement réglée a -
1000mV. Dans ces conditions, la NTYR est réduite a la fois dans la colonne de
réduction et dans la cellule de conditionnement en 3-aminoTYR qui est détectée
spécifiquement par les électrodes 1 et 2. La TYR est, quant a elle, détectée par
un spectrophotometre UV réglé a 280 nm.

2.1.2.2 Comparaison du pouvoir de nitration de différents composés in
vitro
Plusieurs donneurs ont été testés:

e Peroxynitrite (ONOQ").

¢ Angeli's salt (AS): NO

¢ S-nitrosoglutathione (GSNO): NO’

e Spermine-NO (SPER-NO): NO’

e 3-morpholino-sydonimine chloride (SIN-1): NO'+O,"
e Sodium nitreux NaNO,: NO,’

e NO, +HOCI: forme du NO,CI.

e Surla BSA

Le temps d'incubation est de 5 min pour le peroxynitrite, 15 min pour NaNO,
et de 1h pour les autres composés. Lorsque la concentration en agent nitrant est
100 fois supérieure a celle de la BSA, le peroxynitrite est le composé qui
posséde le rendement de nitration le plus élevé, suivi par NO2/HOCI, NOz", AS,
Sper-NO, SIN-1 et enfin le GSNO. Ce demier ne forme que de tres faibles
quantités de NTYR car il ne se décompose pas en absence de thiol. Il faut noter
que le peroxynitrite est de loin I'agent nitrant le plus puissant car la formation de
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NTYR en présence des autres agents ne représente qu'entre 8,9% et 1,4% de
celle provoquée par le peroxynitrite.

Lorsque la concentration en donneur d'espéces nitrantes est la méme que
celle de la BSA, le peroxynitrite est la substance la plus réactive, viennent

ensuite, par ordre décroissant, NaNO;, SIN-1 et AS.

e Sur les protéines de plasma humain

Pour cette expérience, 0,8ml de plasma humain ont été incubés pendant 3h
en présence de 1 ou 10 mM d'agents nitrants, excepté pour le peroxynitrite ou le
temps d’incubation est de seulement 5 min. Les quantités de NTYR liées et de
NTYR libres ont été déterminées. Les protéines ont été précipitées par de
l'acétonitrile et hydrolysées enzymatiquement. Les NTYR libres, contenues dans
le surnageant, ont été récupérées aprés évaporation du liquide, puis dissoutes
dans un tampon ammonium sulfamate, purifi€ées par passage sur une colonne

C18 Sep-pak et enfin éluées par 100% de méthanol.

Le peroxynitrite produit de fortes quantités de NTYR liées (75nmol/mmol
TYR), suivi par SIN-1, AS, Sper-NO et NO,/HOCI. La formation de NTYR libre

est beaucoup plus importante avec le peroxynitrite et SIN-1 qu'avec tous les
autres composés.

2.1.3 Discussion

Cette nouvelle méthode est trés spécifique des NTYR et pratique & utiliser.
Elle nous a permis de comparer le pouvoir de nitration, in vitro, de nombreux
composés sur la BSA et sur les protéines du plasma humain.

Nous avons observé que le peroxynitrite est effectivement I'agent nitrant le
plus puissant. Néanmoins, ['utilisation de peroxynitrite synthétique ne refléte pas
réellement les conditions physiologiques. SIN-1 (qui est supposé former du
peroxynitrite par réaction entre NO'+O,"), est un agent nitrant puissant. On

remarque que l'efficacité respective des agents nitrants n'est pas la méme vis a
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vis de la BSA isolée que vis a vis du plasma humain. Ainsi, les agents donneurs
d'espéces réactives de I'azote ne se comportent pas de la méme fagon suivant
leur substrat.

La détection de protéines contenant des NTYR in vivo est considérée
comme une indication des |ésions tissulaires crées par les espéces réactives de
l'azote. Cette méthode de détection présentée ici donne les moyens de quantifier
précisément les NTYR présentes dans le plasma de patients atteints de diverses
maladies. Ceci permettrait de déterminer s'il existe une relation précise entre la
quantité de NTYR présente et le degré de la maladie liée & une inflammation

chronique.
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Nitric oxide reacts rapidly with superoxide to
form the strong nitrating agent peroxynitrite,
which is responsible for much of the tissue damage
associated with diverse pathophysiological condi-
tions such as inflammation. The occurrence of free
or protein-bound nitrotyrosine (NTYR) has been
considered as evidence for in vivo formation of per-
oxynitrite. However, various agents can nitrate ty-
rosine, and their relative significance in vivo has
not been determined due to lack of a sensitive
method to analyze NTYR in tissue proteins and bi-
ological fluids. We have developed a new HPLC-
electrochemical detection method to analyze NTYR
in protein hydrolyzates or biological fluids. The
sample is injected directly into a reversed-phase
HPLC column and NTYR is subsequently reduced
by a platinum column to 3-aminotyrosine, which is
quantified with an electrochemical detector. The
method is simple, selective, and sensitive (detection
limit, 0.1 pmol per 20-ul injection). We have applied
this method to compare in vitro the ability of vari-
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ous nitrating agents to form NTYR in bovine serum
albumin and human plasma. Yields of NTYR formed
in human plasma proteins incubated with 1 or 10
mM nitrating agent decreased in the following or-
der: synthetic peroxynitrite > 3-morpholino-
sydonimine, a generator of both NO and superox-
ide > Angeli’s salt, which forms nitroxyl anion
(NO™) > spermine-NONOQate, which releases NO >
sodium nitrite plus hypochlorite, which forms the
nitrating agent nitryl chloride (NO,Cl). A simple
purification method using a C18 Sep-Pak cartridge
is also described for analysis of free NTYR in human
plasma. © 1999 Academic Press

Key Words: 3-nitrotyrosine; high-performance lig-
uid chromatography; electrochemical detection;
human plasma; tyrosine nitration; peroxynitrite; ni-
troxyl anion.

Nitric oxide (NO) is a physiologically important
signal molecule, regulating a variety of biological
functions such as smooth muscle relaxation, neuro-
transmission, and immune processes. Excess pro-
duction of NO, however, has also been implicated as
a cause of diverse pathological conditions such as
inflammation, neurodegenerative diseases, cardio-
vascular disorders, and possibly cancer. These det-
rimental effects of NO have been attributed to reac-
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tive nitrogen species such as oxides of nitrogen
(NOx) and peroxynitrite (ONOO™), which are
formed by the reaction of NO with oxygen and su-
peroxide, respectively (1, 2). Reactive nitrogen spe-
cies can oxidize, nitrate, and nitrosate biomolecules
such as proteins, DNA, and lipids, thus altering
their functions. In 1990, we proposed that
3-nitrotyrosine (NTYR)? could be measured as a bio-
marker of endogenous nitrosation and nitration (3).
Ischiropoulos et al. (4) and Beckman et al. (5) dem-
onstrated that peroxynitrite reacts easily with phe-
nolic compounds, including free and protein-bound
tyrosine (TYR), to form nitrated phenolic deriva-
tives. Development of poly- and monoclonal antibod-
ies against NTYR-containing proteins by Beckman’s
group (6) allowed demonstration of the in vive local-
ization of NTYR-containing proteins in a variety of
human and animal tissues. Since peroxynitrite is a
strong nitrating agent, especially in the presence of
bicarbonate or CO, (7), and may be formed in vivo by
a rapid reaction of NO with superoxide (8), the oc-
currence of NTYR-containing proteins has often
been regarded as evidence for in vivo generation of
peroxynitrite. However, other reactive nitrogen spe-
cies such as nitrous acid (HNO,), NOx, nitronium
cation (NO;), nitrogen dioxide ('NO,), and nitryl
chloride (NO,C1) formed from nitrite and hypochlo-
rous acid (HOCI) can also nitrate TYR (3, 9-11). The
relative importance of these nitrating agents, com-
pared with peroxynitrite with respect to their activ-
ity in forming NTYR in proteins, has not been de-
termined in vivo.

Various methods to analyze NTYR have been re-
ported that use high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) with either electrochemical detection
(ED) (12-14), fluorescent (15), or UV (16) detection,
as well as gas chromatography with a chemilumi-
nescence detector (3, 17) or mass spectrometry (18).
Immunoassays such as ELISA (19) and dot-blot (20,
21) have also been reported. Although HPLC with
ED is sensitive and selective for certain compounds,

* Abbreviations used: AS, Angeli’s salt; BSA, bovine serum
albumin; Cl-TYR, 3-chlorotyrosine; DTPA, diethylenetriamine-
pentaacetic acid; ED, electrochemical detection; GSNO, S-ni-
trosoglutathione; NTYR, 3-nitrotyrosine; SIN-1, 3-morpholino-
sydonimine chloride; SPER-NO, spermine-NONQate; TRP,
L-tryptophan; TYR, p-tyrosine.

NTYR has a high oxidation potential (> +800 mV),
making it difficult to analyze this modified amino
acid among other components present in protein
hydrolyzates or in biological fluids. To overcome this
problem, Shigenaga et al. (22) recently developed a
method that involves dithionite reduction of NTYR
to aminotyrosine, an electrochemically active com-
pound with a low oxidation potential. However, as
aminotyrosine is poorly retained on a C18 reversed-
phase column, they measured it as an N-acetyl de-
rivative. Thus, a complicated four-step procedure
(acetylation of NTYR with acetic anhydride, extrac-
tion by ethyl acetate, O-deacetylation, and chemical
reduction with dithionite to N-acetylaminotyrosine)
was required before HPLC-ED analysis.

In the present study, we developed a new
HPLC-ED method to analyze NTYR in protein hy-
drolyzates or biological fluids. The sample is injected
directly into the chromatograph and separated by a
C18 reversed-phase column, and NTYR is subse-
quently reduced by a platinum column to aminoty-
rosine, which is then detected by ED. The method is
simple and selective, compared with other published
methods, and is also as sensitive as that of Shi-
genaga et al. (22). We have used this method to
compare formation of NTYR in bovine serum albu-
min (BSA) and human plasma incubated with vari-
ous nitrating agents in vitro. A simple purification
method using a C18 Sep-Pak cartridge is also de-
scribed for analyses of free and bound NTYR in
human plasma.

MATERIALS AND METHODS

Reagents. The following chemicals were ob-
tained from Sigma Chemical Company, (St Louis,
MO): TYR, NTYR, L-DOPA, 3-chlorotyrosine (CI-
TYR), L-tryptophan (TRP), bovine serum albumin
(BSA, fatty acid free), pronase E (EC 3.4.24.31 from
Streptomyces griseus), diethylenetriaminepentaace-
tic acid (DTPA), sodium phosphate monobasic (ul-
trapure). Angeli’s salt (AS), S-nitrosoglutathione
(GSNO), spermine-NONOQate (SPER-NO), and
3-morpholino-sydonimine chloride (SIN-1) were ob-
tained from Cayman Chemical Company (Ann Ar-
bor, MI). Peroxynitrite was synthesized in a
quenched flow reactor and excess hydrogen peroxide
was destroyed by granular manganese dioxide (23,

Copyright © 1999 by Academic Press. All rights of reproduction in any form reserved.
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24). All other chemicals were obtained from either
Aldrich (Milwaukee, WI) or Merck (Darmstadt, Ger-
many).

Reaction of BSA with nitrating agents. The ex-
periments were carried out by incubating BSA (10
mg/ml, 150 uM) in 100 mM sodium phosphate
buffer, pH 7.4, containing 0.1 mM DTPA, with var-
ious concentrations of nitrating or nitrosating agent
(SIN-1, GSNO, SPER-NO, AS, NO; plus HOCI) at
37°C for 1 h (final volume 1 ml, final pH ~7.4).
When peroxynitrite, SPER-NO, and AS were used,
the reaction mixture contained an appropriate
amount of HCI to neutralize the NaOH present in
these solutions (solutions of peroxynitrite were pre-
pared in 0.5 N NaOH, and those of SPER-NO and
AS were prepared in 0.01 N NaOH). Experiments
with peroxynitrite were carried out at room temper-
ature (~24°C) for 5 min. When sodium nitrite was
examined, the reaction was performed in 0.5 M HCI
at 37°C for 15 min. After incubation, all nitrosation
or nitration reactions were terminated by adding 0.1
ml of 2 M ammonium sulfamate in 0.5 N HCI. The
reactions were carried out in triplicate.

After the reaction, precipitation and hydrolysis of
BSA were carried out as described by Shigenaga et
al. (22) with minor modifications. Briefly, to the
reaction mixture, 3 vol of cold ethanol (—20°C) was
added and the BSA was precipitated by centrifuga-
tion (2000g) at 4°C for 10 min. The BSA was resus-
pended in 0.1 M sodium acetate buffer (pH 7.2) and
reprecipitated by adding 3 vol of cold acetonitrile
(4°C), followed by centrifugation (2000g). This pro-
cess was repeated once more and the pellet was
finally suspended in 0.5 ml of 0.1 M sodium acetate
buffer, pH 7.2. The samples were incubated over-
night (16 h) at 50°C with 1 mg of dialyzed pronase E
(pronase E was prepared by dialysis against excess
0.1 M sodium acetate buffer, pH 7.2). After enzy-
matic hydrolysis, 3 vol of cold acetonitrile (4°C) was
added and centrifuged (2000g). The supernatant (1.4
ml) was then evaporated under vacuum to dryness
in a Savant Speed-Vac. The residue was dissolved in
140 pl HPLC buffer (see below).

Reaction of human plasma with nitrating agents.
Similarly, human plasma (0.8 ml) was incubated
with nitrating agents (peroxynitrite, SIN-1, SPER-
NO, AS, NO; plus HOCI at 0.1, 1.0, and 10 mM

concentrations and an appropriate amount of HCI to
neutralize the NaOH present in the solutions of
nitrating agents (peroxynitrite, SPER-NO, and AS)
(final volume 1 ml, final pH ~7.4). After incubation
at 37°C for 3 h (except for experiments with per-
oxynitrite, which was incubated at room tempera-
ture for 5 min), all nitrosation or nitration reactions
were terminated by adding 0.1 ml of 2 M ammonium
sulfamate in 0.5 N HCL The reactions were carried
out in duplicate.

Purification of free NTYR from human plasma
and hydrolysis of plasma proteins. To 1 ml of hu-
man plasma or the samples from the above nitration
experiments, 3 vol of cold acetonitrile (4°C) was
added and centrifuged (2000g) at 4°C for 10 min.
The protein pellet was resuspended in 0.5 ml of 0.1
M sodium acetate buffer, pH 7.2, and reprecipitated
with 3 vol of cold acetonitrile (this procedure was
repeated twice). For analysis of free NTYR, the su-
pernatants were combined and dried under vacuum.
The residue was dissolved in 0.5 ml of 0.04 M am-
monium sulfamate in 0.1 N HCI and applied to a
Sep-Pak C18 column, which was prewashed with 2
ml 100% methanol, followed by washing with 10 ml
water. After the sample was applied, 5 ml of water
was passed through the Sep-Pak to eliminate water-
soluble polar compounds. NTYR was then eluted
from the column with 3 ml of 100% methanol, which
was evaporated under vacuum, and the residue was
dissolved in 100 pl HPLC buffer.

For analysis of NTYR in proteins, the protein pel-
let obtained above was finally suspended in 1 ml
sodium acetate buffer, pH 7.2, and incubated over-
night (16 h) at 50°C with 2 mg of dialyzed pronase E
as described above.

HPLC-electrochemical/UV analysis of NTYR and
TYR. Figure 1 shows the HPLC system. A Model
580 ESC pump (ESA Inc., Chelmsford, MA),
equipped with a reversed-phase column (25 X 0.46
c¢m i.d., Ultrasphere 5-um ODS column, Beckman,
Palo Alto, CA), was used under isocratic conditions
with 10 mM aqueous sodium phosphate (monobasic,
NaH,PO,) containing 10% methanol. A stainless-
steel column (10 mm X 4.6 mm i.d., packed with
platinum-black powder; Type RC-10-1, IRICA pur-
chased from RIX, Souka-city, Saitama, Japan) was
used as a reduction column. The same reduction
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Eluent;
10% MeOH Pump Guard cell:
in 10 mM NaHEPO4 (1mumiﬂ) +1100 mV

Separation column:

Injector
Ultraspher 5p, 4.6 mm X 25 cm

Recycling
Electrochemical detect medUon
UV spectrophotometer| | S €7rOCeMIZa) 8 ECOT Ll Gongitioning cell: post-column
Electrode 1: 900 mV ) IRICA RC-10-1
280nm Electrode 2: 1000mV 1000mV

FIG. 1. HPLC system for detection of NTYR.,

column has been used to analyze vitamin K (25) and
ubiquinone-10 (26) by fluorescence and ED, respec-
tively. When the reduction capacity decreased, the
reduction column was activated by washing with
distilled water, aqueous ascorbic acid (0.1 M), and
then distilled water for 15 min each at a flow rate of
0.5 ml/min, as recommended by the manufacturer. A
Coulochem II electrochemical detector (ESA Inc.,
Chelmsford, MA) was used for NTYR detection with
a guard cell (Model 5020, +1100 mV), a conditioning
cell (Model 5021, —1000 mV), and an analytical cell
(Model 5010; electrode 1, +900 mV; electrode 2;
+1000 mV). Under these conditions, NTYR was re-
duced in the reduction column as well as in the
conditioning cell (reduction mode at —1000 mV) to
3-aminotyrosine, which was detected selectively by
electrodes 1 and 2. TYR was analyzed with a UV
spectrophotometer (Spectra SERIES UV 100,
Thermo Separation) at 280 nm.

RESULTS

~To determine optimal conditions for analyses of
NTYR, TYR, and other related compounds, we first
obtained hydrodynamic voltammograms for each
compound. The standard mixture was injected into
the HPLC column in the presence or absence of a
Postseparation reduction column. Figure 2A shows
the hydrodynamic voltammograms generated for
five different compounds in the absence of the re-
duction column. As reported previously (12),
L-DOPA could be detected under a low oxidation

potential (>400 mV), but the other compounds, es-
pecially NTYR, required a high oxidation potential
(>900 mV). Figure 3B shows typical chromatograms
obtained for a standard mixture of DOPA, TYR,
CI-TYR, NTYR, and TRP. The compounds were an-

" alyzed without the reduction column and by ED

under conditions similar to those reported by Skin-
ner et al. (13) (conditioning cell, 0 mV; electrodes 1
and 2, +850 and +1000 mV, respectively). Electrode
1 detected four compounds (DOPA, TYR, CI-TYR,
TRP), but no NTYR (Fig. 3Ba), whereas electrode 2
detected NTYR in addition to the other four stan-
dards (Fig. 3Bb).

Under identical buffer and HPLC column condi-
tions, the same standard mixture was injected in the
presence of the reduction column. Hydrodynamic
voltammograms for each compound determined us-
ing the reduction column (Figs. 2B and 2C) showed
that setting a conditioning cell at the reduction
mode (—700 to —1000 mV) and electrodes 1 and 2 at
>+800 and +1000 mV, respectively, gave the high-
est responses for NTYR and DOPA (Figs. 2B and
2C). TYR and CI-TYR were detected by neither elec-
trode 1 nor electrode 2 under these conditions, al-
though a UV spectrophotometer detected five peaks
corresponding to each of the standards. Typical
chromatograms of the five standard compounds
(DOPA, TYR, CI-TYR, NTYR, TRP) injected into the
chromatograph with the reduction column are
shown in Figs. 3Aa, 3Ab, and 3Ac. The calibration
curves for NTYR detected by electrodes 1 and 2
under these conditions are shown in Fig. 4. The
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FIG. 3. Typical chromatograms analyzed for a standard mix-
ture (L-DOPA, TYR, CI-TYR, NTYR, and TRP) by HPLC-EC. (A)
The analysis was carried out in the presence of the reduction
column. A guard cell (+1100 mV), a conditioning cell (—1000 mV),
electrode 1 (+900 mV) (Aa), and electrode 2 (+1000 mV) (Ab)
were set as indicated. Chromatogram obtained with a UV detec-
tor at 280 nm (Ac). (B) The analysis was carried out in the
absence of the reduction column, A guard cell (+1100 mV), a
conditioning cell (0 mV), electrode 1 (+850 mV) (Ba), and elec-
trode 2 (+1000 mV)Bb) were set as indicated. Chromatogram
obtained with a UV detector at 280 nm (Bc). Peaks 1, 2, 3, 4, and
5 are-L-DOPA, TYR, CI-TYR, NTYR, and TRP, respectively.

detection limits (0.1 pmol per 20 ul) were similar in
both channels.

When hydrolyzates of 10 uM peroxynitrite-treated
BSA (which contained 0.03 pmol NTYR/mmol TYR)
were analyzed by ED without the reduction column
(conditioning cell, electrode 1, and electrode 2: 0,
+850, and +1000 mV, respectively), many peaks
appeared on the chromatograms detected by both
electrodes 1 and 2. A typical chromatogram for de-
tection of NTYR by electrode 2 is shown in Fig. 5A.
It was difficult to identify the NTYR peak among
many other peaks. On the other hand, analysis of
the same BSA hydrolyzate using ED with the reduc-
tion column gave a single peak corresponding to
NTYR (Fig. 5B).

When we analyzed human plasma for free NTYR,

FIG. 2. Hydrodynamic voltammograms generated for five com-
pounds (L-DOPA, TYR, CI-TYR, NTYR, and TRP). (A) Varying
electric potential of electrode 1 was applied in the absence of the
reduction column (conditioning cell, 0 mV). (B) Varying electric
potential of electrode 1 was applied in the presence of the reduc-
tion column (conditioning cell, —900 mV). (C) Varying electric
potential of the conditioning cell was applied in the presence of
the reduction column (electrode 1, +800 mV; electrode 2, +1000
mV).
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FIG. 4. Calibration curves for NTYR detected by HPLC-ED in
the presence of the reduction column. Conditions were set as
described in Fig. 3A.

it was difficult to concentrate samples to a small
volume, because plasma contained proteins, lipids,
and many other compounds. For these reasons, we
developed a method to purify free NTYR in human
plasma as described under Materials and Methods.
Most proteins could be precipitated with acetonitrile
and polar materials in the supernatant could be
eliminated by purification with a C18 cartridge. As
human plasma could be easily concentrated 10 to 20
times, the sensitivity for analysis of free NTYR in
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FIG. 5. Typical chromatograms obtained from HPLC-ED anal-
yses of NTYR in the absence (A) or presence (B) of the reduction
column. The enzymatic hydrolyzate of peroxynitrite-treated BSA,
which contained 0.03 pmol/TYR mmol, was analyzed.
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FIG. 6. Effects of peroxynitrite concentration on NTYR forma-
tion in BSA.

human plasma increased significantly, the detection
limit being around 0.005 wmol/liter, when 1 ml of the
sample was analyzed. The recovery of NTYR, added
at a 10 uM concentration to 1 ml of human plasma,
was 86.9 = 5.4% (n = b).

The method was used to compare the nitration
activity of various NO-related compounds. NTYR
was formed dose-dependently in BSA incubated
with various concentrations of peroxynitrite (Fig. 6).
NTYR (5 nmol/mmol TYR) was formed in 150 uM
BSA incubated with a low concentration (38 uM) of
peroxynitrite. The nitrating agents included nitrous
acid (acidified NaNO,;), NO; plus HOCI, SIN-1
(which generates both NO and superoxide, thus
probably forming peroxynitrite), AS [which gener-
ates nitroxyl anion (NO7)], and two NO-releasing
compounds (SPER-NO and GSNO). When BSA was
incubated with 100 times excess amounts of these
reagents, NTYR was formed at levels ranging be-
tween 4.57 and 325 pmol/mmol TYR, except with
GSNO. At these reagent concentrations, the yield of
NTYR was highest with peroxynitrite, followed by
NO; plus HOCI (8.9% of that formed by peroxyni-
trite), nitrous.acid (7.3%), AS (3.0%), SPER-NO
(2.5%), and SIN-1 (1.4%). GSNO formed only low
Jevels of NTYR under the present conditions. This
could be related to the fact that no NO is released
from GSNO in the absence of free thiols (27). On the
other hand, when lower concentrations of nitrating
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TABLE [
Comparison of NTYR Formation (umol/mmol TYR) in BSA Incubated with Various Nitrating Agents

Concentration
(M) Peroxynitrite NalNO, NaNO, + HOCI SIN-1 SPER-NO AS GSNO
150 3.88 £ 0.72 0.32 = 0.08 0.020 + 0.021° 0.12 = 0.07 0.011 * 0.005 0.91 £0.85 n.d.
1,500 548 = 85 9.92 + 2.59 0.91 + 0.036° 2.14 * 0.26 0.48 = 0.035 2.59 + 0.26 n.d.
15,000 325 = 34 236 7.8 29.1 = 2.7° 4.57 £ 1.18 8.18 + 1.25 9.86 = 2.08 0.11 = 0.05

Note. BSA (10 mg/ml, 150 uM) was incubated in 100 mM sodium phosphate buffer containing 0.5 mM DTPA (pH 7.0) with a nitrating
agent at 37°C for 1 h, except for peroxynitrite (room temperature, 5 min) and NaNO, (15 min in 0.5 M HCl). n.d., below detection limit
(0.005 wmol NTYR/mmol tyrosine). The reaction was carried out in triplicate and means = SD are presented. The levels of CI-TYR formed
under these conditions were °1.27 + 0.55, *9.60 + 0.33, and °164 = 37 umol/mmol TYR.

agents (10 times excess or the same concentration as
BSA) were used, nitrous acid, SIN-1, and AS yielded
relatively larger amounts of NTYR, compared with
other reagents such as NO; plus HOCl and
SPER-NO (Table I).

Human plasma was similarly incubated with
some nitrating agents and both free and protein-
bound forms of NTYR were determined (Table II).
No appreciable amounts of NTYR as either the free-

TABLE I

Formation of NTYR in Human Plasma Incubated
with Various Nitrating Agents

Free Protein-bound

Concentration NTYR NTYR
Compound (mM) (uM)  (ummol/mmol TYR)
Peroxynitrite 10 3.68, 4.10 75.1, 63.5
1 0.21, 0.08 1.10, 1.76
SIN-1 10 10.7, 8.96 1.92, 1.95
1 0.05, 0.09 0.37,0.10
SPER-NO 10 0.71, 0.38 0.95, 1.10
i1, n.d., n.d. 0.02, 0.03
AS 10 0.04, 0.04 1.55, 0.98
1 0.02, n.d. 0.20, 0.15
NaNO, + HOCl 10 0.06, 0.02 0.50, 0.37
1 0.01, 0.01 0.07, 0.02

Note. Human plasma (0.8 ml) was incubated in the presence of
the nitrating agent at 37°C for 3 h, except for the experiments
with peroxynitrite, which was incubated at room temperature
(24°C) for 5 min (final volume, 1 ml, final pH ~7.5). Plasma
proteins were precipitated with acetonitrile and hydrolyzed en-
zymatically. Supernatant was purified with a Sep-Pak C18 car-
tridge as described under Materials and Methods. The experi-
ment was carried out in duplicate and individual values are listed
in the table. This human plasma sample contained no detectable
levels of preformed NTYR as either the free or protein-bound
form.

or protein-bound form were detected. However,
large amounts of free NTYR were formed in human
plasma incubated with SIN-1 and peroxynitrite,
compared with incubations with SPER-NO, AS, and
NOj; plus HOCI. The yield of protein-bound NTYR
was highest when human plasma was incubated
with peroxynitrite, followed by SIN-1, AS, SPER-
NO, and NO; plus HOCIL. When the concentrations
of these nitrating agents were less than 0.1 mM, no
appreciable amount of either free or protein-bound
NTYR was detected, suggesting that human plasma
contains compounds that react with nitrating spe-
cies more rapidly than TYR.

DISCUSSION

We have described a new method to analyze
NTYR in proteins and biological specimens, using
HPLC with a postseparation reduction column con-
taining a platinum black powder. This platinum col-
umn catalyzed the conversion of NTYR to aminoty-
rosine. This is a six-electron reaction and is not as
easy as the reduction of a quinone to a hydroqui-
none. However, in the presence of the platinum col-
umn together with assistance of the electrochemical
detector (a reduction mode), NTYR could be easily
converted to aminotyrosine, which can then be ana-
lyzed electrochemically with ED. This method does
not require any derivatization procedure; it is sim-
pler than other published methods. It is also selec-
tive and sensitive. We have applied it to compare the
capacity of various NO-related compounds to nitrate
TYR in BSA and human plasma in vitro.

Our in vitro studies using human plasma and
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various nitrating agents showed that in addition to

peroxynitrite, SIN-1 yielded high levels of both free
and protein-bound forms of NTYR, suggesting that
cogeneration of NO and O; from SIN-1 formed per-
oxynitrite, which nitrated TYR in’ ‘plasma efficiently.
In addition, AS, which generates NO~ [a one-
electron reduction product of NO (28)], also nitrated
plasma proteins well. Two recent publications have
suggested that NO synthase does not generate NO,
but may form NO~, which can then be converted to
NO by superoxide dismutase (SOD) and other elec-
tron acceptors (29, 30). NO~ can also be produced
from S-nitrosothiols in the presence of thiols (27,
31-33). NO~ has been reported to be cytotoxic, re-
ducing intracellular glutathione levels and causing
DNA strand breakage in cultured cells (34). We have
recently shown that NO~ can induce DNA strand
breakage and oxidative damage, possibly through
hydroxyl radical generation (35). The results of the
present study suggest that NO™ may be converted to
nitrating agents such as peroxynitrite and NOx (28),
thus probably contributing to NTYR formation in
vivo in inflamed tissues, where inducible NO syn-
thase is often highly expressed. On the other hand,
the levels of NTYR formed by the reaction of human
plasma with NO; plus HOCI were lower than with
the other nitrating agents. This suggests_that NO;
and HOC] are scavenged by some components in
human plasma before forming the mtra_i.;mg agent
NO,CI (11).

The nitration of TYR and TYR-containing proteins
and its role in pathophysiology have recently been
reviewed by Ischiropoulos (36). The occurrence of
NTYR and its increase in inflamed tissues have
often been considered as evidence for formatmn of
peroxynitrite by the reaction of NO and superoxide
in vivo. However, NTYR could also be formed by
other nitrating agents, including nitrous acid, N,Os,
and "NO, (3, 37). NO may also react directly with
tyrosinyl radicals (e.g., that found in prostaglandin
H synthase-2) to form an iminoxyl radical, which is
in turn oxidized to NTYR (38). Activated human
Polymorphonuclear neutrophils convert NOQ into
NO,Cl and *NO, radical through myeloperoxidase-
dependent pathways (39). Myeloperoxfaase and
horseradish peroxidase have been reported to use
nitrite and hydrogen peroxide as substrates to cat-
ilyze TYR nitration in proteins (40). Thus ‘the oc-

currence of NTYR-containing proteins in vivo should
be regarded as a general indication of tissue damage
induced by reactive nitrogen species such as per-
oxynitrite and NOx. The method described here will
be useful to measure NTYR in human plasma and
tissues as a marker of exposure to endogenous ni-
trating or nitosating agents.
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3.1 Cytotoxicité et Iésions de ’ADN sur des sites
spécifiques par I'anion nitroxyle en présence de
peroxyde d’hydrogéne, implications dans diverses

conditions pathophysiologiques

3.1.1 Problématique et objectifs du travail

Une production excessive de NO est impliquée dans l'apparition de diverses
pathologies comme par exemple les maladies neurodégénératives et le cancer.
La majorité des effets néfastes du NO a été attribuée & ses dérivés chimiques,

comme par exemple les NOx et le peroxynitrite. Il a été démontré récemment
que le NO™ pouvait étre produit dans des conditions physiologiques. Notre
laboratoire a précédemment montré que le NO induit la formation de cassures
sur le plasmide pBR322, de 8-oxo-dG (8-oxo-déoxyguanosine) sur 'ADN de
thymus de veau et de MDA (malondialdéhyde) a partir de désoxyribose, in vitro.
L’ensemble de ces résultats suggére que le HO' se forme a partir de NO', soit
par réaction avec du NO", soit indirectement par formation de H2O, (voir analyse
bibliographique §1.1.2.1). Lors de linflammation, le NO" et le NO™ ne sont pas
les seuls composés produits. En effet, du H;O. est également généré
indirectement par les macrophages activés, par dismutation du Oz".

Le but de notre étude est de comparer les effets génotoxiques et
cytotoxiques du NO™ et du NO', en présence de HzO,. De plus, nous avons
étudié les réactions chimiques qu'il peut exister entre le NO™ et Hz0; et le NO" et

H,0. en présence de métaux de transition. Pour cela, plusieurs tests in vitro ont

été utilisés.

3.1.2 Résultats

Dans un premier temps, nous avons étudié I'effet d'un donneur de NO’, le

sel d’Angeli (AS), sur les réactions d’oxydation médiées par HO. en présence
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d’ions métalliques. Pour cela, nous avons pratiqué plusieurs tests in vitro: la
formation de MDA a partir de désoxyribose, la détection de 8-oxo-dG, I'induction
de cassures des brins d’ADN. Nous avons également étudié si les cassures de
I’ADN sont produites au niveau de sites spécifiques.
Les mélanges réactionnels suivants ont été testés:
e AS
e FeCla/H202
e AS/FeCl;
e AS/H,0;
e AS/FeClsy/H20:
e AS/H-0>
e AS/CuCl;
e AS/CuCly/H20,

Les concentrations sont fixées & 50 M pour FeClz et CuCl, et 2 5004M pour
H20s.

3.1.2.1 Production de MDA

La formation de MDA 2 partir de désoxyribose est un marqueur du stress
oxydatif. La quantité de MDA est déterminée, aprés réaction avec de l'acide 2-
thiobarbiturique, par analyse en HPLC au moyen d‘un détecteur a fluorescence.

La formation de MDA est environ 8 fois plus importante en présence du
mélange AS/H,0./FeCls, que pour tous les autres mélanges. On remarque que
la production de MDA est systématiquement beaucoup moins importante lorsque
le métal de transition utilisé est le Cu®**. On remarque que le mélange DEA-
NO/FeClsy/H,0, forme beaucoup moins de MDA que AS/FeCls/H20..

3.1.2 Formation de 8-oxo-dG sur ’ADN de thymus de veau

La production de 8-oxo-dG, un autre marqueur du stress oxydatif, est

quantifiée par HPLC au moyen d‘un détecteur électrochimique.
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La formation de 8 oxo-dG est maximale pour le mélange AS/CuCly/Hz0.. Le
fait que la production de 8-oxo-dG soit plus importante en présence de CuClp
qu‘avec du FeCl; a déja été rapportée pour d'autres agents réducteurs comme le
NADH et I'acide ascorbique. Des accepteurs d'électrons inhibent la formation de
8-ox0-dG induite par les mélanges AS/FeCla/H20; et AS/H20,, ce qui est corrélé -
avec la production minime de 8-oxo-dG par le DEA-NO quelque soit le mélange
et la concentration utilisés.

La présence de piégeurs de HO' (DMSO, éthanol, mannitol) inhibe la formation
de 8-oxo dG induite par AS/H,O./Fe®*, ce qui prouve que la formation de cette
base oxydée est due a la présence de HO'.

3.1.3 Cassures des brins d’ADN

Cet essai a été pratiqué sur le plasmide pBR322 incubé en présence des
différents mélanges. Les différentes formes ont été visualisées aprés migration
de I'ADN sur gel d‘agarose. La forme | correspond & la forme super-enroulée, la
Il & la forme ouverte (cassure simple brin) et la lll correspond a la forme linéaire
(cassure double brin). Pour le mélange AS/H.O./FeCls, ne sont détectées que
les formes Il et Ill, ce qui montre 'existence de cassures doubles brins. Dans le
cas du mélange AS/CuCEangoz,_pIus aucune forme n’est disti_nguée, ce qui

suggére que 'ADN a été totalement coupé.

3.1.4 Effets de piégeurs du HO' et de la bathocuproine sur les lésions
induites par ’'AS

Pour cette étude, nous avons utilisé une technique d'analyse particuliere
décrite précédemment par Oikawa et Kawanishi. Des fragments d'ADN
correspondant & une partie du géne TP53 ou du protooncogéne c-Has-ras-1,
marqués au P a Pextrémité 5', sont incubés in vitro en présence de 100uM
d'AS + 20uM CuCls + 20uM H,0,. Aprés une incubation de 30 min, les fragments
d’ADN sont chauffés et traités par 1M de pipéridine. Les fragments d’ADN sont
ensuite analysés aprés migration sur gel de polyacrylamide/8M d'urée, ce qui
permet de visualiser les cassures de 'ADN.
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Nous avons observé que I'AS seul induit des Iésions sur '’ADN qui sont
inhibées par des piégeurs de HO Le mélange AS/CuCly/H»O, induit des
cassures sur 'ADN bien plus importantes que celles induites par I'AS seul. Ce
type de lésions est inhibé par le carboxy-PTIO (un piégeur de NO' et d’autres

oxydants) et par la bathocuproine (un agent chélateur spécifique du Cu') alors

qu'il ne I'est pas pour des piégeurs de radical hydroxyle.

3.1.2.5 Sites préférentiels de clivage de I’'ADN

La méme méthode que précédemment a été utilisée, suivie d'un
séquencgage.

L’AS seul induit un clivage de I'ADN sans spécificité particuliere. En
revanche, apres incubation en présence d’AS/CuCly/H20, le profil de clivage est
tout a fait différent. Ce type de traitement induit, en effet, des sites labiles a la
pipéridine préférentiellement sur les résidus thymines situés principalement sur
les séquences: 5-CTG-3', 5-GTG-3‘ et 5-GTA-3".
3.1.2.6 Cytotoxicité
Nous avons étudié la toxicité induite par I'AS et le DEA-NO (un donneur de NO’)
en présence ou non de H20, en mesurant la libération de lactate déhydrogénase
(LDH) dans le milieu de culture cellulaire. Le milieu de culture contenant déja des
traces de Fe®, nous n'avons pas rajouté de métaux de transition dans le
mélange réactionnel. Le temps d'incubation a été fixé a 4h30.

Les différents composés incubés séparément exercent une cytotoxicité
négligeable pour les concentrations utilisées. La libération de LDH induite par
500uM H20, et par 2mM AS seuls est de 9% et 17%, respectivement, alors
qu’elle est de 72% lorsque ces deux composés sont incubés simultanément. Cet
effet synergique est retrouvé pour le DEA-NO mais une concentration de 2 mM
est nécessaire pour égaler la toxicité produite par 2504uM d'AS, en présence de
H20,.

3.1.3 Discussion
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Les essais in vitro nous ont permis de démontrer que la présence simultanée
de NO™ et de H,O, provoque la formation du trés réactif radical hydroxyle en
présence de FeCls (Eq 1et 2) et d'un complexe Cu'*-peroxyde en présence de
CuCl» (Eq 1 et 3). Ainsi, le NO™ agit comme d’autres agents réducteurs, comme

par exemple I'acide ascorbique, le glutathion ou le NADH.

NO + M™"*  — NO +M™ (Eq 1)
Fe®* +H,0, — HO +OH (Eq2)
Cu'™ + H,0, — Cu™-O0H + H+ (Eq 3)

La formation de HO" ou de Cu('*)-OOH conduit a la formation de 8-oxo-dG,
de cassures simple et double brins de 'ADN. De plus, nous avons montré que le
mélange AS/H»0,/CuCl, induit des Iésions sur 'ADN plus fréquemment sur les
résidus thymines situés sur les séquences 5-CTG-3', 5-GTG-3" et 5-GTA-3".

Nous avons également montré que la présence d’AS augmente de fagon
synergique la cytoxicité induite par H2O.. Nous avons remarqué que le DEA-NO,
en présence de HyO, est cytotoxique, mais moins que I'AS. La cytoxicité induite
par la présence simultanée de DEA-NO et de H.O. a déja été décrite dans
d'autres types cellulaires. Ces résultats différent cependant de ceux obtenus in
vitro ou seul I'AS induit des lésions sur 'ADN. Nous proposons plusieurs
hypothéses pour expliquer cette différence entre les résultats obtenus dans des
cellules en culture et ceux obtenus in vitro.

La premiére hypothése est que le mélange DEA-NO/H20. soit cytotoxique
par des mécanismes indépendants de la formation de HO". En effet, le NO'
inhibe la respiration mitochondriale et le H.O. augmenterait cette toxicité. La
deuxiéme possibilité est que du HO" puisse étre formé & partir de NO" et de H202
dans des cellules en culture, comme il a été montré précédemment par Farias-

Eisner et coll.

165



166



THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY
© 1999 by The American Society for Bioch

1stry and Mol Biology, Inc.

Vol. 274, No. 30, Issue of July 23, pp. 20909-20915, 1999
Printed in USA.

Cytotoxicity and Site-specific DNA Damage Induced by Nitroxyl
Anion (NO7) in the Presence of Hydrogen Peroxide

IMPLICATIONS FOR VARIOUS PATHOPHYSIOLOGICAL CONDITIONS*

(Received for publication, April 5, 1999)

Laurence Chazotte-Aubertt, Shinji Oikawa$, Isabelle Gilibert}, Franeca Bianchinit,
Shosuke Kawanishi$§, and Hiroshi Ohshimaiy

From the {Unit of Endogenous Cancer Risk Factors, International Agency for Research on Cancer,
150 Cours Albert Thomas, 69372 Lyon Cedex 08, France and the §Department of Hygiene,

Mie University School of Medicine, Mie 514, Japan

Nitroxyl amion (NO7), the ome-electron reduction
product of nitric oxide (NO'), is formed under various
physiological conditions. We have used four different
assays (DNA strand breakage, 8-oxo-deoxyguanosine
formation in calf thymus DNA, malondialdehyde gener-
.ation from 2'-deoxyribose, and analysis of site-specific
DNA damage using 3?P-5'-end-labeled DNA fragments of
the human p53 tumor suppressor gene and the c-Ha-
ras-1 protooncogene) to study the effects of NO~ gener-
ated from Angeli’s salt on DNA damage. It was found
that strong oxidants are generated from NO ™, especially
in the presence of H,0, plus Fe(III)-EDTA or Cu(Il). NO
released from diethylamine-NONOQOate had no such ef-

" fect. Distinct effects of hydroxyl radical (HO") scaven-
gers and patterns of site-specific DNA cleavage caused
by Angeli’s salt alone or by Angeli’s salt, H,0, plus metal
-ion suggest that NO™ acts as a reductant to catalyze the
formation of the HO' from H,0, plus Fe(III) and forma-
tion of Cu(l)-peroxide complexes with a reactivity simi-

_exerted synergistically cytotoxic effects to MCF-7 cells,
zdetermined by lactate dehydrogenase release assay.
. Thus NO™ may play an important role in the etiology of

- various pathophysiological conditions such as inflam-

Jmation and neurodegenerative diseases, especially
- when H,0, and transition metallic ions are present.

_ Excess production of nitric oxide (NO") has been implicated
-as a cause of diverse pathophysiological conditions such as
- inflammation, neurodegenerative diseases, cardiovascular dis-
" orders, and cancer. These detrimental effects of NO* have been
. attributed to reactive nitrogen species such as NOx and per-
~oxynitrite (ONOO™), which are formed by the reaction of NO*
with oxygen and superoxide, respectively. Reactive nitrogen
species can oxidize, nitrate, and nitrosate biomolecules such as
proteins, DNA, and lipids, thus altering their functions. We
have recently reported that NO~, which is the one-electron
reduction product of NO", can also cause strand breakage and
oxidative damage in DNA in vitro (1). We have proposed that a
highly toxic hydroxyl radical (HO’) generated from the reaction
between NO™ and NO" is responsible for the oxidation reactions
(Equations 1 and 2).

* The costs of publication of this article were defrayed in part by the
payment of page charges. This article must therefore be hereby marked
“advertisement” in accordance with 18 U.S.C. Section 1734 solely to
indicate this fact.
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1ar to HO' from H,0, and Cu(Il). Angeli’s salt and H,0,_

NO™ + NO*" — N;03 (Eq. 1)

N;0; + H* = N;0 + HO" (Eq. 2)

NO™ has been also reported to be cytotoxic, reducing intra-
cellular glutathione levels and causing DNA strand breakage
in cultured cells (2). However, it can also be converted under
physiological conditions in vitro, as well as in cells, to NO" and
other reactive oxygen and nitrogen species including superox-
ide, hydrogen peroxide (H,0,), and peroxynitrite (3-5), and the
actual mechanisms and reactive species responsible for the
cytotoxic effects of NO™ have not been established.

Three recent publications have suggested that NO" synthase
generates NO™, which can be then converted to NO' by super-
oxide dismutase and other electron acceptors (6—8). NO™ can
also be produced from S-nitrosothiols in the presence of thiols
(9-11). It has been reported that, in the absence of oxygen,
nitrosylhemoglobin liberates NO~ in a reaction producing met-
hemoglobin (12). Ferrocytochrome ¢ also reacts with NO' to
form ferricytochrome ¢ and NO~, which may have implications
for inhibition of mitochondrial oxygen consumption by NO°
(13). In our previous reports, NO~ was proposed as one of the
possible agents responsible for DNA strand breakage induced
by NO' and catechol-type compounds such as catecholamines,
catechol-estrogens, and certain flavonoids (14). NO~ can be
formed by one-electron reduction of NO' by the quinone/hydro-
quinone redox system in a manner similar to that of the for-
mation of O3 from oxygen (14).

In the present study, we have studied the effects of NO~
generated from Angeli’s salt (sodium trioxodinitrate, Na,N,05)
on DNA strand breakage and DNA base modifications in vitro
mediated by H,0, in the presence of metallic ions. At physio-
logical pH, Angeli’s salt exists predominantly in the form of the
monoanion HN,03, which decomposes to NO™ and nitrite
(NOz) (Equation 3) (15). As HNO is a weak acid (pK, = 4.7),
NO~ is the predominant form in aqueous solution at neutral
pH (Equation 4) (15).

HN,0; — HNO + NO; (Eq.3)

HNO « NO~ + H*

We have found that NO™ generated from Angeli's salt dra-
matically enhances DNA damage mediated by H,0, in the
presence of the ferric ion (Fe(III))-EDTA or copper ion (Cu(II)),
indicating that NO™ acts as an endogenous reductant to cata-
lyze formation of strong oxidants. Furthermore, Angeli’s salt
and H,0, cooperatively exerted cytotoxic effects toward human
breast cancer cells. We discuss possible implications of our

(Eq. 4)
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findings as a cause of diverse pathophysiological conditions
mediated by activation or overexpression of NO' synthase,

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chemicals—Angeli's salt and diethylamine-NONOate (DEA-NO)?!
were obtained from Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI). Plasmid
pBR322 was purchased from Amersham Pharmacia Biotech.
[y-""PJATP (222 TBg/mmol) was supplied by NEN Life Science Prod-
ucts. Bathocuproinedisulfonic acid, and 1H-imidazol-1-yloxy,2-(4-car-
boxyphenyl)-niA,5,5-tetramethylimidazo]ine-l-oxyl 3-oxide, potassium
salt (carboxy-PTIO) were from Dojin Chemicals Co., Kumamoto, Japan.
All other chemicals including EDTA, ferric chloride, cuprous chloride,
diethylenetriamine pentaacetic acid (DTPA), 8-ox0-2'-deoxyguanosine,
4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidinyloxy free radical (4-OH-TEM-
PO), potassium ferricyanide (III) [K;Fe(CN),], superoxide dismutase
(from bovine erythrocytes), catalase (from bovine liver, thymol-free),
and 2-thiobarbituric acid were obtained from Sigma, Aldrich, or Wako
Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan.

Measurement of Malondialdehyde (MDA) Produced from Oxidation
of Deoxyribose by Angeli’s Salt—MDA formed from the oxidation of
2'-deoxyribose was measured as a marker of HO" generation, according
to the method of Hogg et al. (16). The reactions were carried out in 100
mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, containing 10 uM DTPA, 1 mm
2'-deoxyribose, 500 us H,0,, 50 uu either FeCl,-EDTA or CuCl,, an
appropriate amount of HCI to neutralize the NaOH present in the
Angeli’s salt solution, and 200 um Angeli’s salt prepared in 0.01 N
NaOH at 37 °C (final volume, 1 ml; final pH, ~7.5). The MDA content
was determined after reaction with 2-thiobarbituric acid using HPLC
with a fluorescence detector, as reported previously (1, 17). All experi-
ments were carried out in triplicate,

Analysis of 8-0x0-2'-Deoxyguanosine (8-0x0-dG) in Calf Thymus DNA
Incubated with Angeli’s Salt—Angeli’s salt prepared in 0.01 N NaOH
(0-5 mm, 100 pl) was added to a reaction mixture (final volume, 1 mi)
containing 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.5, calf thymus DNA (1
mg), 10 um DTPA, 500 pm H,0,, either 50 #M FeCl,-EDTA or CuCl,,
and an appropriate amount of HCI to neutralize the NaOH present in
the Angeli’s salt solution (final pH ~7.5), and the solution was incu-
bated at 37 °C for 30 min. After the reaction, ethanol-precipitated DNA
was hydrolyzed enzymatically, and 8-0xo0-dG and 2'-deoxyguanosine
were analyzed by HPLC with a Coulochem II electrochemical detector
(ESA Inc., Chelmsford, MA) and a Shimadzu UV spectrophotometer
(model SPD-2A), respectively, according to a modification of the method’
of Yamaguchi ef el. (18). All experiments were carried out in duplicate
or triplicate.

Induction and Analysis of DNA Single Strand Breaks—The experi-
ments were carried out by incubating plasmid pBR322 DNA (100 ng) at
37 °C for 30 min in 100 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, containing
10 um DTPA, 500 um H,0,, either 50 pum FeCl,-EDTA or CuCl,, 200 um
Angeli's salt prepared in 0.01 N NaOH, and an appropriate amount of
HCI to neutralize the NaOH present in the Angeli’s salt solution (final
volume, 10 ul; final pH, ~7.5), After the reaction, electrophoresis was
carried out as described previously (1, 14, 19-21). The average number
of single strand breaks/pBR322 DNA molecule was calculated according
to Epe and co-workers (22, 23), taking into account that the relaxed
form (form II) when stained with ethidium bromide gives a fluorescence
intensity 1.4-fold higher than the supercoiled form (form I) and that a
relaxation is caused by one single strand break/DNA molecule, All
experiments were carried out in triplicate, and statistical significance
was calculated using the Student’s ¢ test.

Site-specific DNA Damage—3?P-5'-end-labeled DNA fragments of
the human p53 tumor suppressor gene® and the c-Ha-ras-1 protoonco-
gene (25) were prepared as previously reported (26, 27). The standard
reaction mixture in a microtube (1.5-ml, Eppendorf) contained 100 pm
Angeli’s salt, 20 um CuCly, 20 um H,0,, 20 um/base of sonicated calf
thymus DNA, and a 32P-5'-end-labeled DNA fragment in 200 ul of 10
mM sodium phosphate buffer (pH 7.8) containing 5 uM DTPA. After
incubation at 37 °C for 30 min, the DNA fragments were heated at

! The abbreviations used are: DEA-NO, diethylamine-NONOQate; car-
boxy-PTIO, 1H-imidazol-1-ylny.2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetra-
methylimidazoline-1-oxyl 3-oxide; DTPA, diethylenetriamine pentaace-
tic acid; LDH, lactate dehydrogenase; MDA, malondialdehyde; 4-OH-
TEMPO, 4-hydraxy-2,2,6.6-wtramathy]piperidiny!oxy free radical; 8-
oxo-dG, 8-0x0-2'-deoxyguanosine; HPLC, high pressure liquid chroma-
tography; bp, base pairs).

*P. Chumakov, GenBank™/EBI Data Bank accession number
X54156, 1990.

Synergism of NO~ and H30; on Cytotoxicity and DNA Damage

90 °C in 1 M piperidine and treated as described previously (26). The
treated DNA fragments were electrophoresed on an 8% polyacryl-
amide/8 M urea gel, and the autoradiogram was obtained by exposing
x-ray film to the gel. The preferred cleavage sites were determined by
direcl comparison of the positions of the oligonucleotides with those
produced by the procedure of Maxam and Gilbert (28) using a DNA-
sequencing system (LKB 2010 Macrohor). A laser densitometer (LKB
2222 UltroScan XL) was used for the measurement of the relative
amounts of oligonucleotides from treated DNA fragments.

Lactate Dehydrogenase (LDH) Cytotoxicity Assay—Human breast
cancer cells (MCF-7) were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s me-
dium, (Life Technologies, Inc.) supplemented with 10% fetal bovine
serum, 2 mM glutamine, 100 units/m] penicillin, and 100 pg/ml strep-
tomycin at 37 °C in a humidified atmosphere containing 10% CO,. Cells
were seeded into 96-well microculture plates one day before the treat-
ment, at a density of 10° cells/well with 100 pl of Dulbecco’s modified
Eagle's medium without phenol red containing 5% fetal bovine serum.
Cells were treated with Angeli’s salt or DEA-NO prepared in 0.01 N
NaOH in combination with H,0, prepared in water (0—10 mm). The
NaOH present in the Angeli’s salt or DEA-NO solutions was neutral-
ized with the same volume of 0.01 N HCl, The LDH assay was per-
formed using the CytoTox Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Pro-
mega, Madison, WI). To obtain maximal LDH release, nontreated cells
were incubated in the presence of lysis solution (9% Triton X-100) for 45
min at 37 °C. After 4.5 h of incubation in the presence of the different
products, the plate was centrifuged at 260 X g for 4 min, and 50 plof
supernatant was used for the LDH assay. The percentage of cytotoxicity
was calculated according to the following equation,

% LDH release = (exp — back,/(max — backy) X 100 (Eq. 5)

where exp = experimental value, max = mean of cell maximum LDH
release, back, = mean of cell culture background, and back, = mean
of cell culture background plus lysis solution. All experiments were
carried out at least in triplicate, and the results are expressed as
means * SD.

RESULTS

Four different assays were used to study the effects of An-
geli’s salt on oxidation reactions mediated by H,0, in the
presence of Fe(III)-EDTA or Cu(II).

MDA Production from 2'-Deoxyribose—The first assay was
based on oxidation of 2'-deoxyribose leading to the formation of
MDA, which has been measured as a marker of HO" generation
(29). The formation of MDA in the presence of Angeli's salt,
H,0,, and Fe(I11)-EDTA was very rapid and reached a plateau
in 10 min, whereas H,0, and Fe(III)-EDTA alone catalyzed the
formation of MDA linearly up to 60 min of incubation (Fig. 14).
Lower concentrations of MDA were formed when the reaction
Wwas carried out in the presence of H,0, plus Cu(II) than with
H,0, plus Fe(III)-EDTA. MDA was also formed dose depend-
ently with different coneentrations of Angeli’s salt in the pres-
ence of H,0, and metallic ions (Fig. 1B). However, its forma-
tion was inhibited by a high concentration (2 mm) of Angeli’s
salt, especially when the reaction was carried out in the pres-
ence of Fe(III)-EDTA. Fig. 2 compares the levels of MDA for-
mation mediated by H,0, and metallic ion in the presence of
Angeli’s salt, DEA-NO, or some reducing agents, NO~ gener-
ated from Angeli’s salt catalyzed MDA formation from 2'-deox-
yribose, as did other reducing agents such as ascorbic acid,
glutathione, and NAD(P)H, In contrast, NO" generated from
200 um DEA-NO inhibited MDA formation mediated by 500 um
H,0, and 50 um Fe(III)-EDTA or Cu(Il) by 43 and 19%, respec-
tively (Fig. 2). Formation of MDA from 2'-deoxyribose mediated
by 200 um Angeli’s salt, 500 um HyO,, and 50 um Fe(II)-EDTA
was also inhibited by 83 and 80% by the inclusion of 200 pum
ferricyanide or 4-OH-TEMPO (electron acceptors), respectively
(data not shown).

Formation of 8-0x0-dG in Calf Thymus DNA—As shown in
Fig. 3, the levels of 8-0x0-dG increased dose dependently in calf
thymus DNA incubated with Angeli’s salt in the presence of
H,0, and metallic ions. As previously reported for other reduc-
ing agents such as ascorbic acid and NADH (27), Angeli's salt
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Fic. 1. Effect of incubation time (A) and Angeli’s salt concen-
trations (B) on MDA formation from 2'-deoxyribose by H,0, and
Fe(III)-EDTA or Cu(Il). A, the reactions were carried out in 100 mm
sodium phosphate buffer, pH 7.4, containing 10 uM DTPA, 1 mm 2'-
deoxyribose at 37 °C (final volume, 1 ml; final pH, ~7.5) in the presence
of 200 um Angeli’s salt, 500 pm H,0,, and 50 pym FeCl,-EDTA (O); 500
pu Hy0, and 50 pm FeCl,-EDTA (@); 200 um Angeli’s salt, 500 pum
H,0,, and 50 pm CuCl, ((0); and 500 pm H,0, and 50 pum CuCl, (M), B,
the reactions were carried out at 37 °C for 10 min in the presence of
Angeli’s salt alone (A) and Angeli's salt plus 50 um FeCl,-EDTA (O);
Angeli’s salt plus 500 M H,0, (x); Angeli’s salt plus 50 um FeCl,-EDTA
and 500 um H,0, (@); Angeli’s salt plus 50 pM CuCl, (W); and Angeli's
salt plus 50 um CuCl, and 500 um H,0, ((J). The MDA contents were
determined after the reaction with 2-thiobarbituric acid using HPLC
with a fluorescence detector, as reported previously (1, 17). All experi-
ments were carried out in triplicate.

catalyzed the hydroxylation of 2'-deoxyguanosine in DNA more
efficiently in the presence of Cu(Il) than in the presence of
Fe(IIT)-EDTA. As shown in Table I, hydroxyl radical scaven-
gers (ethanol, p-mannitol, Me,S0) inhibited 8-oxo-dG forma-
tion mediated by Angeli’s salt, H,0,, and Fe(III)-EDTA more
effectively than that mediated by Angeli's salt, H,0,, and
Cu(II). Two electron acceptors, ferricyanide and 4-OH-TEMPO,
also inhibited the formation of 8-oxo-dG by H,0, and either
Fe(III)-EDTA or Cu(II). NO" generated from 0.02, 0.2, or 2 mm
DEA-NO did not increase 8-0x0-dG levels in DNA induced with
500 pm H,0, and 50 um Fe(III)-EDTA or Cu(Il), but rather
reduced the hydroxylation of deoxyguanosine mediated by
H,0, and Fe(III)-EDTA or Cu(II) (40-55% inhibition) (data not
shown).

DNA Strand Breakoge—The pBR322 plasmid DNA was in-
cubated with 200 pm Angeli’s salt in the presence or absence of
500 pm H,0, plus 50 pm Fe(IID-EDTA or Cu(Il), and the
percentages of form I (supercoiled form), form II (open ring
form), and form III (linear form) were measured (Table IT). As
we previously reported (1), incubation of plasmid pBR322 with
Angeli’s salt alone formed 52.6% of form II, corresponding to
~1.25 single strand breaks/10* bp. Increased levels of DNA
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FiG. 2. Comparison of the effect of Angeli's salt and DEA-NO
with that of other reducing agents on MDA formation from
2'-deoxyribose by H,0, and Fe(III)-EDTA or Cu(II). The reactions
were carried out in 100 mm sodium phosphate buffer, pH 7.4, containing
10 pum DTPA, 1 mM 2'-deoxyribose at 37 °C for 10 min (final volume, 1
ml; final pH, ~7.5). 1, reductant alone; 2, reductant plus 50 um FeCl,-
EDTA; 3, reductant plus 500 pm H,0,; 4, reductant plus 500 pm H,0,
plus 50 um FeCl-EDTA; 5, reductant plus 50 pM CuCl,; 6, reductant
plus 500 pm H,0, plus 50 pm CuCl,. The compounds tested were: H,O
(none, Control), Angeli's salt (AS), DEA-NO, glutathione (GSH), NADH,
NADPH, and ascorbic acid (ASC). The concentrations were 200 um,
except for GSH, which was 20 pM.

5

8-0Ox0-dG formed (mmolmol dG)
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Fic. 3. Effect of Angeli’s salt concentration on 8-0x0-dG forma-
tion in calf thymus DNA. The reactions were carried out in 0.1 M
sodium phosphate buffer, pH 7.5, containing calf thymus DNA (1 mg)
and 10 um DTPA at 37 °C for 30 min (final volume, 1 ml) in the presence
of Angeli's salt alone (A) and Angeli’s salt plus 50 pm FeCl,-EDTA (O);
Angeli's salt plus 500 pM H,0, (x); Angeli’s salt plus 50 um FeCl;-EDTA
and 500 pm H,0, (®); Angeli’s salt plus 50 pm CuCl, (M); and Angeli’s
salt plus 50 um CuCl, and 500 pm H,0, ([]). After the reaction, ethanol-
precipitated DNA was hydrolyzed enzymatically, and 8-oxo-dG was
analyzed by HPLC with an electrochemical detector, according to a
modification of the method of Yamaguchi et al. (18). Means of duplicate
analyses are shown.

strand breakage were also observed when plasmid DNA was
incubated with metallic ions (Fe(III)-EDTA or Cu(II)) alone or
in combination with H,O, and Fe(III)-EDTA or Cu(II) com-
pared with nontreated plasmid. However, the addition of An-
geli's salt dramatically enhanced strand breakage induced by
H;0, plus Fe(III)-EDTA or Cu(lIl). In particular, when the
reaction was carried out in the presence of Angeli’s salt, H,0,,
and Cu(II), none of forms I, II, and III were clearly detected,
indicating that the DNA was completely fragmented. When the
plasmid was incubated with Angeli's salt, H,0,, and Fe(III),
only forms IT and III were formed, indicating that in addition to
single strand breakage, double strand breaks were also
induced.

Effects of "OH Scavengers and Bathocuproine on DNA Dam-
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TaBLE 1
Effects of hydroxyl radical scavengers and electron acceplors on 8-oxo-
dG formation in calf thymus DNA incubated with Angeli’s salt plus
H,0; in the presence of Fe(IIl)-EDTA or Cu(ll)

Calf thymus DNA (1 mg/ml) was ineubated with 200 um Angeli's salt,
500 um Hy0,, and 50 pM Fe(IIN-EDTA or Cu(II).in the presence of HO'
scavengers and electron acceptors in 0.1 M sedium phosphate buffer (pH
7.4) containing 10 pM DTPA at 37-°C for 30 min. Mean + S.D, (n = 3)
are presented. Y

T

<8-0x0-dG (umel¥dG (mmol)
- Fe(lID-EDTA = = Cu(lD
Control® 0.427 * 0.070 (100)2:-3.:12 = 0.15 (100)°
Ethanol (0.2 M) 0.039 * 0.009(9) - 3.71 = 0.12(119)
Me,SO (0.2 M) 0.036 £ 0.010 (9) .2.68 + 0.27 (86) .

p-Mannitol (0.1 M)  0.075 %0.009 (18) ~ 2.74 = 0.16 (88) .
Ferricyanide (0.02 M)  0.172  0.055 (40) _ 090 * 0.17 (29)
4-OH-TEMPO (0.02 M) 0.021 * 0.008 (5) ..1.17 * 0.22 (38)

|
h

i

2 Control; in the absence of scavengers. <o e
® Numbers in parentheses are the percentaggs of contrals (100%).

Tasce II
DNA strand breakage induced by Angeli’s salt in the absence or
presence of H,O, and /or Fe(IIl)-EDTA or Cu(ll)

Plasmid pBR322 DNA (100 ng) was incubated in 100 mM sodium
phosphate buffer, pH 7.4, containing 10 um DTPA at 37 °C for 15 min.
Concentrations of compounds used: Angeli’s salt (200 y), H,0, (500
um), FeCl-EDTA (50 um), and CuCl, (50 um). Mean + S.D. (n = 3) are
presented. AS, Angeli’s salt.

Py

Percentagés of form

I I I
(Supercoiled) (Ring-epen) (Linear)
Control 948+ 1.6 52+16 —
H,0, 917+ 17 8317 —
Fe(IID-EDTA 80.7x 1.8 193 £ 18 —
Cu(II) 89.2 + 3.1 10.8 + 3.1 . —
AS 474+ 3.2 52.6 £ 3.2 -
AS + H,0, 409+ 13 59.1+13 —
AS + Fe(III)-EDTA 242 =*5.7 75.8 5.7 Trace
AS + Cu(ID) 495+ 28 50528 —
H,0, + Fe(Ill)- 47.1 * 3.2 52.9%3.2 -~ --Trace
EDTA i
H,0, + Cu(Il) _ 80.7+38 '193 +3.8
AS + H,0, + — 64.7+86 353 +86
Fe(III)-EDTA IR
AS + H,0, + — —
Cu(Il)
* Not detected.

i ———

age Induced by Angeli’s Salt—Fig. 4 shows-that incubation of
the 2P-5'-end-labeled 261-bp fragmemt—fAval* 1645-Xbal
1905) of the human c-Ha-ras-1 protooncogene with 200 um
Angeli’s salt alone can induce DNA damage (lane 2). Hydroxyl
radical scavengers such as ethanol, D-mannitol, and sodium
formate inhibited the damage induced by.Angeli’s salt (lanes
3-5). Carboxy-PTIO, an NO-trapping agent, which may also
scavenge other oxidants (20, 30), inhibited the Angeli's salt-
mediated DNA damage (lane 6), whereas bathocuproine, a
Cu(I)-specific chelating agent, did not affect it-(lane 7). On the
other hand, 40 umM Angeli’s salt in the presence of 20 um CuCl,

and 40 uM H,0, exerted much stronger effects on the DNA-

than Angeli’s salt alone (lane 8). This DNA damage was not
inhibited by hydroxyl radical scavengers (lanes 9-11), whereas
it was inhibited by carboxy-PTIO and bathocuproine almost
completely (lane 12 and 13), o=,

Site Preference of DNA Cleavage—The DNA cleavage sites
were examined using **P-5'-end-labeled DNA fragments of the
human p53 tumor suppressor gene and the c-Ha-ras-1 protoon-
cogene by the procedure of Maxam and Gilpert (28). As seen in
Fig. 5, B and D, Angeli’s salt alone caused DNA cleavage at
every nucleotide position without marked.site preference. On
the other hand, Angeli’s salt in the presence of H,0, and Cu(I)
induced piperidine-labile sites frequently at thymine residues

Synergism of NO™ and H,0, on Cytotoxicity and DNA Damage
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Fic. 4. Effects of 'OH scavengers and bathocuproine on DNA
damage induced by Angeli’s salt alone (lanes 2-7) or Angeli’s salt
in the presence of H,0, and Cu(Il) (lanes 8-13). The 2P-5'-end-
labeled 261-bp fragment (Aval* 1645-Xbal 1905) of the human c-Ha-
ras-1 was incubated in 200 ul of 10 mm sodium phosphate buffer at pH
7.8 containing 5 uM DTPA with Angeli’s salt and CuCl,, H,0, and 20
uM/base of sonicated calf thymus DNA in the presence of the scavenger
indicated at 37 °C for 30 min. After piperidine treatment, DNA frag-
ments were analyzed by the method described under “Experimental
Procedures.” Lane 1, control; lane 2, 200 uM Angeli’s salt alone; lane 3,
+ 0.8 M ethanol; lane 4, + 0.2 M D-mannitol; lane 5, + 0.2 M sodium
formate; lane 6, + 500 um carboxy-PTIO: lane 7, + 50 pM bathocu-
proine; lane 8, 40 uM Angeli’s salt, 20 pM CuCl,, and 40 pm H,0,; lane
9, + 0.8 M ethanol; lane 10, + 0.2 M D-mannitol; lane 11, + 0.2 M sodium
formate; lane 12, + 500 um carboxy-PTIO; lane 13, + 50 M
bathocuproine.

(Fig. 5, A and C). The most preferred site was the thymine
residue, especially in the 5'-CTG-3', 5'-GTG-3', and 5'-GTA-3'
sequences.

Cytotoxicity—Human breast cancer cells (MCF-7) were incu-
bated for 4.5 h with various concentrations of H,0, in the
presence or absence of 500 uM Angeli’s salt or DEA-NO (Fig.
6A). Either 500 uM Angeli’s salt or DEA-NO or 0-0.5 mm H,0,
alone did not elicit significant cytotoxic effects in MCF-7 cells.
However, in the presence of Angeli’s salt or DEA-NO, LDH
release was increased by H,0, dose dependently with the in-
crease reaching 48.6 + 5.2% and 30.3 *+ 0.2%, respectively, at
the 500 pM concentration. On the other hand, Angeli’s salt
alone showed weak cytotoxic activity after 4.5 h of incubation.
However, increased cytotoxicity was observed when the cells
were analyzed after 8 h of incubation (data not shown). The

= presence of H,0, increased dramatically the cytotoxicity medi-

ated by Angeli’s salt. The increases in LDH release induced by
500 um H,0, alone or 2 mum Angeli’s salt alone were only 9.0 +

-2.0% and 17.0 % 0.3%, respectively, but up to 72.4 *+ 1.7% when

both compounds were incubated together. Although no cyto-
toxic effects were found with even the highest concentration (2
mm) of DEA-NO alone, the presence of H;0, also enhanced
cytotoxicity mediated by DEA-NO (Fig. 6B). However, the cy-
totoxic effect with DEA-NO plus H,0, was, in general, weaker
than that with Angeli’s salt plus H,0,. It should be noted that
Angeli's salt and DEA-NO have similar half-lives (~2.5 min)
under physiological conditions.

DISCUSSION

Four different assays (DNA strand breakage, MDA forma-
tion from oxidation of 2'-deoxyribose, hydroxylation of 2'-deox-
yguanosine in DNA, and analysis of site-specific DNA damage
using **P-5'-end-labeled DNA fragments of the human p53
tumor suppressor gene and the c-Ha-ras-1 protooncogene) have
been used to study the effects of Angeli’s salt, an NO~ gener-
ating compound (2-5), on DNA damage. It was found that
Angeli’s salt alone produced oxidants as previously reported
(1), whereas the presence of H,0, and either Fe(III)-EDTA or
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= Fic. 5. Site preference of DNA cleavage induced by Angeli's salt alone (B and D) or Angeli’s salt in the presence of H,0, and Cu(Il)
(A and C). The **P-5'-end-labeled 261-bp fragment (Aval* 1645-Xbal 1905) from c-Ha-ras-1 (A and B) or the 211-bp fragment (Apal 13972-

2 HindIII* 14 182) from p53 (C and D) in 200 pl of 10 mM sodium phosphate buffer at pH 7.8 containing 5 uM DTPA and 20 pM sonicated calf thymus
~ - was incubated with Angeli’s salt alone or Angeli’s salt in the presence of H,0, and Cu(II) at 37 °C for 30 min. After piperidine treatment, DNA

= Cu(Il) dramatically enhanced the production of oxidants medi-
Z£___ated by Angelis salt. NO' generated from DEA-NO did not
=_enhance the formation of oxidants even in the presence of H,0,
~~  and metallic ions but rather inhibited it. Electron acceptors,
. ferricyanide and 4-OH-TEMPO, which have been reported to
#~—convert NO~ to NO* (2), inhibited Angeli's salt-mediated oxi-
£~ dation réactions even in the presence of H,0, and metallic ions,
— - suggesting that NO~, but not NO', is responsible for the oxi-
~ dation reactions. As previously reported for other reducing
. agents such as ascorbic acid and NADH (27), Angeli’s salt
— - induced DNA strand breakage and catalyzed the hydroxylation
& —of 2'-deoxyguanosine in DNA more efficiently in the presence of
~——Cu(ID) than in the presence of Fe(II[)-EDTA. Distinct effects of

- HO scavengers on the oxidation reactions mediated by Fe(III)-

=~  EDTA and Cu(II) were also similar to those reported for ascor-
bic acid, glutathione, and NADH (27). The DNA cleavage sites

<~ examined using **P-5'-end-labeled DNA fragments of the hu-
-man p53 tumor suppressor gene and the c-Ha-ras-1 protoonco-

= gene indicate that Angeli’s salt alone caused DNA cleavage at
every nucleotide position without marked site preference. This
cleavage pattern was similar to that reported for DNA damage

-~ induced by HO" (with reductants such as ascorbic acid, gluta-
-~ thione, and NADH in the presence of H,0, and Fe(III)-EDTA)
= - (27). On the other hand, Angeli’s salt in the presence of H,0,
' and Cu(Il) induced damage frequently at thymine residues,
which was also similar to the pattern reported for DNA damage

induced by the reductant, H;0,, and Cu(II) (27). These findings
together lead us to conclude that NO~ can act as a reducing
agent to generate strong oxidants in the presence of H,0, and
transition metallic ions. '

It has been reported that reducing agents such as ascorbic
acid and NADH can reduce transition metallic ions (M™*?) to
their reduced forms (M"), which stimulate production of reac-
tive oxygen species from H,0, (Equation 6).

Reducing agent[ascorbic acid, glutathione, NADH, etc.]
+ M™*![Fe(I1I), Cu(Il), ete.]
— oxidized reducing agent + M*[Fe(II), Cu(l), etc.] (Eq. 6)

Similarly NO~ can act as a reducing agent to reduce transi-
tion metallic ions (Equation 7).

NO™ + M"*!' S NO" + M (Eq. T

In the case of Fe(IIT)-EDTA, the Fenton reaction mediated by
Fe(II) forms HO", which is responsible for DNA damage (Equa-
tion 8), because HO" scavengers effectively inhibit the oxidation
reactions. Conversely, Cu(Il)-mediated DNA damage is not
inhibited by HO" scavengers, suggesting that a Cu(I)-peroxide
complex, which exhibits HO"like activities, may be responsible
for the DNA damage (Equation 9) (27, 31-33).

Fe(I) + H,0, — Fe(Ill) + HO* + OH- (Eq. 8)
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Fic. 6. Effects of concentrations of H,0, (4) and Angeli's salt
or DEA-NO (B) on the cytotoxicity toward MCF-7 cells. A, the
cells were incubated for 4.5 h with various concentrations of H,0,
(0-500 M) in combination either with 500 pum Angeli’s salt or DEA-NO,
B, Angeli's salt or DEA-NO at various concentrations (0-2 mm) was
incubated in the presence or absence of 500 uM of HyO,. Results are
expressed as the percentage (mean * 8.D.) of total LDH release into
supernatant. Hatched bar, controls without Angeli’s salt or DEA-NO;
open bar, with Angeli's salt; closed bar, with DEA-NO.

Cu(D) + H,0; — Cu(D)-O0H + H* (Eq. 9)

In a previous study (1), we demonstrated that Angeli’s salt
and Piloty’s acid (NO~-generating compounds) can produce
strong oxidant(s) capable of inducing DNA strand breakage
and oxidizing 2'-deoxyribose and calf thymus DNA to form
MDA and 8-ox0-dG, respectively. These results led us to pro-
pose that NO™ is a possible endogenous source of HO", which
may be formed either directly from the reaction product of NO™
with NO* (N,03) (Equations 1 and 2) or indirectly through
H,0, formation (Equations 10 and 11).

NO~ +0, — NO* + O} (Eq. 10)

20 + 2H* — H,;0,+ 0, (Eq. 11)

In the present study, we observed that Angeli’s salt alone
induced DNA damage in the absence of H,0, and transition
metallic ions, confirming our previous findings (1). The inclu-
sion of both H,0, and transition metallic ions, however, syn-
ergistically enhanced DNA damage induced by Angeli’s salt.
On the other hand, the DNA damage induced by Angeli's salt
Was suppressed by the addition of either Fe(II-EDTA or
Cu(I) (Fig. 3), suggesting that NO~ was converted to NO",
Wwhich was inactive in generating oxidant(s) through the above
mechanisms via either Equations 1 and 2 or Equations 10 and
11. In addition, NO" possibly formed complexes with reduced
transition metallic ions, inhibiting the generation of O and

Synergism of NO~ and H,0, on Cytotoxicity and DNA Damage

also the formation of oxidants from H;0, (19, 34),

Several groups have recently reported that H,0, and NO*
cooperatively enhance their cytotoxic activity toward hepatoma
cells (35), lymphoma cells (36), ovarian cancer cells (37), and
Escherichia coli (38). Using aromatic hydroxylation of salicy-
late as an indicator, the reaction of H,0, with NO* generated
from DEA-NO was shown to produce an HO"like oxidant (39).
Farias-Eisner et al. (37) also reported that NO', H,0,, and
ferric ion in combination produce a potent oxidant, which can
oxidize benzene to produce phenol, and they proposed the fol-
lowing mechanism for HO' generation (Equations 12-14),

NO~ + Fe(Ill) — [Fe(II[)}-NO « Fe(II)-*NO] (Eq. 12)

[Fe(III)-NO « Fe(II)-*NO] + H;0 — Fe(Il) + NO; + 2H*

(Eq. 13)
Fe(Il) + H,0; — Fe(IIl) + HO' + OH- (Eq. 14)
Overall: NO* + H,0, —NO; + HO* + H" (Eq. 15)

In contrast, our results demonstrated inhibitory effects of
NO’ on the Fenton reaction and no production of oxidants, at
least under our experimental conditions using DEA-NO, H,0,,
and Fe(IID-EDTA or Cu(II) in vitro. This N "-mediated inhibi-
tion of the Fenton reaction was in agreement with results from
our previous study (19) and others (34, 40, 41).

On the other hand, Angeli’s salt alone at higher concentra-
tions (1 and 2 mMm) exerted weak cytotoxicity, as reported for
cultured Chinese hamster V79 lung fibroblasts by Wink et al.
(2), whereas no cytotoxic effects were observed with even the
highest concentration (2 mm) of DEA-NO alone under our ex-
perimental conditions. However, the presence of H,0, in-
creased cooperatively the cytotoxicity mediated by Angeli’s
salt. These results are in good agreement with those from our
present in vitro study. This cytotoxic effect is probably because
of the generation of HO through the Fenton reaction, which
could occur in our cell culture system because Fe(NO,); was
present in the medium, Conversely, synergistic cytotoxic effects
of DEA-NO and H,0, against MCF-7 cells were also observed,
although the effects were, in general, lower than with Angeli’s
salt plus H,0,. Similar cooperative effects of NO" and H,0, on
cytotoxicity were reported for other types of cells (35-38). These
results are not in agreement with our in vitro study, which
showed that DEA-NO did not generate oxidants even in the
presence of H,0, and metallic ions. There are several possible
explanations for this discrepancy between in vitro and in vivo
results. One possibility is that DEA-NO plus H,0, induced
cytotoxicity by a mechanism independent of HO* formation. For
example, NO' inhibits the mitochondrial respiratory chain re-
action, and H,0, further enhances its toxicity. Alternatively,
NO"may be converted in cells to NO~, which exerts toxic effects
with H,O,. NO* has been reported to be converted to NO~ by
ferrocytochrome ¢ (13).

In conclusion, we have demonstrated that the NO ™ -releasing
compound, Angeli’s salt, can catalyze the formation of strong
oxidants in the presence of H,0, and metallic ions, inducing
DNA strand breakage, oxidation of DNA to form 8-ox0-dG in
vitro, and exerting cytotoxic effects toward human breast can-
cer cells. Recent studies have demonstrated that NO™ may be
formed in vivo under a variety of physiological conditions,
including by NO' synthase (6—8) and from S-nitrosothiols (9—
11) and nitrosylhemoglobin (12). NO* can be also converted to
NO~ in the presence of biomolecules such as superoxide dis-
mutase (42) and ferrocytochrome ¢ (13) and by the quinone/
hydroquinone redox system in a manner similar to that of the
formation of O3 from oxygen (14). As stimulated immune cells
including neutrophils and macrophages can produce H,0,, one
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can expect that, during an inflammatory process, the formation
of both NO~™ and H,0, could enhance dramatically the anti-
microbial and anti-tumoricidal activity. In addition to the in-
flammatory process, under a number of pathological conditions
(e.g. ischemia reperfusion injury, etc.), increased production of
reactive oxygen species and activation of NO synthase have
been shown to occur (24). Activated NO* synthase produces
NO~, which may then encounter H,0, to generate strong oxi-
dants, as shown in this study. Thus NO~ may also play an

" important role as a cause of diverse pathophysiological condi-
tions such as inflammation, neurodegenerative diseases, and
cardiovascular disorders, especially when H,0, and transition
metallic ions are present together.
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3.2 Effets synergiques de P'anion nitroxyle et du
peroxyde d’hydrogéne pour induire ’apoptose et former

de la 8-oxo-dG chez des cellules MCF-7.

3.2.1 Problématigue et objectifs du travail A

Dans notre publication précédente, nous avons montré que la présence
simultanée d’anion nitroxyle et de peroxyde d’hydrogéne augmentait de facon
synergique la cytotoxicité de chacune de ces espéces. Nous avons également

observé une action synergique du monoxyde d'azote et du peroxyde
d’hydrogéne pour exercer une action cytotoxique sur les cellules MCF-7. Cette
effet cytotoxique était néanmoins moins important que celui provoqué par I'anion
nitroxyle en par l'anion nitroxyle. Dans cette étude, nous avons tout d’abord
voulu déterminer la nature de la mort cellulaire (apoptose ou nécrose) induite par
ces 2 mélanges.

Nous avons également montré précédemment que la co-incubation de
perdxyde d’hydrogéne et d’anion nitroxyle, en présence de métaux de transition,
formait le trés réactif radical hydroxyle, in vitro. En outre, nous avons montré que
le monoxyde d'azote ne provoque pas la formation de ce composé dans ces
conditions. L'autre but de cette présente étude est de rechercher si le radical

~hydroxyle peut se former chez des cellules traitées par les mélanges NO7/

H;05.et NO/H20,

3.2.2 Résultats

3.2.2.1 Induction de P'apoptose chez les cellules traitées par NO/H20. et

NO/H20;
e Détermination sur gel d'agarose
Des cellules MCF-7ont été incubées pendant 4h30, 6h ou 8h en présence de
H,0,, AS, DEA-NO, AS/ H20;, ou DEA-NO/H,0,. Comme il avait déja été montré
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précédemment, H.O, , DEA-NO et AS incubés séparément n’induisent pas de
mort cellulaire pour les concentrations utilisées (et méme pour des temps
d’incubation de 16h pour AS et DEA-NO et de 8h pour Hz03).

En revanche, pour NO/H,O, et NO/H,O; on observe une migration
électrophorétique typique d’une fragmentation internucléosomique (DNA ladder)
ou toutes les bandes de faibles poids moléculaires sont bien différenciées. Ce
profil de DNA ladder, di & l'action des endonucléases, est caractéristique de
I'apoptose. Nous constatons que I'AS, tout comme le DEA-NO, induit 'apoptose
en présence de H,O,. On peut remarquer que le maximum de cytotoxicité est

observé aprés 6h d’'incubation en présence de NO/H;0; alors qu'il faut attendre
8h d’'incubation pour NO/H,O,, ce qui suggére que NO/H.O, exerce un effet

plus rapide et plus fort que le NO/H,0,. Ceci est confirmé par observation en
microscopie en contraste de phase.

Aprés 8h d'incubation, la cytotoxicité provoquée par AS/H;O, est tellement
importante qu'une partie de 'ADN est détruite.

Aprés avoir déterminé que le temps d'incubation optimal est de 6h, nous
avons testé différentes concentrations de donneur de NO (2504M, 500u4M et
1mM). Nous avons observé que toutes ces concentrations induisaient I'apoptose.

e Détermination par microscopie en
fluorescence aprées coloration par Hoechst

Les cellules non traitées présentent une coloration homogéne. En revanche,
les cellules traitées par AS/H,0, et par DEA-NO/H,O, possédent une coloration
irréguliére avec des points beaucoup plus intenses, ce qui est caractéristique de
la condensation chromatidienne et de la fragmentation nucléaire ce qui confirme
ainsi 'apoptose.

e La présence d’'un chélateur de fer protege
les cellules.
Nous observons un changement morphologique trés net par microscopie en
contraste de phase entre les cellules controles et les cellules traitées par
AS/H-0, et DEA-NO/H20.. L'ajout de 1,5mM de déferoxamine mesylate 2h avant
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le traitement, protége les cellules de I'apoptose induite par NO/H2O. et par
NO/H20x.
3.2.2.2 Formation de 8-oxo-dG dans I’ADN de cellules traitées par NO/H,0,
et par NO'/H,0..

Nous avons mesuré la quantité de 8-oxo-dG, marqueur de stress oxydatif,
produite dans I'ADN des cellules traitées.

Les cellules MCF-7 ont subi les traitements suivants: DEA-NO, HxOz, DEA-
NO/H.0,, AS, AS/H,0,, ol les concentrations sont fixées & 500uM et le temps

d’incubation a 6h.

L’ADN des cellules est extrait aprés le traitement, puis hydrolysé de fagon
enzymatique avec de la nucléase P1 et de la phosphatase acide pendant 1h a
37°C. La réaction enzymatique est ensuite arrétée en ajoutant du chloroforme.
La quantité de 8-oxo-dG est ensuite mesurée par HPLC au moyen d'un
détecteur électrochimique.

Alors que l'incubation en présence d’AS ou de H»O; seuls induit la formation
de 13,5 et de 18 ymol 8-oxo-dG/mmol dG, respectivement, la production est de
74,4 umol 8-oxo-dG/mmol dG lorsque les 2 composés sont incubés
simultanément. Ces résultats montrent que ces deux composés réagissent I'un
avec l'autre pour former le radical hydroxyle, confirmant ainsi ce que I'on avait
obtenus précédemment in vitro.

Nous avons observé que le DEA-NO incubé seul produit par lui-méme une
quantité non négligeable de 8-oxo-dG (34 pmol 8-oxo-dG/mmol dG) [cette
expérience avec le DEA-NO seul devra néanmoins étre répétée pour confirmer
ce résultat]. Lorsqu’il est incubé en présence de H,O,, la quantité de 8-oxo-dG
est augmentée, mais pas de fagon synergique comme il a pu étre observé dans
le cas de I'AS.

3.3.Discussion
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Nous avons montré que le NO forme de la 8-oxo-dG, marqueur de la

présence de HO', sur 'ADN de cellules en culture, de fagon synergique avec

H.O,, confirmant ainsi nos données obtenues in vitro sur de 'ADN plasmidique.
Nous avons également détecté des quantités importantes de 8-oxo-dG dans
I’ADN de cellules traitées par NO/H»O. qui résulterait plutét d’'un effet additionnel
des 2 composés. Ces données different de celles obtenues in vitro ou le DEA-
NO n’induisait pas de cassure sur 'ADN ni la formation de 8-oxo-dG. Ceci
suggeére que dans les cellules des réactions chimiques différentes de celles in

vitro peuvent se produire.

L’association de NO/H.O, provoque une apoptose plus rapide et plus
importante que NO/H,0,, ce qui est corrélé avec nos résultats précédents qui
montraient une cytotoxicité plus forte pour NO/HO, que pour NO7H;0,. Cette

méme différence deffet entre les 2 composés se retrouve vis a vis de la
formation de radical hydroxyle, ce qui suggére que cette espéce est impliquée
dans linduction de 'apoptose. De plus, la déferoxamine inhibe I'apoptose induite

par NO/H;0, et NO/H20,. Ce résultat confirme d'une part, l'implication de
métaux de transition dans la formation de radical hydroxyle par NO/H,O, et

d’autre part, suggere fortement que le radical hydroxyle est 'agent responsable
de I'apoptose, probablement via les Iésions sur FADN qu'il provoque.

En ce qui concerne le NO/H20,, ces nouveaux résultats nous laissent penser
qu'il induit également la formation de radical hydroxyle (probablement selon les
réactions décrites par Farias-Esiner en 1996), mais dans une proportion plus

faible que pour le NO/H205.
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ABSTRACT

We have reported that nitroxyl anion (NO), the one-electron reduction product of
nitric oxide (NO’), can act as a reducing agent to generate the highly toxic hydroxyl
radical (HO) in the presence of hydrogen peroxide (H20,) and transition metallic ions.
NO" and H,0, also exerted synergistically cytotoxic effects to MCF-7 human breast
cancer cells. The objective of the present study was to investigate whether cell death
induced by NO™ plus H;O; is mediated via necrosis or apoptosis. MCF-7 cells incubated
for 6 h in the presence of Angeli's salt (NO-generating compound) and H;O; exhibited
specific features of apoptotic cell death, including formation of DNA ladder as well as
morphological changes such as chromatin condensation and nuclear fragmentation. NO
generated from DEA-NONOate in the presence of H;O. similarly induced apoptosis in
MCF-7 cells, but required higher concentrations than Angeli's salt. The levels of 8-oxo-
2’-deoxyguanosine, a marker of DNA oxidative damage, increased synergistically in
DNA of the cells incubated in the presence of 500 uM each of Angeli's salt and H.Op,
compared to those in non-treated cells (12.6-fold), or those incubated with either Angeli's
salt or H;O; alone (5.6- and 4.1-fold, respectively). The cells incubated with DEA-
NONOate and H,O, also contained increased levels of 8-oxo-2’-deoxyguanosine, but
this increase was less pronounced than with Angeli's salt and H202. NO', which can be
formed under a variety of conditions, may play an important role in the etiology of
pathophysiological conditions such as inflammation and neurodegenerative diseases,

especially when H;O, and metallic ions co-exist.

172



INTRODUCTION

Reactive nitrogen species such as NOx and peroxynitrite (ONOQO’), which are
formed by the reaction of nitric oxide (NO) with oxygen and superoxide (Oz"),
respectively, have been implicated as a cause of diverse pathophysiological conditions
such as inflammation, neurodegenerative diseases, cardiovascular disorders and
cancer. We have recently proposed that NO", which is one electron reduction product of
NO', may also contribute to pathophysiological conditions (1;2). NO™ generated from
Angeli's salt (AS, sodium trioxodinitrate, Na)N;Os;) or Piloty's acid (N-
hydoxybenzenesulfonamide) induces strand breakage in plasmid DNA and also oxidizes
2’-deoxyguanosine to form 8-oxo-2’-deoxyguanosine (8-oxo-dG) (a marker of oxidative
DNA damage) in vitro in isolated calf-thymus DNA (1). A highly toxic hydroxyl radical
(HO') generated from the reaction between NO™ and NO" could be responsible for the
oxidation reactions (Equations 1 and 2).

NO™ + NO — N2O;" (Eq. 1)

N2Oz" + H* = N;O + HO' (Eq. 2)

More recently we have demonstrated that NO™ in the presence of H;O, and
Fe(ll)-EDTA or Cu(ll) generates a strong oxidant(s), using four different assays (DNA
.strand breakage, 8-oxo-dG formation in calf-thymus DNA, malondialdehyde formation
from deoxyribose and analysis of site-specific DNA damage using **P-5"-end-labeled
DNA fragments of the human p53 tumor suppressor gene and the c-Ha-ras-1
protooncogene), whereas NO' generated from DEA-NONOate (DEA-NO) did not exert
such effects (2). On the basis of distinct effects of HO* scavengers and pattern of site-

specific DNA cleavage caused by AS alone or by AS, H,O, plus metal ions, we have
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concluded that NO™ acts as a reductant to catalyse the formation of the HO from H;0,
and Fe(lll)-EDTA and the formation of Cu(l)-peroxide complexes with a reactivity similar
to HO from H,0O, and Cu(ll) (2) (equations 3 - 5).

NO™ + M™'[Fe(lll), Cu(l) etc.] = NO" + M" [Fe(ll), Cu(l) etc.] (Eq. 3) :

Fe(ll) +H02, — Fe(lll) + HO + OH™ (Eq. 4)

Cu(l) +H:0, — Cu(l)-OOH + H* (Eq. 5)

Recent publications suggested that NO synthase forms NO’, which can be then
converted to NO' by superoxide dismutase (SOD) and other electron aceeptors (3-6).
NO™ can be also produced from S-nitrosothiols in the presence of thiols (7-9). In the
absence of oxygen nitrosylnemoglobin liberates NO™ in a reaction producing
methemoglobin (10). Ferrocytochrome c also reacts with NO' to form ferricytochrome ¢
and NO, which may have implications for inhibition of mitochondrial oxygen
consumption by NO' (11). In our previous studies, NO" was proposed as one of the
possible agents responsible for DNA strand breakage induced by NO' and catechol-type
compounds such as catecholamines, catechol-estrogens, and certain flavonoids (12-14).
These studies have suggested that NO™ can be formed by one electron reduction of NO
by the quinone/hydroquinone redox system in a manner similar to that of the formation of

O, from oxygen (14).

NO’, generated from AS, has been reported to exert cytotoxic effects in Chinese
hamster V79 lung fibroblast cells, reducing intracellular glutathione levels and causing
DNA strand breakage (15). We have reported that NO™ generated from AS and H;0;
cooperatively exerted cytotoxic effects toward human breast cancer cells. NO* generated

from DEA-NO in the presence of H;O, also exerted cytotoxicity, but this cytotoxic effect
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was, in general, weaker than that with AS and H,O: (2). The objective of the present
study was to investigate whether cell death induced by NO™ plus H20, is mediated via.
necrosis or an apoptotic process. We have also investigated effects of NO" in the
presence or absence of H.0. on oxidative DNA damage in vivo in cultured human breast

cancer cells.

Materials and methods

Chemicals

AS and DEA-NO were obtained from Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, Ml).
Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM), L-glutamine and penicillin/streptomycin
were from Gibco BRL-Life Technology (Grand Island, USA). HzO,, fetal bovine serum,
deferoxamine mesylate, acid phosphatase, 8-oxo-dG, 2'-deoxyguanosine (dG) and
Hoechst were provided by Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). Nuclease P1 was

obtained from Boehringer Mannheim (Meylan, France).

Cell culture and treatment

MCF-7 human breast cancer cells were cultured in DMEM cell culture medium
supplemented with 10% fetal bovine serum, 5% glutamine and 0.5% penicillin-
streptomycin at 37°C in humidified atmosphere containing 10% of CO.. When cells were
at 80% of confluence, they were treated either with DEA-NO or AS in the presence or
absence of 5004M H.0,. Stock solution of 100mM DEA-NO or 100mM AS were
prepared in 0.01N NaOH freshly and an appropriate amount of 0.0.1N HCI was added to
the culture medium to neutralise the NaOH present in AS and DEA-NO solution. Stock

solution of H,O, was diluted in water just before adding to cell culture medium.
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Extraction of DNA and analysis of 8-oxo-dG

In order to avoid auto-oxidation of guanine, 0.1mM deferoxamine mesylate was
added as a chelating agent to all buffers used and all manipulations were carried out at
+4°C, as described previously (16). DNA was extracted by a high salt  protein
precipitation method. Cells were lysed with sodium dodecyl sulphate and digested with
Qiagen protease (Qiagen, Courtaboeuf, France) at 37°C for 1 h. Proteins were
precipitated by adding a saturated solution of NaCl to 1.5 M. After a centrifugation at
2500 rpm for 5 min, the supernatant containing the DNA was collected. The DNA was
precipitated by addition of 2 vol of cold ethanol. The DNA pellet was resuspended in a
buffer containing 10mM Tris and 1mM EDTA, incubated with RNase A and T1 at 37°C
for 1 h and precipitated again by ethanol. Enzymatic digestion of 200 ug DNA of each
sample was then performed using 4 units nuclease P1 and 5 units acid phosphatase
(Sigma) at 37°C for 1 h (17). Enzymatic reaction was stopped by addition of CHCl; and
the aqueous layer stored at -80°C under argon for subsequent analysis. Levels of 8-oxo-
dG and dG in DNA hydrolysates were determined by HPLC with an electrochemical

detector and with a UV detector at 260 nm, respectively, as reported previously (17).

DNA laddering assay

This assay was performed using the DNA laddering kit from Boehringer
Mannheim, according to the manufacturer’s instructions. Briefly, treated cells were lysed
and DNA was precipitated by isopropanol and then trapped on a minicolumn. After
washing with ethanol, DNA was collected with 200 ul of heated elution buffer. DNA was
treated by 0.1 mg/ml RNase A for 10 min at room temperature. DNA laddering was

analysed after migration on 1 % agarose gel stained by ethidium bromide.

Morphological observation
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Hoechst staining was performed as follows. Cell were collected and, after
centrifugation at 1000 g for 5 min, were resuspended in staining solution containing
0.6% Nonidet P-40, 3.7% formaldehyde and 0.01 mg/ml Hoechst- 33258 (Sigma) diluted
in PBS. After the appropriate dilution, cells were photographed under fluorescence
microscopy using Zeiss-Axioplan 2. Cell morphelogy was observed using Olympus

phase contrast microscope. :
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Results

As a source of NO', we have used AS, which exists predominantly in the form of
the monoanion HN-O3', decomposing to NO™ and nitrite (NO_') at physiological pH (18).
As HNO is a weak acid (pKa = 4.7), NO" is the predominant form in aqueous solution at
neutral pH (18). In order to compare NO™ generated from AS with NO', we have used
DEA-NO as a source of NO'. It should be noted that AS and DEA-NO have similar half-

lives (~2.5 min) under physiological conditions.

Induction of apoptosis in MCF-7 cells treated with AS plus H>O or DEA-NO plus Hz0:

As shown in Fig. 1, formation of DNA ladder was clearly observed in MCF-7 cells
exposed for 6 h to AS and H,O, as well as to DEA-NO and H;O;, indicating that both
treatments induced apoptosis. On the other hand, DNA remained intact when cells were
treated either with AS, DEA-NO or H,O; alone, even for a longer exposure time (16 h for
AS and DEA-NO and 8 h for H,0;). As shown in Fig. 1A, DNA ladder was not detected
clearly after 4 h 30 min of incubation in the presence of AS and H,O, or DEA-NO and
H.0,, but was detected after 6 h of incubation. Formation of DNA ladder was the most
distinct after 8 h of incubation in the presence of DEA-NO and H,O,, whereas for AS and
H.O,, the intensity of DNA staining was weak, possibly because the damage was

important.

On the basis of these results, we fixed the incubation time at 6 h and we tested
various concentrations of AS and DEA-NO (250 M, 500 M and 1 mM) on DNA ladder
formation. As shown in Fig 1B, DNA ladder was observed in the cells incubated with AS
and H»0, as well as with DEA-NO and H,O: at all the concentrations tested. However, it
should be noted that bands with low molecular weights were more intensively stained for

the cells exposed to AS and H,0, than those exposed to DEA-NO and HxOp. These
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results suggest that AS and H,O, induced apoptosis more strongly than DEA-NO and

H20,.

These results were well correlated with cell morphology observed by a phase
contrast microscopy (Fig. 3). The relative number of apoptotic cells after incubation with
DEA-NO and H,0, was much less than those with AS and HxO, in particular, at a
concentration of 250 uM NO*- or NO™-releasing compound (Fig. 3 B vs. Fig. 3 F). On the
other hand, 250 M AS and H.O; clearly induced morphological change of cells,
whereas a concentration of 500 uM of DEA-NO and H;O, was needed to induce a

similar morphological change (Fig. 3 B vs. Fig. 3 G).

Fluorescence microscopy was also used as an alternative test to assess
apoptosis in MCF-7 cells. After 6 h of incubation with 500 uM H2O, in the presence of
500 uM AS oerEA;NO, cells were stained with Hoechst, followed by fluorescence
microscopy analysis. As shown in Fig. 2, non-treated cells demonstrated a homogenous
staining of their nuclei. In contrast, cells incubated with either DEA-NO plus H.0. or AS
plus H,O, exhibited irregular staining of their nuclei as a result of chromatin
condensation and nuclear fragmentation, demonstrating that these cells were

undergoing apoptosis.

Previously, we demonstrated that the presence of metallic ions such as Fe(lll)-
EDTA and Cu(ll) enhanced production of an oxidant(s) from AS and HzO.. In order to
examine effects of an iron chelating agent on cytotoxicity mediated by AS or DEA-NO in
the presence of H,O, we incubated MCF-7 cells in the presence of 1.5 mM
deferoxamine. As shown in Fig. 3D and H, a pre-treatment of cells for 2 h in the

presence of 1.5 mM deferoxamine afforded a dramatic protection of cells against toxicity
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mediated by either 500 uM each of AS plus H;O, or DEA-NO plus H,O., respectively.
These results strongly suggest that the presence of ferric ion was required to induced

apoptosis in MCF-7 cells mediated by H,O, with NO or NO".

Formation of 8-oxo-dG in DNA of cells treated with AS plus H,O, or DEA-NO plus H.O»
MCF-7 cells were incubated with 500 4M AS or DEA-NO in the presence or
absence of 500 uM H,0,. DNA was extracted after 6 h of incubation in the presence of
the different compounds. After enzymatic hydrolysis of the DNA, the level of 8-oxo-dG
was determined by HPLC with an electrochemical detector as a marker for oxidative
DNA damage. As shown in Fig. 4, low levels of 8-oxo-dG were present in non-treated
cells (5.9 + 1.12 umol 8-oxo-dG/mol dG). Cells treated with AS or H>O, alone contained
13.4 + 3.0 and 18.0 + 0.3 ymol 8-oxo-dG/mol dG, respectively. When both AS and H,0,
were incubated together, the level of 8-oxo-dG increased dramatically and reached 74.4
+ 16.1 umol 8-oxo-dG/mol dG, which represented an increase of 12.6-fold compared to
the level in non-treated cells. These results suggest that NO™ and H,0, reacted together
to form an oxidant(s) which caused oxidative DNA damage within MCF-7 cells. On the
other hand, cells incubated with DEA-NO contained 34.0 £ 1.8 ymol 8-oxo-dG/mol dG
and those incubated with DEA-NO in combination with H,O, contained 46.0 + 7 ymol 8-

oxo-dG/mol dG.

Discussion
We have previously demonstrated that AS acted synergistically with H2O2 to
exhibit cytotoxicity toward MCF-7 cells (2). The cytotoxicity was also induced by NO

generated from DEA-NO in the presence of H,0,, but, in general, was weaker than that
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with AS plus H2O; (2). In the present study, we examined whether the cytotoxicity
induced by either AS and HzO, or DEA-NO and H,O, was due to apoptotic or necrotic
cell death. As shown in Fig. 1, 2 and 3, MCF-7 cells incubated in the presence of AS and
H.O. exhibited specific features of apoptotic cell death, including formation of DNA
ladder as well as morphological changes such as chromatin condensation and nuclear
fragmentation. Thus the cytotoxicity induced by AS and H:O: is, at least in part,
mediated via induction of apoptosis. NO' generated from DEA-NONOate in the presence
of H»0, similarly induced apoptosis in MCF-7 cells. However, higher concentrations of
NO' than those of NO” were required to exert cytotoxicity in the presence of H,O.. Filep
et al (19) recently reported that NO' co-operates with H2O» in inducing cytotoxocity
towards murine lymphoma cells, which is, in part, via induction of apoptosis. NO' and
H,O, also co-operatively enhance the cytotoxic activity toward hepatoma cells (20),
endothelial cells (21), ovarian cancer cells (22) and gastric mucosal cells (23), although
it was not studied whether the cytotoxicity was due to apoptosis or necrosis. NO also
potentiates H.O.-induced cytotoxicity against Escherichia coli (24). On the other hand,
Wink et al (25) reported that NO' protected against cellular damage and cytotoxicity from
reactive oxygen species including H.O, in Chinese hamster V79 cells lung fibroblasts
and mesencephlic neurons. Further studies are needed to identify the factors that

determine whether NO enhances or protects the H,O2-induced cytotoxicity.

It has been shown that NO' can either induce necrosis or apoptosis or protect
cells from death (26). There are several important factors, which determine the
sensitivity of cells to NO* toxicity, including cell type, concentrations of NO', the presence
of other oxygen species such as superoxide and H;O, and metals such as non-heme
iron content. Some cells such as macrophages, neuronal cells, pancreatic islets,

thymocytes and several tumour cells undergo apoptosis upon exposure to low levels of
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NO, whereas some other cell types such as hepatocytes, human B lymphocytes,
endothelial cells, cardiac myocytes, splenocytes, eosinophils and ovarian follicles are
resistant to NO' (27). Kim et al. (27) recently reported that cellular non-heme iron content
is an important determinant for NO-mediated apoptosis, necrosis and caspase inhibition.
Transition metals such as iron and copper react easily with NO" to form NO*, which can
S-nitrosylate thiol groups of important enzymes such as caspases (28), inhibiting

apoptosis through altering their functions.

On the other hand, the role of NO™ in apoptosis and necrosis has not been
studied extensively. However, its cytotoxic activity appears to be related to its ability to
generate an oxidant(s), possibly HO produced through the Fenton reaction, which could
occur in our cell culture system because Fe(NOs); was present in the medium
(Equations 3 - 4). In addition, the presence of deferoxamine, an iron chelating agent,
afforded a dramatic protection of cells against toxicity mediated by AS and H,O. (Fig.
3D). These results strongly suggest that the presence of ferric ion was required to
induced apoptosis in MCF-7 cells mediated by H,O, with NO". In fact, the level of 8-oxo-
dG, a marker of oxidative DNA damage, increased synergistically (12.6-fold) in DNA of
the cells incubated in the presence of 500 uM each of AS and H,0,, compared to that in

non-treated cells. The levels of 8-0xo-dG in cells incubated with either 500 uM AS alone

or 500 pM H,O. were 2.2- and 3.0-fold higher than the level of non-treated cells,
respectively. These results are in good agreement with our previous in vitro work, which
demonstrated that NO™ increased 8-oxo-dG level in calf-thymus DNA in the presence of

H20, and Fe(lll)-EDTA or Cu(ll) (2).
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The cells incubated with DEA-NONOQate and H,O, also contained increased
levels of 8-oxo-2’-deoxyguanosine, although this increase was less pronounced than
with AS and H.O,. These results are, however, not in agreement with our previous in
vitro study, which showed that DEA-NO did not generate oxidants even in the presence
of H,O, and metallic ions (2). In the present study, synergistic effects of DEA-NO and
H,O, on induction of apoptosis were also observed against MCF-7 cells, although the
effects were, in general, weaker than AS plus HzO,. Similar synergistic effects of NO
and H,O, on cytotoxicity were reported for other types of cells (see above). There are
several possible explanations for this discrepancy between in vitro and in vivo works.
The one possibility is that DEA-NO plus H.O. induced cytotoxicity by a mechanism
independent of HO" formation. For example, the enhanced cytotoxicity induced by
simultaneous exposure to NO* and H»O, should result from inhibition of mitochondrial
respiratory chain by NO" via inhibition of aconitase (30) and inhibition of DNA synthesis
via inhibition of ribonucleotide reductase (31), and H.O. further enhances the toxicity.
Alternatively, HO' generated by the Fenton type reaction could be responsible for the
cytotoxicity mediated by NO' and H,0, as deferoxamine protected cells against toxicity
mediated by DEA-NO and H,0; (Fig. 3H). NO' has been reported to be converted to NO
by ferrocytochrome ¢ (11). Thus, NO' could be converted in cells to NO’, which catalyse

the production of HO' in the presence of H,O, and metallic ions.

In the present study, we have demonstrated that NO™ plus H,O, co-operatively
induced apoptosis and oxidative DNA damage in human breast cancer cells. NO plus
H,0, also co-operatively exerted cytotoxic effects, but the effects were less pronounce
than NO™ plus H,0.. These cytotoxic effects required iron, thus confirming our previous
findings that NO™ acts as a reductant to generate HO' in the presence of H,0; and iron

(2). Recent studies have demonstrated that NO” may be formed in vivo under a variety of
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physiological conditions (see introduction). As stimulated immune cells including
neutrophils and macrophages can produce H.O, one can expect that, during
inflammatory process, the formation of both NO™ and H,O, could enhance dramatically
the anti-microbial and anti-tumoricidal activity. NO” may also play an important role as a
cause of diverse pathophysiological conditions such as inflammation and

neurodegenerative diseases, especially when H,O; and transition metallic ions co-exist.
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Legends to figures

Figure 1: DNA laddering detected in MCF-7 cells incubated in the presence of AS
or DEA-NO with or without H,0,. (A) effects of concentrations of AS or DEA-NO on
DNA laddering formation. The cells were incubated for 6 h in the presence of AS or
DEA-NO at concentrations of 0.25, 0.5 and 1 mM with 0.5 mM H;0.. (B) effects of
incubation time on DNA laddering formation induced by AS or DEA-NO with HzO.. The
cells were incubated for 4.5, 6 and 8 h in the presence of 0.5 mM each of AS or DEA-NO
with 0.5 mM H,O,. When the cells were incubated in the presence of AS alone, DEA-NO
alone or H,0, alone, their concentrations were 1, 1 and 0.5 mM and the incubation times

were for 16, 16 and for 8 h, respectively (A, B)

Figure 2: Fluorescence microscopy of Hoechst staining cells. The cells were
incubated for 6 h in the presence of 0.5 mM each of AS and H;O or DEA-NO and H,0..
The cells were harvested and stained with Hoechst 33258 (Sigma) and photographed
under fluorescence microscopy.

Figure 3: Morphology of MCF-7 cells after incubation with AS and H,0, or DEA-NO
and H,0, observed by phase-contrast microscope. (A) non-treated cells; (B) after
incubation for 6 h in the presence of 250 uM AS and 500 uM H2O; (C) after incubation
for 6 h in the presence of 500 #M each of AS and H2O; (D) after incubation for 8 h in the
presence of 500 uM each of AS and HxO. with 1.5 mM deferoxamine; (E) after
incubation of 6 h in the presence of 500 uM H,O, alone; (F) after incubation for 6 h in the
presence of 250 M DEA-NO and 500 M H:O; (G) after incubation for 6 h in the
presence of 500 #M each of DEA-NO and HO; (H) after incubation for 8 h in the

presence of 500 uM each of DEA-NO and H,O; with 1.5 mM deferoxamine.
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Figure 4: Levels of 8-oxo-dG (umol 8-oxo-dG/mol dG) in MCF-7 cells incubated in
the presence of AS or DEA-NO with or without H,0,. DNA was extracted from MCF-7
cells incubated for 6 h in the presence of 500 M of AS or DEA-NO with or without 500
UM H:0,. After enzymatic digestion, levels of 8-oxo-dG and dG were analysed by HPLC
using an electrochemical detector and a UV detector, respectively, as described in

materials and methods.
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Le NO est un composé a facettes multiples qui exerce des effets cellulaires
variés que nous avons tenté d’étudier dans leur globalité. Le NO peut réagir
avec d’autres composés azotés et oxygénés pour former des espéces plus
toxiques qui peuvent induire une peroxydation lipidique ou réagir avec les
protéines. Celles-ci sont capables d‘oxyder les groupements thiols pour former
des nitrosothiols, des ponts disulfures ou réagir avec leurs métaux de transition
tels que le fer, le cuivre et le zinc. Le NO et ses dérivés peuvent aussi réagir
avec les résidus tyrosine de certaines protéines pour former des résidus
nitrotyrosine et ainsi inhiber leur activité. Le NO et ses dérivés produisent
également des lésions sur ADN de natures variées dont certaines sont pro-
mutagéniques.

Le NO produit par la iNOS, exprimée fortement lors du processus
inflammatoire, apparait étre impliquée dans la cancérogenese. Cependant, de

part les multiples effets qu'il exerce, il joue un réle complexe.

Afin de mieux comprendre l'implication du NO dans le développement d'un
cancer, nous avons étudié ses effets sur une protéine clé pour le maintien de
lintégrité génétique: la protéine onco-suppressive p53. Il est acquis que la
protéine p53 s’accumule dans le noyau des cellules traitées par un donneur de
NO', probablement par lintermédiaire des lésions sur 'ADN qu'il provoque
(Forrester, 1996).

Nous avons fait 'hypothése que, dans des tissus enflammés de fagon
chronique, le NO pourrait favoriser I'apparition d’'un cancer en inhibant I'activité
de p53. Nous nous fondons sur les résultats d‘une étude précédente menée au
laboratoire montrant que le NO induit un changement de la conformation de p53
in vitro et que la protéine perd son activité de liaison spécifique & 'ADN pour
des concentrations de NO relativement élevées. Dans un premier temps, nous
avons examiné l'éventualité que le NO puisse réagir directement avec la
protéine p53. Nous avons choisi d’'étudier la possibilité que le NO forme des
résidus nitrotyrosine sur la protéine p53, comme il a été observé pour d'autres

protéines. Nous avons démontré, par une technique d'immunoprécipitation,
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qu’un traitement par un donneur de NO (le GSNO) induit la formation de résidus
nitrotyrosine sur la protéine p53 des cellules traitées. Ces résultats mettent en
évidence que le NO peut réagir chimiquement avec cette protéine, ce qui
suggere que les relations NO/p53 sont encore plus complexes que ce qui avait
été montré précédemment. La formation de résidus nitrotyrosine peut étre
considérée comme une nouvelle modification post-traductionnelle de p53. Il est
maintenant bien établi que les modifications post-traductionnelles de p53 jouent
un rble majeur pour son activation, sa dégradation et sa fonctionnalité (Ashcroft
and Vousden, 1999; Gu and Roeder, 1997a).

Il serait trés intéressant, dans I'avenir, de caractériser la (les) tyrosine(s)
concernée (s) par cette réaction de nitration. Pour cela, il faudrait pouvoir
obtenir une quantité de protéine p53 recombinante humaine importante (de
l'ordre du mg). La protéine recombinante serait ensuite incubée in vitro en
présence d'un donneur de NO, digérée enzymatiquement et les fragments
peptidiques seraient analysés par HPLC pour déterminer quels sont les
peptides nitrés. Aprés avoir été purifiés, ils seraient séquencés ce qui
permettrait d'identifier quelles sont les tyrosines nitrées. Une analyse en
spectrométrie de masse permettrait de connaitre combien de 'résidus
nitrotyrosine sont présents par molécule de p53 car un groupement nitro rajoute
une masse de 45 Da. Une telle investigation permettrait d‘appréhender plus
précisément les effets de cette nitration. En effet, les conséquences ne sont pas
les mémes si la tyrosine concernée se trouve dans la partie N ou C terminale ou
encore dans la région de liaison a 'ADN car chacun de ces domaines posséede
des fonctions bien particuliéres (cf analyse bibliographique). Par la suite, il serait
également intéressant de muter cette ou ces tyrosines de p53 et d'étudier la
fonctionnalité de la p53 ainsi modifiée afin de déterminer s'’il s’agit d'un résidu
important pour sa fonctionnalité. Si tel était le cas, on peut imaginer que I'ajout
d'un groupement nitro rende ce résidu tyrosine inapte & subir une modification

post-traductionnelle (par exemple, la phosphorylation).
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Nous pouvons supposer également que la présence de résidus nitrotyrosine
pourrait induire un changement de conformation de la protéine. Crow et coll ont
montré que les tyrosines se trouvant & proximité d'un résidu glutamate avaient
plus de chances d’étre nitrées (Crow et al., 1997). Sur la p53 humaine, 3
tyrosines correspondent & ce critére. Deux sont situées dans la région centrale
de la protéine (Y 205 et Y 220) et l'autre (Y 327) est localisée dans partie C
terminale, siége de diverses modifications post-traductionnelles. Celle-ci est
proche de la lysine 320 (qui est acétylée lors de l'activation de p53) et elle
appartient au domaine de tétramérisation.

Une étude plus large a permis de dégager d’autres critéres importants qui
déterminent la sensibilité & la nitration des tyrosines (Souza et al., 1999a). Ainsi,
les résidus tyrosine qui sont situés a la surface de la molécule, sur une boucle
et proches d’un acide aminé acide sont particuliérement sensibles & la nitration.

L'idéal serait bien évidemment d'étre en mesure de détecter des NTYR sur
la p53 de tissus humains tumoraux afin de vérifier que cette modification est
réellement physiologique. Pour réaliser ce projet, il faudrait analyser des
biopsies de tissus tumoraux en utilisant une technique d'immunoprécipitation,
comme nous avons procédé pour les cellules en culture. La présence de NTYR
a été mise en évidence sur des tissus humains de patients atteints par diverses
maladies liées & une inflammation chronique mais les protéines concernées
n'ont pas été identifiées (Ischiropoulos, 1998).

Nous ne pouvons cependant exclure qu'il puisse exister d'autres
modifications sur p53 induites par le NO car cette protéine posséde certaines
caractéristiques qui en font une cible privilégiée pour le NO. En effet, c’est une
protéine dont la structure tertiaire du domaine de liaison & 'ADN contient un
atome de zinc coordonné de fagon tétrahédrique avec 3 cystéines et une
histidine. L'atome de zinc est nécessaire pour que p53 se trouve dans sa forme

sauvage et si celui-ci est substitué par un métal tel que le cadmium, la protéine
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adopte un phénotype immunologique mutant et elle est inactive (Meplan et al.,
1999b).

L‘état réduit des cystéines est indispensable pour qu'elles puissent se lier
au zinc et donc pour lier spécifiquement 'ADN. Le NO peut réagir avec les thiols
de p53 pour former des nitrosothiols ou des ponts disulfures. Or, la
fonctionnalité de p53 est régulée de facon redox (Meplan et al., 2000; Parks et
al., 1997). Par exemple, la thioredoxine augmente l'activité transactivatrice de
p53. Il a été montré, dans notre laboratoire, que le NO pouvait induire la
formation de ponts disulfures sur p53 et altérer sa conformation in vitro (Calmels
et al., 1997).

Nous proposons que le NO, en réagissant directement avec p53, pourrait
inhiber, du moins partiellement, sa fonctionnalité bien que le niveau de la
protéine soit augmenté. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons étudié les
effets du NO sur une des fonctions biologiques de p53: la réponse des
radiations ionisantes. La protéine p53 est, en effet, un point de controle
essentiel pour stopper la prolifération cellulaire aprés exposition & des radiations
y (Kuerbitz et al., 1992).

Alors que les cellules exposées a une irradiation seule s’arrétent dans leur
cycle en phases G1 et G2, les cellules qui ont été pré-incubées en présence de
GSNO ont perdu leur capacité a s’arréter dans leur cycle. Cette perte de
fonction cellulaire est corrélée avec la perte d'activité de liaison spécifique a
I'ADN de p53 et au fait que la protéine p21"#! ne s'accumule pas. Ceci signifie
que la protéine p53 a perdu sa capacité a transactiver des génes codant pour
des protéines impliquées dans l'arrét cellulaire, en particulier p21"3'. Elle n’est
ainsi plus capable d’exercer sa fonction de suppresseur de tumeur. De plus, la
prolifération des cellules pré-exposées a du GSNO est plus importante que
celles des cellules contrdles. Ainsi, les cellules continuent a se diviser en
présence de lésions sur 'ADN induites a la fois par le NO et par lirradiation.
Ainsi, les cellules qui sont exposées a certaines doses de NO sont incapables
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de réagir a un second stress car leur protéine p53 est inactive, ce qui peut

conduire au développement d'anomalies génétiques.

Nos résultats montrent que la concentration en NO est critique. D'une part,
une concentration de 0.25mM n'est pas suffisante pour exercer un effet sur p53,
alors que 0.5 et 0.75mM GSNO empéchent p53 d'exercer sa fonction
transactivatrice. D'autre part, les cellules exposées pendant 16h en présence de
1mM GSNO deviennent apoptotiques, ce qui permet I'élimination des cellules
endommagées par le NO.

Quels sont les facteurs décisifs qui déterminent le choix entre 'arrét du cycle
cellulaire et I'apoptose? D'une fagon simpliste, on pense que l'arrét du cycle
cellulaire permet de réparer les lésions sur I'ADN et que lorsque les dommages
sont trop importants, la cellule “choisit I'apoptose“. Conceptuellement, cette
théorie se congoit trés bien mais elle est difficile & expliquer sur le plan
moléculaire. Par exemple, p53 transactive a la fois des génes cibles impliqués
soit dans l'arrét du cycle soit dans l'apoptose. Il a été rapporté qu'une
expression accrue de p21V®' prévenait I'apoptose (Bouvard et al., 2000;
Gorospe et al., 1997) et que le clivage de cette méme protéine précéde
lapoptose (Gervais et al., 1998; Zhang et al., 1999).

Il est possible que lorsque p53 est impliquée, ce soit la nature méme du
stress qui détermine quelle (s) kinase (s) est activée (exemple I'ATM, apres les
radiations ionisantes) et par |4 méme la décision entre l'arrét du cycle et
l'apoptose. Une publication du mois de septembre de cette année a montré
I'existence d’un nouveau géne cible pro-apoptotique de p53, p53A/P1 (Oda et
al, 2000). De plus, linduction de I'apoptose par cette protéine est directement
corrélée avec la phosphorylation de la Ser 46. Ces auteurs proposent qu‘a un
stade précoce de I'activation de p53 aprés des lésions génotoxiques, les ser 15
et 20 soient phosphorylées, ce qui conduit & la transactivation de génes
impliqués dans I'arrét du cycle cellulaire, tel que p21"*"'. En revanche, lorsque
les lésions sont sévéres et que la réparation de '’ADN est impossible, la Ser 46
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serait activée, ce qui conduirait a un changement de la conformation de p53
pour que celle-ci ait une meilleur affinité pour les promoteurs de génes pro-
apoptotiques, tel que p53AIP1.

Nous avons ensuite tenté de déterminer si I'apoptose était dépendante ou
non de p53 dans notre modéle. Messmer et Brune ont montré précédemment
que l'apoptose induite par le NO pouvait se passer par voie dépendante ou
indépendante de p53 chez des macrophages Raw 264.7 (Messmer and Brune,
1996). Etant donné qu'il existe de grandes variabilités entre les types cellulaires
a propos de l'apoptose provoquée ou non par le NO, nous avons choisi d'utiliser
les cellules MN1/MDD2 qui sont dérivées des cellules MCF-7. Les cellules
MDD2 ont été transfectées de facon stable par un plasmide Neo qui exprime
une séquence DD2 qui code pour un peptide correspondant au domaine de
tétramérisation de p53. L'expression de DD2 inactive p53 (Bacus et al., 1996;
Shaulian et al., 1992). Les cellules MN1, qui ont été transfectées par le
plasmide Neo vide, expriment une p53 active.

Nous avons été tres surpris de constater que ces deux types cellulaires
étaient insensibles au GSNO, bien que les MN1/MDD2 soient dérivées des
MCF-7. Ceci souléve un point trés important qui est la différence de sensibilité
des lignées cellulaires vis a vis du NO. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer
cette différence entre les MCF-7 et les MN1/MDD2.

Il est possible que la sélection des MN1/MDD2 par un antibiotique ait
favorisé le développement de cellules pius résistantes en général. Il est
envisageable que les MN1/MDD2 possedent des systémes de défense anti-
oxydants en plus grande quantité que les MCF-7, en particulier le glutathion. En
effet, nous avons observé qu'un antioxydant tel que la L-NAC (N-Acétyl
Cystéine), protége les cellules MCF-7 de I'apoptose. L'effet protecteur de la L-
NAC proviendrait de sa capacité a augmenter le niveau intracellulaire de GSH
(Oka et al,, 1993) ou éventuellement en augmentant I'expression de Bcl2
(Voehringer, 1999). Il a été proposé précédemment que le NO pouvait faire
chuter le niveau de GSH, ce qui entraine un changement de la perméabilité
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mitochondriale qui résulte en la libération du cytochrome c et qui, par
conséquent, provoque l'apoptose (Ghibelli et al., 1999). Il a été également
montré qu'une sur expression de la thioredoxine protégeait les cellules de

l'apoptose induite par le NO (Ferret et al., 2000).

De plus, il existe de nombreux variants de la lignée MCF-7 (Burow et al.,
1998), ce qui pourrait expliquer les différences qui existent entre les MCF-7 et
les MN1/MDD2. En effet, il est possible que les MN1/MDD2 aient été créées a
partir d'une lignée MCF-7 différente de celle employée dans notre laboratoire.
Par exemple, il existe des cellules MCF-7 qui 'sont résistantes au TNFo. Cette
insensibilitt au TNFo est due a l'expression d'une p53 mutante et la re-
introduction du géne sauvage TP53 rend les cellules réceptives & cette cytokine
(Cai et al., 1997; Shatrov et al., 2000). De plus, les variants de MCF-7 résistant
4 l'apoptose induite par le TNFo possédent des niveaux d'expression plus
élevés de Bcl2 et plus faibles de Bax (Burow et al., 1998).

Il serait trés intéressant de poursuivre ces travaux sur 'apoptose induite par
le NO et de comparer la sensibilit¢ de nombreux types cellulaires afin de
déterminer pourquoi certaines cellules sont sensibles au GSNO alors que
d’autres ne le sont pas. Il a été également miontré que les MCF-7 n'expriment
pas une caspase 3 active, bien gu’'elles conservent leur potentiel apoptotique
(Kirsch et al., 1999; Kurokawa et al., 1999} Comment les cellules MCF-7
gérent-elle leur manque de caspase 3 ? Scaffidi et coll ont proposé l'existence
de 2 types cellulaires, déterminés par la voie -apoptotique empruntée, et ils ont
suggéré que la caspase 8 pourrait remplacer la caspase 3 pour cliver les

substrats apoptotiques (Scaffidi et al., 1999).

De plus, le NO a été rapporté comme étant un agent pro ou anti-apoptotique,
selon différents auteurs. Ainsi, il a été mbnitré que le NO pouvait bloguer
'apoptose en inhibant I'activité de la caspase 3 (Haendeler et al., 1997; Kim et
al., 1997; Rossig et al., 1999). Cependant, de nombreuses autres études ont

mis en évidence que le NO induisait I'apoptose chez différents types cellulaires
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(Albina and Reichner, 1998; Brune et al., 1998; Hortelano et al., 1997; Murphy,
1999). Il doit certainement exister des facteurs déterminant la susceptibilité au
NO que certains types cellulaires posséedent et d’autres pas, mais ceux-ci n‘ont

pas encore été déterminés.

Il a été montré qu'une sur-expression de Bcl-2 favorisait la résistance a
I'apoptose induite par le NO, ce qui suggére que I'apoptose induite par le NO
dépend de la voie mitochondriale ou le couple Bax/Bcl2 occupe une place
prépondérante (el-Deiry et al., 1993). De plus, il a été montré que le NO
provoquait un changement de la perméabilité mitochondriale (Hortelano et al.,
1997) et que ce processus pouvait résulter de la formation de résidus NTYR sur
le cytochrome ¢ (Hortelano et al., 1999). Trés récemment, une étude a montré
que le NO provoquait la libération du cytochrome ¢ dans le cytoplasme des
cellules MCF-7 et que l'apoptose était indépendante de la voie du récepteur
CD95 (Umansky et al., 2000).

Une accumulation de publications suggére que I'un des événements décisifs
pour l'apoptose consiste en la perméabilisation des membranes
mitochondriales. De multiple voies de transduction du signal convergent en
direction de la mitochondrie. La perméabilité de la membrane mitochondriale
déterminée par un rapport Bax/bcl2 élevé représenterait un point déterminant la
décision entre la vie et la mort (Jacotot et al., 2000). En effet, la perméabilisation
des membranes permet la libération de facteurs solubles tels que le cytochrome
c, qui en se liant a Apaf-1 active la caspase 9, et I'AIF, une flavoprotéine qui est
une nucléase (Jacotot et al., 2000).

Dans nos conditions expérimentales, nous avons observé la transactivation
du géne pro-apoptotique Bax. Nous avons ainsi confirmé les résultats publiés
par Messmer et Brune qui montraient qu’'un traitement par un donneur de NO
induisait I'accumulation de p53, suivie de celle de Bax puis de I'apoptose
(Sandau et al.,, 1997). Néanmoins, cette transactivation de Bax pour des
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concentrations de 0.5mM et 1mM de GSNO semblait infirmer nos resultats
montrant la perte d’activité de liaison & FADN de p53 pour une concentration de

imM GSNO. Pour résoudre ce probléme, nous avons utilisé une lignée

humaine de carcinome de colon: les HCT116 qui existent en 2 génotypes : p53°

" et p53*"*. Nous avons observé que Bax s’'accumule chez les cellules traitées
par 0.5mM et 1mM de GSNO et ce, aussi bien chez les cellules possédant p53
que chez les cellules nulles pour p53. Ce résultat original montre que Bax peut
s’accumuler de facon indépendante de p53. Ceci est en accord avec les toutes

nouvelles observations de Oda et coll (2000).

Il serait intéressant de poursuivre nos travaux en étudiant la libération du
cytochrome ¢ dans le cytoplasme afin d’étre sirs que le NO induise 'apoptose
par voie mitochondriale dans nos conditions expérimentales. Il est, en effet,
important de ne pas oublier que Bax n'est qu'un des points de départ du
processus apoptotique. Examiner l'effet d’'une sur-expression de Bcl2 sur

I'apoptose induite par le NO pourrait également compléter ce travail.

Nous expliquons donc la succession des événements observés aprés un
traitement par un donneur de NO de maniére différente de ce qui avait été
montré précédemment (Messmer and Brune, 1997; Sandau et al., 1997). Nous
pensons que ces phénoménes concomitants ne sont pas liés de fagon causale.
En effet, pour une concentration de 1mM GSNO, p53 perd sa capacité a
transactiver ses génes cibles et Bax peut étre transactivé de maniere
indépendante de p53. Nos résultats suggérent que, dans notre modéle,
l'apoptose se produierait par voie mitochondriale bien qu'il ne soit pas connu
précisément comment les MCF-7 géerent leur manque de caspase 3.

Il existerait donc une relation complexe entre le NO et p53 ou le NO induirait
d'une part, 'accumulation de la protéine p53 (probablement par les Iésions sur
I'ADN qu'il provoque en réagissant avec d'autres espéces réactives) et ou,
d’autre par, il inhiberait partiellement I'activité de p53 par réaction chimique. Les
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conséquences biologiques des effets du NO sur p53 sont de deux ordres. 1)
L’inhibition de la fonction de p53 par le NO laisse se diviser les cellules qui ont
été endommagées, ce qui permet la propagation des lésions oncogéniques sur
les cellules filles. 2). L'inhibition de l'arrét du cycle cellulaire permet une autre
réponse cellulaire : I'apoptose. Dans le premier cas, I'exposition au NO est
susceptible de provoquer [lacquisition et l|a propagation de Iésions
oncogeéniques. Ceci se passerait plutdét a des concentrations intermédiaires de
NO, lorsque p53 est inactivée mais que la quantité de NO n'est pas suffisante
pour induire 'apoptose. Dans le second cas, lorsque la quantité de NO est plus

importante, les cellules subissent le
processus apoptotique qui permet d’éliminer les cellules endommagées.

Il a ét¢ montré que p53 régule la production de NO en inhibant la
transcription de la iINOS. Cependant, en cas d'exposition a de fortes quantités
de NO, il est tout a fait possible qu’elle en soit devenue incapable. Le fait que
des marqueurs de la production d’espéces réactives de I'oxygéne et de I'azote
tels que la 8-oxo-dG et les NTYR puissent éire détectés dans des tissus
enflammés suggére qu'effectivement, 28 un moment donné, la régulation
négative de p53 sur la iINOS n’agit plus ou n'est pas suffisante pour maintenir un
niveau faible de NO dans les cellules.

Il serait intéressant de vérifier expérimentalement que de fortes quantités de
NO peuvent inactiver la capacité de p53 a réprimer la transcription de la INOS
par p53. Des résultats préliminaires, obtenus par Western blot (non présentés),
semblent confirmer cette hypothése mais il serait nécessaire d'étudier
egalement I'expression de I'ARN messager de la iNOS.

Afin de mieux appréhender les interactions complexes qui existent entre le
NO et p53, notre laboratoire a lancé le développement de souris déficientes a la
fois pour le géne TP53 et pour celui de la INOS. Ces souris seront obtenues par
croisement entre souris iINOS™ et souris p53”. Le développement de cette

202



nouvelle lignée a débuté il y a environ un an et demi et ces souris seront
établies définitivement d'ici quelques mois. Ce modéle permettra, par
comparaison avec les souris iNOS™ et les souris p53” de déterminer, in vivo, la
régulation de la INOS en présence et en l'absence de p53. Il sera également
possible de comparer le développement tumoral de ces souris soumises a des

agents infectieux.

Il est connu depuis longtemps qu'une inflammation chronique favorise le
développement d’'un cancer, ce qui est illustré par I'association entre les
infections schistosomiales et le cancer de la vessie, l'infection par Helicobacter
Pylori et les cancers gastriques, le virus de 'hépatite et le carcinome
hépatocellulaire. Notre hypothése permettrait d‘expliquer comment des tissus
enflammés, qui atteignent de fortes concentrations de NO (voir plus loin),
peuvent devenir tumoraux. Une fois p53 inactivée, les |ésions sur I'ADN induites
par le NO et ses dérivés peuvent passer a travers les mailles du filet de
protection assuré pér p53. De plus, les cellules ainsi sensibilisées ne sont plus
capables de faire face & un second stress. Bien que p33 soit rapidement
renouvelée, comme I'exposition au NO est constante, d’autres lésions peuvent
se produire sans que p53 puisse exercer ses fonctions onco-suppressives.
Ainsi, bien qu'aucune mutation ne soit détectée sur le géne TP53, la protéine
peut étre présente sous forme inactive et favoriser un processus cancérogene.
Dans certaines tumeurs, notamment dans le cas du cancer du sein, le gene est
intact mais la protéine est inactivée par séquestration dans le cytoplasme (Moll
et al., 1992; Moll et al., 1995). Ainsi, des évenements épigénétiques de nature
variée peuvent se produire et inactiver la protéine. Il est tout a fait probable que
seule une partie de la p53 soit concernée par cette inactivation induite par le
NO, mais que cela suffise que pour la réponse cellulaire ne soit pas adaptee.

Deux équipes ont récemment identifié la protéine MIF . (Macrophage
migration Inhibitory Factor), produite par les macrophages et les lymphocytes T,
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qui inhibe l'activité de transactivation transcriptionnelle de p53 (Cordon-Cardo
and Prives, 1999; Hudson et al., 1999). L'effet de cette cytokine a permis de
rapprocher inflammation et cancer bien que la voie par laquelle MIF inactive p53

ne soit pas encore connue.

Dans la deuxiéeme partie de ce travail, nous avons adopté une approche
plus chimique afin de mieux comprendre les différentes réactions dues au NO et
a ses derivés. Nous nous sommes intéressés aux types de Iésions sur 'ADN et
a la cytotoxicité provoqués par les espéces réactives de I'oxygéne et de l‘azote.
Nous avons comparé les effets du NO" et du NO™ en présence ou en I'absence
de H:0; et d’'ions métalliques de transition. Nous avons montré que le NO et le
H>O. agissent de fagon synergique, en présence d'ions métalliques de
transition, pour induire des cassures simple et double brins et pour former de la
8-oxo-dG sur de PADN plasmidique, in vitro. De plus, le mélange NO
/H202/CuClz produit des lésions préférentiellement sur les résidus thymines
situés sur les séquences suivantes: 5-CTG-3', 5-GTG-3' et 5-GTA-3". La
formation de lésions spécifiquement sur les résidus thymines est caractéristique
du complexe Cu'*-OOH qui est créé par l'incubation d’ascorbate, de GSH ou de
NADH en présence de HxO; et de CuCl, (Oikawa and Kawanishi, 1996).

En fait, le NO™ agit comme un agent réducteur (au méme titre que le GSH,
le NADH, I‘ascorbate...) pour former du radical hydroxyle en présence de Fe**
et un complexe Cu'*-OOH en présence de Cu®** qui posséde les mémes
propriétés oxydantes que le radical hydroxyle.

In vitro, le NO* (délivré par du DEA-NO) en présence de H,O; n'exerce pas
les mémes dommages sur ’ADN que le NO". Cependant, le NO", tout comme le
NO;, agit de fagon synergique avec le H>O, pour exercer des effets cytotoxiques
sur les cellules MCF-7 en culture.

La formation de 8-oxo-dG a été confirmée sur ADN de cellules MCF-7
traitées simultanément par du NO™ ou du NO' en présence de H,0,. En ce qui

concerne lincubation en présence de NO/H;O,, la formation de 8-oxo-dG est
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synergique alors que pour NO/H,0, la formation de cette base oxydée résulte
de 'addition de la production provoquée par les 2 composés separes.

Nous avons ensuite montré que ces 2 mélanges conduisaient a une mort
cellulaire par apoptose (caractérisée par DNA ladder et coloration par Hoechst).
La modification morphologique, observée par microscopie, est perceptible plus
rapidement dans le cas de NO/H,0. que dans celui de NO/H20,. De plus, nous
avons montré que la présence d'un chélateur du fer (la deféroxamine) prévient
I'apoptose provoquée par les deux mélanges, démontrant ainsi I'implication des
métaux de transition. L’ensemble de nos résultats suggérent que le radical
hydroxyle serait I'espéce réactive responsable de I'apoptose induite par ces
deux mélanges.

Des expériences étudiant la formation de 8-oxo-dG dans des cellules en
culture exposées aux mélanges NO/H,O, et NO/H:O, en présence de
déferoxamine viendront compléter ces résultats. Nous espérons que ceux-Ci
permettront de montrer que le chélateur de fer inhibe la formation de 8-oxo-dG,
tout comme I'apoptose, ce qui permettrait de lier définitivement la production de
radical hydroxyle avec 'induction de I'apoptose que nous observons.

Il serait intéressant, par la suite, de quantifier les lésions induites sur 'ADN
et d'étudier le type de lésions qu'induisent les mélanges NO/H;0, et NO/H20..
Pour se faire, l'utilisation du test comeéte serait pertinente et nous permettrait de
quantifier les cassures simple et double brins.

Pour comparer la toxicité du NO™ par rapport a celle du NO', en présence de
H20,, nous avons utilisé un donneur de NO" qui posséde la méme demi-vie que
celle du donneur de NO™ (2.5 min). Nous avons donc utilisé le DEA-NO, et non

pas le GSNO comme dans les études précédentes, car le GSNO a une demi-vie
de I'ordre de quelques heures. On aurait pu observer des effets différents entre

le NO™ et le NO" qui auraient été dus non pas a la nature du composé mais a la

différence de demi vie entre les 2 donneurs de NO.
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Le facteur limitant de toutes les études portant sur le NO est l'utilisation de
donneurs de NO. Il existe plusieurs types de donneurs qui délivrent du NO avec
des cinétiques différentes et qui ne libérent pas toujours exactement le méme
composé. Comme nous l'avons vu, la nature du composé chimique est trés
importante vis a vis des réactions gu’il induit. Ceci a été illustré dans la
publication 3, ol nous avons montré que les différents donneur de NO ne
possédent pas le méme pouvoir de nitration. De plus, nous avons remarqué, en
utilisant la méthode de Griess pour mesurer I'accumulation des nitrites et des
nitrates, que le GSNO libére beaucoup plus de NO dans le milieu de culture
cellulaire que dans du PBS ou tout autre tampon utilisé pour les expériences in
vitro. En effet, la présence de certains composés tels que I'acide ascorbique, le
Cu*, et le GSH facilitent la dissociation du GSNO (Singh et al., 1996a; Singh et
al., 1996b; Smith and Dasgupta, 2000b).

Nous avons choisi, pour nos expériences avec des cellules, d'utiliser le
GSNO car il se décompose lentement et refiete le mieux les conditions
inflammatoires. En effet, il est naturellement présent dans des conditions
physiologiques et joue, en quelque sorte, un réle de réservoir a NO. Il a été
montré que TmM GSNO génére 1 a 4 uM/min de NO dans un milieu de culture
cellulaire contenant 10% de serum (Wink et al., 1996), ce qui correspond a ce
que nous avons mesuré dans nos conditions expérimentales. Il a été mesuré
que la iINOS produit de I'ordre de 0.55 a 10 nmol/min/g tissue, soit 0.55 a 10
uM/min, dans la muqueuse enflammée de patients atteints de colite ulcérante,
(Boughton-Smith et al., 1993; Rachmilewitz et al., 1995). Ces données indiquent
que 1mM GSNO permet d'obtenir une concentration de NO voisine de celle
atteinte dans des tissus enflammés de facon chronique.

En fait, le NO n’agit pas seul, mais réagit avec d’autres composés (en étant
aussi bien sous forme de monoxyde d'azote que sous forme d’anion nitroxyle)
pour former des composés plus toxiques. Nous avons montré que le NO et ses
dérivés induisent des lésions sur 'ADN et réagissent avec la protéine p53, qui a
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justement pour réle de reconnaitre les dommages sur 'ADN et de diriger la
cellule soit vers l'arrét du cycle, soit vers I'apoptose pour éliminer les cellules
trop endommagées. On peut imaginer que la cellule utilise 'ADN comme
intégrateur de différents stress et que la cellule a & sa disposition de nombreux
outils pour réparer ou éliminer les cellules endommagées. Lorsque ces
«verrous» sont altérés, les Iésions génomiques s'installent et un cancer peut se

développer.

Doit-on utiliser des inhibiteurs de la production de NO comme agents
chimioprotecteurs?

Répondre a cette question n'est pas simple car, comme nous l'avons
évoqué précédemment, le NO joue un rble ambivalent dans le processus de
cancérogenése. En fait, le NO exerce une action non spécifique et ses effets
dépendent de sa quantité, de la nature des cellules exposées et du micro
environnement radicalaire. Il est plus correct de parler d'espéces réactives de
'oxygéne et de I'azote dans leur ensemble plutét que du NO par lui-méme car
comme nous l'avons vu, le NO peut étre réduit en anion nitroxyle et il réagit
avec d'autres espéces pour en former d'autres plus toxiques. Lors de
linflammation, du peroxyde d’hydrogéne est également formé et potentialise
I'effet cytotoxique du NO.

L’augmentation des facteurs de risque sur les tissus enflammeés et I'effet
pro-mutagéne du NO et de ses dérivés suggeérent une action pro-cancérogéne
du NO. Certaines tumeurs expriment de la NOS (inductible ou constitutive,
selon le type cellulaire) et le NO exerce des effets immunosuppressifs (Lejeune
et al., 1994; Salvucci et al., 1998). Ainsi, les cellules tumorales, en produisant
du NO, se protegeraient contre les actions immunologiques de I'héte. D'autre
part, le NO et ses dérivés exercent une action cytotoxique. L'extrapolation de
ensemble de ces données peut conduire a I'hypothése que la réponse de
l'organisme contre les cellules tumorales soit essentiellement cytotoxique car
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les actions immunologiques des cellules NK et des lymphocytes T sont inhibées
par la présence de NO.

Les conséquences de l'action cytotoxique du NO sont complexes & analyser
car il s'agit d'une action non spécifique, contrairement a la réponse
immunologique qui est trés ciblée. Lorsque I'action cytotoxique se limite a lutter
contre les invasions des bactéries ou contre les cellules tumorales, 'action peut
étre considérée comme bénéfique. Néanmoins, lorsque cet effet cytotoxique
s’exerce sur des cellules saines, le NO agit au détriment de I'organisme.

Lors d'une inflammation chronique, il serait trés intéressant de limiter la
production massive de NO par la iNOS, tout en gardant la production contrélée
et nécessaire du NO par la eNOS et la nNOS. La iINOS et la eNOS présentent
de grandes homologies pour les interactions entre protéine/cofacteur et la
protéine/substrat, d’ou la difficulté de développer des inhibiteurs trés spécifiques
d’'une isoforme. Cependant, la détermination des structures cristallographiques
ont mis en évidence des petites différences qui pourraient permettire de créer
des inhibiteurs spécifiques de la INOS (Fischmann et al., 1999).
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Modifications of p53 protein and induction of apoptosis by
NO and its derivatives: mechanisms of reactions and
implication in carcinogenesis.

ABSTRACT

The aim of this study is to better understand the role of nitric oxide (NO") and
its derivatives in carcinogenesis. In the first part of this work, we have shown that
a treatment by a NO donor, S-nitrosoglutathione (GSNO), induced an
accumulation of the tumor suppressor p53 protein but inhibited its DNA binding
activity and its anti-proliferative function. We have hypothesized that this
altergtion of p53 could be due to modification(s) of p53 protein by NO and its
derivatives. We found that NO" (and/or its derivatives) reacted with p53 protein to
form nitrotyrosine residues. We have also observed that 1mM GSNO induced
apoptosis that was well correlated with the accumulation of the pro-apoptotic
protein Bax, one of the target genes of p53. Nevertheless, we have also
demonstrated that Bax could accumulate by a p53 independent pathway.

Thus, partial inactivation of p53 through overproduction of NO' could occur in
inflamed tissues, playing an important role in cell death control and tumor
development.

In the second part of this work, our purpose was to determine chemical
reactions that could occur between some reactive species produced during the
inflammatory process. We have found that, in vitro, the reaction between nitroxyl
anion (NO) and H;0;, in the presence of metal transition ions, induced the
formation of 8-oxo-deoxyguanosine and of malondialhehyde from deoxyribose
that was inhibited by radical hydroxyl chelators. We proposed that NO™ behaved
as a reductor agent to form hydroxyl radical in the presence of H.O. and ions
metallic transition ions. Formation of 8-oxo-deoxyguanosine was also found in
MCF-7 cells exposed to NO/H,O, and NO'/H;O,. Furthermore, these
compounds induced rapidly apoptosis, which could be inhibited by the iron
chelator deferoxamine, demonstrating the importance of transition metallic ions
for the toxicity of NO/H202, and NO/H20,.
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Modifications de la protéine p53 et induction de I'apoptose par
le NO et ses dérivés: mécanismes réactionnels et implication
dans la cancérogenése.

RESUME

Le but de cette étude est de mieux comprendre le réle du monoxyde d'azote
(NO’) et de ses dérivés dans la cancérogenése. Dans la premiére partie de ce travail,
nous avons mis en évidence qu'un traitement par un donneur de NO;, le S-
nitrosoglutathion (GSNO) induit I'accumulation de la protéine p53 mais inhibe son
activite de liaison spécifique a I'ADN et sa fonction anti-proliférative. Nous avons fait
I'hypothese que cette altération de p53 pourrait étre due a des modifications de la
protéine provoquées par le NO" et ses dérivés. Nous avons montré que le NO réagit
avec la protéine p53 pour former des résidus nitrotyrosines. Nous avons eégalement
observeé la mort par apoptose de cellules humaines mammaires tumorales (MCF-7)
traitées par 1TmM de GSNO, ce qui est corrélé avec I'accumulation de la protéine pro-
apoptotique Bax, un des génes cibles de p53. Nous avons cependant montré que
Bax peut s'accumuler de fagon indépendante de p53 aprés exposition a du NO-.

Une sur-production de NO" dans les tissus inflammés, pourrait donc provoquer une
inactivation partielle de p53, ce qui jouerait un réle important dans le dévelopement
d'un cancer et'le contréle de la mort cellulaire.

Dans la deuxieme partie de-ce travail, nous avons étudié les réactions chimiques
qu'il peut se produire entre différentes espéces produites lors de I'inflammation. Nous
avons montré, in vitro, que la réaction entre l'anion nitroxyle (NO) et H,O,, en
presence d'ions métalliques de transition, forme de la 8-oxo-déoxyguanosine et
produit du malondialdéhyde a partir de déoxyribose, ce qui est inhibé par des
chélateurs du radical hydroxyle. Nous proposons donc que le NO" se comporte
comme un agent réducteur pour former le radical hydroxyle en présence de H,0, et
d'ions métalliques de transition. La formation de 8-oxo-déoxyguanosine a été mise
en évidence sur 'ADN de cellules MCF-7 exposées aux mélanges NO/H,0, et
NO/H20,. De plus, ces deux mélanges induisent rapidement une apoptose qui peut
étre inhibée par un chélateur du Fer, la deféroxamine, ce qui montre l'importance
d'ions métalliques de transition pour la toxicité exercée par NO/H,0, et NO'/H,0,.
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Cancérogenése, p53, apoptose, inflammation, monoxyde d'azote, anion
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