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Résumé 

La fibrose hépatique est due à 1' accumulation exagérée de matrice 

extracellulaire et est la principale complication des maladies chroniques du foie, notamment 

virales et alcooliques. Il est maintenant bien établi que les cellules étoilées du foie jouent un 

rôle majeur dans ce processus. En effet, en cas d'atteinte hépatique, ces cellules acquièrent un 

phénotype myofibroblastique, synthétisent les composés fibrogéniques et prolifèrent. 

Etant donné l'intérêt thérapeutique de limiter 1' accumulation des cellules étoilées du 

foie myofibroblastiques, au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés aux facteurs et 

aux mécanismes contrôlant la prolifération de ces cellules. Nous avons mis en évidence le 

rôle central de la cyclooxygénase-2, l'enzyme clef de la synthèse de prostaglandines, dans les 

effets antiprolifératifs de l'endothéline-1 (ET-1) et du facteur nécrosant de tumeur (TNF). 

Nous avons également caractérisé les mécanismes impliqués dans l'induction de la 

cyclooxygénase-2 et démontré l'importance du facteur de transcription NF-kappa-B. Par 

ailleurs, nous avons mis en évidence qu'un sphingolipide, la sphingosine-1-phosphate, est un 

second messager antiprolifératif de l'ET-1, et que sa production conduit à l'induction de la 

cyclooxygénase-2. Enfin, nous avons démontré que 1 'effet mitogénique du « Platelet derived­

growth factor -BB » (PDGF-BB) et de la thrombine est la résultante d'une voie positive et 

d'une voie négative de régulation de la prolifération des cellules étoilées du foie 

myofibroblastiques. La composante négative implique la voie de la cyclooxygénase-2. 

L'ensemble de ces résultats met en évidence le rôle central de la cyclooxygénase-2 

dans l'inhibition de la prolifération des cellules étoilées du foie myofibroblastiques. Son 

induction pourrait jouer un rôle déterminant dans la régulation négative de la fibrose 

hépatique. 

3 



Abstraet 

Liver fibrosis is characterized by increased deposition and altered composition of 

extracellular matrix during chronic injury. Hepatic stellate cells play a pivotai role in the 

development of liver fibrosis associated with chronic liver diseases. During this process, 

hepatic stellate cells acquire an activated myofibroblast-like phenotype, proliferate and 

synthesize fibrosis components. Since accumulation of myofibroblastic hepatic stellate cells 

contribute to the increased deposition of extracellular matrix during chronic liver diseases, in 

this study, we have investigated the mechanisms that regulate proliferation ofthese cells. 

We show that cyclooxygenase-2, the rate-limiting enzyme in the production of 

prostaglandins play a central role in the antiproliferative effect of endothelin-1 (ET -1) and 

tumor necrosis factor-alpha (TNF). The mechanism of cyclooxygenase-2 induction involves 

activation of the transcription factor nuclear factor kappa B (NF-kappa-B). Furthermore, we 

demonstrate that the sphingolipid sphingosine-1-phosphate is an intracellular growth 

inhibitory mediator of endothelin-1, which induces cyclooxygenase-2. Finally, we show that, 

the mitogenic effect of platelet derived-growth factor-BB (PDGF-BB) and thrombin arises 

from the combined effect of positive and negative signais, the latter being mediated by 

activation of cylooxygenase-2. 

Taken together, these results suggest that cyclooxygenase-2 is central for growth 

inhibition of myofibroblastic hepatic stellate cells and may play a pivotai role in the negative 

regulation of li ver fibrosis. 
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INTRODUCTION GENERALE 
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La fibrose hépatique est la complication majeure des maladies chroniques du foie, 

qu'elles soient d'origine alcoolique, virale ou biliaire. En se déposant dans l'espace 

perisinusoïdal, elle constitue une néo-membrane basale qui modifie le phénotype des cellules 

environnantes, avec notamment une perte de la fenestration des cellules endothéliales 

sinusoïdales et une disparition des microvillosités hépatocytaires (Friedman, 1993). 

L'accumulation matricielle et les modifications cellulaires qui en résultent réduisent la 

perméabilité du sinusoïde et par voie de conséquence les échanges de substances solubles 

entre le compartiment sanguin et les hépatocytes, concourant au développement d'une 

insuffisance hépatique. Elle participe également au développement de 1 'hypertension portale 

en augmentant la résistance intrahépatique du fait des modifications anatomiques locales. La 

cirrhose représente son expression ultime, avec son cortège de complications sévères, et un 

risque élevé de carcinome hépatocellulaire. 

La compréhension des mécanismes contrôlant la fibrogénèse hépatique a connu un 

essor considérable depuis la fin des années 80, avec la démonstration du rôle central des 

cellules étoilées du foie (CEF). 

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés aux facteurs et aux mécanismes 

contrôlant la prolifération de ces cellules, dont l'accumulation excessive est un événement 

clef dans le développement de la fibrose hépatique. 

1. Le foie 

1. Anatomie du foie 

L'acinus est l'unité de structure du foie (Figure lA). ll est formé d'un espace 

triangulaire dont le sommet est l'espace porte et la base une ligne virtuelle réunissant 2 veines 

centrolobulaires. L'espace porte contient une branche de l'artère hépatique, une branche de la 

veine porte et un ou deux canaux biliaires. Les hépatocytes sont disposées en lame d'une 

seule cellule d'épaisseur. Ces lames délimitent des sinusoïdes à l'intérieur desquels se fait la 

circulation sanguine. L'ensemble des sinusoïdes converge vers les veines centrolobulaires qui 

elles-mêmes se réunissent pour former la veine sus-hépatique. Les sinusoïdes sont bordés par 

des cellules endothéliales. L'espace compris entre les hépatocytes et les cellules endothéliales 

est nommé espace de Disse (Figure lB). 
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2. Les cellules résidentes du foie 

Le foie adulte normal est composé d'au moins 6 populations cellulaires résidentes 

distinctes : les hépatocytes, les cellules épithéliales biliaires, les cellules endothéliales, les 

cellules de Kupffer, les pits cells et les cellules étoilées du foie (CEF). 

A. Les hépatocytes 

Les hépatocytes représentent environ 70 % des cellules du foie et ainsi forment la 

population hépatique la plus importante. Ils sont à 1 'origine des principaux métabolismes 

intrahépatiques comme la synthèse des protéines plasmatiques, la sécrétion de bile, de 

glucose ou le métabolisme de nombreux composés endogènes ou exogènes. 

B. Les cellules épithéliales biliaires 

Les cellules épithéliales biliaires bordent les canaux biliaires intrahépatiques. 

Certaines d'entre elles forment avec les hépatocytes, le canal de Hering qui transporte la bile 

depuis les canalicules biliaires vers les canaux biliaires interlobulaires situés dans 1' espace 

porte. Elles sont donc en contact étroit avec les hépatocytes. 

C. Les cellules endothéliales 

Les cellules endothéliales hépatiques, qui bordent le sinusoïde, sont particulières par 

leur cytoplasme fenêtré et 1' absence de membrane basale. Ces caractéristiques permettent un 

échange facile entre le sang et les hépatocytes sous jacents. 

D. Les cellules de Kupffer 

Ce sont les macrophages résidant dans le foie. lls sont habituellement localisés dans la 

lumière du sinusoïde au contact des cellules endothéliales, mais peuvent posséder des 

prolongements qui atteignent les hépatocytes. 

E. Les Pits cells 

Ce sont les lymphocytes résidents du foie. Ils possèdent des activités de type" Natural 

Killer ".ils sont visibles dans la lumière du sinusoïde mais peuvent avoir des prolongements 

pénétrant dans la barrière endothéliale. 

Les cellules étoilées du foie, auxquelles nous nous sommes intéressés au cours de ce 

travail et que nous allons décrire plus en détail dans le paragraphe suivant. 

8 



i\ 

CGIIule ép;théliae 
~iliaire -~~~~ 

.'\rtoro hëpatlquo Veine oo ie 

B 

(~ ellulcs itoilêes 
tl•• foie (CE .. ' t 

<o·o~ ~;;-:•''~"clç:: 
C cllules ~ndothHhdes ""-~,.:...r"' 

Figure 1 : Anatomie du foie 

ca-.a:cul& 
B liil:li·t.t 

s i11utïuida 

(A: Représentation d'un acinus B: Représentation des différents types cellulaires dans le sinusoïde) 

9 



H. Les cellules étoilées du foie 

1. Morphologie 

Les cellules étoilées du foie (CEF) sont également connues sous le nom de cellules de 

Ito, lipocytes hépatiques ou encore cellules périsinusoïdales (Pour revue : Blanc, Bioulac­

Sage & Rosenbaum, 1997; Hautekeete & Geerts, 1997). ll y a environ 5 CEF pour 100 

hépatocytes dans le foie humain. Les CEF ont une répartition relativement homogène dans le 

lobule et sont localisées dans 1' espace de Disse (Figure 1 ). Ces cellules possèdent un 

cytoplasme de grande taille qui est en contact avec les cellules endothéliales d'une part, et de 

nombreux hépatocytes d'autre part. Elles peuvent également interagir avec d'autres cellules 

étoilées ou des terminaisons nerveuses. Leur corps cellulaire contient de nombreuses 

gouttelettes de vitamine A compressant le noyau, un réticulum endoplasmique rugueux en 

quantité modérée, une faible quantité de mitochondries et enfin une arborisation 

caractéristique. 

Au cours des maladies aiguës ou chroniques du foie, les CEF subissent un processus 

d'activation et acquièrent un phénotype myofibroblastique ("activé" par opposition au 

phénotype normal dit« quiescent »). Elles perdent alors leur contenu lipidique et présentent 

des caractéristiques de myofibroblastes, notamment en exprimant l'isoforme de type 

musculaire lisse de l'alpha actine (Figure 2). Les CEF myofibroblastiques (CEFm) possèdent 

un appareil de Golgi conséquent, un réticulum endoplasmique rugueux abondant, une grande 

quantité d'éléments du cytosquelette et elles sont très souvent entourées de fibres de 

collagène interstitiel. In vitro, l'activation des CEF est observée lorsque les cellules 

fraîchement isolées adhérent sur plastique. 

2. Caractérisation des CEF quiescentes et myofibroblastiques 

Plusieurs techniques complémentaires aident à l'identification des CEF en 

microscopie. Elles reposent sur la mise en évidence de la vitamine A contenue dans les CEF 

quiescentes, ou sur la présence de marqueurs spécifiques des CEF quiescentes et 

myofibroblastiques. 

A. Mise en évidence de la vitamine A 

Sur coupe en congélation, la vitamine A fluoresce spontanément à 328 nm rendant 

ainsi sa détection aisée. Cependant, cette technique n'étant pas assez sensible chez l'homme, 
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la détection des protéines de transport de la vitamine A a été également utilisée. Enfin, en 

microscopie électronique, la vitamine A intracytoplasmique peut également être révélée par 

coloration à l'or (Hautekeete & Geerts, 1997). Ces méthodes ne permettent pas d'identifier 

les CEF myofibroblastiques, qui ont perdu leur contenu en vitamine A. 

B. Immunohistochimie 

Plusieurs marqueurs des CEF quiescentes et/ou myofibroblastiques ont été décrits. 

Cependant, leurs spécificités restent sujet à controverse car il existe d'une part des différences 

interespèces et d'autre part, une hétérogénéité des cellules à potentiel fibrogénique (Tableau 

I). 

Initialement, la caractérisation des CEFm était basée sur la présence d'alpha actine de 

type muscle lisse, de desmine et de vimentine. Chez le rat comme chez l'homme, les CEF 

myofibroblastiques sont caractérisées par la présence d'alpha-actine de muscle lisse (Iredale 

et al., 1998;Casini et al., 1993). La desmine est une molécule du cytosquelette, localisée dans 

les filaments intermédiaires des cellules musculaires. Cependant, chez le rat, 50% des CEF de 

la région centrolobulaire n'expriment pas ce marqueur (Ballardini et al., 1994; Ramm et al., 

1995). De plus, la desmine est présente dans les CEF quiescentes et myofibroblastiques de rat 

mais n'est pas exprimée par les CEF humaines (Schmitt-Graff et al., 1991). Enfin, la plupart 

des CEF de rat et humaines quiescentes et myofibroblastiques expriment également la 

vimentine, une protéine des filaments intermédiaires des cellules musculaires. (Casini et al., 

1993; Fujimoto & Singer, 1986; Geerts et al., 2001; Geerts et al., 1998; Wu, Tao & Cramer, 

1996a). 

De nouveaux marqueurs des CEF ont récemment été identifiés : la « glial fibrillary 

acidic protein » (GFAP), la «neural cell adhesion molecule» (N-CAM), l'epimorphine et 

plus récemment la nes tine. La GF AP est un composant majeur des filaments intermédiaires 

initialement découvert dans les astrocytes du système nerveux central. En 

immunohistochimie, sur coupe de foie de rat sain, la population de cellules exprimant le 

GF AP est située principalement dans la région centrolobulaire et est pratiquement inexistante 

dans 1 'espace péri portal. Les études de co localisation montrent des cellules exprimant la 

desmine mais pas la GFAP (Niki et al., 1996). Chez l'homme, l'expression de GFAP par les 

CEF diffère de celle observée chez le rat. Sur les coupes de foie sain, les cellules positives 

pour la GF AP sont observées dans la région péri portale alors que les cellules contenant de la 

vitamine A sont réparties dans tout le lobule (Neubauer et al., 1996). In vitro, chez le rat, la 
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GF AP est exprimée dans les CEF quiescentes et dans les étapes précoces de 1 'activation, puis 

son expression diminue progressivement au cours du processus d'activation (Buniatian, 

Hamprecht & Gebhardt, 1996~ Geerts et al., 1998). La signification fonctionnelle de 

1' expression de GF AP dans les CEF reste inconnue. Dans les astrocytes, elle pourrait être 

responsable de 1' acquisition et du maintien de la forme étoilée des astrocytes. Il est possible 

qu'elle joue un rôle similaire dans les CEF. 

La protéine N-CAM est une protéine très exprimée dans le système nerveux central, en 

particulier dans les cellules gliales. Elle est exprimée faiblement dans les CEF de rat 

fraîchement isolées (Knittel et al., 1996a~ Nakatani et al., 1996). Ce marquage n'est observé 

dans aucune autre cellule hépatique. Au cours de l'activation des CEF, l'expression deN­

CAM est augmentée parallèlement à 1' augmentation d' alpha-actine de muscle lisse (Knittel et 

al., 1996a). Chez l'homme, laN-CAM est exprimée également et de façon prédominante dans 

l'espace périportal (Nakatani et al., 1996). 

L'epimorphine est une protéine de 150kDa exprimée à la surface des cellules 

mésenchymateuses et joue un rôle dans les interactions mésenchyme-épithélium au cours du 

développement (Hirai et al., 1992). Elle est exprimée par les CEF de rat quiescentes et 

colocalise avec la desmine en immunohistochimie (Hirose et al., 1996~ Watanabe et al., 

1998). 

La nestine est une protéine du filament intermédiaire préférentiellement exprimée par 

les cellules d'origine neuroectodermique. Elle est absente dans les CEF fraîchement isolées et 

son expression augmente au cours de leur activation. Son expression est faible dans le foie 

normal et augmente tardivement (au bout de 6 semaines) au cours de la fibrose provoquée par 

le CC14 chez le rat (Niki et al., 1999). 

La synaptophysine, une autre protéine neurale impliquée dans le contrôle de 

1' exocytose et de la transmission des neurotransmetteurs, est exprimée dans les CEF 

quiescentes et activées chez l'homme et le rat (Cassiman et al., 1999). 

Enfin, deux études récentes indiquent que chez le rat, au moins deux populations de 

cellules myofibroblastiques contribuent à la fibrose hépatique, les CEF activées et les 

myofibroblastes de la capsule. Ces populations se distinguent par l'expression de marqueurs 

sélectifs, en particulier l'expression de la protéase PlOO pour les CEF myofibroblastiques, et 

de la fibuline-2 et de l'interleukine 6 (IL-6) pour les myofibroblastes hépatiques. Les deux 

populations expriment l'alpha-actine de muscle lisse (Knittel et al., 1997~ Knittel et al., 

1999a). 
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En conclusion, la population de cellules contribuant à la fibrogénèse hépatique est 

hétérogène. De plus, 1' expression par les CEF de protéines neuronales a conduit plusieurs 

auteurs à poser la question de l'origine embryonnaire de ces cellules. 

muscle lisse 
++ ++ 

Desmine + 

Vimentine + + + + +++ 
N-CAM + +++ + +++ 
GFAP ++ -/+ + +ou-/+ 

+ ? ? ? ? 
++ ? ? ? 

+ + + + 
Fibuline-2 ? ? +++ 
Protéase P100 +++ +++ ? ? 
IL6 ? ? +++ 

Tableau 1 : Caractérisation des CEFs 

3. Fonctions des CEF dans le foie normal 

Dans le foie normal, les CEF prolifèrent peu. Leur fonction principale est 1' absorption, 

le stockage et la sécrétion de la vitamine A. Les CEF sont également impliquées dans le 

maintien du dépôt matriciel, elles sécrètent les composants et modulent la dégradation de la 

matrice. Leur rôle dans la régulation du flux sanguin dans le sinusoïde est encore controversé 

(Mallat, 1998). 

A. Rôle dans 1 'homéostasie de la vitamine A 

Les CEF sont le site majeur de stockage de la vitamine A dans l'organisme. La 

vitamine A absorbée par les enterocytes est transportée dans le foie sous forme d'ester de 

rétinol qui est capté par les hépatocytes puis sécrété dans 1' espace de Disse après liaison à la 

« retinol binding protein » (RBP) (Ghyselinck et al., 1999). Le complexe rétinol-RBP est 

intemalisé dans les CEF puis le rétinol est stocké sous forme d'esters (Matsuura et al., 1999; 

Senoo et al., 1990). Les mécanismes de régulation de la mobilisation du rétinol à partir des 

CEF sont mal connus. Certaines études suggèrent que le rétinol est libéré par les CEF et capté 
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par les hépatocytes où il est conjugué à la RBP avant d'être remis en circulation (Vicente et 

al., 1998; Zou, Ekatak:sin & Wake, 1998). 

B. Rôle dans le dépôt de matrice extracellulaire 

Les CEF jouent un rôle central dans le dépôt matriciel, d'une part en sécrétant les 

composants de la matrice extracellulaire et d'autre part, en modulant sa dégradation. Les CEF 

quiescentes synthétisent les constituants normaux de la matrice extracellulaire 

périsinusoidale, comme le montrent les études réalisées in vitro, sur des CEF en culture 

précoce et in vivo par hybridation in situ et immunohistochimie. Les CEF quiescentes 

synthétisent ainsi en faible quantité le collagène IV, la laminine, la tenascine, et les 

protéoglycanes (Arenson, Friedman & Bissell, 1988; Clement et al., 1985; Friedman et al., 

1985; Loreal et al., 1991; Maher et al., 1988; Milani et al., 1989; Van Eyken et al., 1992). Les 

CEF quiescentes sont également capables de dégrader la matrice extracellulaire maintenant le 

dépôt matriciel. En effet, dans le foie sain, les CEF expriment la « matrix metalloprotéase » 

de type 1 (MMP-1) responsable de la dégradation des collagènes interticiels, principaux 

collagènes exprimés au cours des maladies du foie. Cette expression disparaît dans le foie 

fibreux (Knittel et al., 1999b ). 

FOIE NORMAL 

Phénotype Quiescent 

ACTIVATION 

Gouttelettes de >o"itamine A 

J."onctions : 
Stockage de la vitamine i\ 
Vasomotrkité (!) 

I''OŒ LESE 

Phénotype activé 
myofibroblasti<JUC 

F~tnctions : 
Proliférai ion 
Synth0se de çmnpüsunl de ln matrice 
~xtraccllulaire 

Contraction 
Migration 

Figure 2: Processus d'activation des CEF 

4. Rôle des CEF au cours des maladies aiguës et chroniques du foie 

La fibrose hépatique est définie comme 1' accumulation exagérée de matrice 

extracellulaire au sein du parenchyme hépatique. Elle résulte d'un déséquilibre entre une 
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synthèse accrue de composants de la matrice extracellulaire et la diminution de leur 

dégradation. La fibrose conduit à une dédifférenciation des hépatocytes (Bissell et al., 1987) 

et une réduction de la porosité des cellules endothéliales (McGuire et al., 1992). Ces 

différents changements ont été nommés capillarisation. Ils conduisent donc à une perte des 

fonctions hépatocytaires et une réduction des transports du sinusorde vers 1' espace de Disse. 

Au cours des maladies aiguës ou chroniques du foie, les CEF subissent un processus 

«d'activation» dans lequel elles acquièrent un phénotype myofibroblastique et sécrètent les 

composants fibrogéniques. Ce processus est l'étape initiale fondamentale de la fibrogénèse. Il 

est constitué de deux séquences d'évènements, l'initiation et la perpétuation. L'initiation 

correspond au changement précoce de phénotype des CEF au cours duquel elles deviennent 

sensibles aux facteurs de croissance. La perpétuation est l'étape où ces facteurs vont 

maintenir les CEF dans leur phénotype myo:fibroblastique (Figure 3 ). 

A. Mécanisme d'activation 

a) L'initiation (Figure 3A) 

Ce sont des facteurs secrétés par les hépatocytes endommagées, les cellules de 

Kupffer, les cellules endothéliales et les plaquettes lors de l'atteinte hépatique qui vont initier 

le processus d'activation des CEF. Cette étape est caractérisée par une modification, par les 

CEF, d'une part de l'expression de gènes de réponse précoce et d'autre part de celles de gènes 

codant pour des cytokines, des facteurs de croissances et leurs récepteurs. Ainsi, 1' activation 

de facteurs de transcription pourrait être l'une des étapes les plus précoces de l'activation des 

CEF, permettant secondairement l'induction de l'expression de récepteurs pour des cytokines 

majeures telles que le PDGF et le TGF beta-1. La recherche des ARNm induits précocement 

dans les CEF après injection de CC14 chez le rat a permis de détecter l'induction rapide d'un 

nouveau facteur de transcription appelé ZF9 (Lalazar et al., 1997). Ce facteur transactive le 

promoteur du procollagène de type 1. De nombreux autres facteurs de transcription sont 

augmentés dans la phase précoce d'activation tels que c-myb, NF-KB, SPI ou AP-l 

(Hellerbrand et al., 1998b; Lee et al., 1995; Rippe, Almounajed & Brenner, 1995; Svegliati­

Baroni et al., 1999; Tao et al., 1999). Leur activation s'accompagne de l'expression de leurs 

gènes cibles. Ainsi, l'augmentation de NF-KB au cours de l'initiation est associée à 

l'induction d'une protéine d'adhésion ICAM-1 (Hellerbrand et al., 1998a; Hellerbrand et al., 
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1998b). D'autre part, c-myb régule l'expression d'alpha actine du type muscle lisse (Lee et 

al., 1995). 

De plus, les CEF répondent de façon très précoce aux cytokines et aux facteurs de 

croissance, indiquant une expression rapide de leurs récepteurs. Ainsi, on observe une 

augmentation de l' ARNm des récepteurs de type TI du TGF-f3 une heure seulement après 

lésion hépatique (Lalazar et al., 1997). Le récepteur f3 du PDGF est également induit au cours 

des premiers temps de l'activation des CEF (Pinzani et al., 1994). Son expression est régulée 

par le TGF-f3 (Pinzani et al., 1995). 

Enfin, le stress oxydatif joue également un rôle majeur dans l'étape d'initiation. En 

effet, lors de l'atteinte hépatique, les hépatocytes et les cellules de Kupffer produisent des 

espèces réactives de l'oxygène qui déclenchent le processus d'activation des CEF. La 

péroxydation lipidique membranaire des hépatocytes par des radicaux libres conduit à la 

formation d'aldéhydes et de radicaux libres intermédiaires. In vitro, les produits de 

péroxydation lipidique stimulent la prolifération des CEF et la production de collagène de 

type I par ces cellules (Lee et al., 1995), et ces effets sont inhibés par les anti-oxydants tels 

que la vitamine E. 

Par ailleurs, la métabolisation par les hépatocytes de substances exogènes telle que 

1' éthanol, génère de 1' acétaldéhyde qui stimule la production de composants de la matrice 

extracellulaire par les CEF. Des études in situ et in vitro ont montré une corrélation entre la 

présence de ces métabolites et l'expression de collagène par les CEF (Paradis et al., 1997; 

Parola et al., 1993). 

i) Facteurs sécrétés par les cellules endothéliales 

Les cellules endothéliales semblent également jouer un rôle dans l'activation des CEF. 

En effet, ces cellules sécrètent un variant de fibronectine (isoforme TIIA) qui favorise 

l'activation des CEF quiescentes (Jamagin et al., 1994). De plus, les cellules endothéliales 

convertissent la forme latente de TGF-{31, en forme active fibrogénique via l'activation de la 

plasmine (Rieder et al., 1993). 
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Figure 3: Mécanisme d'activation des cellules étoilées du foie 
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Factor, VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor) 
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ii) Facteurs sécrétés par les cellules de Kupffer 

La sécrétion de cytokines par les hépatocytes stimule l'infiltration et l'activation des cellules 

de Kupffer menant vers la phase inflammatoire. De la même manière que les hépatocytes, le 

milieu conditionné de cellules de Kupffer accélère 1' activation des CEF (Meyer, Bachem & 

Gressner, 1990). Les facteurs produits par les cellules de Kupffer, en particulier le TGF-f31, 

agissent à la fois sur 1' augmentation de la synthèse des composants de la matrice 

extracellulaire, sur la prolifération et sur la perte de vitamine A (Meyer et al., 1990; Win et 

al., 1993). Les cellules de Kupffer sécrètent également de nombreux autres cytokines 

profibrotiques et promitotiques telles que le PDGF, le FGF, le TGF-a, et IL-l (Baird, 

Mormede & Bohlen, 1985; Bissell et al., 1995; Gressner, 1996). 

b) La perpétuation (Figure 3B) 

L'étape de perpétuation est associée à 1' acquisition de nouvelles fonctions des CEF : 

1. la prolifération 

u. la dégradation de matrice extracellulaire normale 

111. la synthèse de composés fibrogéniques 

IV. le chimiotactisme 

v. la contraction 

i) La prolifération 

L'augmentation du nombre de CEFm dans le site de lésion est une étape importante 

dans le mécanisme de la fibrogénèse. Elle résulte de l'effet mitogénique de cytokines et de 

facteurs de croissance sécrétés localement, qui agissent de façon autocrine ou paracrine sur 

les CEF. Le principal facteur mitogène pour les CEF actuellement connu est le « platelet 

derived growth factor» (PDGF) (Pinzani et al., 1991). Chez l'homme, les gènes codant pour 

les sous-unités a et f3 sont surexprimés dans le foie cirrhotique (Pinzani et al., 1996c) ce qui 

suggère un rôle du PDGF dans la physiopathologie de la fibrose. L'expression par les CEF de 

la chaîne f3 du récepteur du PDGF apparaît 24 heures après l'administration de CC14 (Wong et 

al., 1994) alors que les lésions histologiques sont encore mineures, et cette expression rend 

les CEF sensibles au PDGF. D'ailleurs, ce facteur de croissance est sécrété par les CEF 

(Marra et al., 1994). D'autres facteurs de croissance, tels que le TGF-a, le FGF, l'IGF-I, la 
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thrombine et le VEGF pouvant être sécrétés par les CEFm stimulent leur prolifération 

(Ankoma-Sey et al., 1998; Bachem, Riess & Gressner, 1989; Failli et al., 1995; Gressner, 

Brenzel & Vossmeyer, 1993; Marra et al., 1995; Matsuoka, Pham & Tsuk:amoto, 1989; 

Pinzani, Abboud & Aron, 1990; Pinzani et al., 1989). Les effets du TGF-J3 sur la prolifération 

des CEF dépendent de l'espèce. Chez le rat, le TGF-J3 est antiprolifératif (Matsuoka et al., 

1989) alors que chez homme, il exerce des effets mitogènes indirects, via l'augmentation de 

la sécrétion de PDGF (Win et al., 1993). 

Par ailleurs, l'accumulation des CEFm est limitée par plusieurs facteurs inhibant leur 

prolifération. L'interféron y, une cytokine produite par les cellules inflammatoires, inhibe la 

prolifération des CEFm (Mallat et al., 1995b). De plus, notre groupe a mis en évidence l'effet 

antiprolifératif de 1 'endothéline-1 (ET -1) que nous décrirons plus en détail dans le chapitre 

suivant, et celui du « C-type natriuretic peptide » (CNP) (Mallat et al., 1996; Tao et al., 

1999). 

Les voies de signalisation mises en jeu dans la stimulation de la prolifération des CEF sont 

bien caractérisées en ce qui concerne le PDGF, le mitogène le plus puissant pour les CEFm. 

Le PDGF se lie à des récepteurs ayant une activité tyrosine kinase qui s'autophosphorylent 

lors de la liaison du PDGF à son récepteur, permettant ainsi le recrutement de nombreuses 

molécules de signalisation telles que Grb2, mSos. La stimulation de Ras qui en résulte 

conduit à l'activation de ERK (Marshall, 1995), la stimulation d'APl, l'induction de 

l'expression de c-fos et la prolifération cellulaire (Pinzani et al., 1996a; Svegliati-Baroni et 

al., 1999). De plus, l'activation par le PDGF de la phosphoinositol 3 kinase (PI3K) est 

nécessaire à la stimulation de la prolifération des CEF par des voies indépendantes de ERK 

(Marra et al., 1997). 

Les voies de transduction conduisant à l'inhibition de la prolifération des CEFm ont 

été également caractérisées. L'augmentation d'AMPc par l'ET-1 ou les prostaglandines de 

type E2 (PGE2), ou l'élévation de GMPc par le CNP réduit la prolifération des CEFm et 

conduit à l'inhibition de l'activation de ERK (Mallat et al., 1996; Tao et al., 1999). Par 

ailleurs, la phosphorylation de CREB en réponse à l' AMPc est impliquée dans l'inhibition de 

la prolifération des CEFm (Houglum, Lee & Chojkier, 1997; Kawada et al., 1996). 
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ii) La dégradation de la matrice extracellulaire normale 

Dans le foie normal, la matrice extracellulaire est constituée d'une lame basale de 

faible densité composée essentiellement de collagène de type N, de laminine et de 

protéoglycanes. La matrice extracellulaire d'un foie fibreux est riche en particulier en 

collagènes interstitiels (collagène de type I et III) et en fibronectine. Ces observations 

suggèrent que la dégradation de la matrice extracellulaire normal est une étape importante 

dans le développement de la fibrose hépatique. De fait, au cours des maladies chroniques du 

foie ou in vitro dans les CEFm en culture, on observe une augmentation de l'expression des 

métalloprotéases de la matrice (MMP) qui dégradent la matrice extracellulaire normale, en 

particulier de la gélatinase A (MMP-2), gélatinase B (MMP-9) et stromélysin (MMP-3) 

(Knittel et al., 1999b~ Theret et al., 1997~ Vrochides et al., 1996~ Vyas et al., 1995) (Tableau 

II). 

MT-MMP 14 Collagène I et III, protéoglycanes, laminine, fibronectine, vitronectine, 
Activation de MMP-2 

Tableau ll : Les différents types de MMP dans le foie et leurs substrats principaux 

iii) Synthèse des composés fibrogéniques et blocage de leur dégradation 

La progression de la fibrose est assurée d'une part par la synthèse en excès de 

constituants matriciels (Tableau ill) qui vont remplacer la matrice extracellulaire normale, 

mais également par la diminution de la dégradation des composées fibrogéniques. 

Régulation de la synthèse des composées fibrogéniques 

Le TGF-131 est l'un des médiateurs essentiels de la fibrogénèse. Dans le foie, il est 

produit par les cellules de Kupffer, les plaquettes et les CEF (Nagy, Schaff & Lapis, 1991~ 

Nakatsuk:asa et al., 1990a~ Nakatsuk:asa et al., 1990b). Le TGF-131 est clairement associé à la 

fibrose hépatique. Il augmente la synthèse des collagènes de type I, III, et N, des 

protéoglycanes et de glycoprotéines (laminines, ténascine, entactine, fibronectine) (Casini et 

al., 1993; Knittel et al., 1996c) par les CEF ainsi que la production d'anti-protéase, telles que 
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l'a2-macroglobuline et le PAI-l (Knittel, Fellmer & Ramadori, 1996b). ll a été montré que le 

TGF-f31 induit l'expression de procollagène de type I dans les CEF en agissant au niveau 

transcriptionnel (Inagaki et al., 1995). Également, chez l'homme et chez le rat, la production 

de collagène et de fibronectine est augmentée par l'IGF-1 (Svegliati-Baroni et al., 1999). 

L'EGF stimule la production de protéoglycanes tel que la decorin, le biglican ou le syndecan 

(Gressner, 1994). 

Collagènes 
Types IV 

Glycoprotéines 
Laminine 
Entactine 

Protéoglycanes 
Perlecan 

Collagènes 
Types 1, III, IV, V, VI 

Glycoprotéines 
Fibronectine 
Laminine 
Entactine 
Tenascine 
Unduline 
Vitronectine 

Protéoglycanes 
Perlecan 
Syndecan 
Biglycan 
De corine 
Betaglycan 

Collagènes 
Types I, III, IV 

Glycoprotéines 
Fibronectine 
Laminine 
Entactine 
Tenascine 
Unduline 

Protéoglycanes 
Perlecan 
Syndecan 
Decorine 
Betaglycan 
Biglycan 

Tableau rn : Composants de la matrice extracellulaire dans le foie normal et dans le foie 
fibrotique. Comparaison avec les composants de la matrice extracellulaire sécrétées par 
lesCEFm 

Inhibition de la dégradation des composés fibrogéniques 

L'expression des TIMP-1 et TIMP-2 est augmentée dans les CEFm en culture 

augmentés dans les modèles expérimentaux de fibrose, et chez l'homme au cours des 

maladies chroniques du foie (Benyon et al., 1996; Ebata et al., 1997; Herbst et al., 1997). Elle 

précède 1' augmentation de 1' expression du collagène de type I et pourrait conduire à une 

diminution de l'activité de dégradation de la matrice extracellulaire. L'expression de TIMP-1 

et TIMP-2 est augmentée par le TGF-f31 et le TNF (Knittel et al., 1999b). Récemment, la 

« fibroblaste activation protein » (F AP) a été identifiée dans le foie cirrhotique où elle 

colocalise avec les cellules exprimant l'a-actine de muscle lisse et in vitro dans les CEFm. 
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Cette enzyme possède une activité gélatinase et une activité oligopeptidase qui pourrait 

également jouer un rôle dans le remodelage de la matrice extracellulaire au cours de la 

fibrose (Levy et al., 1999). 

Signalisation impliquée dans la synthèse de composants de la matrice 
extracellulaire 

On ne possède que peu de données sur les mécanismes impliquées dans la régulation 

de la synthèse des composants de la matrice extracellulaire. La plupart des études concernant 

la régulation de l'expression de collagène I. Plusieurs voies seraient impliquées, notamment 

les cascades des MAPK (ERK et JNK), ou le stress. 

Dans les CEF, le TGF-13, le PDGF, l'IGF-1 ou l'EGF stimulent la cascade Ras/ERK 

via l'activation de Rafl et MEK. Le rôle essentiel de ERK dans la synthèse de collagène a pu 

être démontré en transfectant un dominant négatif de ERK ou de Ras dans les CEFm. En fait, 

la stimulation de ERK permet l'activation de deux facteurs de transcription, Sp1 et NFl, 

essentiels à l'induction du gène du collagène en réponse au TGF-13. (Davis, Chen & Beno, 

1996; Pinzani et al., 1996a; Svegliati-Baroni et al., 1999). 

D'autres enzymes de la cascade des MAPK, en particulier la JNK seraient impliquées 

dans 1' augmentation de la production de collagène I en réponse au 4-hydroxynonenal (FINE) 

(Parola et al., 1993). Le HNE formerait des adduits avec la JNK, ce qui conduirait à 

l'activation de l'enzyme et à la phosphorylation du facteur de transcription c-Jun (Parola et 

al., 1998), qui peut alors se lier à un élément de réponse dans le promoteur du collagène I 

(Chen & Davis, 1999). 

D'autres facteurs stimulent la synthèse de matrice extracellulaire. Ainsi, 

1' acétaldéhyde un produit du métabolisme éthylique augmente la production de fibronectine 

et de collagène de type I (Casini et al., 1991). Les CEF exposées à l'acétaldéhyde activent la 

PKC qui conduit à l'induction les gènes de réponse précoce, c-Fos et c-Jun. (Casini et al., 

1994; Wang et al., 1998b). Par ailleurs, le stress oxydatif activé en réponse au TGF-13 dans les 

CEF myofibroblastiques conduit à 1' activation du facteur de transcription C/EBPI3 qui induit 

ainsi le gène du collagène I (Garcia-Trevijano et al., 1999). 

L'inhibition du gène du collagène de type I en particulier en réponse au TNF-a. serait 

relayé par des protéine G sensibles à la toxine de B pertussis et impliquerait la production de 

céramide (Hemandez-Munoz et al., 1997). 
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iv) Le chimiotactisme 

La migration des CEFm augmente leur accumulation aux sites de lésions (Ikeda et al., 

1999). Cette migration est stimulée par le PDGF et la« Monocyte chemoattractant protein 1 » 

(MCP-1) (Ikeda et al., 1999; Marra et al., 1999b), deux facteurs secrétés par les CEFm 

(Marra et al., 1994; Marra et al., 1999a; Marra et al., 1995; Marra et al., 1993). De plus, la 

synthèse de MCP-1 et de MIP-2, un chemoattractant pour les neutrophiles, permet le 

recrutement d'un grand nombre de cellules inflammatoires, ce qui favorise la perpétuation du 

processus d'activation des CEFm (Hellerbrand et al., 1998b; Marra et al., 1999a). 

Comme dans de nombreuses cellules, la principale protéine impliquée dans la transduction du 

signal chemotactique dans les CEF est la « focal adhesion kinase » (F AK) (Rankin & 

Rozengurt, 1994; Schaller et al., 1995). Son activation permet le recrutement de la PBK 

(Chen & Guan, 1994; Marra et al., 1997) et de la phospholipase C y (PLC y) (Carloni et al., 

1997) impliquées dans la polymérisation de l'actine en réponse au PDGF. 

v) La contraction 

Les CEFm deviennent capables de se contracter en réponse à différents peptides 

vasoactifs et ainsi de réguler le flux sanguin. De ce fait, elles seraient impliquées dans la 

physiopathologie de l'hypertension portale. En culture, ces cellules se contractent en réponse 

à divers agents tels que le thromboxane A2, les prostaglandines F2, la thrombine, 

l'angiotensine-2, la vasopressine et la substance P (Bataller et al., 1997; Kawada, Klein & 

Decker, 1992; Kawada et al., 1993; Pinzani et al., 1992) mais le principal vasoconstricteur est 

l'endothéline-1 (ET-1) (Housset, Rockey & Bissell, 1993b; Pinzani et al., 1996b). L'ensemble 

de ces facteurs exerce leurs effets contractiles en augmentant le taux de calcium cytosolique. 

Le principal relaxant pour les CEFm est l'oxyde nitrique qui s'oppose en particulier 

aux effets contractiles de l'ET-1 (Kawada et al., 1993). De plus, le « vascular endothelial 

growth factor» (VEGF), le « C-Type natriuretique peptide» (CNP), les PGE2 et les PGE1 

contrecarrent également les effets vasoconstricteurs de la thrombine ou de 1 'ET -1 (Kawada et 

al., 1992; Mashiba et al., 1999; Tao et al., 1999; Wang et al., 1998c). Le CNP agit par une 

voie GMPc dépendante, et les PGE2 via la production d' AMPc. Le mécanisme relaxant du 

VEGF reste à déterminer. 
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c) Résolution de la fibrose et devenir des CEF myofibroblastiques 

Au cours des atteintes hépatiques aiguës, chez 1 'homme ou dans les modèles 

expérimentaux chez le rat, le processus de cicatrisation s'accompagne d'une disparition des 

CEFm. Deux hypothèses peuvent expliquer cette disparition : i) une réversion de phénotype 

des CEFm vers un état quiescent, ii) la mort cellulaire par apoptose. 

L'apoptose des CEFm a été observé dans un modèle expérimental de maladie aiguë du foie 

chez le rat, provoqué par l'injection d'une dose unique de CC14 (Iredale et al., 1998). Cette 

apoptose s'accompagne d'une augmentation de l'expression du ligand Fas, CD95 et de 

protéines proapoptotiques telles que BC12 et p53 (Cales, 1998; Gressner, 1998; Saile et al., 

1999). 

Il n'existe aucune donnée concernant la réversion de phénotype des CEFm mais les 

CEF peuvent être maintenues dans leur phénotype quiescent lorsqu'elles sont cultivées sur 

une lame basale hépatique normale (Friedman et al., 1989). Ainsi, un retour à une 

composition normale en matrice extracellulaire faisant suite au processus de réparation 

pourrait permettre un retour à un phénotype quiescent des CEFm. Egalement, l'IL-10 qui 

augmente 1' activité de la collagénase interstitielle pourrait être une cytokine importante pour 

la réversion des CEFm. L'augmentation de son expression au cours de l'activation des CEF 

pourrait limiter l'accumulation des composés :fibrogéniques (Thompson et al., 1998; Wang et 

al., 1998a). 

d) Rôle des CEF dans la carcinogenèse hépatique 

Dans les hyperplasies, les adénomes ou les carcinomes hépatiques, on observe un 

grand nombre de cellules exprimant de l'alpha-actine de muscle lisse, de la vimentine et de la 

desmine autour de la tumeur au niveau de la capsule fibreuse. L'étude de l'ultrastructure de 

ces cellules favorise l'hypothèse que ces cellules sont des CEFm (Enzan et al., 1994; Park et 

al., 1997; Schmitt-Graff et al., 1991). Des études in vitro confirment que le milieu 

conditionné de cellules d'hépatocarcinomes favorise le processus d'activation des CEF 

(Faouzi et al., 1999). D'autre part, le milieu conditionné de CEFm augmente le pouvoir 

invasif des cellules d'hépatocarcinome. Cet effet pourrait être médié par le « hepatocyte 

growth factor» (HGF) produit par les CEFm (Neaud et al., 1997). 
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lli. Les endotbélines 

1. Les différentes endothélines et de leurs gènes 

A. Structure des endothélines 

En 1988, Y anagisawa et ses collaborateurs ont isolé un peptide vasoconstricteur 

puissant provenant du surnageant de cellules endothéliales d'aorte de porc en culture, 

l'endothéline-1 (ET-1) (Yanagisawa et al., 1988). Par criblage homologue d'une banque 

humaine d'ADN complémentaire, deux nouvelles endothélines ont été identifiées: l'ET-2 (et 

son équivalent murin, Endothéline f3) et l'ET-3. Ces trois formes d'endothélines sont 

structurellement similaires (Inoue et al., 1989a). En effet, elles sont toutes composées de 

vingt et un acides aminés contenant deux ponts disulfures intramoléculaires qui relient les 

acides aminés 1 et 15 d'une part, et 3 et 11 d'autre part. Leur séquence en acides aminés est 

également très proche car l'ET-2 et l'ET-3 ne diffèrent respectivement de l'ET-1 que par 

deux et six acides aminés (Figure 4). Les ET-1, ET-2 et ET-3 sont codées par trois gènes 

différents, localisés respectivement dans les chromosomes 6, 1 et 20 (Arinami et al., 1991). 

Les sarafotoxines des toxine de venin d'aspic possèdent des structures et des fonctions 

similaires à celle des endothélines, suggérant une origine évolutive commune (Takasaki et al., 

1988) (Figure 4 ). 

B. Distribution des Endothélines 

La synthèse des endothélines, en particulier d'ET-1 et d'ET-3, a lieu dans un très 

grand nombre de tissus vasculaires et non vasculaires. L'ET -1 est exprimée dans le poumon, 

le cerveau, le rein, le cœur, l'estomac, le pancréas, le testicule, la rate (Yanagisawa et al., 

1988). L' ARNm de l'ET -2 est présent dans le colon, le cœur, l'intestin, et la médullaire 

rénale (Sokolovsky, 1992). Un ARNm de 3 kb codant pour l'ET-3 est exprimé dans le 

cerveau, le rein le jéjunum l'estomac et la rate. Deux autres ARNm de 2.0 kb et 3.3 kb codant 

également pour ET-3, ont été mis en évidence respectivement dans le globe oculaire et le 

petit intestin (Shiba et al., 1992). 
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Endothéline-3 
(homme/rat) 

Saraf(ltoxine S6c 
(A. engaddensis) 

Figure 4 : La famille des endothélines 

C. Structure des gènes des endothélines 

Le gène de l'ET-1 contient cinq exons et quatre introns (Bloch et al., 1989a; Bloch et 

al., 1989b; Inoue et al., 1989b). La séquence nucléotidique codant pour l'ET-1 est contenue 

entre le second et le troisième exon (Figure 5). La partie 3' non traduite de l' ARN contient 

250 bases, qui sont très conservées entre l'homme et le porc. Cette séquence serait importante 

pour la stabilité de 1 'ARNm. La région 5' du gène contient en particulier des éléments de 

réponse pour APL Les gènes des différentes endothélines ne sont pas liés génétiquement les 

uns aux autres. Cependant, ils sont structurellement très similaires, suggérant qu'ils 

proviennent d'une origine commune et se sont séparées très tôt au cours de 1 'évolution (Bloch 

et al., 1989a; Bloch et al., 1989b). 
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gène exons 1 Il Ill IV V 

ARNm 
PS ET E-LP 

protéine 

Figure 5: Structure du gène et de l'ARNm de la préproET-1 humaine 

(PS: peptide signal; ET :Endothéline; E-LP: Endothelin-like peptide) 

2. Synthèse et maturation des endothélines 

A. Maturation des ET 

Comme d'autres peptides actifs, les endothélines sont synthétisées à partir de 

précurseurs protéiques distincts, les prépro-endothélines, dont la taille varie en fonction de la 

forme considérée et de l'espèce, entre 202 et 238 acides aminés. Le clivage de ces précurseurs 

par une endopeptidase de la famille des furines, aboutit à la formation de protéines 

intermédiaires, les proendothélines ou big-endothélines qui comportent 3 7 à 41 acides aminés 

(Denault et al., 1995). La big-endothéline est à son tour clivée par une métalloprotéase, 

l'endothelin-converting-enzyme (ECE). Les ECE clivent l'ET-1 et l'ET-2 à un site Trp21-

vae2 et, en ce qui concerne l'ET-3, le clivage se fait au niveau d'un Trp21-Ile22 (Inoue et al., 

1989a; Yanagisawa et al., 1988). Enfin, les endothélines sont inactivées par clivage de 

1' extrémité C-terminale par une endopeptidase neutre au niveau de 1 'Asp 18-Ile 19, ce qui 

conduit au relargage d'un tripeptide Ile19-Ile20 -Trp21 et une endothéline totalement inactive 

(Jackman et al., 1993). (Figure 6) 

B. Les endothelin-converting-enzymes (ECE) 

Trois formes de ECE ont été clonées l'ECE-1, l'ECE-2, et l'ECE-3 (Emoto & 

Yanagisawa, 1995; Hasegawa et al., 1998; Takahashi et al., 1993). L'analyse de leurs ADN 

complémentaires révèle que (i) ce sont des métalloprotéases car elles possèdent la séquence 

His-Glu-(Ile/Leu!Met)-X-His de la liaison du zinc, (ii) elles sont membranaires et (iii) 

comportent un grand nombre de sites de glycosylation. Chaque isoforme possède une 

spécificité, une distribution tissullaire et une localisation cellulaires différentes. 
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a) Spécificité des ECE 

Les ECE-1 et ECE-2 clivent préférentiellement la big-ET-1 (Emoto & Yanagisawa, 

1995~ Ohnaka et al., 1993; Schmidt et al., 1994~ Xu et al., 1994), alors que l'ECE-3 serait 

spécifique de la big-ET-3 (Hasegawa et al., 1998). L'ECE clivant spécifiquement la big-ET-2 

a été décrite dans des cellules d'adénocarcinomes, mais n'a toujours pas été purifiée 

(Yorimitsu et al., 1995). L'ECE-1 peut également cliver un grand nombre d'autres 

pro hormones telles que la neurotensine, la substance P, ou la bradykinine avec la même 

efficacité que 1 'ET -1. Cette étude met en doute son implication dans le métabolisme 

spécifique de l'ET-1 (Johnson, Stevenson & Ahn, 1999). 

prepro-ET-1 

big-ET-1 

ET-1 

ET-1 
Inactive 

Endopeptidase 
spécifique l 

\ . 

t 
Endopeptidase 

spécifique 

N fl2 '-----_,., <'l Va 

1
Endothelit converting 

enzyme 

Endopeptidase 

39 

'OOH 

Figure 6: Maturation et inactivation de I'ET-1 
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b) Localisation subcellulaire 

L'étude des pH optimums de l'ECE-1 et de l'ECE-2 a montré que l'ECE-1 est active à 

pH neutre, alors que l'ECE-2 a un pH optimum à 5,5 et est totalement inactive à pH neutre. 

Ces résultats suggèrent que les deux isoformes ont une localisation cellulaire différente, 

l'ECE-2 étant située dans un compartiment cellulaire acide (Russell & Davenport, 1999). 

Big-ET-1 

\~~{ECE-1 

/ 
~BeE~---~ 
~~ 
~ Big-ET-1 

t 
Prépro- ~, _ __,~ 

ET-1 

Figure 7 : Voie de synthèse de l'ET -1 

c) Distribution tissulaire des ECE 

L'analyse de la distribution tissulaire de l'ECE-1 par Northem blot, hybridation in situ 

et immunoblot révèle la présence de son ARNm et de la protéine dans le poumon, le 

pancréas, le placenta, les glandes surrénales, 1' ovaire, le testicule le cerveau et dans des 

lignées cellulaires neuronales. L'ECE-2 présente une distribution tissulaire identique, mais 

cette isoforme n'est présente qu'en faible quantité par rapport à l'ECE-1 (Barnes & Turner, 

1997; Takahashi et al., 1995; Xu et al., 1994). L'ECE-3 a été purifiée à partir de l'iris de 

bœuf, mais sa distribution est encore inconnue (Hasegawa et al., 1998). 

C. Sécrétion des endothélines 

La demi-vie de l'ET-1 dans le plasma est très courte (<lmin) et sa concentration 

circulante (0.1 à 5 pM selon les auteurs) est bien inférieure aux concentrations généralement 

nécessaires à l'obtention de ses effets biologiques. Alors que l'ET-3 est retrouvée en faible 
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quantité dans le plasm~ l'ET-2 n'est pas detectable. Au vu de ces données, les ETs semblent 

être des facteurs agissant préférentiellement de façon paracrine ou autocrine (Sokolovsky, 

1992). 

Outre les cellules endothéliales, d'autres types cellulaires sécrètent de l'ET-1 telles 

que des cellules épithéliales de poumon ou intestinales (Shigematsu et al., 1998; Yang et al., 

1997), les kératinocytes (Tsuboi et al., 1995), les cellules thyroïdiennes (Vainio et al., 

1996) ou encore les cellules trophoblastiques du placenta (Shigematsu et al., 1996). L'origine 

cellulaire d'ET -2 et d'ET -3 est encore mal connue. 

D. Régulation de la sécrétion des endothélines 

La synthèse d'ET-1 est stimulée par le transforming growth factor J3 (TGF-f3) 

(Kurihara et al., 1989), des cytokines telles que le tumor necrosis factor a (TNF-a) (Marsden 

& Brenner, 1992), l'interleukine-1, le thromboxane A2 (Ch~ Hamdy & Ch~ 1996) ou 

encore des substances vasoactives telles que la thrombine (Emori et al., 1992), la 

noradrenaline (Pemow et al., 1990), l'angiotensine ll (Ferri et al., 1999), la vasopressine 

(Imai et al., 1992), la bradykinine (Marsden et al., 1991). Enfin, l'ET-1 stimule sa propre 

synthèse (Tableau IV). 

La synthèse d'ET-1 est inhibée par l'oxyde nitrique, les prostacyclines, et les facteurs 

natriurétiques (Emori et al., 1993; Fujisaki et al., 1995; Kourembanas et al., 1993; Razandi et 

al., 1996), l'héparine (!mai et al., 1993), les estrogènes (Akishita et al., 1996) ou la force de 

cisaillement (Malek & Izumo, 1992; Malek et al., 1999; Yoshizumi et al., 1989) (Tableau 

IV). 

3. Les récepteurs des endothélines 

A. Les différents types de récepteurs 

L'injection intraveineuse d'ET-1, d'ET-2 ou d'ET-3 chez le rat conduit tout d'abord à 

une diminution de la pression artérielle puis à une hypertension prolongée. L'ET-1 est un 

vasoconstricteur plus puissant que l'ET -3, alors que les deux peptides possèdent des activités 

hypotensives équivalentes. De même, l'ET-1 perfusée dans l'artère mésentérique provoque un 

effet vasoconstricteur plus puissant que celui observé au cours de la perfusion d'ET -3, alors 
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PréProET-1 
IL-l + Cell. endothéliales, épithéliales respiratoires 
IL-6 + Cellules épithéliales respiratoires 

TNF-a + 
Cell. endothéliales, mésangiales, épithéliales respiratoires et 

TGF-f3 + rénales 
Cell. endothéliales, musculaires lisses, 

mésangiales,antéhypophysaires, épithéliales respiratoires et 
PDGF-AA + glomérulaires, IMCD 

PDGF-AB,BB + Cell. musculaires lisses 
Phényléphrine + Cell. mésangiales 

Thrombine + Cell. endothéliales 
Cell. endothéliales, mésangiales, épithéliales trachéales et 

Adenaline, Insuline + glomérulaires 
Angiotensine n + Cell. endothéliales 

Fibroblastes cardiaques, cardyomyocytes, cell. musculaires 
Vasopressine + lisses 

ET-1 + Cell. mésangiales 
Fibroblastes cardiaques (ET A), cellules musculaires lisses, 

ET-3 + mésangiales (ETB) 
Ionophores calciques + Cell. endothéliales 

Ester de Phorbol + Cell. endothéliales 
Cel!. endothéliales, épithéliales glomérulaires, macrophages 

LPS + Cel!. épithéliales respiratoires, macrophages 
PH acide + Cell. endothélaliales 
Hypoxie + Cel!. endothéliales, épithéliales intestinales, IMCD, 

cardiomyocytes, rein, foie 
Forskoline Cell. endothéliales 

PGE2, PGI2 Cell. endothéliales 
PTHrp, ANF Cel!. endothéliales 

IFNy IMCD 
Corticoïde Cell. épithéliales respiratoires 

IGF-1 Cel!. antéhypophysaires 
NO Cell. endothéliales 

Cell. endothéliales 
PréproET-2 

EGF Adénocarcinome rénale 
PréproET-3 

Hypoxie Rein 
TGF-f3 Cel!. antéhypophysaires 

IGF-1 Insuline + Cel!. 

Tableau IV : Facteurs modifiant la synthèse et/ou la sécrétion des endothélines 

(EGF: Epidermal Growth Factor, ET: Endothéline, IGF: Insulin like Growth Factor, PDGF: Platelet Derived 
Growth Factor, TGF : Tranforming Growth Factor, TNF : Tumor Necrosis Factor, NO : Nitric Oxyde, IMCD : 
Cellule épithéliale rénale du canal collecteur de la médullaire intermédiare, ANF : Atrial Natriuretic Factor, PG : 
Prostaglandine, PTHrp: parathyroid hormone-related peptide, IFNy: Interferon gamma) 
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qu'à faibles doses les deux peptides provoquent un effet vasodilatateur comparable. Sur la 

base de ces données, il avait été suggéré que les effets vasculaires des endothélines étaient 

relayés par deux classes de récepteurs, l'un relayant la vasoconstriction (ETA) et l'autre la 

vasodilatation (ETB). Ces observations ont été confirmées sur la base de données 

pharmacologiques. Dans les tissus vasculaires, les récepteurs ETA sont présents dans les 

cellules musculaires lisses et lient avec une forte affinité 1 'ET -1 et ET -2 et avec une plus 

faible affinité l'ET-3 (Arai et al., 1990). Les récepteurs ETB sont principalement exprimés 

dans les cellules endothéliales et lient toutes les iso formes de 1' endothéline avec la même 

affmité (Sakurai et al., 1990). Un troisième récepteur, ETC, a été identifié chez le Xenopus 

laevis qui lie préférentiellement l'ET-3 (Kame, Jayawickreme & Lerner, 1993). Cependant, 

ce récepteur n'a jamais été décrit chez les mammifères. Par ailleurs, 1' analyse de la liaison 

des antagonistes des récepteurs ETB a permis de suggérer 1' existence de deux iso formes du 

récepteur ETB: ETBl et ETB2 (Douglas, Meek & Ohlstein, 1994b). Le récepteur ETB2 

relayerait les effets vasoconstricteurs de l'ET-1, et l'ETBlles effets vasodilatateurs (Tableau 

VI). 

B. Distribution tissulaire des récepteurs 

Les récepteurs ETA et ETB sont présents dans les mêmes organes (Tableau V). 

Cependant, la distribution cellulaire des récepteurs est différente dans un même organe. Par 

exemple, dans le cerveau, les récepteurs ETA sont localisés majoritairement dans les 

vaisseaux sanguins, alors que les récepteurs ETB sont exprimés dans les cellules gliales ou 

encore dans les cellules épendymaires. Dans le rein, les récepteurs ETA sont localisés dans 

les cellules de muscles lisses des vaisseaux sanguins, alors que les récepteurs ETB sont 

exprimés dans 1' endothélium glomérulaire, la vasa recta ou encore dans le segment fm de 

l'anse de Henle. Dans le cœur, les deux récepteurs sont exprimés dans le myocarde et seul 

l'ET A est présent dans l'aorte (Hori et al., 1992). 

ETA +++ +++ + + ++ + ++ +++ ++ 

ETB + +++ +++ + ++ ++ ++ ND +++ 

Tableau V : Expression des récepteurs des endothélines chez l'homme 

(+++: Fortement exprimé, ++: moyennement exprimé, +: faiblement exprimé, -: indétectable, ND: Non 
déterminé) 
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C. La structure des récepteurs des endothélines 

Les récepteurs de 1 'ET -1 possèdent une structure comprenant sept domaines 

transmembranaires, une extrémité N-terminale extracellulaire et une extrémité C-terminale 

cytoplasmique, et sont couplés aux protéines G. Ils présentent entre eux une homologie de 

séquence en acides aminés de 60% et divergent dans leurs extrémités N-terminale. Cependant 

contrairement aux autres récepteurs couplés aux protéines G, la partie N-terminale de ces 

récepteurs ne jouerait aucun rôle dans la sélectivité pour le ligand (Sakamoto et al., 1993). 

Des différences sont également observées dans la régulation post-transcriptionnelle des 

récepteurs. Ainsi, la palmitoylation des récepteurs ETA bloque la transduction du signal mais 

semble n'avoir aucun effet sur les récepteurs ETB (Horstmeyer et al., 1996). Cependant, 

comme la plupart des récepteurs couplés au protéine G, la désensibilisation des récepteurs 

ETA et ETB est consécutive à leur phosphorylation par une « G protein receptor kinase». 

(Cramer, Muller-Ester! & Schroeder, 1997; Cramer, Muller-Esterl & Schroeder, 1998). 

D. Pharmacologie des récepteurs de l'ET 

Dans un premier temps, la différence d'affinité entre l'ET-1 et l'ET-3 a permis de 

suggérer l'existence de différents types de récepteurs. La liaison de l'ET-1 à ses récepteurs est 

quasiment irréversible et le complexe endothéline-récepteur est rapidement intemalisé. La 

dissociation lente de ces récepteurs peut expliquer les effets prolongés des endothélines 

(Devesly et al., 1990; Hilal-Dandan et al., 1997). 

Par la suite, de nombreux agonistes et antagonistes dérivant de produits naturels ont été 

decrits tels que la sarafotoxine S6c, un agoniste spécifique des récepteurs ETB ou le 

BE-18257B, un antagoniste des récepteurs ETA, isolé à partir du produit de la fermentation 

de streptomyces misakiensis (Ihara et al., 1991). La modification de ce peptide a permis la 

synthèse d'un autre pentapeptide cyclique très utilisé grâce à sa meilleure affinité, sa 

solubilité et sa sélectivité pour le récepteur ETA: le BQ123 (Douglas et al., 1994a; Ishikawa 

et al., 1992). A partir de la structure du BQ123, d'autres antagonistes des récepteurs ETA ont 

été développés, les tripeptides linéaires de synthèse, le FR139317 et PD151242 (Aramori et 

al., 1993; Davenport et al., 1994). La modification de ces tripeptides a conduit à la synthèse 

d'agonistes spécifiques pour les récepteurs ETB: BQ3020, IRL620 et d'antagonistes des 

récepteurs ETB: BQ788. Par ailleurs, la synthèse du PD142893, un antagoniste qu'on croyait 

non sélectif des récepteurs des endothélines a permis de suggérer l'existence d'une seconde 

forme de récepteurs ETB, les récepteurs ETBl (Douglas et al., 1994b). Enfin, d'autres 
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antagonistes puissants non sélectifs et surtout non peptidiques ont été caractérisés, tels que le 

bosentan ou le SB209670. Ces produits ont une demi-vie relativement longue dans le sang et 

peuvent être utilisés in vivo. (Tableau VI). 

Agoni stes 

Antagonistes BQ123 
PD142893 

Bosentan 
SB209670 

PD142893 
BQ788 
Bosentan 
SB209670 

BQ788 
Bosentan 
SB209670 

Tableau VI : Pharmacologie des récepteurs de l' endothélines 

4. Les fonctions des endothélines 

Bien que toujours considérées comme les plus puissants vasoconstricteurs connus à ce 

jour, les endothélines exercent de nombreuses autres actions biologiques dans des tissus non 

vasculaires (Tableau VIT). En particulier, l'ET-1 et l'ET-3 jouent un rôle majeur lors du 

développement, dans le processus de migration de la crête neurale (Clouthier et al., 1998; 

Gariepy, Cass & Yanagisawa, 1996; Hosoda et al., 1994; Kurihara et al., 1995a; Kurihara et 

al., 1995b; Kurihara et al., 1994 ). Au cours de la cicatrisation, 1 'ET -1 peut également stimuler 

la migration cellulaire et augmenter la synthèse des constituants de la matrice extracellulaire, 

ce qui lui confère un rôle profibrogène, en particulier dans le rein (Kohan, 1993). Dans les 

cellules épithéliales qui représentent un site important de leur synthèse, les endothélines 

régulent les activités de transport hydro-électrolytiques. Dans le rein notamment, 1 'ET -1 et 

l'ET-3 inhibent la réabsorption d'eau et de sodium par le tube collecteur en réponse à la 

vasopressine (Nadler, Zimpelmann & Hebert, 1992). 

A. Endothélines et prolifération 

Les endothélines régulent positivement ou négativement la prolifération et l'apoptose. 

Elles stimulent la prolifération de différents types cellulaires tels que les astrocytes (Lazarini 

et al., 1996), les cellules mésangiales glomérulaires (Simonson et al., 1989), les mélanocytes 

(Tada et al., 1998), des perycites vasculaires (Yamagishi et al., 1993) ou des cellules gliales 

34 



(MacCumber, Ross & Snyder, 1990). Elles exercent également des effets antiprolifératifs 

dans les cellules de mélanomes humains (Okazawa et al., 1998), les cellules épithéliales 

trachéales (Ninomiya, Inui & Masaki, 1998) ou les CEF myofibroblastiques (Mallat et al., 

1995a). L'effet mitogénique de l'ET-1 est généralement relayé par les récepteurs ETA alors 

que ses effets antiprolifératifs impliquent les récepteurs ETB. 

B. Endothélines et apoptose 

L' endothéline exerce également des effets pro et anti apoptotiques suivant le type 

cellulaire. Dans les mélanomes, 1 'ET -1 induit 1' apoptose via ses récepteurs ETB, 

consécutivement à une induction et une translocation de p53 dans le noyau (Okazawa et al., 

1998). En revanche, les effets apoptotiques obtenus par déprivation de sérum dans les 

fibroblastes, et par le paclitaxel, un anticancéreux dans les cellules musculaires lisses 

musculaires, est inhibé par l'ET-1 par l'intermédiaire des récepteurs ETA (Shichiri, Marumo 

& Hirata, 1998a~ Shichiri et al., 1998b~ Wu-Wong et al., 1997). Enfm, lors du développement 

de la crête neurale, l'ET-1 semble protéger les cellules mésenchymateuses de l'apoptose 

permettant ainsi un développement normal (Thomas et al., 1998). Les voies de transduction 

activées par 1 'ET -1 dans ce processus ne sont pas encore connues. 

Développement 

Cœur 

Vasculaire 

Rein 

Poumon 

Appareil reproducteur 

Migration de la crête neurale 

Chronotrope et inotrope positif 

Vasoconstriction 
du tonus vasculaire 

Inhibition de la filtration glomérulaire 
Excretion sodique 
Inhibition du de renine 

Contraction des bronchioles 

Augmentation sécrétion de LH et FSH 
Contraction utérine 
Stimulation la production de testostérone 
Contraction · 

Tableau Vll : Les principaux effets des endothélines 
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C. Endothélines et foie 

a) Synthèse et récepteurs de l'ET-1 dans le foie 

Dans le foie normal, la synthèse d'ET-1 est très faible (0,05 pg/mg de protéines) 

(Leivas et al., 1995). Les ARNm de la prépro-endothéline-1 sont principalement exprimés 

dans les cellules endothéliales du sinusoïde. Ils sont également détectables en faibles 

quantités dans les cellules de Kupffer et les CEF (Eakes et al., 1997; Housset et al., 1993b; 

Rockey et al., 1998). La synthèse d'ET-1 peut également avoir lieu dans les hépatocytes, dans 

des circonstances particulières telles que le développement embryonnaire ou en cas de 

transformation maligne. L'ET -1 et big-ET -1 sont libérées dans le surnageant de culture par 

les cellules de la lignée hépatocytaire HepG2 (Suzuki et al., 1989). 

Sur coupes de foie, les ARNm de 1 'ECE-1 ont été localisés dans les cellules endothéliales des 

sinusoïdes et des vaisseaux. De plus, chez l'homme, il a été possible de mettre en évidence 

une synthèse d'ET-1 dans les cellules épithéliales biliaires intra-hépatiques, ainsi que dans les 

cellules épithéliales de la vésicule biliaire (Shao, Yan & Rockey, 1999) 

Les sites de liaison des endothélines dans le foie ont d'abord été identifiés par des 

études de clairance effectuées chez le rat. Après injection dans la circulation générale d'ET-1 

ou d'ET-3 radiomarquées, une grande partie de la radioactivité est detectée dans les CEP, les 

cellules endothéliales de la veine porte et de la veine centrolobulaire (Gondo et al., 1993). 

Des études in vitro montrent que les récepteurs ETA et ETB des endothélines sont 

majoritairement exprimés dans les CEF mais sont également présents dans les hépatocytes. 

Les récepteurs ETB sont également détectés dans les cellules de Kupffer et les cellules 

endothéliales du sinusoïde hépatique (Mallat et al., 1995a Housset et al., 1993b; Jouneaux et 

al., 1994; Stephenson et al., 1995) (Figure 8). Ainsi, comme dans les autres organes, la 

colocalisation des lieux de synthèse de l'ET -1 et de ses récepteurs suggère des actions 

autocrines et paracrines du peptide. 

b) Actions de I'ET-1 dans le foie sain 

i) Effets vasculaires 

De nombreuses travaux ont été consacrés au rôle de 1 'ET -1 dans la régulation du flux 

sanguin hépatique. L'apport exogène d'ET-1 dans le foie isolé perfusé conduit à une 

augmentation soutenue de la pression portale (Gandhi, Stephenson & Oison, 1990; Okumura 

et al., 1994; Zhang, Pegoli & Clemens, 1994). Cet effet est reproduit chez l'animal entier 
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après injection intraveineuse d'ET-1 dans la veine fémorale ou la veine porte. L'augmentation 

de la pression portale en réponse à l'ET-1 dans le foie normal résulte de l'augmentation des 

résistances intrahépatiques, causées par la vasoconstriction des vaisseaux porte ( Okumura et 

al., 1994). Un effet vasopresseur de l'ET-1 sur les sinusoïdes pourrait également contribuer à 

1' augmentation des résistances intrahépatiques, mais cet effet est controversé. 

ii) Effets non vasculaires 

Parmi les effets extravasculaires de 1 'ET -1 dans le foie, les effets métaboliques ont été 

les premiers décrits. L'ET -1, via ses récepteurs ETB, augmente la glycogenolyse dans les 

hépatocytes. Cet effet est relayé par une augmentation du calcium cytosolique (Serradeil-Le 

Gal et al., 1991) consécutivement à l'activation de la phospholipase C et l'inhibition de la 

pompe à calcium des membranes plasmiques (Jouneaux et al., 1994). Par ailleurs, dans les 

cellules de Kupffer, la liaison de l'ET-1 aux récepteurs ETB stimule la sécrétion de PGE2 et 

de« platelet activating factor» (PAF) (Mustafa et al., 1995; Stephenson et al., 1997). 

L'ET-1 exerce également des effets sur le flux biliaire. A fortes concentrations, elle 

provoque une diminution du flux biliaire (Tanaka et al., 1994; Bauer et al., 1994). Ces effets 

sont bloqués en présence d'agents vasodilatateurs tels que les prostacyclines, l'oxyde nitrique 

ou la papavérine, suggérant que la cholestase observée est secondaire à l'action 

vasoconstrictrice de l'ET-1 (Bauer et al., 1994; !sales, Nathanson & Bruck, 1993; Tanaka et 

al., 1994; Tran-Thi, Kawada & Decker, 1993). A l'inverse, une faible concentration d'ET-1 

augmente la sécrétion biliaire probablement par la stimulation du transport vésiculaire 

hépatocytaire (Tanaka et al., 1994). L'ET-1 augmente également la fréquence de contraction 

des canalicules biliaires (Kamimura et al., 1993). Ainsi, l'ET-1 peut favoriser le flux biliaire 

dans des conditions physiologiques. Cependant à forte concentration, elle pourrait être 

impliquée dans les complications des maladies de foie provoquées par une cholestase (Figure 

8). 

c) Rôle de I'ET-1 dans les lésions hépatiques d'ischemie-reperfusion 

Au cours de la transplantation hépatique, une augmentation de la concentration 

plasmatique d'ET -1 est constatée pendant la période post opératoire précoce chez l'homme et 

chez l'animal (Gandhi et al., 1996a). Dans les modèles expérimentaux d'ischémie 

reperfusion, la concentration d'ET -1 est augmentée dans la veine porte, la veine hépatique et 
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dans la veine cave suprahépatique et le tissu hépatique (Kawamura et al., 1995). Son 

accroissement est constaté dès la phase d'hypoxie mais se majore encore après la reperfusion 

(Goto et al., 1994). Cette augmentation d'endothéline serait responsable d'une part d'une 

vasoconstriction de la veine porte et d'autre part de lésions hépatocellulaires. En effet, 

l'administration d'antagonistes des récepteurs ou d'anticorps anti-endothéline avant 

l'ischémie reperfusion permet d'augmenter le flux sanguin hépatique et de diminuer la 

pression portale (Kitayama et al., 1997). Ce même traitement permet également de diminuer 

les lésions endothéliales hépatocellulaires induites par l'ischémie reperfusion, ce dont 

témoigne une amélioration de la sécrétion biliaire et une diminution des activités des enzymes 

hépatiques circulantes (Goto et al., 1994; Kitayama et al., 1997; Pannen et al., 1998). Le rôle 

de l'ET -1 dans la survenue des lésions hépatocellulaires et des perturbations 

hémodynamiques du foie dues à l'ischémie reperfusion au cours de la transplantation 

hépatique suggère que l'utilisation d'antagonistes des endothélines puisse constituer une 
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approche pharmacologique utile pour atténuer les effets néfastes des endothélines dans ces 

circonstances. 

d) Rôle de l'ET -1 dans les maladies chroniques du foie 

De nombreuses études ont montré que les concentrations plasmatiques d'ET -1 et/ou 

ET-3 étaient augmentées chez les patients atteints de cirrhose (Gerbes et al., 1995~ Pinzani et 

al., 1996b). Elles sont d'autant plus élevées que la maladie de foie est sévère (Hartleb et al., 

1994), en particulier lorsque la cirrhose est compliquée par une ascite, un syndrome hepato 

rénal ou une infection bactérienne (Moore et al., 1992). Cette augmentation d' endothélinémie 

est expliquée d'une part la réduction du catabolisme de l'endothéline (Gandhi, Sproat & 

Subbotin, 1996b) et d'autre part une augmentation de la synthèse d'ET-1 dans les cellules 

endothéliales, les cellules épithéliales biliaires et les CEF myofibroblastiques (Housset et al., 

1993a~ Housset et al., 1993b~ Pinzani et al., 1996b; Rieder, Ramadori & Meyer zum 

Buschenfelde, 1991). Cette stimulation est favorisée, dans les CEF myofibroblastiques par les 

facteurs augmentés au cours de la fibrogénèse tels que le PDGF, le TGF-f3 et le PAF (Eakes & 

Oison, 1998; Pinzani et al., 1996b; Rieder et al., 1991). Par ailleurs, on observe une 

régulation de l'expression d'ECE-1 dans les cellules endothéliales et les CEF 

myofibroblastiques (Shao et al., 1999). Cette augmentation d'ET-1 peut également contribuer 

à la vasoconstriction et à 1 'hyperfiltration rénale qui sont à 1' origine du syndrome hépato­

renal. Il a ainsi été possible d'améliorer de façon significative la fonction rénale de patients 

atteints de syndrome hépato-renal grâce à l'administration de BQ123 un antagoniste des 

récepteurs ETA (Soper, Latif & Bending, 1996). 

Le rôle de 1 'ET -1 dans la physiopathologie de la fibrogénèse hépatique est complexe. 

En effet, plusieurs arguments suggèrent que l'ET -1 pourrait limiter le développement de la 

fibrose hépatique. Notre groupe a en effet démontré que l'ET-1 inhibe la prolifération des 

CEFm par l'intermédiaire de ses récepteurs ETB. De plus, l'expression des récepteurs ETB 

est très augmentés dans le foie cirrhotique ainsi que dans les CEFm de rat isolés à partir 

d'animaux ayant une fibrose expérimentale induite par le CC14 (Gandhi et al., 1998; Leivas et 

al., 1998). Enfin, l'administration d'un antagoniste des récepteurs ET -1 augmente la 

fibrogénèse induite par le CC14 (Poo et al., 1999). Toutefois, il a été montré que le récepteur 

ETA favorise le processus d'activation myofibroblastique des CEF et stimule leur 

prolifération (Pinzani et al., 1996b~ Rockey et al., 1998). Cette fonction du récepteur ETA est 

étayée par une étude dans un modèle de fibrose expérimentale induite par la ligature de 
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cholédoque qui montre que l'administration d'un antagoniste sélectif du récepteur ETA 

ralentit le processus de fibrogénèse (Cho et al., 2000). L'ensemble de ces travaux indique 

donc que la surproduction hépatique d'ET -1 au cours des hépatopathies chroniques semble 

avoir deux effets opposés sur le développement de la fibrogénèse : un effet profibrogénique 

par l'intermédiaire des récepteurs ETA et un effet antifibrogénique relayé par les récepteurs 

ETB. 

Les CEFm acquièrent des propriétés contractiles qui interviennent dans la 

physiopathologie de l'hypertension portale. En effet, en se contractant en réponse à divers 

agents vasoconstricteurs, et en particulier à l'ET -1, elles réduisent le calibre des capillaires 

sinusoïdes et constituent ainsi l'un des éléments concourant à augmenter la résistance 

intrahépatique et à provoquer de l'hypertension portale. Toutefois, le rôle de l'ET-1 dans la 

physiopathologie de l'hypertension portale est controversé. En effet, chez le rat, des résultats 

montrent que dans un modèle d'hypertension portale induite par ligature de la voie biliaire 

principale ou par injection de CC14, l'administration de bosentan, un antagoniste ETAIETB, 

réduit la pression portale (Rockey & Weisiger, 1996). Cenpendant, une étude contradictoire 

récente montre que dans le même modèle d'hypertension portale induite par l'administration 

de CC14, l'injection de R0485696, un antagoniste ETA/ETB de seconde génération, n'a 

aucun effet sur l'hypertension portale chez le rat cirrhotique (Poo et al., 1999). Là encore, 

l'utilisation d'antagonistes séléctifs peut s'avérer décisive. 

5. Transduction du signal des endothélines 

A. Les différents couplages des récepteurs des endothélines aux protéines G 

Les récepteurs des ETs appatiennent à la famille des récepteurs à sept domaines 

transmembranaires et sont couplés aux protéines G. L'utilisation des toxines de pertussis 

(PTX) et de cholera (CTX) ont permis de mettre en évidence le couplage complexe des 

récepteurs des endothélines aux protéines G. En effet, le couplage des récepteurs ETA et ETB 

à une protéine G donnée dépend du type cellulaire. Ainsi, les récepteurs ET A sont couplés à 

Gi dans les cellules endothéliales de capillaires du cerveau (Ladoux & Frelin, 1991) et à Gs 

dans les cellules vasculaires de muscle lisse (Eguchi et al., 1993a). De même, les récepteurs 

ETB sont couplés à Gi dans les cellules mésangiales (Simonson & Dunn, 1990a) et dans les 

astrocytes (Couraud et al., 1991) et à Gs dans les cellules endothéliales de capillaires du 

cerveau (Vigne, Ladoux & Frelin, 1991 ). Enfin dans certains types cellulaires un même 
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récepteur peut être couplé à 2 protéines G différentes. Par exemple, Gq et Gs sont couplées 

aux récepteurs ETB dans le foie (Jouneaux et al., 1994) et aux récepteurs ETA dans les 

cellules endothéliales (Eguchi et al., 1993a). L'ensemble de ces résultats suggère que les 

second messagers activés en réponse aux endothélines peuvent être très variés : Calcium, 

AMPc, ou MAPK (Figure 9). 

B. Le calcium, l'IP3, le DAG et la PKC 

Quel que soit le récepteur de l'endothéline, on observe toujours une augmentation de 

calcium cytosolique consécutivement à la liaison de l'ET à son récepteur. Cependant, les 

mécanismes par lequell'ET-1 augmente le calcium diffèrent selon les récepteurs impliqués. 

En effet, dans les cellules de muscle lisse d'aorte de rat, les récepteurs ETA activent 

rapidement l'élévation de calcium par la voie IP3 (Kasuya et al., 1989a; Kasuya et al., 1989b; 

Pang et al., 1989) alors que le récepteur ETB augmente le calcium plus tardivement (Kang, 

Kang & Lee, 1998; Naik et al., 1998) en stimulant l'influx de calcium à travers des canaux 

dont la nature reste très controversée et depend probablement du type cellulaire. Les 

premières études indiquaient que 1 'ET -1 activait des canaux calciques dépendant du voltage 

(VOC) de deux types, sensible (type L) et insensible (type T) aux dihydropyridines (Goto et 

al., 1989; Simonson et al., 1989; Vigne et al., 1990a; Xuan, Watkins & Whorton, 1991). Des 

travaux plus récents ont montré que les canaux calciques ROC (receptor operated calcium 

channel) seraient activés par les ETs (Stanimirovic et al., 1994; Wilkes et al., 1991). 

Egalement, l'implication de la PKC dans les effets biologiques des ETs a été montrée 

dans différents systèmes cellulaires. Dans les cellules endothéliales des capillaires du 

cerveau, l'activation de la PLC par l'ET-1 est réduite après traitement des cellules par des 

esters de phorbol (Vigne et al., 1990b). Dans ce cas, la PKC contribuerait par un mécanisme 

de rétrocontrôle négatif de la réponse cellulaire à l'ET -1. La stimulation de la PKC par l'ET -1 

est également responsable de l'inhibition du taux d' AMPc stimulée par la vasopressine dans 

les cellules épithéliales rénales du canal collecteur de la médullaire interne (Kohan & 

Hughes, 1993). 

C. L'AMPc 

Là encore, les ETs régulent positivement et négativement le taux d' AMPc selon la 

nature du récepteur ETA ou ETB ou le type cellulaire. 
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La transfection des deux récepteurs dans des cellules CHO a montré que 1 'ET -1 augmente la 

taux d' AMPc lorsque les cellules surexpriment les récepteurs ETA, mais inhibe la formation 

d' AMPc dans les cellules surexprimant ETB (Aramori & Nakanishi, 1992~ Takagi et al., 

1995). En accord avec ces données, l'ET-1 stimule la production d' AMPc via les récepteurs 

ETA dans les cellules de muscle lisse vasculaire et respiratoire ou dans les cellules trachéales 

embryonnaires (Eguchi et al., 1993a; Oda et al., 1992; Takimoto et al., 1996). L'ET-1 par 

l'intermédiaire des récepteurs ETB inhibe au contraire la production d' AMPc stimulée la 

forskoline dans les cellules endothéliales vasculaires et des astrocytes (Eguchi, Hirata & 

Marumo, 1993b; Lazarini et al., 1996). Cependant, les récepteurs ETA inhibent la production 

d' AMPc dans les myocytes cardiaques ventriculaires et dans le myomètre, dans des cellules 

endothéliales de capillaires cérébraux et dans une lignée cellulaire d'astrocytome (Couraud et 

al., 1991; Hilal-Dandan et al., 1994; Khac, Naze & Harbon, 1994; Ladoux & Frelin, 1991) 

alors que l'ET-1 par l'intermédaire de ses récepteurs ETB stimule la formation d' AMPc dans 

les cellules musculaires lisses du sphincter de l'iris (el-Mowazy & Abdel-Latif, 1994). Enfin, 

dans les cellules cardiaques auriculaires, l'ET-1 n'exerce aucun effet sur le taux d' AMPc, ni à 

l'état basal, ni après stimulation par l'isoprotérénol (Vigne, Lazdunskî & Frelin, 1989). 

D. Les autres seconds messagers 

L'ET-1 peut activer la phospholipase D (PLD), l'enzyme qui hydrolyse les 

phosphatidylcholines membranaîres, conduisant à la libération de choline et d'acide 

phosphatidique (Kester et al., 1992; MacNulty, Plevin & Wakelam, 1990; Suzuki, Oiso & 

Kozawa, 1994). Ce dernier peut à son tour être transformé en DAG par un acide 

phosphatidique hydrolase. Cette voie de signalisation constitue une autre source de DAG qui 

pourrait être responsable de l'activation prolongée de la PKC (Griendling, Tsuda & 

Alexander, 1989; Suzuki et al., 1997). 

Dans de nombreux types cellulaires, les ETs activent la PLA2. Cette enzyme catalyse 

la formation d'acide arachidonîque (Barnett et al., 1994; Kruger et al., 1995; Resink, Scott­

Burden & Buhler, 1989). L'acide arachidonique peut être ensuite métabolisé par les 

cyclooxygénases, ce qui conduit à la formation de prostaglandines et de thromboxanes, ou par 

la lipoxygénase ce qui conduit à la formation de leucotriènes (Filep et al., 1991; Fukunaga et 

al., 1991; Resink et al., 1989; Stanimirovic et al., 1993). La production de PGE2 en réponse à 

1 'ET -1 peut, par un mécanisme indirecte, augmenter à son tour le taux d' AMPc comme cela a 
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été montré dans la glande hypophysaire antérieure et dans les cellules mésangiales 

(Matsumoto et al., 1996; Simonson & Dunn, 1990b). 

L'ET-1 active également la production de nitrique oxyde (NO) en stimulant la NO 

synthase (NOS) via les récepteurs ETB exclusivement. Cette production de NO rend compte 

des effets vasodilatateurs de l'ET-1 (Filep, Battistini & Sirois, 1993; Stephenson et al., 1997). 
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Figure 9 : Voies de signalisation associées aux récepteurs des endothélines 

(COX : Cyclooxygénase, LOX : Lipoxygénase, PA : Acide Phosphatidique, PKC: Protéine Kinase C, 

IP3 : Inositol tri-phosphate, FAK: Focal Adhésion Kinase, DAG: Diacyl Glycerol, AA: Acide Arachidonique, 

PG: Prostaglandines, AMPc: Adenosine mono phosphate cyclique, LT: Leucotriène, PL: Phospholipase, 

PTK : Protéine Tyrosine kinase) 

L'ET -1 active également les MAPK, ERK, JNK et p38-MAPK dans les cellules de 

muscle lisse pulmonaire, dans les myocytes cardiaques ou dans les fibroblastes. L'activation 

de ERK par 1 'ET -1 est impliquée dans ses effets mitogènes et est consécutivement à 

l'activation de la voie Shc/Grb2/Ras (Alexandrov et al., 1998; Clerk, Michael & Sugden, 

1998; Shapiro et al., 1996; Teixeira et al., 1999; Yambo1iev, Hruby & Gerthoffer, 1998). 

Alors que l'activation de JNK ou p38 MAPK jouerait un rôle majeur dans l'hypertrophie 

cardiaque (Clerk et al., 1998). 

Enfin, 1 'ET -1 active également une petite protéine G, Rho A qui est impliqué dans le 

remaniement du cytosquelette. L'activation de cette voie semble impliqué dans la régulation 

de la contraction des cellules de muscle lisse. Les voies de transduction conduisant à cette 

activation restent inconnues (Wang & Bitar, 1998). 
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E. Voies de transduction impliquées dans la régulation de la prolifération et 

dans l' apoptose en réponse aux ETs 

L'effet mitogénique implique l'activation de la vote p21Ras/ERK (Extracellular 

Regulated Kinase) (Foschi et al., 1997; Imokawa, Yada & Kimura, 1996; Lazarini et al., 

1996; Teixeira et al., 1999) qui conduit à l'induction des gènes de réponse précoce tels que 

c-fos, fra-1, c-jun, c-myc, Egr-1 (Bagnato et al., 1997; Shamim et al., 1999; Simonson et al., 

1989). Enfin, l'activation de la FAK (focal adhésion kinase) est également impliquée dans les 

effets mitogéniques de l'ET-1 dans les astrocytes (Bagnato et al., 1997; Teixeira et al., 1999). 

Les effets antiprolifératifs de l'ET-1 impliquent l'inhibition de la voie des MAPK et 

de c-Jun. Cette inhibition des MAPK est consécutive à une augmentation de la production de 

prostaglandines (PGE2/PGI2) qui à leur tour augmentent le taux d' AMPc (Mallat et al., 1996) 

(Figure 9). 
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IV. Les cyelooxygénases 

1. Les différentes cyclooxygenases et leurs pharmacologies 

Les cyclooxygénases (COX) ou prostaglandine H2 synthétases sont les enzymes qui 

catalysent la biosynthèse des prostanoïdes dont les prostaglandines, à partir de l'acide 

arachidonique (AA). Elles possèdent deux activités enzymatiques distinctes au sein de la 

même protéine : 

~ une activité cyclooxygénase conduisant à la formation d' endoperoxyde cyclique PGG2 

et la libération de deux molécules d'02 

~ une activité peroxydase réduisant un groupement 15-hydroperoxyde de la PGG2 en 

15-hydroxyle et donne le PGH2. 

La PGH2 est alors transformée en prostaglandines primaires : PGE2, PGF2a, PGD2, PGI2, et 

tromboxane A2 (TXA2) par des prostaglandines ou des tromboxane synthases spécifiques 

(Figure 10) 
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Figure 10: Voie de synthèse des prostaglandines 

(PG : Prostaglandine ; TX : Thromboxane) 

Il existe actuellement deux isoformes de COX : COX-1 et COX-2. La COX-1 a été clonée en 

1988 par trois groupes indépendants (DeWitt & Smith, 1988; Merlie et al., 1988; Yokoyama, 

Takai & Tanabe, 1988). La mise en évidence de la COX-2 date du début des années 90 

(DuBois et al., 1994; Kujubu et al., 1991; Xie et al., 1991). Les deux isoformes possèdent un 
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poids moléculaire de 71 KDa et une grande similarité de structure. Elles existent sous forme 

homodimèrique et possèdent un hème ferrique, de nombreux sites de glycosylation et deux 

sites catalytiques (Smith, Garavito & De Witt, 1996). 

Les COX sont codées par deux gènes différents. Le gène de la COX-2 humaine (8,3 

kb) contient 10 exons (Kujubu & Herschm~ 1992). Celui de la COX-1 (22 kb) contient 11 

exons, et ne contient pas de TATA box, caractéristique d'un gène de ménage (Kraemer, 

Meade & DeWitt, 1992). En accord avec ces données, la COX-1 est exprimée 

constitutivement dans un grand nombre de tissus. Elle est impliquée dans l'expression basale 

de prostaglandines. Elle est très abondante dans le rein, 1' estomac, les plaquettes et 

l'endothélium vasculaire. La COX-2 est généralement indétectable à l'état basal mais peut 

être induite rapidement (entre 2 et 6 heures) dans les fibroblates (Kujubu et al., 1993), les 

cellules endothéliales (Jones et al., 1993}, les monocytes (O'Sullivan et al., 1992) ou encore le 

follicules ovariens (Sirois, Simmons & Richards, 1992) en reponse à des facteurs de 

croissances, des hormones, des endotoxines bactériennes, des cytokines ou encore des agents 

promoteurs de tumeurs. Cependant, des données récentes indiquent que le gène de la COX-1 

peut être induit au cours du développement (Brannon et al., 1994) et inhibé dans les cellules 

endothéliales en réponse au FGF acide (Hia & Maciag, 1991; Wadleigh & Herschman, 1999). 

D'autre part, la COX-2 est exprimée constitutivement dans le cerveau, les testicules, dans la 

macula densa rénale, dans l'épithélium de la trachée, et les îlots de Langherhans (Harris et al., 

1994; Sorli et al., 1998; Walenga et al., 1996; Yamagata et al., 1993) et pourrait ainsi dans 

ces cellules, participer à la régulation de la production basale de prostaglandines 

A. Pharmacologie des cyclooxygénases 

a) Les inhibiteurs non sélectifs 

Les COX sont inhibés par les antiinflammatoires non stéroïdiens (AINS). Le premier 

AINS découvert est un dérivé acétylé du salylate, l'aspirine qui inhibe irréversiblement les 

deux isoformes de COX par acétylation. D'autres molécules ont par la suite été développées: 

l'indométacine, l'ibuprofène ou le sulindac ... (Tableau VIII) Cependant, ces inhibiteurs non 

sélectifs provoquent des lésions gastriques et également des problèmes rénaux dus à 

l'inhibition de la production basale de PG relayée par la COX-1. 
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b) Les inhibiteurs sélectifs COX-2 

C'est dans le but de réduire ces effets secondaires que des molécules inhibant 

spécifiquement la COX-2 ont été mises au point en tant qu'agents antidouleurs, antipyretiques 

ou antiinflammatoires liés à l'augmentation de l'expression de la COX-2. L'utilisation d'une 

molécule de première génération, le méloxicam, un inhibiteur sélectif de COX-2, montre que 

les troubles gastriques sont significativement moins importants que ceux provoqués par des 

inhibiteurs non sélectifs (Furst, 1997). Des produits plus spécifiques comme le NS-398 ou 

encore le SC-58125 ont été développés. Comme le meloxicam, les tests cliniques montrent 

des effets secondaires réduits (Mizuno et al., 1997; Penning et al., 1997). Deux molécules, le 

vioxx et le celebrex (derivé du SC58125) ont été récemment commercialisés dans le cadre du 

traitement de la polyarthrite rhumatoïde. 

Inhibiteurs non sélectifs 
(AINS) 

Piroxicam 
Aspirine 

Indomethancin 
Ibuprofène 

Inhibiteurs sélectifs COX-2 
Meloxicam 
Nimesulide 

SC58125 
NS398 

L-745, 337 
Celecoxib 

0,0005 
1,67 

0,028 
3 

4,8 
9,2 

38,7 
16,8 
369 
15 

0,3 
278 
1,68 
3,5 

0,43 
0,52 
0,27 
0,10 
1,5 

0,04 

Tableau Vlli: Pharmacologie des cyclooxygénases 

B. Localisation nucléaire de la COX-2 

Classiquement les PG agissent par l'intermédiaire de récepteurs couplés aux protéines 

G pour exercer leurs fonctions. Cependant, un effet intracellulaire des PG a été considérée 

suggéré par la mise en évidence d'une localisation périnucléaire de la COX-2 (Morita et al., 

1995; Otto & Smith, 1994). Par ailleurs, la découverte de récepteurs nucléaires, les 

« peroxisome proliferator-activated receptors » (PPAR) pouvant lier les PG et les acides gras 

a conforté cette hypothèse (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995; Krey et al., 1997). 
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C Recombinaison homologue des COX 

a) Invalidation de la COX-1 

Les souris hétérozygotes invalidées pour le gène de la COX-1 sont viables mais les 

souris homozygotes meurent avant la naissance, suggérant un rôle de la COX-1 dans le 

développement embryonnaire. Cependant, contrairement au rôle protecteur proposé de la 

COX-1 dans l'estomac et le rein, renforcé par l'effet délétère des AINS, ces souris invalidées 

pour la COX-1 ne présentent aucun dysfonctionnement rénal ni ulcération gastrique. De façon 

surprenante, et en opposition avec le rôle supposé exclusif de la COX-2 dans l'inflammation, 

ces souris invalidées pour la COX-1 présentent une réponse inflammatoire modifiée. En effet, 

on observe un retard du recrutement des monocytes et de la sécrétion de cytokines chez les 

souris hétérozygotes en réponse à l'acide arachidonique. C'est lorsque la COX-2 est induite 

après deux heures que les PG produites initient le processus inflammatoire. Ainsi, la 

production précoce de PG ne peut être due qu'à la COX-1. (Langenbach et al., 1995). 

b) L'invalidation de la COX-2 

Les souris homozygotes invalidées pour le gène de la COX-2 survivent entre 8 et 16 

semaines. Une néphropathie est observée 6 semaines après la naissance et sa sévérité ne cesse 

d'augmenter jusqu'à la mort de l'animal. Elle est due à un arrêt précoce de la maturation du 

rein. En effet, on observe un faible pourcentage de néphrons formés et la grande majorité des 

glomérules sont immatures. Lorsque l'animal vieillit, les néphrons fonctionnels s'atrophient, 

conduisant à un arrêt des fonctions rénales. D'autre part, les femelles sont stériles car 

incapables d'ovuler (Dinchuk et al., 1995; Morham et al., 1995). Ces résultats montrent un 

rôle constitutif de la COX-2 dans l'ovulation. Par ailleurs, de façon surprenante, le processus 

inflammatoire en réponse à l'acide arachidonique n'est pas altéré. Cependant, une 

augmentation de la quantité de prostaglandines est tout de même observée en réponse à une 

inflammation provoquée (Morham et al., 1995). Cette élévation de PG semble due à la COX-

1. L'ensemble de ces résultats confirme que la COX-1 est impliquée dans les évènements 

précoces de l'inflammation. De plus, ils réfutent l'implication indispensable de la COX-2 

dans le processus inflammatoire 
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2. Les fonctions des COX 

Les prostaglandines jouent un rôle majeur dans la régulation de l'inflammation, la 

prolifération cellulaire, la réparation tissulaire, la parturition ... 

A. Dans l'appareil digestif 

Dans la plupart des espèces, et chez 1 'homme, les prostaglandines sont synthétisées 

majoritairement par la COX-1 dans l'estomac. Cependant, une petite quantité de COX-2 est 

également présente constitutivement (Kargman et al., 1996). 

Le rôle des PG constitutivement produites dans l'appareil digestif est fondamental. Tout 

d'abord, les prostaglandines et plus particulièrement les PGI2 exercent un rôle cytoprotecteur 

dans 1' intestin. Cet effet est largement dû à leur capacité vasodilatatrice qui régule ainsi le 

flux sanguin dans la muqueuse (Russell, 1986) mais également l'activation de la prolifération 

des cellules épithéliales par les PG produites par la COX-1 (Cohn et al., 1997). Enfin, ces PG 

stimulent également la sécrétion de bicarbonate (Crampton, Gibbons & Rees, 1987; Moriarty 

et al., 1986). L'induction de la COX-2 favorise la guérison des ulcérations gastriques 

(Jaszewski, Graham & Stromatt, 1992; Mizuno et al., 1997). 

B. COX-2 et cancer colorectal 

Le rôle de la COX-2 dans la progression de la carcinogenèse colorectale a été 

initialement suggéré par le fait que la COX-2 est surexprimée dans plus de 80% des cancers 

colorectaux humains. Des études épidemiologiques démontrent que chez les patients traités 

par des AINS, le risque de développement d'un cancer colorectal est réduit de moitié 

(Williams, Smalley & DuBois, 1997). De plus, les inhibiteurs de COX-2 possèdent une 

activité antinéoplasique dans différents modèles de tumeurs colorectales (Dubois et al., 

1998). En effet, alors que les cellules non transformées n'expriment pas de COX-2, une 

induction marquée de 1' enzyme est observée dans les cellules tumorales. In vitro, le blocage 

de l'activité COX-2 inhibe la prolifération de cellules cancéreuses coliques et provoque leur 

apoptose (Dubois et al., 1998). De nombreuses données suggérent aujourd'hui un rôle de la 

COX-2 dans le développement de nombreux autres cancers (Prescott & Fitzpatrick, 2000) 

C. Dans le rein 

Le rein contient majoritairement de la COX-1. Cependant, un faible niveau de COX-2 

est détecté (Harris et al., 1994). La distribution des isoformes de COX est différente. En effet, 
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la COX-1 est présente dans le tubule collecteur, alors que la COX-2 est localisée au niveau de 

la macula densa. Enfi~ dans les cellules mésangiales en culture, on observe une 

augmentation de la production de PGE2 et de PGI2 après l'induction de la COX-2 par des 

cytokines ou des facteurs de croissance (Martin et al., 1994 

Dans le rein normal, les PG produites par la COX-1 régulent la réabsorption d'eau et 

de sodium en réponse à la vasopressine (Conte et al., 1992). De plus, l'expression de COX-2 

est augmentée dans la macula densa suite à une deprivation de seL Enfi~ les PG règulent la 

sécrétion de rénine qui est indispensable dans la régulation de l'homéostasie sodique sanguine 

(Harris et al., 1994). L'ensemble de ces résultats suggère un rôle clé des PG dans l'absorption 

d'eau et de sodium. Par ailleurs, les PG ne jouent aucun rôle dans la régulation du flux 

sanguin dans un rein normal, mais sont impliquées dans le maintien du tonus vasculaire lors 

d'une compression rénale (Corradi & Arendshorst, 1985). Enfl~ il a été montré que le 

maintien d'une fonction normale du rein dépend de la production de PG chez des patients 

présentant une insuffisance rénale ou une cirrhose (Bosch-Marce et al., 1999; Laffi et al., 

1997). 

D. Dans le système nerveux central 

Chez l'homme, l'expression d' ARNm de COX-1 et de COX-2 est équivalente (O'Neill 

& Ford-Hutchinso~ 1993). La COX-1 est exprimée préférentiellement dans les neurones du 

système nerveux central. La COX-2 est également exprimé constitutivement dans des régions 

spécifiques: le cortex, l'hippocampe, l'hypothalamus, la moelle épinière (Breder, Dewitt & 

Kraig, 1995; Breder & Saper, 1996). La COX-2 est également présente dans les cellules non 

neuronales du système nerveux central (Breder et al., 1995; Breder & Saper, 1996). 

Les PG produites semblent être impliquées dans des fonctions intégratives complexes 

telles que la modulation du système nerveux autonome et le processing sensoriel (Breder et 

al., 1995; Yamagata et al., 1993). Les PGE2 transmettent le signal neuronal au niveau de 

l'aire préoptique de l'hypothalamus antérieur qui est le centre thermorégulateur (Cao et al., 

1996). La synthèse de PGE2 est stimulée consécutivement à l'induction de la COX-2 dans les 

cellules endothéliales des vaisseaux sanguins crâniens et dans la microglie, par les cytokines 

et plus particulièrement l'IL-l qui sont sécrétées suite à l'action de pyrogènes (Cao et al., 

1996; Elmquist et al., 1997). De plus, les PG sont impliquées dans la douleur ou plus 

particulièrement dans l'hyperalgésie. Cependant, les centres neuronaux impliqués dans la 

génération de la douleur n'expriment qu'une faible quantité de COX-2. En fait, la moelle 
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épinière, riche en COX-2, est probablement le lieu de ce processus nociceptif (Ferreira, 1972; 

Yamamoto & Nozaki-Taguchi, 1996). L'implication des PG dans l'hyperalgésie a été 

démontré par l'administration de PGE2 à des rats (Ferreira & Lorenzetti, 1996; Nishihara et 

al., 1995) et par l'effet analgésique de l'ibuprofène, l'aspirine ou le NS-398 sont des 

analgésiques potentiels lorsqu'ils sont injectés au rat (Malmberg & Yaksh, 1992; Yamamoto 

& Nozaki-Taguchi, 1996). 

Enfin, la production de PG favoriserait le développement de la maladie d'Alzheimer. 

En effet, une étude épidémiologie a montré que les utilisateurs réguliers de AINS ont un 

risque de développer la maladie d'alzheimer réduit de moitié (McGeer, Schulzer & McGeer, 

1996; Stewart et al., 1997). Cette maladie est caractérisée par l'apparition de plaques 

contenant une grande quantité de la protéine J3-amyloïde qui est capable d'activer la 

microglie, la sécrétion de cytokines et d'autres effets caractéristiques de l'inflammation. 

L'hypothèse proposée est que les AINS réduisent la réponse de la microglie à cette protéine et 

diminuent la réponse inflammatoire relayée par les PG. 

E. Dans le foie 

Les COX ont un rôle hépatoprotecteur et seraient également impliquées dans la 

régénération hépatique et l'hépatocarcinogénèse. 

a) Distribution des COX dans le foie 

Dans le foie normal, les isoformes de COX sont peu exprimées (O'Neill & Ford­

Hutchinson, 1993). La COX-1 est exprimée uniquement dans les cellules endothéliales, et les 

deux isoformes sont présentes dans les cellules de Kupffer (Koga et al., 1999; Nanji et al., 

1997). 

b) COX et hépatotoxicité 

Le rôle hépatoprotecteur des PG est connu depuis plus de 20 ans et a été démontré 

dans différents modèles d'hépatites, induites par le paracétamol, le tetrachlorure de carbone, 

et la galactosamine. En effet, l'administration de dérivés stables de PGE1, de PGE2 ou de 

PGI2 réduit l'inflammation et la nécrose hépatocytaire et normalise des transaminases 

(Guamer et al., 1988; Bursch et al., 1989, Takano et al., 1998) 
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c) COX et régénération hépatique 

Les PG sont également impliquées dans la régénération hépatique. En effet, on 

observe une augmentation de PGE2 entre 3 et 10 heures après hépatectomie partielle qui 

coïncide avec l'activation de la prolifération des hépatocytes (Tsujii et al., 1993). L'effet 

mitogène des PGE2 a été confirmé in vitro sur des hépatocytes en culture (Hashimoto et al., 

1997). De plus, les PGE2 régulent la production de cytokines tels que l'IL-6 et l'IL-l, qui 

jouent un rôle majeur dans la régénération hépatique (Goss et al., 1993). 

d) COX et hépatocarcinogénèse 

Il n'existe que très peu de données concernant le rôle des COX, et particulièrement de 

la COX-2, dans le développement des cancers primitifs du foie. Une induction de la COX-2 

hépatique a été décrite dans un modèle expérimental d'hépatocarcinogénèse (régime déficient 

en choline). Dans ce modèle, 1' administration d'aspirine ou de piridox.am diminue le nombre 

de foyers prénéoplasiques et néoplasiques alors que l'ibuprofène et l'indométacine n'ont que 

peu ou pas d'effet (Denda et al., 1997; Endoh et al., 1996), suggérant un effet du piridoxam et 

de l'aspirine indépendant du blocage des COX-1/COX-2. D'autre part, au cours d'une étude 

menée chez 44 patients, une surexpression de COX-2 et de COX-1 a été mise en évidence au 

sein des carcinomes hépatocellulaires (CHC) différenciés alors que cette expression disparaît 

dans les CHC peu différenciés (Koga et al., 1999). Ces résultats suggèrent un rôle potentiel de 

la COX-2 et de la COX-1 dans les étapes précoces de la carcinogenèse hépatique mais restent 

à confirmer. 
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EXPOSE DES TRAVAUX 
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Les CEFm jouent un rôle majeur dans le developpement de la fibrose hépatique, la 

complication majeure des malades chroniques du foie. Au cours de ce travail, nous avons 

etudié les mécanismes impliqués dans l'inhibition de la prolifération des CEFm humaines et 

mis en évidence le rôle central de la COX-2. 

Le premier article concerne la mise en évidence de l'implication de la 

cyclooxygénase-2 (COX-2) dans les effets antiprolifératifs de ET-1 et du TNF-a. Nous avons 

également caractérisé les mécanismes impliqués dans l'induction de la COX-2 et demontré 

l'importance du facteur de transcription NF-KB. 

Dans le deuxième article, nous avons mis en évidence que la sphingosine 1 phosphate 

est un second messager antiprolifératif de 1 'ET -1. 

Dans le troisième article, nous démontrons que l'effet mitogénique du PDGF et de la 

thrombine est la résultante d'une voie positive et d'une voie négative de régulation de la 

prolifération des CEFm. La composante négative implique la voie COX -2. 

Les données bibliographiques relatives à chacune de ces études figurent dans 

1' introduction des articles inclus dans ce mémoire : 

GALLOIS C., HABIB A., TAO J., MACLOUF J. MOULIN S., MALLAT A., and 

LOTERSZTAJN S., Role ofNF-KappaB in the growth inhibitory effect ofET-1 and TNP­

alpha in human hepatic stellate cells: involvement of cyclooxygenase-2 (1998) 
J. Biol Chem, 273,23183-23190. 

GALLOIS C, DAVAILLE J, HABIB A, LI L, MALLAT A, TAO J, LEVADE T, and 

LOTERSZTAJN S., Antiproliferative effects of sphingosine-1-phosphate in human hepatic 

myofibroblasts: a cyclooxygenase-2-mediated pathway. (2000) 
J. Biol Chem, 275,34628-34633. 

MALLAT A, GALLOIS C., TAO J., HABIB A., MACLOUF J., MA VIER P., PREAUX A.M., 

and LOTERSZTAJN S., Platelet-deriveted growth factor-BB and Thrombin generate positive 

and negative signais for human hepatic stellate cells proliferation, (1998) 

J. Biol Chem, 273,27300-27305. 
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ARTICLE 1 
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V. Le facteur de transcription NF-KB 

NF-KB (nuclear factor kappa B) est un facteur de transcription ubiquitaire activé par 

les cytokines, les facteurs de croissance, le stress ou encore certains virus. NF-KB stimule la 

transcription de nombreux gènes tels que les gènes viraux, les gènes de l'immunité, de 

l'inflammation et les gènes de facteurs impliqués dans la régulation de la prolifération. Les 

fonctions de NF-KB dans l'immunité sont bien déterminées, cependant, peu d'études ont été 

réalisées sur les fonctions de ce facteur de transcription dans le foie (Baeuerle & Baltimore, 

1996; Bames, 1997; Thanos & Maniatis, 1995). 

1. Caractérisation de NF-KB et de son inhibiteur IKB 

A. LafamiUe Rel 

NF-KB comprend 5 membres p50, p52, p65 (Rel A), Rel B et cRel. Toutes les 

protéines de cette famille sont caractérisées par un motif de liaison à 1 'ADN situé en 

N-terminal, et par un domaine de dimérisation appelé domaine d'homologie Rel. Les facteurs 

cRel, Rel B et p65 possèdent un domaine de transactivation à leur extrémité C-terminale 

domaine qui est absent dans les sous unités p50 et p52. 

NF-KB se lie à l'ADN sous forme d'un homo ou d'un hétérodimère composé le plus 

souvent des sous unités p50/p65. L'élément de réponse caractéristique est 

5'GGGANNTCCC3'; cependant, selon le dimère considéré, l'élément de réponse peut varier 

(Baeuerle & Baltimore, 1996). 

B. La famille 1 KB 

A l'état basal, NF-KB est complexé dans le cytoplasme à une sous unité inhibitrice 

llcB. La présence d'IKB masque le peptide signal nucléaire du dimère NF-KB et permet ainsi 

son maintien sous forme inactive dans le cytoplasme. Il existe trois isoformes de IKB : IKB-a 

et IKB-f3 et IKB-E récemment clonée. Ces sous unités sont caractérisées par la présence de six 

motifs ankyrines, qui sont impliqués dans le processus protéolytique permettant la libération 

du dimère NF-KB (Perkins, 2000 

2. Mécanisme d'activation 

En réponse à une stimulation, IKB-a est phosphorylée sur les sérines 32 et 36 et IK13-f3 

sur les serines 19 et 23, puis ubiquitinylé ce qui permet sa dégradation par le protéasome. Le 
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dimère NF-KB peut alors transloquer dans le noya~ se lier à son élément de réponse (Figure 

11) et réguler la transcription de ses gènes cibles. (pour revue: O'Neill & Kaltschmidt, 1997; 

Siebenlist, Franzoso & Brown, 1994). Le mécanisme de phosphorylation de IKB restait 

inconnu, jusqu'à la découverte récente des lld3 kinases. 

A. Les 1 tcB kinases 

a) La famille des IKK 

Les IKB kinases (IKK) phosporylant IKB font parti d'un complexe protéique supérieur 

à 700 kDa, dont deux membres, IKK-1 (87 kDa) et IKK-2 (85kDa), ont été récemment 

identifiés (DiDonato et al., 1997; Mercurio et al., 1997; Regnier et al., 1997; Zandi et al., 

1997). Ces kinases peuvent former des homo ou hétérodimères in vitro et sont capables de 

phosphoryler directement IKB-a ou IKB-13 sans distinction (Lee et al., 1998a; Zandi, Chen & 

Karin, 1998). Ce complexe protéique IKK comprend également i) une sous unité régulatrice , 

IKK.y ou NEMO qui maintient d'IKK sous une forme inactive (Yamaoka et al., 1998); ii) 

IKAP (IKK complex associated protein) qui participe à la formation et au maintien de 

l'intégrité du complexe IKK (Cohen, Henzel & Baeuerle, 1998). 

b) Activation des IKK 

NF-KB peut être activé par de nombreuses cytokines et en particulier par le TNF-a. La 

liaison des cytokines à leurs récepteurs entraîne la phosphorylation du complexe IKK 

permettant la stimulation de son activité kinase (Bhullar et al., 1998; Chu et al., 1998; 

Delhase et al., 1999; Uhlik et al., 1998; Yamaoka et al., 1998; Yin et al., 1998). Les kinases 

activant le complexe IKK ne sont pas clairement identifiées mais inclueraient la MEKK-1 

(MAPKIERK kinase kinase), kinase impliquée dans l'activation de JNK (Lee et al., 1997; Lee 

et al., 1998a). 
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Cytokine, Virus, Stress, Facteur de croissance ... 

IKB 
® 

Complexe 
IKK 

Figure 11 : Mécanisme d'activation de NF-Kappa-B 

3. Les gènes cibles de NF-KB 

Les gènes cibles de NF-KB sont très divers. On trouve des cytokines telle que l'lL-6, 

des molécules d'adhésion telle que VCAM-1, des neuropeptides telle que la dynorphine, des 

chemoattractants tel que MCP-1 ou encore des enzymes dont fait partie la COX-2 (O'Neill & 

Kaltschmidt, 1997; Yamamoto et al., 1995). Enfin, l'un des gènes cibles de NF-KB est IKB-a 

lui-même. L'induction de IKB-a permettrait ainsi l'inactivation de NF-KB en complexant le 

facteur de transcription dans le noyau et entraînant son retour dans le cytosol (Arenzana­

Seisdedos et al., 1997; Renard et al., 2000). 
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4. NF-KB et foie 

Peu d'études ont été réalisées sur les fonctions de NF-KB dans le foie. Seules les sous 

unités p50, p65, cRel ont été identifiées mais p52 ne serait pas exprimé (Essani et al., 1996; 

Lee et al., 1995). 

L'activation de NF-KB est observée en réponse à une stimulation des hépatocytes par 

l'endotoxine, le TNF, ou le LPS (Essani et al., 1996; Freedman et al., 1992; Han & Brasier, 

1997) et également lors de la régénération hépatique (FitzGerald et al., 1995; Tewari et al., 

1992). L'activation de NF-KB dans les hépatocytes protège de l'apoptose induite par le 

TNF-a.lors de la régénération hépatique et au cours du développement embryonnaire du foie. 

En effet, chez les animaux invalidés pour la sous unité p65 de NF-KB, on observe une atteinte 

hépatique importante due à une apoptose massive des hépatocytes (Beg et al., 1995). Chez les 

animaux invalidés pour le gène de l'IKKf3, l'activation de NF-KB est bloquée et le phénotype 

observé est identique (Doi et al., 1999; Li et al., 1999; Tanaka et al., 1999). Par ailleurs, nous 

avons vu précédemment que NF-KB était impliqué dans le processus d'activation des CEF 

quiescentes (voir paragraphe« Signaux impliqués lors de la prolifération et la mobilité des 

CEF»). 

5. Implication de NF-KB dans la prolifération et l'apoptose 

Les effets de NF-KB sur la prolifération cellulaire sont controversés. En effet, NF-KB 

est impliqué dans la stimulation de la prolifération de nombreux types cellulaires tels que les 

lymphocytes Tet B (Baldwin et al., 1991), les cellules 3T3 (beauparlant, oncogene, 1994) et 

les hépatocytes lors de la régénération hépatique (FitzGerald et al., 1995). Cependant, dans 

les cellules Hela ou les cellules de carcinome mammaire, NF-KB serait impliqué dans 

l'inhibition de la prolifération (Dejardin et al., 1995). 

Enfin, NF-KB régule l'apoptose. Son rôle antiapoptotique est largement documenté, 

en particulier dans les hépatocytes (Beg et al., 1995; Wu et al., 1996b). Cependant le rôle 

proapoptotique de NF-KB a également été décrit. En effet, le gène suppresseur de tumeur p53 

contient un élément de réponse NF-KB dans son promoteur. La surexpression de NF-KB dans 

des neuroblastomes ou des WEHI 293 cells conduit à l'induction de p53 et à une apoptose 

massives de ces cellules Grimm et al., 1996; Lin et al., 1995) Ainsi, selon le type cellulaire, 

NF-KB exerce des effets positifs ou négatifs sur la prolifération et l'apoptose. 
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Dans le premier article, nous avons mis en evidence le rôle de la COX-2 dans les effets 

antiprolifératifs de l'ET-1 et du TNF-a. Nous avons étudié les mécanismes d'induction de la 

COX-2 et centré notre étude sur NF-KB dont la COX-2 est l'un des gènes cibles. 
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t · .1 n~·i ·r 'l'Il~· 'c~;..,t ;-. of p:dr'l f{ :tlJIJ1 1 nt th r..: .t 1'1 !1 [p ~''"' 1'1· d1 ·fr·n·,.fl 1 h p<H'l' l1\ 
f!lt fJo!\IIWIIl Hf ~~.·1,'.!.1' o,h,n·.~,,~, j'j~.J" ntf~·dl' I:IU;·.l ilH•t'f"i;J/1" ~1(' f:••r;.:t:\, 
n.drh.~·il ·Lft! '"~'···, t1r Ir-, r,,r;k;:h• -,\ilL J'; 1.':---;t ~,-,·ti•'ll J,,,, 
"'''lt h '~·· !Hd\i :1tl· lht,.. Lt.·l 

j)ff'i',i·.,·d lh1. t·· dPdt•.tt~·d ft: !l'.~· !!V'IluW\ •)t .),h'{Jtll'' \1.'1 

~~l'·~ '''-li'IJH •ofl<"~jl"!t<Ï••flll" ·dtt••lid lu• ,1dd11 ·"t'd ( 11\h• 1"\'-\1<1~\f H1
i 

Hl•jnL,1 !kni! !\\"ll•h\1 '•VHt'l {'!•·~• 1' F•· \'•·\ \: \ Ft ~1 (\ 
1 .1\ ::; 1 l!-1 ~~....:. o~~ q; .... , ,,, ll!d:l ;nit ~v •1(~ .• ;,11:; :h~:,·nl. 1! 

'l'ht· dlr!~f'l'<! Jllt\rl·" l!'•,J•fl '1!'! ] !'-·:{' IH•jt,'il H "!t•!Ld:· o'1•fl f<'! 1"!1dlt11!1 

l111 f; :P]Ilj tr:,hl•·i.',dl' 't 1'''11.-ph.Jll d,·l11dlnt•.-I·H ,;-,, ""o\.1( .. ;,Lift, 
:H\•: :"'-'1t f {1\. ;'•,• ].,,,.\ l ··,'1· , lHnïc•r Ill'\ t~+-1:"· Ll•lP1 ,, llT'J 
d;·i,, )d\H ~t"ï. 1!1\' 1 Tf: j,,,I'LIII '~i~l'~':'lrll•d( (;, H-!>t\-_ 1' l•di:. i• tnJ,IJ.II 

''Ji•·•! l'.\\ fdH·': t~;wl~ ~ l111"1"l'' 1·:'\l.....;\ ·I·•'''':!'Lor.·t 
, : 1, , 1, , l1 •, ., .._ ~ , 1 ! 1 

qttit"'''-'~"ili •.. f-Il c·1 •JJLti Il Ill).! !:n g1·· n·i in11id druph·t ;-;. !o <.t!i ,,H t 1\ .ltî·d 

ruyflfihruf,J:l'-'.1 hh.(· ('(·Ji 1:2• fH l'l'"''JlUI:"'w f11 ;:.:·n,·~v! l1 f.tdot~·. Nnd 
{'\ t'Jk1fH•...: t'h}Jt~P..: .. ..:•·d h,\ iiPÎg;hbnr·J[lg Cf·i i, .. ;, ~i('{ Ï\',tt;•d l f~(· dL...; 

pf<l~- ('flll;HH'f•tJ 11llf0Çt'·H1('I1.\ <HHJ '--i~'l'n·t~· HîUhtpi;· lttfl:Ultll!o'l{~il'_'.. 

1.'.\1tlkJ!lt""' Nnd t.'VlllfltlHenL:-~ n! tlbro!'-oi;-:,. 1 11. E,\ .. fJ{'n!IWîtlal JfJOdJ.·L·· 

rd' li\ t•r îfJ,lilt'! h:!\ (' :--iH)\\ li .'Hl flli'f'P~!...:t•d jln:dd't•fi,Jt H,1t 1d !t• Î! 

-....:ntH·lll~t" ~:~. !1. ;nîd ."'-C-'-'f'l"'lf "'11Jf·!ft'::-. h:;n·f· tnnr~··d 011 f:t-.:"t,,-r..., 
{b~-d nta_\ itrn1t ;~rrndh nl' thP:--~~'" ct·ll--.. ln pnr·tH·ul:H· \.'\c !1:1\1' 

~Inn\ n tha1 blnding ~)f (~n.do1 h-~:.-'!in .. l ET l 1 !n 1t...: t; fH'ntt,in 

nJUt,.kd r:T1--t n•t'(~ptnr· l(•:.-1d- li; itdrifH\wn of htlltl,_lll :t~.:tÎ>:.!h·d 

111\ nfihnthLh·d ;, ! fS(' prllJ!f~ .. r.~t inJL fo\lon 1ng prcl--Ltl-'>,J;HHhn 

fHïJ.dtH·tiHfl !}l, fit 

\'F-i-• B i~~ <Hl t·<.;·.;•"'tltÏ,ll n•g-ulah1r üf t!P· t''P'" ... "·!Ufl qf' \ lf',d 
l.~l•nt-... . .,. ;{:-- v.:vll .:1 ... of :t nundwr of ~.t'JH·' lrl\ttÎ\t•d in rrHillUllt'. 

inll~!!Htllator)'. _i!HI g-nn.~:th f'P ... f)ll1l.'-.·t·.-.. !·i--~~~ Tl11~ f:·tJHll,\· (d'i t":1tl­

~t·nptiofl laeton,- ~·otHfH"I'-'t' ~~~- lt•:t!-<1 rn,ï· l'llf'l\iht·r~. pHR 1 Hf'JA·. 
pt•<L p.:'i'!, Hc..,lB. and tl~f\ pn~{nd u1 l~lf.' t>Ht•] pr-oiootHO}~P!!P 

\\.·hivh tt~r·nt ]HtHIH 11r h'·ti·l·tidtoJt't'" and fu nd tn ~t 1 l:''\A , .... t·qiH'IJ.:·,. 

caiiPd liH· ,H n~<•tif ln mn . ..;t t'uil1,\ïl•·,.,_ \'F-k'l\ ;,, pn'st>~l1 intln· 
t'.vfcp .. -:vl ll'\ <ttl itHîrt Ï\{' f{H !H. ;ts a hl··f_t·l·odrnw-r ut' a .·~o kl•a !p.~lO' 

and n;·l J..:IJ;t ipt).;: '"'llh'llll·i1, lHI\IUd tu tHH• nf' tfH• J,,g fllllîbitnr·~ 
prnh·1n:-- ( >f 1ht· rilffr•f't•tü lKH~. lhH·n .1111\ ib1· llHJrt· n·n·nti.v 
td<•nt;t'tr•d l,.;Jl)•l h;~n• h1'Hl WPIJ cinWU<'It'rl/t·d ,\Il kr,<l\\-ll :H'tl 

\Hiur-.: qf :'\i"F-"B ·~·y~11klnP;.;;. phnrh11f t·''"ilv·t···~. ;_~nw.til l':wtor ...... 1nd 
\ll'.tJ tran·~ Hc1i\·;i1nr;-:• r·upJdly pho.,..:pJwr·"f:ltt• lrd{ n. l't\"'lllhn1!; 

ill H:.., UbHfUlltil:HJOJl <llld th•:.,:,T:-tda1Hlfl illtiJU~~.J: tl 1li'Htl'.1 ... 1lllli·•· 

dt·p~·!Hh 1 nt pn1h\\:J.\ nt'flJ'ad~tliùl1 nf lJ..B-f'l IJ{'l'HP-:, f(Hit"t· ~111\·\'l_\'' 

dud 1"' ttidtU'f•d j,\ .. .n~oui . ..:t:--', !hat r:-lllh'' fH··r~I·<:!k-·Jit ac11\:111nn dr 
7\F ~>.H H1• Tht· t'rt••• ~F ,,B d'lnH:I" t··llh•·d·qlH'ttth tnnn·,!EJc<~h•:­

irJto Iht" lilPl-lt·l!". wht·n· Ît ::trtiV(it''·' g·t'!H' tratY:-.ITJ.ptior\ 1 Î ~~. 

Il Ht·:-)n1llc'-.:,t...: ni' !t,.i~-n i:..; inrhHï·d in 'F 1'-.B ;nHi aHn\"1'"' 

n·~t·qtH~:-tL.illiH: qf XF-h:H n1 tbt: r'.frq;Lt~lil. ,.,l,uu i1lg d~.•'>"di tltt· 

:'\FhBn·'--pnlr:-<· ~11· 

1-\l.:kH!'{\';.,:;I'fl\hf·•;: ('(l\ . .tfr• tl;>· t'Ut<• ilfll:(lt!~~ 1-JI/,Vllil'~ l!'l 1ht· 

lnuc..\n1tn·tlo· p:llih\'~l\ ,:,f' pnbl'ii~b:;d!H'-: :Htd rhnltnht~l',;ltlt'."· 

l!'ililt :-t! :t\,'hi{k;n!L· ;g·HL Tfw~,~· ~ !1:1,:, nn :-. :,·~it;d_,·_:t· l hr· l'Hl'!'. l'f"-H''ll 

1•\' :1r:h·h,fhlltll- :•:•·H4 \ •• ij\ :H~ th.· t ;lnliHJit~··d ... t,•v 1r! pr,l..:ionl'•~d 

·.\n1h~··~i·, T\\n , ... ,,?.\tl!<'"' <U't• ltHdH~ Ill lli:llliiH.dl;tn !L-...:ut·-

pn--~ ... t·d in lnn~;t t·~·U .. ~ritd tht· ('(J.\w :! ~~·n{,_ t.:'t'J11't-:dh .d~~~·ut !i'l 

, ..... !)nu. ~,·i,jl ... l~- l\lp1di.\ IH,IL!rt·d b1. hurr1;i1!l•'~. ,·\~t.\-...nu·-..,;, :u1d 

t:l!l'Hll' lll'hr!l:,ïh r·...: 11:! St·(jilt~1H'irl;.!. ,,f 1111 hun1.\1t •".',.rclilt!\.\'t-:t·J; 

il.·H' :~ pnHlii!ll r fl'gHiJI h:!:-- fï'\O<tkd ~hf p! 1}( t:.\u ~<f +<H 

('fln·..;J.. n"-'U"' ,.,]il'~:. \\hich ~.u·t· lnlfHlrttnl 111 th·· 111rl\lt'!H1n 111 th. 
l'()~~' nrl-t:\.\ h\ T'\l-'-11 'il· 

Nrtu·l· ~rltLt' 1'~. Hft•rJt'~· ~11pp\w1·- :·t nd•· :-'~ '\;!·- t<H <tl l!:l-' :tdi'-;r 

11Plt ,tf!~·· r<~· .... !f•.'il n·t1.'!d.J1t> l't·!1 ~Jf'IJW!I! .HT1 ·! • 1 ~ H1: tl~ 11!!­

'"·tw!~, \'.f' ll!\t~'-t1g:-lt1~d \\!it>!hr>J' dcli\',t11qJl ·~f '\'F 1,H !H,t'> lw 

!ll\nh.1·d 1111111' !I!'V:ill\1 11Hdnd cd ftiJt!i:Jll Hl\~d'dn·~dd.t.~llt l!~t · 

pndciÎ"!:\1JI,n \\'P :--!Jo\\ 1ÎI:tl !\\tl Ltt itll'~ th·i1 iulJi!n! t~w ~r-n·.~. Iii 
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ul htnuan li~(' ET-1 ~~~.·hl ,'trtd T~F-.~ 1 1hP Pt"t':-.;••n1 .... tlid'-'· 

;~cti\-,tt<- !\F-dim tiw~·· n 11:• \\"•- :d~" r\•p11rt 1hat :tctn·:.ttiun of 
:'\F h·H h\ hol h !;wtor:- 1t':Ht·~ tH tilt' iuduct IOtl n1 t'.\Tlotl'\.\'gt·tl 

,'Ht•-:! ' ('()X:>< \\fl!dl llH'dÏ:!l{•;; inhilllt !011 t>f hntnart ]j!-'(' 

~·rm\th .\li tlt<·~•-- t'<',Ult" ~llj.'J!<·:ll ! lwl NF-,dL ln· irttlw·irl~! 

('f lX~ t'"'\.PI'!··-......:ion, !l!a\• pLt\ .nli llllptH'f.Hil! ndt· in tht• lJq.,!.~UI\'~> 
l'l'~~ul:d lfH\ ot' t·Hilli!Ul nt.vufHH·ohlt~.-.:.t lt' IlS(' prold(•rathHL 

r-:\I'I·:HJ,\1E\ 1'\1 PfflH '!,'LH t·l+> 

.\1r,fn;uf,,, ET ,jrlf'.i ._,tt':! lolo'\ III ~(;.t.' Wl'n f'nnl! ~o~.·;d·Hnciwm 

~Fr:;nt·>'·l :·Hl€"1 '['~F ,, ',\,t,. l1·!1!ii Pr"'·p!IJ1H.!> f l'l·l1.: Fr;.tn<'' ;-.:;\hi1\'ltlt 

~·~ïlH'\-Ial•·. d;•x:m,dint,o.:nrJt• .. utd thuprnft'-"H \H'tt· ohturn.t·d l!'nm ~if.!JW1 

1 !•'t•;tJWI' \ lttwtù,! '·ii1Th.\'tnJdill•· , :,!.''" < .lhnnJnl 1 ;utd ! "'PlATP ~ .').HOO 

':·n~tti1J!I \\11'1· [JLttTh•t-.t-d l·nHH .\nwn ... lJ:\Ht ~ 't~rp ~Fr.i.iw~ .. ; l'c•'Ld ~·ydj 

-.~·rtUl! \', :l!"' rronî .) ~~l'\t L~!hHr;liorlt·l" \ Fnl!'ll .. l' '· Pnrlh·d lu!ln:tn .:\H fi'1.~·l1i' { 

Nt'!'Uln 1..\',j:-' , ... l.ll.tphi•d h;\ t IJ.;;• ~-<! rOIJ,,d Tr·~ttl..;.lu.·~HH1 1 ···uti'T .\nt ümdt•·:-­
:q .. ',~lin..:! pn:·; :111d J;.l~ •t ·~\•·n· l'rutH .~aliltt ( 'r~ll BJ,;ft•-~.·tlftnln;..;_\ ï't ht1. 
l1'r,ult'''' .1t1d .wtihti(h~·~. ,;.1~tatn:--·1 p~.n ~·nd lh·H tJ \\t'l'l' kindh ptt)\"Îd•·•d b.' 
1\ohto'l't \l/uJ 111{:\f'\:I{S J l,~!t. P:u·i~t,, 1'1·:nwt•• ,:;,...:(.' .::-}~i~;-;\.\':J,.... :t~on from 
[lr l' ( · t~.ai'i..>~oll ~:-:.1~<~rl1· \.1• ; .. J:t! \\.t:-. fnmt Bwm~~t ~Tt•b11, Fralln • 
d ):\.\ Ill ttbi' j;,{ IHUH~.H\ t'( •\.·2 \\ :t~ .1 ;~~ft from n,. ~ Pt..- .... 4 nl t 1 !. .JJJq'J 

~.li_'> ol l L.tlt • .1nd 1L1· inuu.:u1 t ~:;!'UH \'l)_\; .\ prnh~.· \\a" fnm1 \ ·u 1:\ 
Tl<~ t 1 Il ~~·.vmr•, FranN• 1 

f,.,,,/n/:n!J U!lrl ( 'uiii.UI' of lfr4'uun .\huf!hrnhl~t.-.tu· 1/,..,·t· llruua1: lH~~ · 
l11 t.h1•tr ,,wti\<llt·d m.'loJ"il.trubi..t~·tH' pJu·tln1,\Jl4' '>\t•J'4• oht;u1wtl l1\ <•l(l 

_hfll\t, th Hf rillf'tfl~d ]1\'1'1' ~·~pLlHt."< oht;lÎfîl1fi fn1111 .-.HI;..{I'f)' or ht•rJ.t.L[n o~· 

maltt•'n;tnt ln t'l' 1 U·rtlllr.". Tht.·' prHt't·dnn· , .. ~,:c; p~-'rÎ~lrnH·d Li! ,J.l'(:Drdnrw• 

'<\-ilh ,.J1ti< ,1l rt·~~u!.dtoJl-. itllpu.-~t·d b<,.· 1ht• Fn.•ndt keg'J"'!:d hJf·L 1·.:-.phrd·" 
H 1J!rt· flH'tthatt"d ! rt 1 lldhPt'l''.il'"' HttJ{hftt·d 1<;-~~lp'.., lllt"dJtnn ~·onl :tm:n~· lU'. 

,•Wr\J!!I <:\',· Ïl•Ld l'~llf ··i'l"!irll ~,r p(lHJ,.d htttliilf'l ,.,pt'\l!tJI. ;ltl(!t·\h:l(h•·li\1' 

d1.1t .H'lt•l'l/,tt\1111 til' 1 ht.'..;-t· l't·ll~ ha ... aln•nth ht'dt J.ltdlh .. !tt"(i '11·1 t ·t·ll 
I"'HLti.t•-. \\ t•J'i· ltJl.if mt·h t.llcil".ldo•rÎI.t'IÎ h:- ,t j)Jl,...l1 ÎY1· ~:1 ail\Îil~(, fi !l' .,.,UIJiUl h 
fnlt-.~·1,, ""• . H"t ln, '' marko··r 11t' 1 i~t · 111 th1·11' m~·~·Hhr~'~hi:L""t lt ph1'1lt1t \ p1• 
1·~\.po·rilll~·nt.·· ;.\;·f'(' !h·rf,,n!wtl ht>t\n·•·H p.._1 .... ~a!.'.f..':-" :; .tnd 7 wit.twul ~-Hl~ 

!10(H p;tfMJe• lftff~-n'llf P !11 r·P.,IIf1.':' Oh!-'1'1'\Td \\IÎ h t't'li~ obL,HtH•d fhn11 \ <11'1 

Oll"' p:.L·~·"'•if.~l"1' Hl" ff'l,rtl \~H'IOib Jt\'I"T~ .\fi t''XJH•tllllf'Uf,..;, \\\•n• jJt't"1fn•tuptf 1!11 

4'1f!lf11!t·Hi l'l•l!-...11h1!ÎI' qHH'l.;,{:l~ltl lit ..,·pntJ1J (J't't' \\ii:'>fiHIIIIJJ liH'filiiiH n\f't' ·~ 

ti.J.y;---, 
/J.\'.\ :-\\'r;th,•,q" A uy f)~L\ .... ~.nthl'r'l;~ \\'rOi·-' mt•;,~un'd ln lnpli· :H1· 

\t..r>ll:-: ln HH'orpura1t~tli 11} l·'l·litlp,nndtlw .1.:.·. dv .... ~·nhi·d PT<'\. .. li.lli"'h q, 

Follnwltli: prl'tn·atmenl- fur· (~0 nnt• w11.h ~:-~ 1.1\l ~' :i.•·-tl:,!.-~ 11r \.'"1 h \\ith 
dP'\,IHli'f h,t,>Ol\1 ·lit' l..tlf.lldl•. ('Ofi11!H•Tit qlth':"('('l"il' t't•lJS \\ l'f"l' Z.:l i tl\lda11'd fur 
:$11 h lo\ 1t lt T\:1" H or I·.T 1. tn du pn·~('l tt..'f· ot -)., hu mati :•tTUHt. ! ·1 t Tt1\ 
lllfdlt!t' tl!.) 1d'J.\\Pli \\:t> .-1thit·d dur.n~;· tht' l;t::.t d 11 flf 1111 tlbatt\111 

}Jp fi<rnt!Jo!' .{ \\ /:1'J'r { ·~·:'! tun! \';,, /1·ur ,uui i \•i"f!É.·J.o...Jtii' l•.',u·u, f,· 

t 'tutJltH'lll 1't>H~ 111 ~~ \">t•Ji pL\tl·~: V, l'l'l" IJ):ub· qtlit"-·t"!<Hl Ill :"">t'rll!ll tf"(' 

\\:~·.ntll\llh nwdtlliUH\TI' :: cl::n:->. H~d' Wt·t"~' 1/lt'l\ in~~uhaJ1·d tin \,ll'tou~ 

tiJm':-- ,,r1h •·îtlll't ET!.,, 1 ,,··.!i. ""'H';di•tfl:\111 . ...;,w· •Il 1 t•'~'. T\:1' ,, ;;,n 
n~~:JHI·. oT \1ditt:·lt• \\ho"t~ indi~·~tlt .. tL P··H"· \'••·n· pn•trh'itHj I.'Jlht>~ ftH :;o 
tU1il \\ 1th dh· :\î- ,..,u in!ntH;P, .... ,.,lldJtlltJ :-.,.d!P L~th' 1'...,!11 111.\1 •n' :\-1~: l>i:~ 

.-1!t ji\,( il/'!}<.. h \\J!h dv'\;111\Piioil.~•lllf' '0 l f~'-1 .\!ti'!" 'l \'1.:\-dt ~fi W< n•ld 
ph,,:,ph;ttf' hufîi•n•d ... :dl! tt' l'(·tl" \l't•P· h .""t'd fi,r l.~f Il Jin :tt 1 '' 11: \1. hL;!,, 

cdt <'\lna'tlf'll h11il'vr :·1n !}1\\ ltPJH·":, pH, .f. cun1:u11lng 0 .. -•'· .'\nH:!L•! 
11 Ill to·, ~~hf"l't"HI (.{j' IH\1 \:at '1. l nn1 1·,1 ;T .. \ pH h lU Ill \l :'\at:·. j !1'1\1 

\;!ll.'irf:1h 1 lit\\ !J).J:--;J•' :: t'~:/!111 )t'tlpqtHII.::! üUHd ajJrOfl!111L 1 Jl:.;.'lll.] 

p•·!t"'~atJn .\. l~l Hl.\; .1 : .. •1\t.'~'·Tophil~plt<~lt'. ll.l Hi\ 1 !)TT· 1,,;--,d~~'- '.J.t·n· 

t"•·Jd nltq.:,·-t-f .tl ~11.f!0(1 ~~~J' jl,l irYII! :t1 ~ l. iltld fh~' 'tlpH'Od1.iHI 

.v\hnll· t\·llt·\tf.il"1 \\t'! t' .... JIH'\'d ,!1 i'->11 ( · rtt~ltl tt·-1· 

:'\:Hd1·:11· dlni cytHpLt-.!lli'' ''\lt".·lt'(~, '>\•·1·1· pn,p,ln>-t,i ~t ... oi~"··~·l'dt~•d l1\ 

!JJ,.~U:IItl 1/ !lj j,l..;. \\1~!\itllltOr llli'~tÎifil.:t1IOII-. ("Oill1W.'rll n•J1 .... ·.1n jl) l'lH 

do'"'hi·" \\t'l't' l!l;II..Ït' 1]1Ho··:-n't;l ll1 ::-.t'f'!l!11 {nt' \\;J\l!lili11Ît [llf'dlllllltl'd'f ;) 

d,n ·· .tlld \'.'t'lt h,rtilt'J 1111 ul1:dt·d tnv· \ ,JI'iPIJ;-. 'lilL•'·"- \\ nL lht' Huh,·:J!,·d 

• ff~ l'f<)t':- ( ',.lj, '.\'l'n' 1IJ.·Ji \.\;1·~/p•d {W;o ljfl'\o'' Îl1 {(1 lill liJ'it't• 1-nld pl\n.;..'· 

p.h:d•·· lHJI'It•t't·d "':dirw <~JJd l'l'-'\!."~p~·tHI~·d 111 1\H! 1d 11! IHd'f~·r \ 1 Il~ !f!ll 

llt'P('~ .. pli .• , ~~ t·ontamHu .. ~ t ·, ltL\i \Je' 'j ., h'• u1 ,{ hl ï 0 ,; rtJ.\1 1 )TT. 1i :, 

f'tl'l 1':\l:--.:f··. 1 pgfnd j,.,1pt·pt1Jt. 1 ,uJ.!/nd .JtHt•l~lllll .. 1 pcJnd pt~p: .. l:lfin ,\ 

ntl l'r·il·· '.~1'1'1 ,dfo\\l'd lfl '--,'\\1 !i H11 U'l' for 1:") !llHi ;iflt·!' 1..\'htrh 1:!. :, rd \tt 

Ill', ''l!!ldPI r~ 111 \'.:t· ... :rrldo·d Tin~ 1idlt'-. \l;t•!'( '~IJ,jLI'I\: ll,l'llfh ;u,d i'i'li 
1~i1ll}!t•d ,{J ~ l}IJ() !._' tf,t ÏI)fil;!i 'H t ( t!id ·,lljJI·I'1l/ll:!Ht~ \\i'!'I·!J-.t•d .t~: 

n l•ipla··llî\t' , ... ,, rnr·ls Till· rwllt>t 1)1Jt'lt·l wr n n·~u..:.pt·IH.it·d !Il HJ 1 1! o! 
in11h 1 1 • ~':11 !H llt·pt ··. ['li , ~l. l'llllt.llllliiV J .-1111 \i ;\.J~( 'l 1:111 Ill '.1 :\,d l 
.'"1 !!i\•t•Pd tl.! fl!'i l<lfrr\ Il.-~ !!t'·l ffl'T ,,-, H•'" I 1 ~I~F 1 1 P~·r1il 
l:-ujti'!11:1l. j ,1·~~ n1! :qH·ntl!llil 1 1':..: nJ\ )ll'p-.Ldtll .\· .• \!11'1 'Hl llllll ,t1 l ,. 
!llt'l•, ,.,,,, 1 u1l d~:,1.tli•.•t. n·o,·J, ,ll'~l~·hn~ '-'.l'lt·<•·li!nltiL.~t·t1.ll ~~~).fl(ltl 

ill! l'! lijlll 'f)oo• ...:,!jH"/Ii.d.H.!- 't\IH'h•.H l'.\.11':111> ,\t'l'•• fl1f)t'fllll )p!1Hd 

1, · t . 1 1 1, j 11 'n ~! 11 ..,1 1 ~ 

f•,, /lllll/ 1111'1 uf 1~\· \ } 11u!>< i••t f·:.~~·~ fl'.•j·f:t ,.,,, .\bd>t:!.~v ,0.,./uf.) \,.,,.rn 
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~,n...,t· .tnd :l!ih"'•·l!~!· ~rhg(,uu··l':- l'toJi!dlHJ!\~ :-.J;' hH bmd~t~~: ·~l'("· \\,~<n· '111 

tît•<.dto<-J. .t!ld Hw d .. ~~ld1· .... tr ... ulth•d oht!nmt·r '•\ d,.... radtohhdt~.1 '," tth T-~ ptü•-rm 
l'lt'tH1d~ ~~n:,...,t ... d1d i ·.-. p,.\f P Tl11 tiHH!•orpot<tl.o:·d fllli'lt·HLHk"' ·~\'''''· 

f't"iHt•\ i'tÎ h·· lH~f H :1>!i! hl'Hf,'ÎI t ;:",q J-';Ht · (l,j ltHn. ,...:,t'ljti!'Ja'~ oi tÏJt· t)):~ptl:; f"" 

~'nrlhll1il11,~ tf;t·· tH:-o-HI\..\· n·u·.d;1~r1n ,·!,·tll•-n; ·})HE KH .-P~jt.ll'!ln qf ;L~' IH\ 
1 Til ,._,_,.. '·, -\1 .\ \( :( ;t :A!' 1"1•11 '! '{ ,( 'Tt!C.(;I!A( ~·1•1•rc<' \1 ;t; .:: "'"! ,1, 
}~OJ!IIT ... l'lltll:lll);l!;' l!~i' kH J"t•-...pli~I·.;]'-,C 1-li'{l\J I•l 11f iht· ( '1 ),\ :~ jt1'itJl111(~·J' \l..v;t· 

r~ tl(!.\( 1.\(;'(.t(;t;A'J'Tl 'Ct'Tl j{ ··li· ·~ ln ,"Nil t' ~·xtu·t'Htt•·n' "'· ""11 ~d: .. H t•-~·d 
\\ Jtfl :<HU\l.<Jf l'r'~'HÜ . .., .JJl: P]!j,_;tHIH'! i 1 P1Hll'~'it <HfTP;o-.. '[~JiltJHH.: \n1ÎJc f.'til]:--l'fl-li.·~ 

"'Î"qH1'rll'!' ot' .\lV. 11B 1nHll 1!1•· h L~h; dl.l-Hl l'!lÎt.lH• ··r. Th• ,.;•··'fH•'lW~ (•! tlt•· 
ol'~'.'oHh'!' conl..;lJi\lll;..~ liH· H:,F.~ c.;<·qH.t'llt'l' 1d 1!11· ll-:'\F1 pr'l:l\•JIIT ".\'l• 

;, Tt'l;_v;t'Tt'i \Xf!;'J"AA,\!'Aii\t:t·_\t:t;')'._; 
[-'l~··-fi'l)/'d.•cll'l.J" .\J~,luin· .. 1..,'/utt :\','\it\ ,f~'\f8<-\• \11t !t 11' t'"<lt':ld"' 

1:?\· lu jl!! ul protv111 1 \\•·n· H'lt'Îih:!ll·d 1t1 r!w- inwhng I'!',H'1H!Ji ~~~··rh. n'! ~!t.l 

1i1>l ll1 p1·;... pi! ~ !1 tqo tH.d !\.(!. :.:ü•r :l!,hn.,rrd. 11 . .! m··.i Elrr\. P .. , n 

PTT 11 "';rn· .. P\lSJ-'. t;n- 1-) lllln :1t 1 ·t j;,tfo'l.'u·d Î'"· " ]-, lllll~ 1~:• d.d:l~>i' 

~,.,_ah tJ .~, l~t: ~>f p.J:ltH·it•d o!U',tJ!ldciP011dt• .. 1\ f'•IPfU /.-tnpe•· !iUt'( '\'\1'' 
Il:\_\ !Jt'ill1'f·;~ <•H1·f•1t•\.t ·~\'<.t'fi' aH;d,/( Li Htl .1 ·;": f.H~h;tr·n·ltH1t!dr• .).~r·1 !1! 

0 :!.-, t'l':.-. bttr :He 'J-<1 H" \ t lt·d l'•rp! !dl't':-1 .. illd rn· ( ;d..., \\ j'rt• l'fi Il :t1 l!iH \ 

!in· SHI l!l,fl, lllti d <~!ld .!ll~tJI' tdwgr.q,Jwd (,~ I'Pilîpt•lil~~~~~ ~~~..,;;f\:-., lt)O 

1.ll \.'Il fl(r q; !abf·it·tl ."\F r, B, H:..:F:; or ( '\ .1:'\ ·~ j\ltt..'·Otlndr·o! idt· .... \.\tTf 

:;tith~d !q I•I!Jthn.~ l''·;wt1on flll' 1;, mus h;·l>JI"(· ,td>htlt\11 nt tlw •·::1.d!:rl.1 

IH•ip,i prd?t ht tlw >.:\I)Wt'!:dùf'j ~·'\pl'nltwnh. Üi•· h[,;d;n~.' H'dd ton l'II, 

t;l.in.n~: lfH· :Hl1thodlP:"' \l.'Pf'{' !JW1tlmt1•d l'o1· t hf\~ TU"Hl (i:•ll!pH:!(tHP 

lwl,•l'l' ,~ddtn~ tlw r·;uho,Jdi'-''t. JH'II~k 

U~\·.\ / 1trï1t1.''0{/ullt.l!H:l.\'t"i/u•t'lilVrl! .~(.ftt/\.-.:1-:-' l'un1lcli'f\{ ('td· '"t'l'" 

OLHk q'Uit'-'CI'l1( .111 :-ri'fllnl frv•~ \\·,Il tHtiUf h 11H•dl.lllll 1l\ ,.l ~da v:- .liJd n l'tV 

1Îtf·n ~!11HUL1ft'd· \\'lth U l ll·,~ KT-! n.r .",t) rtc,.nd T~F··• d'-' tndi~ o~tHi 

Tn1~11 H!'\ \ \\ 1 \.tt'<H't,·d in p~;lnrdmirun thH'If"\~trLlt( a~·. rtr'·:-(·n~wd 

J'IH"'- l•HI'•!.\ '~·, • t~>·.;A ..,:!!l!{J'Ît't- l'.!,îi f1~/l.1Hr 1 \\t'f<' dl'i1a1U! Pd. J'r.1t'11••1\;\1j'd 

h\· d•.•dropÎI•'W''~·t .... 1lJJ'nugJJ .1 t·, a;.Ut!·•t:-.._·.·lormalrh•ll,\~i~· ~rd nnd ,,Ib·~t·· 

-.p;i'tith 1r11ni'ih·nr:d lo ;1 t:i\nwl·iirdtl:--'1'• nll''mbr';HII' '~r·hfr·tdit r t~ 

Sd"!;H"ll' P;···h.\l.,r"idl/:di\.111 \\,'1-.. JHdnntwd cîl 1:..! .- fl: ~.;.:..:,,· 
<1 :---;,.._;,(' ~~-~t) Hi\! r...,:.t('! i'Ï {1,\\ .... nditltli ('Jll':tll' (l>!d.llH'iJI/{:}11' .. j'(H!JI .. 

~lnHdl'. ()ndt~l!'dt':--. :!O tH'\i 1\.:~dt.Ptr! lW.: dr·\~l'.t!': !·?o iJ::·:nrl ht'I!-
:Jnn. and :2i~~J fl;.! ... ml :"<<dn\ull )o.pt"rtlr 1):\::,:\. d)~.\ pl'tiÎJt· . ..; fur l ·1 ~\-~~ -'11d 

h.nrlt:lll ,:,·h~·~·J·:dtit'in>dc· ;l pl.u.)• .. ph;r1~· dr'ft\'Jn,g:vlla:-t' ,(; H'fHj \'.t·r·~· {.:l· 

h•'lt·d \\ 11h 'f'!d.YJT" t.t:-.ln~; a nnHint:u pnnllflg Ht'O',t(iV in t ;u h..n Ph.H· 
HL'WU H:ttl..., ,,_.,.n· h.~hndi.i-'t·d l)';:4·1Til;.,.'.h1 a1 ·1~ '1.' ,\.tllo 1fw l' i;l1w;,.c{ 

J..~nrht.· ... ·,., .'l""h• d .11 :.!~ ( '· i{rr 1 tll!N '.'\ït \, ~;~1 _ iJ 1 ~11~ :111d 1111r1·· in 

o.~ ~;--.,( o. J', ...:n:-: :l1 .-~:; 't · mu.J l'\..jl11:~'vd tu\ l':l\' !lln1 ~1.\·pt r'n!n1. 

Am,,c .. il.lnt' a1 7ll (" li:,·hridlz:".:HloH · ... ~~~rul~ ... '.\•'1'<' q'lani:t"Jt·d h\· Fl<iJ 

litt' imdgittg . .Ht:dV7f'l' li-'tlft Tuk.'-tJ .. hrJ:Jl'll Hi•:·ttll"' ~Ht' n·f;lll\t' ln 

I·;.H 1 })~j l':\Pft'1'•':'-IHii. \\hH:Jt >\.~·1>- lL-.;Pd ;t' :111 tlllt'! .. fl.·il .. ~1.1Hd.nd :1• f't}iTt•t:i 

tî1r 'nn.ltPil'l ... 111 ln;ldin~: o~nd î l'iHL··f,.,. H,·,·dd1:--­
h<~·~:d {\i:\.~!.(;,.;pj)IJ r:HP• 

\\,·.~.1 , ."'t /1/,J!fJll.:..: Anui,\·f· Afh•r t•l!•(·!rnphql'l'!'-i"' rq, .1 d•'1\.'tllH'!\oc' 

~Pt"' t:.l'l. )H'tdl·lll,.,. "1\t·n t•lt•('tnlblult•·d nn!•) t•ilru•·~·lltdih(' 1111 :nk'.J'!H'."' 
dtHI blot'k~~d lor 1 h .ll f'l;om tt•ntpt~r:d.t~•· 1!'1 Il! 11\\l 1'~·1 ... pH:-<- ~·nrtl,·lllilil •• : 

l.';oO nt\i :\.ti'!, 0 ~n'' Tl\i'I'H ~0. ,00:,'' -..,hnu lHitk. f)j·r!•('lnH1 of h.H fi. li,H 
];) 1 ·~ (\. ! <11''· .+nd i 'cl\_.:.; 2J \\ pt·rf,,n~n·d db·r :ln tifHtPHI 1!,:- :? ;! 

;~t P•<'ln i•'tlqw'· tl'Tf'•'. \~ d h dwrr· "'l" •·rî'i~· ;tnl dnld:, d!lnlf·d 1 ]I:HH!. l .-,qo 

1 ..!.OilO .·\l;d 1 ~}\HW roid. p·~·:pcd pt•h :\t'tt,~ l !1 H~t'·Jll:d1nt1 •\ 11 h :}qnH 

t'nJ~j d11111-t•d IJ.f>P"t't'.ldi..;Î; pt·'I'I~\..Hl..t~·~' !'Oil.J'I!(.l1••tj .I)IÎ 1 lh( 1 ,Il)] ll>ud\ ··J!Id 

t'"\lt•Jl•i1\t• \'UI: .. h_nn.~·..:. l!11trlU!tOdP1i•C'Ît'ti pnth•ill'"' \\.t•jt 

.HJ ~·nit . .in,·dl~.:ilcrndumH1t·~,t·,·nct• l<f ·1. ;1:---,.1\ k1t 
tl1':..' ln liH' ifi<~JIIJt'.lcturt·r·..; lns;-nn·i1ult:" 

'·•hn;.dl/i·tll~.\ th,Jl::.! 

\rnt·! v!!'CHnJ-

~~Ltd• ltlt;~· ... c• 11' :11 ~,l't'lili! l'n·t· \\:nnt~>!J(f1 ;1H'>Îlll!l! n;,•·t ;; dl'· ;1•nf '" n 

tllff! p!'o•lr'l,.lf~··.l !(,,.j;Onîlll \.\llh~t!hl·f '.!.ltl\; -...( ;:; ...... J~:,, lh~l(ll't\ 

k!r 211 Hi\1 ·~lldii!Ill '-,lill'.\[;lf, .-,11 JI~ \1~; ];~:t (If l~ t·, •ii, Ol 11 

dt'\. lnll'liLL~1ll!( i. .. dh Wi't'l..' !'urtht·~· '~tHI!dl:i!t·d il~~ tf:• !i!ln :lid\( .;ît•d 
... , nl< 0 l ji\! !·' r l >!( .-,!) lH~.'-HII T:"<1· 11~ .•1':11 1,! 

~(t t!lt'; ;j IÎ.•.'1':11l ol11l('llh.1!JII!f. B( 1 11•'t"'~' 1.J l'(;!.; lll ilw (ti1',j,,,JI1 \\ , ... 

,1."'-?•l•.•'tl ,\-..tii"•.t'tïjl~·d 111•·\IP!J~.J.. IÎ 

\~·~·u,. ('!"'' u( l nu,·,·nt,•·u/il'lt l'rntt H• n!J',<• ·r 1 r:11l>~1 \~ 1,., <it'!l r· 

...... ,:~11·-llt:ll '111.1:, .. !~ \\,1...: d,>tt·fll!!Hrd IP. ""l:,!h·nl.; •Ill~· ~~~·H 1 1· ·'' \ 1 •U' 

l' n .~,-., l'lll,~ ~~~. n·11 ..... ,~;Ju~i~ .:1d 

!:'!' j f}q ~~-Tn ul'( t'f11dr ~\.:..!rUI{ . .;/ ,'..;;;J/'U/;JIU\'/f! ."\~,( Ul/i! 

/'.Yf· •1 \, 1!1 fl'lt• \'{ .. ~ ;.:h( !If f/11/NITN \1.\'rl/l'hn>f;/,J,:f.'r /{,'-!'( ,"\u 

clt·;u pln('l'tll" \-..l!l:dt·d h'l'lllt FT l 111' T\.:V n 1rr·;ll•·d I111111,1!J 
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A(•tÎ'\-atùtn nf !'JJo'-n·B h~ "fl~T-·l, sat·at'utuxin ~tU·, ar.ul TNF-n in lnutHU\ rnyofilu·uhtasti-e use~ "iJlf"l.'ifkitv and t•haraett~t~izaH~Hl 
of t..h{• ~1'1-KH~HNA ('tunph.•x(~S tnvoh·c·d. ·t 1-~~~\IS.\ t•~ :\F-KH \(\ (t:\t'(i•;,i! ( \,lt;Ht·· d \t1\1H:IrL llS( tp•:th·~l ·-·-Hh Î',T ~- ~'\lÎI n•, T'\(•., '\iui-Î-1'41 

• ·xl 1 .u·1 "". \\ f"J\ IHnibrd i-dfl !Il . ..,~ run1 tr1*1' nw,f(ttiH 1T .; tLH ..,_ .tn·A !;tt·t 1:~ ' !rll'lih;!1 f'll tnr {ill'liHI1 u, l !il' ,flJ··t'l!! •• 

·l'· r· / · '" 11• 1}:,. pt-J•• .. f!Ht v r>i· 0 "1 ~t)î ;-,tl : •t',' n_\( T\,~F ·• ' 1 .,>•,· j t-' \L~.\ ·,•. n:· IH! l!rn::• . l ·'·"' ;If·.~~! 'hh! ld•il•·l· 

i·\_p; 1)\t))! !•!.d 1,r'>)d•d•Flï "· u.-:~qj~' -i I.Jd'lfli.d}l'1··d i-l~ !-H t!!d~:i td ii''' hi\ i:rH pn'itF!Î<'~' n lt,~lli ~p· ('lfl>:' <:!!rd 

rinll::-'·!ld't!"w ,,! r;.\"'l!ll.Jd• ·nt ~d1:•..., :'\' IH !r·"1' p'\;1 1":1:•!:.- f'n:Jll VT- 1 l rr·,HJ•d r•r•lf·..: v. r•q· .H·>,tJI. ~-d !•w '<! · t·.·H ,\{'( 1\ .!'-dr ~-·t•t·d~n] ! :; tl•<• .tf'hdtl'•· · :,, •;; .·, • ut 

pn",.,J'Ill'l' nl':u, t·\.rl•"'" oftniLiLl·in:1 uln!liHlhÏI·oHdt- ~-tdd:lllll1n: lht l•B HPitJI ,,(:lw ill\' l rl~ proJHilh'l"i/
0

0!/i' 11'.1\;r ll:\f,,{ ~:t,xqiJ• iW1' ,;N'Il 1 IH 1iH· 

r, f;~ m·~it! .,j 1 h· hun.1.tll ~ ·I 1\ d~,~, ,u·t,·nr.-~: 1d l !w \.Ufli;J!• .. ,<·-. h l.Î> :<lr d h·. 1· T- l ;l (;d ~ ~. ud,· .. r r.1('~ ·, î' ron! I'.T l 
tJ il T.\1· ,., \\~·n· ni,·.:b;~;,·,i Î!ll! lr ,._qj·.,•,11nT_, ,~1 ,,!rl.n;f r·,,f,t,n !~\r; , '! ·~i :!"Î·j,)<J;•" 

~~~ •/,,,., IU;t!!d ','li'P!'ph:-, lnlth'li~\ '11·,- /} .rtH.l }l· E\f"'-.\ '' ~,r·t·~irrn,.;·d ft•-rt·dlr'd \u:tl!<Jd'/.«l,!•l!'~~t·d 1 ; pr.d;d'f'IÎh•. Hr~>d.l'~' 

11! t;•J· {1.-~);, .•r•;j pH'\ :111!dH~th'. lll' n!1 r~rdtcti fn ,i11Jtlu'1 h• •1\:''- Th1• ,;1!Jf<"~I':Hlf"}tLllll··: ~h~~\<Jt .lt"!' l''"'f'!-r't'"'"ULdr\1' ,.f 1)~'' ,, ;'-"-fJJ lll'tl.rd 

1!1\ t~tiLt~r dJÎ.;~r H f ISt' v. -r·n· ~H1~lh /"-'d ;n f.'h••;1 p:~pl11 . .-1 { t~l.- tnPtHhh·' 

;:·1·! .:,,!urt w.;o..;,'(\,. Ll\1"'-~~'\: ~J...,in.~. :1 l·adrjd.Jih·lj·d Il,\.\ }lr•~t~• ,_·nn­

t~Ün!n::.:. UH· h~t .c;,~qnenct· i,fthr·ll!\~ LTH pfuJnuft·t .. \ . ..; ~ho\\iJ il'l 

l···~~~ 1.\ !/;P!J' ''· !<T-i tiH"rt·;t'"·f~d llH' lirnnallll!~ of't\.\!~ \.1-' hH· 
f)'.-\ hi!id!ltf.! (·oJr,plt·"~-~~·-. Tf,~. .. 'tL11\:lti•lT1 \\ '-'li ... ~~ nh-pn·~ ,_.[ 
~.\ 1tlî th~ I<TH n·o.·(•pb·n· :t:::~!nJ-.,1 ..... lt'~l.k~hi':\În .~ii(· i FI~·!, ! \ ,fu;,.:' 

.'lt '{';'\'V re wlud1 ~1c1n itlt'"' :\F ~~+~Hl !Hll1H't'ou:.: lTI! t\P'''"' :·; ~~~­
!r!{')'l'·d:-·~.,·d l ).\.':\ IH tltiJHf-~ t ornpft-,-.r•.o: \\ i'! il pro l'dt···~ '"ii.Hd;tr t 11 ET f 
1 Flg 1. \. lan.· 1 j 

~rhe· ..,p~-·\.'ltff·i1,', ,llHf t'OH!(df•·,ittOIJ of lht· ('O!Hpft"'(!"O.: "'1PT!tif.ttpfi 

h\' E'r t ;{)}d rAF ri \!d't'if:\ lh'\.l ~·'1\df\llfl!'I.J ( 'tHd(W11t lltU (,''.f.H't'l 

Jl~t•ot .... p1·d~•fT~H·d v • .-tl'tl ,,tn P\~1'"'-"' i•ftntLdH·Ï•·d nwlvni1d1' 1'n-f' 

l't'"''PtJHdtn}!. 1'tllH'f' to HH Hl\' -LTH tiB td' trt l.IIW 1-!' th, r:H 
H'-·-ptwr~·\\'' t~lt<•tut:·n;..:..-,\'thP hun'I~Hl C\·):\..:;!' }.~ •. t•11lllH1~l\Pd 1tw 

lHJtd:Ut;...:- ~win·1t_\ qfth~· iH(H,.,h·d pndll' ~ Vlt.>, ll-J ifln:· ..... Il' dHti ..... · !11 

C01Jtf;l:-:f :u·hhtlllll n( t\lt'' ~~;tilH t'\.['p,...;,..,: 11( :Il! ldd.·"d<t·iPd (}{Jt,(ltli!l 

~·:n:.1id-t· t't>tJ!,lHIHJ~S tilt• i.Hlt1·L1lt'd tl:\'F:~ l'on·.:..('ll~ .. u.;..;: :---;J·qul·n,·r 

1\;!d 11.1~ (·!lf·tl ·F1~ IN. IJt' ~-~ TIH 1 .. ~· d~n tnd-lc;üt• ÜKn tht· 
IV\.\ ÎIIJHÎ1Jl~, .H·Ln·i(·, nH!'I',J·~t·d ~-~.,·ti: FT J . .-Ital T:'\F-:~ i:-· ... pt· 
nJÏv !î.H !ht· ,,Jt ;not if :---~l!iH'l':--.h!ti ~··<]J+'r~nH·nt? u-...tn{.: :Hit,lhrfdi-J.-·•-. 

lr, ···;t('h Df t{p- _.,d·"' t;B/H.Pt prnH'!!H ~'-''""' fH'il-urnu~d t": nkn-ith 
ilu, pn.111·fn·"' pr''""'':Jt th~ :~V J-': 1t,;ndt!1~~- ~~~u1pi" ;>,i'~ .. IH\'Ub.i 

ll_!ill oiliH>:'J{ t'\!~':-i'<'Ï• lr:lii~ j-·t· j 1 ,•1 j(~ \\l'tÎJ Ji."-,0 d:!!, 

h-~:~dn·--.,t·,-tu .... r d ~·U1ti'~~..,L!:! o!'t t\':•• cunq:l• irltÎ 1 iL11 

p--lH 1 ... fln'-cnl i11 h(H.h f)''\_.\ f}l'"li'lfl i'Uf1ltd('!<t"· t-·~.~~ }{; i,f>.l 

!U Th~ :tnh !Jt).~~ ,lrd d~~;;i·: h.nf ft·1·t o:o dw Lt·--:.J. 1 f 1,\.',\ 

pr.,•l ,·~·:1-plt·:-. '-'"-~li 11·:\~ i1 ·· tlil·vt'illf'l!·d ïf1•· .--·h;-.....,,~r r;r~;.:_:e;t!'Ult_~· 

lOlHjdt"< !·':~. j/f ) / !, ~\1 tf~~··d\, li• p-.-,:_~• t f\~1·i :tl'd ~~•·\H 

h:1d t\d ;·Ri:•\'i -d:\Li li•A .. .JI-"l'""'PI ~~tnuL11' ··.-upvr""-h\ft, \\1'fi· 1,;-L 

t.l.{JH•d \Jj)!lll l!H'!Jil,.!\ HlfL uJ lili•.'Î1 :il' t •:-.t 1':1{ t 

c~·! 1.._: '.\ 1 t IÎ 1! w pTd 1 ;n ut pli-."l :1! •T thnt Îlt ~~ F1:.~ 

11\dH'.'t.Î.llJ:! t!Ll{ i•:T] .i:id! T~JV 1 1 H\dllf'; 

lU. lu r.: "nd 1 1 · 

...:,~!:H·' h!1,d!1 · onqd!··.._,.~ Tt:~· ··1"1~·d ni ~~~T' ';\,h !i!lll' d{'p{·rid 

1·nt F1,.' _11• ~~~ !! r'.l•n·~·ltt'!l :t!'l• l' f''! '!l'!' ,~nd:~t·r~-:-11Pi' !or",<!: 

:'\l."'t i \- :1! \nJ 1 !"l( :-< 1-' h B tt\ !' \.' !· - 'l!'!'i! !Tl.·d tl JI .t'l r-.~ p·,fl \ .!~îd \·,· :t-:": 

!-'!:: '!./: 
Ï :,k~·il Î1.~:1 l !wr t 

.-... .. f·' f ~ 1 tl ! 1 1 ~ l t 1 : , ; -1 , 1 r 1 ! 1! i '•. 1 ... , f 1 

!l!l[H,~!l !ll,\Uflht'tlh]n·~t~j· j !"d iJIII' t\li,f,liiHI',J..~- !J)~ p.•U.f.>:tl! !J~r 

ll\Dd'!'l•'! tHd IJ:· •dl;• ;· t!\i· p_.-rtr,pî-î,·l ln·fPt'od~~'d'!' 

1 Î 

\1· 
t ~\.' t 

r \ 1' ., t n- ·, ·,, ,ir,, J ;, •li /il,.,.l''l ·.-( l"' {·; 1 ,, i! 1 /,, ·· 
}/'-;1 \\1 ,\1:•~~~ d 1!·.1~ •ï l.t~ :1111 h~. J·· :t!IH 

,i •·il:• 'i' ie~cllldl\ 1\'->J l;'i·.>l• ,1 l' 11!' "1 ! "' 

T:\'F 11 fi·r· <.JirHq~,~ i!.n~-1':-: Tht' !r\;-! .... ~ ltf' t,,B ft \n·t~· c.H>;,,Iv/r•d !J~ 

\\:';·;-.1 ~·nt 1~~-.,r ::tlLd,'- · .... t:- t 1:-----i·n},: d ..:pp~,,;r; •. 1 ~--. B 11 <Hl1 i1H}d_., ,-\ prn\ t'î 1 t 

\l.'df': :1H ~-~:ÎJh-t~·d Id':;. klh~ 1.\':i:· d+-1! t\r·~l l!J t',\{upL.~;;;(i'!H 

t·"-:tr:-h't··~ Ill Ult;·:"Hni-ULt1t-d ;:.•U.""-; 1·\-! :~ .-\ ,>!tld n 1• Tn·;îl f!H'!)t qf 

l1Unr:_;.·r1 l!~(' \\l1~! ET 1 Fi':<nltr·d t{~'·::;·t<rd:dHJtl i>f !!.:H ~~ ;lfT,·r 

1 ") nJ!n in k•'t•pifr~~ \\ h d,1r' rînw ~-~1H!'-...(' 1;1' ~~~F 1-n ~WH\::dt•Fn 

t\rLtf r~··~.\ rtl lH·+,i.,._· 1.\ :t..., nh..;t·f\ t··d !:po~J ;t li nf t !'1 ·-i11lWHi. tl!~·, ;~_.\' 
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l'.\ll..-''·tt·tndnn·d d~·}:!.r,adal:~~n Hl fKI-1. '}' 'i.\ f>ÎJ~,·t'\Pd \\ rtJ11n 

tllÎn <!!Id '.\';!~ {itLtl ~::r.f1~·t· :-1 IIH!l 'J•Ït'' :tn l. lt; :~,t!TPI'IlH'H) \\ r1 li f fH 

r:1~'id :Jet.i\:t1În1l .tt' SF'.,,B h\ T\:F.,, F1}!: :!.!J1 ~inr~' f't':-~_\·nth~· 

...;~·~ ul' lhl1-(\ tH.I'UlT-t·d ·v\·lw·n .-n·ti\'._ninn nl :\F-,~-.H wa,~ lHdill 

!;u1t1·d \.\1' lli\I""{Jf:HH•tl \\ht•tflPf dl'1,~l'dfÜH1Uli u.f' {J,:n~r) nn_dd 
H't't1U!i1 1;q· !hi.-.. IJ!'tliUilf,!'td !H'li\dlHnl of ~-\f- F-f:J lfll\\P\'PI', lill 

. ..:.L;.._~nttl t'l'oiT; "'P*illi1Hil~ to 1 ht· L kD:.t prn1\'tn \1\P. ;1 v, <t"-' hnJn•l ir1 

HllH';·:llJ·ri lnunan H~(' \\ hPH•iJ·, .. fhB l~ ~' :t~ dt.lf('t'hrd 1n qn 

t!'Vtt1'<_•d -Jtl!'k~.it 1 ,.-j)..:. Ld\.<~'11 :1~ l·nntnrl 1Fn; :~t·, 

Thp ... f· n·-...-u-11- dH·non~ ... tr,111• t·l-\~1t l>nth i(T-t ~l!liÏ T~V-n rlldtH'~ 
lJw· dc~·,r.tda1H~n 1fl' !;.H-~t. ,·tn t:Vt·nt th;rt ;~~- ,t·~~ ... !H'J:Ill'd 1.\11)1 rt'tt 

UH n'a . ..;,•d ÎlliïlL:il-HHi uf ~v.~. n i'UHlph·-...:t·s Tht; ,tet rv:.sl/011 ol 

'\!•' ,,u ""'''' l)O)\ ii!•Hh!' h·;B-fi 
V'/'! ;1/;./ '/".\'{-':. 1 ';1 n"~U/r:[-, ( ·.-, itJ(li \',:~1 '"~;-,1' .. : !( '( )_\ .. ':"• r fu 

{f'i(. \\"t· iLl\ l' 

n;~-~~i:lll d î·n- pt·,p . .-t,_,:;:.-l;lti•!i'p.; in r\i!Jlldli O\_'·,,d~dîP)hLt"ti-1' Tt:-=:< 
!'hr·n lt1:1· ! ···"-p~uiP1Î t"-l11 11tw1' F'r l :1t1d 'f'\:1- _,,_ H'f~Ultil•· 

i (f\ ' !!H-~-t: '') [j-.,,_ !Îtt(<~<,i!'ll -;!,t :-:t· ,,g -t1P Jfl d!•" pr·tll1rtî1-i·ru~ 

î<DlÎ•·'f~:{-iJli-! ti~l!...:~·d r l:1pnî .~in! ·-\1--l,i,)(:l·d l1p )(',\~Ul.d1:~n ut 

i.'(}\.'J. l\..1ft~t\ ,_.,h~~~~ \\;~ ... n:~".t1r'uH·, \Hn·t:t-t-d h\ ·~ fu~d ;t~~~·r 

t., fl:d; .q~rf (('11Ltiîwd ~~tt·\' tll·d ;·nt' :1~ h•.t:--~ 1,'---, l~ !.'q:_:: t \ 'J'!J, 

f'i ~X 'pr->~1< .:l. tr!;·--t-c· .. t·~t :-tf1('\',': l1 ·~tiOJtd·,tidfr \\!tl. ET 1 :111d 

!~t''-l:t:,:: lrH h :1·..:~ ),"" h ,F'tl!, f}'), \~·t•<..~.!.l.!IJ!\ ni l"IJ\.-'.! proft'l!l 

1''-<.!JH "'·lrnl :•.-· ~'-!TI"IHitwl·d b, li-ll" FT}~ :1;:nn't't ·•:Jr·d!Jtn\.'in . ....;H( 

,_...,1·"· Fi;1 ·\u, t~ld \\,i..,J1'1;.t!l, hi''"k~·d \1\ il\~· rp,t! ---~·!~"~.li''! FT:\ 

~.\pt ~:\•! 1 \\; { 

. l ' 1 1 i l;; .. ' il ( ' ~ j 

-.1;\f:Jld i il' 1,• il! ,j ! il. tl lf; ('dili 

'(. l 1 ., 1\, '.! \ ·•··tl \'•\ 1 \" 1-'-'-

...,! ! 'J 1 ~ [;li Î \ 1 1J i11 •l' ( 1' i j t ~ j H',.. l ~: 
,·~-,·,~·d \li \!1,\~(·'t\•·d \!-\,..:.\ ·t··\~;-
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: J{hlt-tie-s nf l.t..-11-u Ût)-gradatiun by f:T--1 and T;\il-'-H in h\HTHUl tnyufiht·ohbt~H<· liS(· l \ l'·Ph,:;tu.· "\~-Î ,H'~ .... \.<, •T•· ~~h: ;i.lwd il 

nr~Jild•'ll' 11:..;:( 1 Jli.tl'f•·•Jl!IP'"'t'~·td h."'\· llll'!Ji!)llÎott.rl "'~··11111! \ft J' ru1~dnH1: ly\•·J d;,ll~. :.ttld l\Jfq't>!'Jl.H'IJh;Jt<·d Î1.1l'\',lfrlll)..; \.;H1P;<o;\\;l!t Il 1 tl f:T l df' 

.• u \\~!'Hd r~d'(l .1\. \\(··.J~rn t~iHt. !lH:·U~Il!'-i•lHI'l<l~ ul ll.:l~n Ill iÎlt l'.\lopL1~Wi1 1'·~.11':1~1:.: \\Ir··· P*'~Tnn~H·d ,J~ dv . ..;;l'lllWd !l:t•iPt' --}.; .. ,1(')[!1}•'11\ 

Pr·tH'f'lhq:"t' ~· "'fWtt(!l i;,P,-,. anllh!HL •· .. \\c·:-,:~·nr hlf)~ Id l,,lqp .l~•nw ·"dl'.'id.· !ILt:-~]n,·d f:nlP lj'dr:·ift•d th-:.1 Ji(l•j .fqr·l~·d i'll· i•\l1•t 

·;.:! nYt·,J.I,.'d '.\Ji :1 ~~w~ il.lt l.di. ·,ptdm.ih- · 1~*' 

;u1d )~ 

\\\· up.~·---ti~·n···tl \' ln"lLH·r ~:v hn r--·.: iH\ohf'ti irtt.tp-n·g!IÎ:Ition 

,,f('d'\ :.:~ f,~ FT .. ! :<11d T~V-a i,,., 1\H"<Ill'" oftwo ~V oB ndilhÎ 
'lori: dtt· pr-rltt•.t:---H!'lH i~1hdHiqr :'1-lt; t;·;~ !~<~.:.:.tl ;tthl tbr·, .Hltî 

Inf1 .. tnnrtator:,· r•.llnpJHtnd s:ndium ..;;::dJ<',\-L.dt· !~~"'1.1 H~~tll \rF r.·H 

inf,îhttor";-. •-·fk·r:1t\''i,V n·dut't"d rtclJ\d!Hltl nf :"\:F-h·B and lh·:B 11 

d.~~fu'ad:dton h_, T>~F.,, 1! 1 '1~! .~~."\ ~1nd ET. i 1 1V>t ..;hn"''h' ~odiuuï 
·~tdlc_vLJt,· ;n\d :\:lti-1:!:·~ hl~tntt·d :wiJ'- iuu ,,j ("1)_:\--__: nd{;\'\ 
· F:;• ,!.1 i :( 1'\-.L !H'>.>I••in • F:;:. -,fi • h\ J·:T l. l',i;( · :uHl '!':".: 1"' ,, 
Th"' :'\\F Î,·B ad-itbdor·.;. :tl,.:.o fH'i'\'i·!lif-d ad_i-\ ;Il H.Jtl of ('Cl X ;1d1·o 

11\.-. !1H·~t~·'df"t·d :1~ f/1'~1·: .. n·fc•<1~r·d Hl iht· pr~·~~{·ncv o!'l··...:~rl!.t·Uhlbt.\. 

:vjdPd .Jr:tthrdrJI!Jir .H'id lVÎ.!..'. ti·:\1. Tht· 1.'\fH't"·-:-JOI! 11j {'()\ 1 

pru!t·'TU \.\;t·:-: una!1l·dr•d b\ tlll''""i' tv1•:t1nn 1nl··. 1Ft,t:; .1·f 1 F111;d!y. 
l-t>tqH·n{t'n ,tu ;ud i -11dl;J lllHClh11r_\. lltnq.li'Hl!td Hta! 111hihit.., l''-' 

,·Ju(J\.,'-1~~-!!a;-.•· Lh. l...~t \\dhnut .d't~·t:t111:.~· r\F f~·H (:_t,MI 1 h:ul un 
~·ff~,('t t1tl tlft· fndrtc!)Oi! nf' 1"(;x·-:._!' peoiw in j'\:fH-1•:-...:-~HH! IJl-ot 

:..;hnW!)l 

( '( ))\ .tel j\'Jt.·~ \\.l'.: dl;-•!) rnr ~~~Htl'"d a ... Pt a< n··k~'i:-.f'd !'to~'ll 

~~odJn:',t·ni.H.f· .... ~nu llldtlflft' Ht 1d ,·\~ ..... ho\\ 1·1 1rt Fq.~ .. hU. in tht.,~c' 

l'l.•iuhtion:o+. FT 1 .l}, .. o ('dlt· .. r·d .i :i-!~dd llltTi'~l""l' 111. P( ~E. t"t·lt•:i!'--''· 

\\ hn, '·J \\ :l..: JH'f:H•f!ti•d b.' ;-..)4 ~~ .... \ !J:-\ ;Jrl 1nhdn1'1r ot' 1 '( J:\:.; ;h 

t n n \' ':2 ..... · r FiF! t.l/11. ~Ifni tJ r n-~· h iL~ \'•. ~-rr oht :n n.t ·d \1.' l11 ·r·1 a ..... ..:.~ ..... ~ 
Ill~.~ tlw 1.:!1'1:'1,"t nf ~{'_.-)~j:,!,.~ on -.::tJfHUi;·lllllrl of ( '{)\ a-f'il\ !1,\ J,, 
FT l u1 T)d: n !Il lhr' y•n·~t'\H't' nf t~xo~.'.t'tltlll..;: dïdt·lrHhHrtt ~i\",d 

, n1'~ ·-"hu\' n 1 
\\·1· HL·'{' u ...... t•d dt·\d!U'l·1h.t:-.~'iP'. '1.\flhÏi ;·nhtfn1-. ('()..\'.:?!tan 

'·,crqJtl1di L:• h!ud.;,Jn~! iH'1 i\·:tt ~~~Il of i h1" 1 r:tH .. WI'Ip11rln h11·1nr·· 
:\F ~ .. B :tJVi .'\F ILh pn .. ·:-..;·nt 11'1 fh,. ( '( i:-< :.~ fHOfllH!f·r and ,tl:-:o h.~ 

Jt':dtn·!nJ.;:: 1 r :1pid ~h-··-r~.d 1it i 1.:1 t Hlft Ht ( '( 1\ :..!, nd { \:\ ~ 1 :~; i t ~I·HHI Jd 
tJ,. rt•dt d ih<~i ;1:-: 'h·:-o:n'tiu•!t 11"1 t•·l·l'l!1 :~t~tdH·,·· .~~!· d<i·\.atH1·tha 

..:\H!I' tn'(iÎtlH'!ll >iHf ll''Î HH1-d11\ t·l:h~·r jp,i) !t d{',l~,"t;ul;t! ir111 ()! 

.\V ~~n J;;\.\ !Jnnl:!r7.< .. wll\;r!i~.rll h\ i·~T J ;nni T~î·· n ·uot 

~iJ, 1 '/.f1', '--•,!.~'.~l't""-:ttln.: d1n·1·1 !;J1t·rkn 'HT ~~fdv·'\dl1\!·tll.u~-cat• \\ilh 

i),t lf,(l·,...::td.J\.\ÎHI]~ I'Olvqtilll ut \:1"-l·.n 1:!1·1· [)1•\,!IW.·lh<!•,!\1!(' 

rt·dl;··~ t<T i .... fl!lillLd~·rl C'i r\ ~! ]Jru1•·ln ··-..prv ... ·-in:i !n k\·c1·-. 

\~ 1 j 

ll1:il 1-i iHJin·,\1t·d ~··.][ ... F1~ .. : fi/i <fiSf! • >-ittntllLilÎPII P( 

~·~·!i·.~ ,,. !1._ ET 1 ,, .t·"' .,L ... ~~ .rbHlt"'iwd I••H(•\\·in~ t t'(',ifnwnt 

111"\ .. t'!li~':fii..,·HI\ ·Fq.; tl/J' i;tJLdh fhtipr•dt·ll :1 t't'\ t·' 
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1'1f\.<.1 P\l\JiHlfil n·dïH'l·d ÎlîHJI:dÏon id .~d!Hd;d· l'l·!J ,'_i • ..,i' h) 
l<'r! 'Fi~.: t~N ... 1;> lt>\t•lt- i.flOJfJi.!l'>ihJ,. ro dtl;l;··t l!ht...ldir'd .\','J!h 

dc'-.:t:lH'flLL<(>Jh: ~,uH.i :S('.i~}Si:!.::J. h :-di.ould f.H' ...,·ln':-•;-·~·d th.i! h:i"-'!Î 
p( d•: n:l·r~;t>l' 1 ···tg ~}/)' :Hhi Îl.,j~:d t 

1f"l?-: :t!"l i\·\t 1." < 1 tot <Ü()'S/1' 

\\1'1'f· tif-;tll~at lt':dÎ.\ 1"(•dtH'I'rJ h_\ d(·".;tt'J"H·th:t.'-'.•Oflt• ;tnd h,>- ~~H '--{' 

l(·,în~· i'~f\. :..~ tn!tî1,dtiC .1-.:t·-~;xl"!rr. H~ lü'tïHn~:· h 1~1t~ b<!"",1i 

<''-;j.H"t•....:;··dttli of'l'()~~-:2 lfl hliilt~H1 ji;..;,('1Ft_q~ l :n~d :~;- :\1·~n·O\(~, 

ihtqw(d-~·n h;~d -'i :-..Îll:il~tr I!1hlb111Jt'V ~·f'k·1·1· 11n lJ<~~·c:;\Î Pt :1.; ~···l:·a.:"-r 

t f1:ll< 1 llc t 't lX. '2 !rtll!hdnr ... 'Fq.:. ltH~ ï'bt~ ... (· r~·_,...;uJt ..... 1nda .dt!·· th, ti 
lill· i'JI:_t;~Hf p.H'i ufP{;E,. ft'JJ,•:t:--ed t\î h;i~~d t'IHH{d)on:-. d1ri\t·.,~ 

fi'P1\l l'tf\-~.~ t\\'\Î\.'1\\ 

:\lîo$-U··lh-t·r lht~~:·•· !"i'~'l.t!t-: HHlll';l~t· t.h~.it ndt 1Hd.\ ('f):\-1 Inn 
;'t j..._., ~ '( f\. -'} 1·~. , 1 •H·~t tl! diV\ ·1\ t•\,pn· ........ t·d 1t1 htHt!<'lT1 ni.\ onhr-nl:JLl ... 

l ic 11~( ;tnd tha1 th{ (\iX 'l. 1~ntorrn ;HTOlltH~ fnr 1 h!' ~·~rr~<..l Jt 

tl\·~, t'C):-\ ~·Jclf\.fi\' Tht'\ :d··~o dt-·~Htlfl"'tra14-' !l~ut u.1 htHH:tn il. ... {t 

1-:T J :1nd T~l:·(l up-·l'f·Etll~d.!• ('~~X'..!. . .:tlid thi·• i~nhwtrqJl u;· 

\lthl"" ,'\l ~<f?' avi\".'<11!,)1\ 

Fh1 !'ntfn.·thlt (\•,·f,JI•tï,t.;t'l!ü.~.,·:.:1 1f't1\' ,\iltllot:•··.'· 1/r.· 

(/r·;;tJ .1h lufuht!UY\' F}/t'l Î n( ,;"r 1 {f1td T\1-' ~~ 1/1 /{JJOJqN \1\uf~' 

hr·p!Jiu.-..r({· /{.""'(' \\'i•ll:l\l'··,Jt\l\\rt-tÎJ.d ~·:T J !!drdql.:: dw \!.fP\,'\~!l 
r,,j htH~1:ttt IU\'!ddtrnhl~t..,.1H: H~~f' ,1 t;, hot dH· ..-!1;·1·1 ~d T'\:f.' . ., 

li iL-- rdd \l"~ h~·(•J'î lll'd'"''{ih,tlt•d .\ "11~1\' .. t:t 1\1 J-'1~.: 1n 1"\.'f." >1 

dl<'"-r·-~l(·fwlult·ï'l1h 1t1hdnt1·d th~ t.~,·n-.'. ti\ nf'hn:nHll ln\otîbr-o.lJia .... 
1 1c t !:-·~~ · Th i .. , 11n t 1 ;1 ~·.1 .... w ft Il 1 ht' n1n 1 ~~~"·rut· ~ n. 't t nl·t h.-· l'~:tl)k ·:~v 

,,~,rt··d 111 1:11 f]SI · ;~u •. \\.'1· n~·>J ~~~' I"··U~:d~ tl--~ l11·f it1'r aH.-hw 

11•',n of}~ <1X<l i'·· ltl\'dl'.t'd Ir\ th1· t't·i·:,ui:Jttult uf!HillldH 1ll\':d'dnt~ 

hl.t• ... fH' H . ..-:1' fH'tlh.i'J·t'ql inn ,\dii!ii~~~~ rd >~i :-~; ... ~:]:', (d ,!px ttl'wi!w 

·•-'Ill' H• •-t'1'UP,l·:-;~iflliil.,\1•d i'l·l! ... :-.tl"d'!t~2),\ 11:·dli1'i'd t~r~· 

HHilprn~d~ (.d ,.cffi't\.-; qj J·~T l •Fl< :.\ ;.tnd T.\[-' ·1 •Vi . .,• ,{1 

{' 1-, 1 ' ~ 1.' f L ' ": { j l Î -. ~ \ f ;.: ;: \ '""" j ( ~ ! t ~ ~ , 1 1 '~ i 1. • i Î Il 1 f l 1 1!, ( . ( 1 ;\ : .~ ( -.. ; ~ !-,. 1 ' \, i ' ~ l 'l 1! ] 

.tnt! T~\;l,-' 11 

l! \i,;'i 1d ·~j ll<~fi·d th;t! idod'.i:t-;.• l'(!.\"·: 

,--.:1' 1 ',-, •n d··\,HlH ti·~:~-·,,n, ~·Jdi.~FI• •··1 i 1 !•qn~ntdHlt' i!l!"l.\<'• 

ï.1: 11·:·· H1:1l li'\.\ ui _,-r'!fli :··1 llilltLî:t d ('1·1[~. ·.~.{"• i· ;.:(·nd 1" F1;.~ , 

\t;,n;·dut;..:l.\. vr·u:11 h\ :1~,1,·lf ··n!i:l:::·•·d i'Li'. 
·~h~·:','· n '.'·ihll'll tt'.. :til~li UJ!J.Jlnt \ll\ol'dHnld;~:-t 

ÏÏll 11'!111'1'. ,tilfiH!l:.',f'l !ild'l~-·~·np <"!\!Ill ;t]·.q 

pr· .. uiiWtJ011 1:,•1 

lfC'I·. fCI<:\' ill'/·. 
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.\F KFI dt'/.lf'l!denl iktitYt twn u/ ('())\.'- '2 L,·ads to UnJII•th ln hi hi 1 ion 

kHi·). T~\F ;, ut' llpl,tH'd.\ ..... :wdt:·~ndt.· h:. ntt•:nt .. nf p{-lf* HHti':·>('n: .. (~ 

or \:V 1-:B 1nhibitt1r·:~ ~ L·i. i2·· t .. f; 

1\<"'·111!' li'« IIi '·'''Tr'al -,tudit"' ll'ldlt·au· !lm! !'OX-::: 11\,;\ h•• 
Ht\nhr!i 111 lht> f'-l'\~ld:niùn of n·l! prnld~:·ratinn \Vht'n'll:~ 1n~)~î 

!PfH1r't: .. ;~.upp,ll·t a roi(' nf('(JX·"2 111 IHII•Jffi·nP~i~..: 1 1!\. ·1l''· n•('(•JJ1 

dut.'l h;n··r· ~-.ltoi\''1 lhal ("(l;\ ~l n~~l.V at~o h(· tnnd\t·d Hl ~TO\\~h 

;trn·:··,t 1 t~~. ·1~ 1 i n1(·i'c"'tnt;. .. d:~. Hnrni~·ldt 1'/ nt'.' ti 1 hon v r·c·t'Plll 1:. 
n•put'\i·~J 1h;t! (•\t.•rt·Y..p!'~·-..:;-:ioll "" ('(J)\-2 !!l !JtlUHHt S/JlDoth l'lHh· 

de l'PH- î·--- .t~·•nt·rnl t·.d with n nJ.,•J.d·d··d tllltjlnr t-on of pn:tlfl!'fjJ1iOII 

ln IHIIl''"'' 1!:-;l', hlu11ttn•~ < 'OX :: ar·t j,·ity wit h d••x:lllWtlia:~ont· 
dr,d \\'!th tlw ~t·l<·di\'<' ('():\ .. 2 lllilibiltil' j-;(' .. -,1:\1:/.'i blrM k,; th<· 

;~ru\,th tnhdtitnry .. tt(·çt. 1tff•~T-l ;nrd T~"f'n. 11\dù:atlnr~ t.hnt 
:'id i\ ;1t !(Hl nf ( '( )\" -~ ln •·Ît flf'l" f:l('tOI' i:-- :1 i<t.·~ ('\"\ ... 'Ut ill lhP 

puth"'"'"t.\' k,tdut~ lu 1td1JltJlÎ1tl1 of lf~{' proiïft•r:Hton. \·V(· hii\P 

fH1'\'lllU~t.\ t..;~L·n\'o O. t Ït;tt r:!pid prùdUct !OH of pn~!-'taU,l.UhitO~ l.e;·ad:-. 
1 !} ~til I!H'J'<-•::t:-:.t' lfi C\ cl}(' A.\1 p :uld t tl .• hP hi!WliFHJt: (Jr ~ ·~trh t.•Y(>JI t ... 

pnTt·dirl}1 hunut!J HS4' fH'nhl\)nlf.ion such ~~:-:; IBitog-t·JJ-aeti\·.;l.h•d 

prn#t•i·o kin<-t~•.· ae\ t\ at lOil 1 fi 1 • (>ur prPlin1lnar\ rP~ults ~u~.~g-c·~t 
1 !t.t1 t l11::-. r:tpld !H·nd 11rt HHl ~li· pr():--1 av:htiHiins wou id lH~ PH~un·d 
b\· :-;tinHtLnti•Hl oftiu· ('():'\_.,~ ~tt'tl\iL,\ .-xpn•:--."'i!'d 111 n·~t~ng' rnyo­
l~dm,b!;n-tw If~(' ln c·ontnL~t. illllu<'lion of('UX-;3 mHKA :lild 
pl"ut,-tn ln· t~:T 1 ~\nd T:'-!1~ 1 n \V1JtdJ n:..:::u[1 in ->i JnorT -:.;-u~1atiH'd 

prudtti-tton of pro:--:lHin!HI:--. and c~ndd ht. ill\'td·v"d i.n !hP iuhthJ· 
iton qf nHH'!' th:-..t:tll·\ ~'nt~. -..;uch :·l~ n·gtJlat,on of E·T- 1 f'1'"l't"f11 or:--\"·; 

,JHd n•;{lr.i.J!iofl nf"n•!l C_\~'11· t'01npunt•J1t .... I·Hl' 
.\, dr•,,,.,,!u•d lor 1 '!IX 2. :1d iy;;t ion ul t\ f<., B b;~~ g<'llt:t'all,­

!w\'U hnl...t•d 111 !tdlngl'IH';-,Î~ ~00 :1·1 '· but 1't·c~·r1t d;lt<J lnrlicat1" 
tlt:ll :udtp.·tron q[' \:'F-J..B 1~ ul.-.,o a~"'ot·intPd \\'J1h gJ'11wth al't'(··~t 

iilldn·lhdar•lotlt•n•nt~;Uwtl Il H\: lnpartkular.:\F,,B,tim­
llhl1~·::.. ~h·· tlllllîlf ·;uppl'i' ..... ~nr .!-',l't1(-' p;);~ 1 ltl•. ;uHl p();l itr1t·.'T~l('1s 

w1fl1 tilt.' n·Jt ,·ydt• IJlflJt,itHr p:!J 1.\ ·\J 
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~~t th.., .:'\F. 1vH UH'Olht·r r-i{(•Î :Jn'P~t?-'i thr: pntlift\f"iitH·nî. nf l·(p[.a 
i'( ·1 J .. ln 111lt'f".1t'ft u;.'. \"1 i1 b p:! l \\ ü 1 ( ·t rl1. BPntll~(· nf th~·{'." {fJf o.xu.· 

<"!'!<'<'! .,f :\F dlmlnb•tor·ê dHriiil; lll'"lr.n~··d <·dl ~:rnwlh •·~f><'l'­

DHvHt··~- the· fH"~'"-~·nt ~~- ud..\ Îkw . ..; not pro\·id-1" ;1 rHrî~(·t dt'lllnH:-;-tn-t 

tf~tll f{H- ~:L toi{' of ~F ~-:H !ll 1ju~o- IH'j..~·ntJ\'i' n·gulal1on qf h\lll1,lJ1 

fJ.-;(. :c:l"<•\\ th. :\H"t•r1!H·J..'~- Il f!- (<'lllf.Jllilf;' (<! "JWCUiaiP th:il 

,\F-,,.H, h.\ u.p-rP~td:llltlf; f'(')?\ '2 Ul fi'..,:.}Hl!l:-'(' tu Jt:T 1 iliHl 

T:\1-' u pl.1_\·c-. ;1 nnl,!UI' t·nît· in 1ht• I.H:·gah\'f• n•g-tJiatlon ofhun·L:.\ll 
IJI\utïLrnbLhtH' H~t· }!t"o\\··th 

Th(·> ph'\.·:--in{JHthoto~.dc:.d L'dl!:"-<·(·qtp•Jh'1'!-· nr t.Hir findin~.=-- Hl thP 
na1tf'"'.1 ui IIVFT Jii.Jnl~ts J"(·n"!:~IJt:--. tH ht' dt·b·rn.lJilPd ()n !lH· nnt• 

Îtattd. 1 ht' t'tïfP·'•'n~tL:-. ~PqlH·nc~ · tùr \; f4 '~t-- P. 1..:. pn·~~t·nl îu 1. h·· 
pronH1b.·r nJ : .. ,.\·t·r~d ~-Pn~· ... , ;t{~tl\<·ifed h\· T~'\F .. ~L w!d-ch ;H't' Îll 

._-nh t·d t!1 t lw nrft<Hliill:'l~Ol'_\ pnwr·?.:-<- H.!"<"'onatrd \Vil h tl a• dl'\·t~t 
qpntt·ît~ ~~f h\''I'T' rtlH'ti~J: ... For l·"l"t.;lll;p\1'. t'lîtHJocy11; th\·nJol;:H:1l\' 

pit\\t·tn 1 nr tl!t\•nï>lhdar ,tdhr·~iOll. nH~h·cHlt· 1. :tn· f''-fH't•:--;_ .. a·d ln 
r;lt tl~<· ,,,nd IJjl \'t>-;-..~qf.,l~~d b_\· T"\T!-'-It ~tt.l .i(). ho\\'4.'\'PJ'. T!\"f·' 
h llH~H~2J·\IW for r:fl if~\' :.)1}' ( >H tlu· üth(•f' li<HHL pl'n>l:u~latt 

dlrt.....; Far·" .~Jild~dnoy~·nH' lit -.tn nt 1 un ntnd{•i (d ll'l 1'1- tlbro .... Î:­
,r)-;·: :t,,~l rn l'1!1u ·..;T.u,_li('"~ "'ho\\ lÎI:tt ul ral 11:---;1.. prns1.t~~Ltl\,ll~·,..., 
F 11d1ilnt hn1h ~-qfLIFt'fl l pn~dw.:tÏI)fl '·~~-,and ce!l prolih·r~ttHHl 
,_.-~:--,) Tl!,...,.,. lindHlp>.;. tugl·tllt·r· ">-\iih th•· htd ih;d ET l .tHd 

T\;F-,, iuhdH1 liH• f!·r·owth of hutn:11! nJvn~ïbrnhla~ta· 11;-.;c·. f(,J, 
lH\\'!11;~· \iF hB·d~·pl·i~tJt"nf ('().\.':.! indta"t'ron, \\Hltld bt• 111 bt\'fH"ot 

.1 1!•'~~-ttl\~· n·~1,1d:1tnr_\ rr~f,. ~d'!hl."· ~):lîh,\a.\ i1, !JU"f tib_rngt·th"-~h 

ln "'UiHlH:HI.. \\!' -J11l\\ \Hcrt• th~l1 1\V(t l,!ftJ\'-'th inhlhllory j.H'}}­

!td1·.-..J•.!t' IIUîll:lfl tli,\tdihft!b1:1 ... tl{' If~('. t:T 1 \'Î,I lt~ ETH f'j·('l'f' 

t·~r· 'jtl\1 T\"F·,I ~tt1l\H't' :'~F-~B dt·p~·ndi~ttt llp-n·gulatJOJI of 

\'(!\, f_ lT-7-Iih111~:. IH \H\tiht\\IJI) n~ tt~(' pn•hft·r~HimL Th\':--t' t't· 

~u11 ..... "~tq.~~:~··~l rlLI! l\'F ~~n ni.J'- pl:1\ ~111 Ï11tp11rtaut rtJit' tu tlt1· 

U•'_t: .• d ;\·, ,-,·~-~:d tllutl 11l lnnn:tn Ill,\ oflhr·oh!~l:---1 1• f 1,-.,(' 

fH'!ild~ 1''d[•.il1 

'• >! Î, 1 • 1 '; j 1 li, • T: 1 [, ~ [J, 11, .\ \1' j l.ft ,"f ,'\ 1 ,)1·1, il,! :1j ,; ! ;"'-o 
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Dans cet article, nous avons montré que l'ET-1 et le TNF-a, deux facteurs inhibant la 

prolifération des CEF myofibroblastiques, stimulent la translocation de NF-KB dans le noyau. 

De plus, l'activation de NF-KB par l'ET-1 et le TNF-a conduit à l'induction du gène de la 

COX-2 et à l'inhibition de la prolifération des CEF myofibroblastiques. Ces résultats mettent 

en évidence le rôle central de la COX-2, relayé par NF-KB, dans l'inhibition de la 

prolifération des CEFm. 

Activation et induction de la COX-2 en réponse à l'ET-1 et au TNF-a dans les 

CE Fm 

Le rôle de la COX-2 dans la régulation positive ou négative de la prolifération 

cellulaire a fait 1' objet de nombreuses études. De nombreuses publications montrent un rôle 

de la COX-2 dans les effets mitogènes (Martinez, Sanchez & Moreno, 1997; Sheng et al., 

1997). Cependant, la COX-2 pourrait être impliquée dans l'inhibition de la croissance des 

cellules (DuBois et al., 1996). En effet, la surexpression de la COX-2 dans les cellules 

musculaires lisses humaines provoque l'arrêt de leur prolifération (Bomfeldt et al., 1997). 

Dans les CEF myo:fibroblastiques humaines, le blocage de l'activité COX-2 par la 

dexamethasone ou le SC-58125 bloque l'effet antiprolifératif de l'ET-1 et du TNF-a (figure 

7). Ces résultats montrent que l'activation de la COX-2 par ces deux peptides est un 

évènement clé dans l'inhibition de la prolifération des CEF myofibroblastiques humaines. 

Nos résultats constituent la première mise en évidence de la présence constitutive des deux 

isoformes de COX dans les CEF myo:fibroblastiques humaines. Comme décrit le paragraphe 

« les cyclooxygénases », la COX-2 est une enzyme inductible qui n'est généralement pas 

exprimée constitutivement dans des cellules non stimulées. Cependant, nous avons observé 

que le prétraitement des CEF myo:fibroblastiques par de la dexamethasone et le SC-58125, 

des inhibiteurs sélectifs de COX-2, ou avec l'ibuprofène un inhibiteur non sélectif de 

COX-1/COX-2 bloque totalement et avec la même efficacité la production de PGE2 (figure 

6B). Ces résultats suggèrent que les PGE2 synthétisées dans les CEF myo:fibroblastiques 

humaines sont produites majoritairement, par la COX-2 constitutive. Nous avions 

précédemment montré que 1 'ET -1 inhibe la prolifération des CEFm en augmentant 

rapidement la production de PGE2. Cette production est assurée par la COX-2 constitutive. 

L'élévation du taux d' AMPc qui en résulte bloque l'activation de la voie de MAPK et 
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l'induction de c-Jun, deux évènements précoces dans la cascade mitogénique des CEFm. 

(Mallat et al., 1996). 

Nous démontrons également que la COX-2 est induite par l'ET-1 et le 

TNF-a.. L'augmentation de l' ARNm de la COX-2 est observé après 45 minutes de traitement 

par les deux agents et l'expression de la protéine est augmentée après 3 heures. (figure 4). La 

Sarafotoxine S6c, un agoniste ETB, reproduit les effets de l'ET-1, suggérant que l'induction 

du gène de la COX-2 est relayée uniquement par les récepteurs ETB (figure 5A). L'induction 

de la COX-2 par l'ET-1 et le TNF-a. est associée à une production tardive de prostaglandines, 

qui pourrait intervenir dans des évènements plus tardifs de la prolifération cellulaire, tels que 

la régulation des éléments du cycle cellulaire (blocage des cyclines et/ou induction de leurs 

inhibiteurs p21/p27) (Kato et al., 1994) ou l'induction des récepteurs de l'ET-1 dans les 

CEFm (article 3). 

Mécanisme d'activation de la COX-2 par l'ET-1 et le TNF-a: rôle de NF-KB 

Nous nous sommes ensuite interessé au mécanisme d'activation de la COX-2. Nous 

avons centré notre étude sur NF-KB, car la promoteur du gène de la COX-2 contient deux 

éléments de réponse de NF-KB, qui sont essentiels dans l'induction de la COX-2 par les 

cytokines (Yamamoto et al., 1995). L'activation de NF-KB a été caractérisée par l'étude de la 

liaison à 1 'ADN par retard sur gel, auinsi que par la dégradation de IKB dans le cytosol. Nous 

avons observé que l'ET-1 et le TNF-a. stimulent l'activation de la liaison d'un 

oligonucléotide consensus de l'élément de réponse de NF-KB aux protéines nucléaires de 

CEFm. Cette activation est rapide et transitoire. Elle corrèle avec la dégradation de IKB-a. 

observée en réponse à la stimulation par 1 'ET -1 et le TNF -a.. La sarafotoxine S6c, un agoniste 

des récepteurs ETB qui relaie les effets antiprolifératifs de l'ET-1, reproduit l'activation de 

NF-KB en réponse à l'ET-1 (figure lA). La caractérisation des complexes activés par l'ET-1 

et le TNF-a. par des expériences de supershift nous a permis d'identifier le dimère p50/p65 

comme cible des deux facteurs (figure lB). 

Nos résultats montrent pour la première fois que l'ET-1 active NF-KB. Cette activation est 

observée dès 5 minutes, atteint un maximum après 15 minutes, et décroît à partir de 3 heures 

(figure 2). 
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L'activation de NF-KB nécessite la dégradation rapide et transitoire de IKB dans le cytosol 

après une stimulation par l'ET-1 et le TNF-a. ll existe 2 isoformes de IKB. Dans les CEF 

myofibroblastiques humaines, seules IKB-a est présent (figure 3). Nous avons observé que la 

dégradation de IKB-a correle avec l'activation de NF-KB, suggérant que la dégradation de 

IKB-a initierait la translocation de NF-kB dans le noyau en réponse à l'ET-1 et au TNF-a. 

Les stimuli activant NF-KB dans les CEF myofibroblastiques sont encore mal connus. 

Cependant, une augmentation de la liaison de NF-KB à 1 'ADN est observée au cours de 

l'activation des CEF de rat en réponse au stress oxydatif (Lee et al., 1995). D'autre part, 

contrairement aux activateurs classiques de NF-KB tels que les cytokines, les virus ou encore 

le stress, la stimulation de NF-KB par des récepteurs couplés aux protéines G reste peu 

décrite (Browning et al., 1997; Kravchenko et al., 1995; Krymskaya et al., 1999; Li & 

Brasier, 1996; Mari et al., 1994; Pan et al., 1996). 

Bien qu'initialement décrit pour son rôle dans la stimulation de la crOissance 

cellulaire, NF-KB a récemment été également impliqué dans l'arret de la prolifération (stoltz, 

pnas, 1996; baldwin, mcb, 1991; bella,jci, 1995; brand,jci, 1996; duckett,jbc, 1995; bash, 

mcb, 1997; perkins, science, 1997; wu, jbc, 1994). Ainsi, le promoteur de p53 contient un 

élément de réponse pour NF-KB et p65 interagit positivement avec p21, un inhibiteur de 

cyclines/Cdk (perkins, science, 1997; wu, jbc, 1994).De plus, lorsque c-Rel (un membre de la 

famille des facteurs de transcription NF-KB) est surexprimé dans les cellules Hela, il conduit 

à l'inhibition de la prolifération consécutivement à une interaction avec p21 W AFl(bash, mcb, 

1997 ). L'ensemble de nos résultats nous permet de postuler que dans les CEFm humaines 

l'activation de NF-KB necessaire à l'induction de la COX-2 joue un rôle majeur dans 

l'inhibition de la prolifération par à l'ET-1 et le TNF-a. 

Le rôle de NF-KB dans l'induction de la COX-2 a été démontré à l'aide de deux inhibiteurs 

de NF-KB: le MG-132 et le salicylate. Le MG-132 est un inhibiteur du protéasome qui 

bloque la dégradation de IKB. Le salicylate est un anti-inflammatoire non stéroïdien qui n'a 

aucun effet sur l'activité de la COX mais bloque l'activation de NF-KB par des mécanismes 

qui ne sont pas clairement identifiés (pallombella, cell, 1994; traenckner, embo, 1994; kopp, 

science, 1994; mitchell, pnas, 1993). L'induction du gène de la COX-2 en réponse à l'ET-1 

et le TNF-a est bloquée par ces inhibiteurs (figure 5). Ces résultats corèlent avec les études 

décrivant l'implication de NF-KB dans l'activation de la COX-2 par l'IL-l, le LPS ou le 
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TNP-a (yamamoto, jbc, 1995; newto~bbrc, 1997 ;D'acquisto, febs, 1997; roshak, jbc, 

1996). 

Les conséquences physiopathologiques de nos résultats dans le contexte de la fibrose 

restent à déterminer. En effet, l'élément de réponse à NF-KB est présent dans de nombreux 

gènes activés par le TNF-a. qui sont impliqués dans les processus inflammatoires associé au 

développement de la fibrose. Par exemple, le « monocyte chemoatractique protein 1 » 

(MCP-1) ou« l'intracellular adhesion molecule 1 » (ICAM-1) peuvent être activé par NF-ld3 

en réponse au TNF-a (marra, jci, 1996; hellerbrand, hepatology, 1996). Cependant, les PGE 

sont antifibrotiques in vivo et in vitro en inhibant la production de collagène de type I (beno, 

hepatology, 1993) et la prolifération des CEF chez le rat (beno, BBA, 1994). Ainsi, le fait que 

l'ET-1 et le TNF-a inhibent la prolifération des CEFm humaines consécutivement à 

l'induction du gène de la COX-2 par un mécanisme impliquant NF-ld3 pourrait être en faveur 

d'une régulation négative de la fibrose par ces facteurs. 
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VI. La voie des spbingoUpides 

Les sphingolipides ont longtemps été considérés comme des simples constituants des 

membranes des cellules eucaryotes. Cependant, en moins de dix ans, le céramide, la 

sphingosine et la sphingosine 1 phosphate (S1P) ont émergé comme les représentants d'une 

nouvelle classe de seconds messagers lipidiques régulant la prolifération, la différentiation ou 

l' apoptose, ceci en fonction du type cellulaire et de la nature du stimulus (Pour revue : Goetzl 

& An, 1998~ Spiegel & Merrill, 1996~ Spiegel & Milstien, 2000). 

1. Synthèse des sphingolipides 

A. Les voies de synthèse 

Les voies de synthèse des sphingolipides sont bien caractérisées. L'étape initiale est la 

condensation d'une Palmitoyl-Coenzyme A et de sérine pour former le 3-ketosphinganine qui 

est converti en dihydroceramide par la ceramide synthase. L'ensemble de ces réactions est 

réalisé dans le réticulum endoplasmique. Le cérarnide ainsi produit est transformé en 

sphingomyeline par la sphingomyeline synthase qui est alors stocké dans les membranes. Lors 

de l'activation de la voie des sphingolipides par les cytokines ou les facteurs de croissance, la 

sphingomyeline stockée dans les membranes est convertie en céramide par la 

sphingomyelinase (Figure 12). Le céramide accumulé dans l'espace intracellulaire peut être 

alors desacylé par la céramidase, pour former la sphingosine. La sphingosine ainsi formée 

peut à son tour être phosphorylée par la sphingosine kinase pour former la sphingosine 1 

phosphate (S1P) (Figure 12). Enfm, la S1P peut être inactivée par clivage en éthanolamine 

phosphate et en trans 2 hexadecanol par la S1P lyase. 

B. Les enzymes clés 

a) Les SMases 

Il existe trois familles de sphingomyelinase (SMase) classées selon le pH optimum de 

l'activité de l'enzyme: SMase acide, SMase neutre et la SMase alcaline. La SMase acide est 

une enzyme lysosomale mais elle a été également détectée dans les caveolae, des 

microdomaines membranaires riches en sphingomyeline (Bilderback, Grigsby & Dobrowsky, 

1997~ Liu & Anderson, 1995). La SMase neutre Mi+ dépendante est membranaire, alors que 

la SMase neutre Mi+ indépendante est localisée dans le cytosol (Okazaki et al., 1994; 
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Spence et al., 1982). Enfin la SMase akaline a été détectée uniquement dans la muqueuse 

intestinale et la bile, et serait impliquée dans la prolifération des cellules mucosales (Duan et 

al., 1996; Nyberg et al., 1996). Les céramides ainsi formés peuvent donc être produits dans 

différents compartiments cellulaires selon l'isoforme de la SMase activée. 

b) Céramidase et sphingosine kinase 

Peu de données existent sur la céramidase. Quant à la sphingosine kinase, son clonage 

récent par l'équipe de Sarah Spiegel, a permis de mettre en évidence plusieurs iso formes de 

cette enzyme: la sphingosine kinase la et la sphingosine kinase lb (Kohama et al., 1998). 

Sphingenine Dihydroceramide 
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Ceram~de 

NH • 
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Sphingosine 
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• 
3 + hexadecanal 

Figure 12 : Voie de synthèse des sphingolipides 

2. Sphingolipide : second messager 

SM 

Les effets biologiques de chacun de ces second messagers sont différents. Si le 

céramide fait figure de médiateur dans l'arrêt de la croissance cellulaire et de l'apoptose, la 

sphingosine 1 Phosphate apparaît en revanche être un régulateur positif pour la prolifération 

de nombreuses lignées cellulaires de mammifères (Spiegel, Foster & Kolesnick, 1996; 

Spiegel & Merrill, 1996; Spiegel & Milstien, 2000). 
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A Effets des céramides 

Les céramides sont impliqués dans l'inhibition de la prolifération en réponse au 

TNF-a dans les cellules Jurkat (Dbaibo, Obeid & Hannun, 1993) ou en réponse à privation de 

sérum dans les cellules Molt-4 (Jayadev et al., 1995). De même, l'accumulation de céramide 

conduit à la différentiation des HL-60 en réponse à la vitamine D3 (Okazaki et al., 1994). Par 

ailleurs, le céramide est un important médiateur de 1' apoptose induite par une kyrielle de 

stimuli tel que le TNF dans les cellules U937 (Obeid et al., 1993) ou par l'anti-fas dans les 

cellules U937, lesjurkat, Hut-78, EBV-LCL (Cifone et al., 1994; Cifone et al., 1995; Gill et 

al., 1994; Kolesnick & Kronke, 1998; Tepper et al., 1995). 

B. Effets de la sphingosine 

La sphingosine exerce des effets positifs ou négatifs suivant le type cellulaire. Ces 

effets antiprolifératifs et proapototiques pourraient être dus à sa conversion en céramide alors 

que ses effets mitogéniques nécessiteraient sa phosphorylation en S 1P ( Zhang et al., 1991). 

3. La sphingosine-1-phosphate 

La S 1P exerce ses effets biologiques soit en se liant à des récepteurs membranaires : 

les « endothelial differentiation genes » (EDG) ou en agissant en tant que second messager 

intracellulaire (Tao et al., 1999). 

A. Les récepteurs de la SJP: EDG 

Le premier récepteur de cette famille, EDG-1 a été cloné en 1990 (Hla & Maciag, 

1990) et s'est révélé être le récepteur de la S1P en 1998 (Lee et al., 1998b). Actuellement, 

cinq recepteurs spécifiques de la SIP ont été clonés EDG-1, EDG-3, EDG-5 et très 

récemment EDG-6, EDG-8 (Graler, Bernhardt & Lipp, 1998; lm et al., 2000a; MacLennan et 

al., 2000; Okazaki et al., 1993; Spiegel, 2000; Yamazaki et al., 2000). L'affinité de ces 

différents récepteurs pour la S1P varie d'environ 10 nM pour EDG-1 à 25 nM pour EDG-5 

(Lee et al., 1998b; Van Brocklyn et al., 1998). De plus, trois autres membres de cette famille 

de récepteurs, EDG-2, EDG-4, et EDG-7 ont été identifiés. ils lient séléctivement l'acide 

lysophosphatidique (LPA) qui présente une homologie structurale avec la SIP (Masana et al., 

1995 Bandoh et al., 1999; Goetzl & An, 1998; Im et al., 2000b) (Figure 12). L'ensemble de 

ces récepteurs appartiennent à la famille des récepteurs à sept domaines transmembranaires 
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couplés aux protéines G. Le type de protéine G associée à un récepteur donné dépend du 

récepteur et du type cellulaire (lm et al., 2000a; Windh et al., 1999; Yamazaki et al., 2000). 

B. La SlP, messager intracelulaire 

La synthèse de S 1P nécessite 1' activation de la sphingosine kinase, l'enzyme qui 

phosphoryle la sphingosine en S1P. Différents facteurs activent la sphingosine kinase, 

notamment les cytokines, comme le TNF-a (Xia et al., 1998), ou des facteurs de croissance et 

de différenciation, tels que le PDGF (Bomfeldt et al., 1995; Olivera & Spiegel, 1993), le NGF 

et le FGF (Rius, Edsall & Spiegel, 1997). D'autre part, deux études récentes ont montré que 

des agonistes se liant à des récepteurs couplés aux protéines G, les récepteurs muscariniques 

(Meyer zu Heringdorf et al., 1998) et ceux du formyl peptide (Alemany et al., 1999), utilisent 

la S 1P comme second messager. 

Les effets de la S1P liés à l'activation de ses récepteurs, et ceux attribuables à ses 

actions intracellulaires restent difficiles à distinguer, en l'absence d'outils séléctifs, et en 

particulier en 1' absence d'agonis tes ou d'antagonistes sélectifs. Cependant, les effets 

intracellulaires de la S 1P sont généralement observés à des concentrations micromolaires du 

sphingolipide et confirmés en microinjectant le sphingolipide. Les effets liés à l'activation 

des récepteurs de la S1P sont observés à des concentrations nanomolaires du lipide. Les effets 

intracellulaires de la S IP incluent la stimulation de la prolifération cellulaire, la régulation de 

l'apoptose, ou l'expression de molécules d'adhésion (Meyer zu Heringdorf et al., 1998; 

Olivera et al., 1999; Pyne & Pyne, 2000). L'activation des récepteurs EDG provoque la 

stimulation des canaux potassiques, la rétraction des neurites, la stimulation de la 

prolifération et de la migration cellulaire (Bomfeldt et al., 1995; Goodemote et al., 1995; 

Himmel et al., 2000; MacLennan et al., 2000; Pyne & Pyne, 2000; Sadahira et al., 1992). 

Bien que la S IP soit mitogénique dans de nombreux types cellulaires, une augmentation du 

taux d'AMPc en réponse à ce sphingolipide a également été décrite. Ceci nous a conduit à 

étudier l'effet de la SlP sur la prolifération des CEFm humaines. 

Dans l'article deux, nous avons mis en évidence un effet antiprolifératif du S1P relayé par la 

COX-2 dans les CEFm humaines. Par ailleurs, nous montrons pour la première fois que la 

S lP est un second messager de l'ET -1. 

77 



Tm-: .Jütat~AL (w B.ltlL<II.:W•\L cm:MW1'UY 
© !..!000 h~· Th,, An\Pr](:an ~ocù::ty f(u· Hio~·hl..'"lm~try onU Mol-toc.•ulm D:it:~-IQR\', lnC<. 

Vn1 27!J.. ~t). 44, !~Sll~! ~}r Nrn:"(~Hllîi~-r 3. PP'· a4t;;ts-.:l.UI:13, 2(x)tl 
Prml~,ci 111 U.S.;\. 

Antiproliferative Properties of Sphingosine 1-Phosphate 
Human Hepatic Myofibroblasts 

. 
In 

A CYCLOOXYGENASI<>2 MlmiA'l'ED PATHWAY* 

Recllliveci for publication, .July 18, 2000 
Publhhed, .mc Pnp<>rs in Pmss, Au~,rust 14. 2000, DOl 10.1074(jbc.M006393200 

Julien Davaille:l:, Cyrill<~ Gallois:j:, Aïd;• Habib§, Liying Li, Ariane Mallai, ,Jiangchuan Tao, 
Thierry Levade'!l, and Sophie LotersztajnH 

From INSElli'•f U99, /lopilal Henri A1ondor·, Créteil 94010, Fm1U:1>, §ft>v'SERM U;J48. Hopital Laril>oiHièrt'. Paris ÎM!lO, 
Frrmce and 'll!NSERM U466, CHU Hanguei\, Toulouse :H40:l, F'n.uu:e 

Proliferation of hepatic myofibroblasts (hMF> is cen· 
tral for the dcvelopnumt of fibrosis during livcr injury, 
and factors that may limit their growth are pottmtîal 
antifibrotic agents. Sphingosine 1-phOSJlhatc (SlP) ls a 
hioactive sphingolipid with growth-regulating proper­
ties, either via .l'.::dg receptors or tbrough intracellular 
actions. hl this study, wc examined the effccts ()f SIP on 
the pt•oliferati()n of hU!nan hMF. Human h.IUF expressed 
mUNAs for the SlP rceeptors Edgl, Edg3, and Edg5. 
Thcse receptors were functional at nanomolar coneen­
tratioml and coupled to pertussis toxin-sensitive und 
-inscnsitive G protelns, as demon.strated in guanosinc 
5'-3-0-(tbio)triphosphate hinding assays. SIP potently 
inhibited hMF growth (IC611 = li'M), in Il pertussis toxin­
insensitive munner. Analysis of the mechanisms in· 
volved in growth inhibition rcvealed that SlP rapidly 
incrcuscd prostaglandin E 2 production and in turn 
cAMP, two growth inhibitory messengers for bMI''; C2• 

ceramide and sphingosine, whicb inhibited hMF prolit~ 
et·ution, did not affect cAMP lcvcls. Production ofcAMl~ 
by SlP was o.bolishcd by NS-398, a selective inhihitor of 
COX-2. Also, su> potently induced COX-2 protein CX• 

1~n~ssion. Blocking COX-2 by NS-398 blunted the untipro­
Jiferative cffect of SlP. We conclude that Sll» inhibits 
proliforation of hl\U', probably via an intracellular 
mcchanism, through carly COX-2-depend.ent rclcase of 
prostagJandin E 2 and cAMP, and dclayed COX-2 induc­
tion. Our rcsults shed light on a novel role for SlP as a 
growth inhibitory mediator and point out its potential 
involvemcnt in the negative regulation of Jiver 
fihrogcnesis. 

Livcr flbrc>sis is characterîzed by im'rea,;ed deposition and 
altcrod composition of extrncdlular matrix du ring chnmic in· 
jury. This filH'Ogenic ro..-spunse i>~ charactel'ized by intense pro· 
liferation and aœumulntion ofmyolibroblasts that activcly syn­
thesize extracellular matrîx and prointlammutory cytokines, as 
dcmoustratt'tl in experimental models and culture Btudics ( U. 

' This wo:rrk was supported in pa.rt by INSERM, the 1Jniversit<i Pal·is­
Val-dc-Marrw, and by grant.s fwm the Assoeiation pour la R<'cherdw 
sur le Cancer (to S. L.} and the Ligu(• Départ~>mt•ntale dll V ni d'Oise do:­
! a l'(.,chl'l'chc Contre li! Canc\!r fto S. L. ), The co~ts of publication of this 
artide w<•re du!hoyüd in par~ by t.h<• }lllymcnt (>f page charges. 'l'his 
uriü:·lc* nnŒt thc:frofor~·· he hen:~hy tnarkPd '""adoe-rlùumu•nt, in nl:cnrdnnce 
with 18 US.C. Sct:li(J!l l7~l4 ~nlely !.o indicnte thi~ fac~. 

:t. Supp.ortcd hy ,ft~llm.v~hlps f'ro1n the l\linistèr"tl de l'Ense;gr\emcnt ct 
de la !todwrdw. Both :~utlHu'• enntribuled t>qtwlly to this work. 

li To whnnt cur·rt~~pondftnct• 8hou1d bt~ addrùssed: lJnH.C. JNSF~RM 99, 
Hî>pitnl H"r1ri M<mdor. !)·lOlO C'Tüit•il. France. Tel.: :~a-J .. I!J BJ :If; ;J.t; 
Fax: :J:l-1-4!:-i 98 09 08: J~ mnil: lot<lrszl@im[l.imwrrn.fr. 
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Evidence for heterog'<Ulüii.y in tlw livur my<lf1br·nhlaRt popuJa .. 
tion hm; beer! providml œcently, and it has becn d.oscribed in 
mt that two populations of myoftbrobla .. -;ts with iibrogenic po­
tent.ial, hepatie t~tdlate ce!ls and hepatic myolH1rublasts, accu­
mulate during chronic livcr injury (::!, 3), Givcm their greally 
enhanccd mitllgenic proportit>s, îd<H1tificntitm of agenü:1 ihat 
rnay regulntt> th~ growth of these cells has been the topk of 
suveml rm~mlt studies. Accordîngly, we have described the 
b'l"owth inhihîtory pi'Opertics of E'l'·l, TNF-u, 1 and C-type na­
triurdie puptidcs (4-7) in human hepntic myofibroblasts 
(hMF'l. Moroover, we have recently shown that proliferation of 
hMF îs tightly controlled by cyc!ooxygenasos (4-6), the rnt.e­
limiting enzymes in the ~'(l!lVl!rsion of arachidunlc acid into 
pr·ostaglandins and thromboxane. Indeed, E,''f-1 and TNF-u: 
markedly inhibii proliferation ofhMF tlu•ough a pathway thnt 
invt)lves induction of cydooxygenase-2 (COX-2) 1md production 
of prostaglandinE~ and prostaglandin 12 (4-6J. 

Rncent !ines of ovidcmce ~;mggest tl1at sphingolipids. in addi­
tion to being ~tru<!tural eonstituent1:1 of <'<;Il membranes, play a 
key rule as ~;ignaling molecules. In particular, metabolite~ of 
sphingolipids, induding ceramide. sphingosine, and sphingo­
sÎ!w 1-pho><phate (SlPl, have recently emerged as a new class 
of lipid messeng<!J's tlu1l regulate cell prolif~•ration, differcnti­
ation .. and su1-vival ilil-111. Cernmide can be generated follow­
ing reeeptor-coupled activation of sphingomyelinas<~ und has 
been linked to t:ell growth arrest and apoptm;îs f8). In oontrast. 
su•. u downst.ream metabolite of cernmide, produeed by phos­
phorylatiun of sphingosine following nctivatitm of sphingusinu 
kinase. is mil(lgenic und regulatus apoptosis in diveree ccll 
typt•s (121. SlP mndulatE>s ccll functJon hy two distinct mecha· 
nisms, cithcr as an intracdlular second mcssenger or by acti­
vating tl1e Edg {~}nd(Jthelial s}iffercntiation gene) recoptoi-s, a 
newly idcntifkd family of G pmtein-coupled receptors, (9, 10, 
12). Tht.! SlP second mms!>cnger action haH becn suggestud by 
the observations that sphingosine kinase activity is int'rensnt.l 
in rcsponsc tt> various stimuli, tltlch as oxidizod low densiiy 
lipoprotoins f13). orto ligands thnt bind to various rec<lpLurs, 
induding tyrosine kinase recepturs (12, 13l, the TNF receptor 
( 14), ur G protcin-couplcd rcœptors (15, 16). lntra<.>ellular cf­
fects of SlP incl~1dc cd! proliferation, pot~itiv(' or negative reg· 
ulation of apoptosis, expression of adhesion mole,,u)etl, and 
cytoskoletal remodeling 021 and arc mimicked by micronH1hr 
concent.rations of iho sphingolipid. On the othPr hand, extra-

--·~-~-·· ··--··----- - .... ---··--·-----·-----·----·----·--·-----···-·-· ... 
1 Th(! obbroviat.Jons UH-t!d are: TNF\ llunur nerrosl.s factor: nxrrr­

PCR, reverse transcripLion-pulymeraHe chain œucliun; PliS, phusplu,te· 
hutlf.•rml salinu; PGE:.:, prl)st.aglundin H:~.; COX, cydc>~JX)'gNuuw; PTX. 
f><'rÜIR~<Îs tmdn; G'l'PyS, ~muu•sino ri'-3-0-fthioltrir>hosphat<>; Sll'. 
,;phin~o•lnc l·pll<)sphrtt"; hMF, lwpatir myolihmblasts; bp, hase pair,;. 

Thi~ '"'""' is ~··ailahlc on line .tt hUp:/lwww.jhcor~ 
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cellular action~> of SlP are mcdiatcd by Edg recf'ptors, which 
form a lm·gc fumily of at !cast eight members, five of them 
being hîgh aflinity roccptors fhr SlP (];;dg!, ];;dg3, Edg5, Edg6, 
and Erlg8), und the others which aro selcdive far lysaphospha­
tidic acjd 117). Activation of Edg receptors hy S 1 P hus been 
linked to stimulation of K' charmels in myocytes, neur-ite re­
traction, and cel! rounding of rwurons and stimulaticm of coll 
migration and (If ptoliferatiml (JO, 18, 19l. 

Aliho~J.gh Sli' is generally deserîbed as a mitogenic agent, a 
few studios reccntly showed thai SlP also im;reases cAMP (20, 
2J ), whieh has antiprolifemiîve properties in many cel! types. 
including h!VlF {4). This led us to invcstigate the rule of SlP as 
a polisiblnf.'l"Owth inhibitm-y factor lvr thcso œlls. ln this study, 
wc report that human hMF express functional SlP receptors. 
SlP inhihît.s proliferation of hMF. probably via an intracellular 
mechanism involving early COX-2-dcpcndent rdease of PGE2 
and eMiP and delayed COX~2 induction. Our results shed light 
on a novel rule fur SlP as a growth inhibitory mediator and 
point out its pot<mtial involv;:mwni in the negative rut,'"lllaLi;m of 
liver tibrogcnesis. 

I':XPF:RJl\ŒNTAL PROCEDURI':S 

M'rrl<-riols-Sphingosine l~phosphat.c, sphingosine, c,,.ceramide. di­
hydrosphingosino 1-phnBphP~le, and NS-:398 were from Biorrwl ITehu, 
France). Bucteriul (Str,!plom)•ees sp.) ~phingon1yc-Hnasn w~is frorn 
Sigma (Ji'raneel. Stock solution~ ofSLP mu! clihy<irth'>IP w"r<> dissolved 
in rutt<thano.l arul ntorl'd at -80 "C, Frt:!shly Jnade ùilutions were tJer· 
lbrnw<l in 0.4% futty aeid-fr<>c bovine S<'rum nlbnmin, f<>lluwing t·VIlJ><+· 
ration of Jnethanvl. re su-spension in 0.4t:~ fatty acid-ffe-e: bovine- f.\erunt 
albumin, and sonkation. Stork solutions of C,-eer·amidG and •phi11go· 
sine were dis$ohred in Mt'ySO, nnd fllrther dilutions wcro made in 
Waymouth medium. [+'etrtl calf serum was fi·om ,JBio Gal:J<>rat<•ries 
(France), and poolcd humn11 AH·JlOsitive ~erum were supplied by lhc 
National Transfusion Center. fmetliyl·'H!Thymidine (2a Cilmmoll and 
!3 r'SIG'l'P-y..<l were from ICN (Franct>). cA1\.1P radioimrrtunoassny was 
fr<}lll lmmurwteeh IFr·nnt"e>. Thre prnt.-in """".\'kit was fmm Bio-Rad. Ali 
othèr l"lwmk•tl~ were from Sigma (•'ranr<!l. Cell1'itor 90 A(t,~ .... One 
Solution c.,u Prolifor!ltitm Assay was f•~•m Pmm"ll""· 

Cell lsolàtion and Clûture--Human hMF wcre ohtainud by ou( .• 
I,'Towt.h of eKplan!J> propar~-ct fr<nn 12urgkol specimens ofnormlllliliH, as 
de-scrilléd pre-vious1y (22i. This prnct!dure was perfonned in accordancu 
with ethim1l r<'gulatitms imposed by the Frem·h legislation. Cells were 
used betwe<•n the :lrd and 7th passage. and ali experimenta w~·t'c 
perfc:mn<>d n11 hM!" marle qtt.lèscent by a 3-day incubntion in scrutn·free 
Wnymoulh mmlium, unlt>EŒ otherwi.~e indicnted. 

The m.yo!lbrobl:.tstic I!alure of the cc;lls wns routinely evaluat<>d by 
electron micrmK'<>py and pasitivity for Hmoalh muscle «·a<:t.in hy immu· 
rt<lhîstl>chemistry, "'' Ùt>Rcribed previmrsly (221. 'l'Ille• éultur,;s were ul~o 
found tu express tw., murkt!rs nf rut hepat.ic myollbrobltlst.s. 11bulin-2 
and interlNikîn··Ô, and not the prot.<Jasc l'lOO, a marker for rat hepaLic: 
st<1llatc cell~ {2i. 

Rèuer.«.., Tmmwriptit•n and Ampli[kaliml by i'olym~rase Clutin R<tm·· 
lion fiJr 8!f' Reœptors-Tlltttl RNA was ext.rllcœd from rontluN1t <fUÎ­
esccnt hMF, us.ing' RNoasy kiUQîagen, Prùm~>ga, l<'raru:el. RT-I'CH wa' 
p<•rf<lrmed on 25 ng nf RNA using the aceL•ss RT·PCH Syst<.•m <PronH!ga, 
\VI) und t.wo uligonude<>Ude~. the~;· reverse Lranscrîption 1R'fJ primer 
und Uw 5' J>CJ{ primer. Oligonucleotid<• prÏlntlrs ur<• as follows: 5", 
5" -GGC TGG i\.AC TGC ATC AGT GCG C-3' and 3", 5'-GAG CAG CGC 
GAC ATT CTC AGA GC~3' for lèdgl; 5", 5"-GTC T'rC ATC GCC 'l'CC 
l'CG 'T'CC C~3" tmd ;~·, 5'-CCA G(:C~ TGG A'l'G GGT GAO GC-3' fo:r 
Edg3; 5', 5'·A'fG GGC AOC T'l'Cl TAC 'l'CG GAO TAC CTG~:J' and 3', 
5'-CAC 'l'CG GCA ATG TAC CTG 1viT C-3' for t-:dg5 and the predi(•ü,d 
PCR produd!< uf 22<1, 242, und 496 hp, rcspcdivoly. The RT-P(!Rs f<lr 
gdgl, l':dg:3. and Edg5 won' p<;rformoù as follows: 45 rnin of reverse 
trnnsr.ription at 4R "C, denaturation lor a min at 9·1 "C, 5 cycle:; {.lf 
,.."touchdown"' ( l n1in nt 94 ac, t rnin at 67 Ille. 1 min o.t 72 t''C), und 
varying cydŒ of l'GR as $hown in Fig. 1! 1 min at 94 •c. l min at 60 'C, 
1 min at 72 'CL PCR prodnct.'! W<'!"(>. si:m-rrudi.mmled in a 2% agurose 
gel and blüttNl onlo Hybon<l N ·l Jnt>mhran.,. Alter a 'J)l"i'hybri<li?.Hl.ion in 
Exp re•~ Hyh hnfli.'r rCLONTgC!-I'l fnr a h ut :H "C, tlw 1mnnbnme was 
llybridi·tud in lhe sume hullt'l" overnight at 37 "G with 5D ngof oligonu~ 
clcotiùe" complnmt•ntury !<> 8equenc<'$ wilhin the cD!\ As flank•·d by !.he 
PCR primer". IHhüled with 1'4 polymwh,.-,tidr~ kînmw Œdgl proix>, 5'~ 
C'CA CGC: 'l'CT TCA CTC TGC rrc TG-::!'; Edg3 probe, 5'-Ci\T TGA 
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TGT GGC CTG CAC GG-3"; Edgli prrllx.•, 5'-CAC ·reG GCA ATG TAC 
C'l'(~ TT!' C-:l't After wasl1ing in2x Sb'C, O.l~'C SDS for 1 hat 37 •c nml 
then for l h nt 48 'C, membranes were subjecu:d tu Phosphorlmager 
analy~is CMolecular lJynamics, Fr~mce). 

{'"S/GTPyS Bitulir<g As&ay-Confluunt hM!<' w"r"' made quie'"c<•nt hy 
inc'llimtion iu Waylllout.h 1uodium wilhout serum for 48. h. Cells werc 
lhèn washed with ice-cold phusphate-buflined saline IPBSJ medium, 
scraJl<'d in lmll"er A i20 mM Tris, pH 7.4, f>OO /.LM phenylmeihylsultonyl 
fluorid.,, 11-'g/mlleupeplin, 1 N:lml nprotinin, 0.5 Mg/ml pepstat.in~ and 
hom<lgtmizt>d wlih a Polytron bomog ... niz"r The homogi'~ate WH!! spun 
5 min nt 5,500 x g, and the pcUct was discarded. The supernat.ant was 
centl"ifub'od for 4() min at 43,000 x g, and !.he rcsLIIting pellet was 
reeus1><>n<l<>d in buffe.- A and frozon al. ~- 80 'C untiltJse. Membranes i W 
i<g <>f pmtein/assayl wer<• iucubat.ed for 15 min nt. 30 oc in butTer B <20 
m~1 Tris, pH 7.<1. 5 mM l\1gCI..,. 1 mM EDTA, l mM 8G'l'A, 1{)0 IJ.M 
phenyhnethyl•ulli.myl fluuride, l J,l.glml leupeptin, 1 !tg/ml aprotinin. 
O.!; ,.,gtml pepslntin) containing a ftM GDP unless otherwise indicat.,d, 
fiO pM I'"SIGTPyS l0.5 ~cCi/assay:), and var:yjng concentrations of li­
gands. Th<' samph~• we:re than rapidly fillen:d on GF/B glass mi<:rofiber 
filters lWhat·mm;) presoaked in bu!fer C (20 m~l Tris, pH 7.4, 10 mM 
MgC!,, 100 UlM NaCI, and l mM !l-mercaptoellt>moh. 'l'he llli.ers were 
wnshed thn'C' times with 2 ml ofbuffer C anù count"d. H?<'cific binding 
was cnlculnted ns the difference irJ bound radioa~tîv·ity in tho ahs<!ncn <>r 
prosen<:<• of 10 1~M unlabt!led G1'PyS and did not exceed 20% tîfthc lot11l 
binding. 

Pertus.sis 1'nxin 'J'r.:ainwlll ()f Humun lu\fF--Confluenl 11!\11~ worH 
mndc quie-K(~~nt by incubation in 'Vayn1outh nu ... :..ditun 1.vithout. ~ru1n far 
48 h. Ce lis wen: th en treat"d tor 24 h with eitfwr a or lOO ng/mll-"l'X or 
vuhide. and DNA svntiwgis WfiS mllasured as clo~crihed below. Alter­
t'\athtùl;·. tnen1brnn;H W(rre prcruul!'d l.tS clr.,_:;cribod nbovf.:! n.nd usf.!'d i11 
GTPyS hinding as•ays. 

()•cl t'c A.\11' Assay-Cc-lls weru sue<led in 24-wel! plates, gr<>Wn lo 
wnfluence, and serum-deprî,·ed for 48 h in Wnymoulh mediüm. Fol­
lowing preincubntion with Q,6 mM isobutylmethylxanthine for 15 min, 
hMF were stimuluted witl1 PBS contniniùg e!Tecto:ts. When indicated, 
œlls were pr.,incubatmi for 60 min with either t.hH cyc]ooxygenast!~2 
inhihitor NS-398 (5 j.LM) or vohicle CMe.SO) .. Samples were pro~e•!\ed ns 
described previously (4). aiid cyclic AMP was uooay<.'<l by a conunercial 
radioinrmunasssav (Jrnn~unotech. 1-l'rance). 

Pro.\'hzJ.![andùJ hf"h·ase--·--C'twrfluent J11ono1a.yeJ'S in 96rWllll plah;.;.;. wen.! 
St'rlltn·Ùl'JlrlWd lbr 41'1 h. wm;lwd in PBS. and furt.her incubated in 
Waymoutb !lledium. l>'CJ!l<>wing pretrentment wit.h f:i j.LM NS-:398 orve­
hicle, ct,IJs wmo sLimulat.ed with Uw indicat<;d effecl<>rs over vnrious 
times. Release of PGE~ wa~ aseayed by a spcdlic enzyme imruunoassay 
as c!cscdhed previous 1y (2:1). 

IJJV;-\ Svnthcsis and Cidl Prolifet·atitm kisa_;,~-DNA svnthesis was 
mea><urei in triplicate wells hy in(X>rpornti<m of I"Hithy~idine. as de· 
scribe<! pr<wiou8ly <7 ). Confluent hMF wem made quieseent by im•ubn· 
Lion in Wuymotlt.h medium wit.hout sttrum for 48 h. GeUs wen.> then 
slimulated for 30 h with human serum following pretreatmc:nt tbr :30 
mln with NS-398, dexamethasone, or v-ehicle. f''HIThymidine (0.5 p..Cil 
w<,Jil was ad<l~d d1u·ing the last 8 h otïnculm.tion. 

Cell prolili.•ration was assl!ss.ed as rleserii:)ed pt"eviausly f7l. Briefly, 
ccJIM Wt>re s.,edecl în 96-well plates nL low derisity (f>!JOOiwelli in Dul· 
becc.·o~s 1nndified I~nglfl•s nu~diurn C\Jntaining 59(J hu1nan serum and f5l)'t, 

fetal ""If serum (;,;fi), a\lowe<lt:o aitach ow·rnight, and mode qui~scen\ 
bv a 48-h incubation in scrun1-fr(le lnt~diLun. CeHs \\"er.e then in.cubated 
fi;1. !! days wit.h ()''ft, htnnan serum in the Hh-s.ence or pre~.cncu of 10 {J.M 

SJP thut wrtS J"l.'newed daily. Th"' medium was changed for PBS, and 
Ct;\ITiter 96 AQ,..,..,, (}n" S<llution ru<tgent wm< addecl to cach weil, and 
absorbanco was record~o'<l ut 490 mu. 

IVe•tem Bl<'tting Amzly.<iN <>( COX Protew B.tpression-Conflwmt 
hMF in 12-wl'll platos were mado quiescent in serum-free Wnyrnouth 
nwdiurn tW"r:! days 1111d weri.' tlwn incubatt.>d for various timo~ wit.h JO 
MM Sl P. Who le cell~ëxlracts were pre pa red. and Western bl<ltling anal· 
ysil!< was pmfnrmml as describcil previously (6) 

Statistics--Rosults are e:xpr<'><St:d as mean ·!. S.K of n experiments. 
Results wen' analyzed by repeated measurt"s annly.six of vm·üutet> nr 
twoAl.(lil~d Studenl's t Wst, as appropriate, with p ... _ O,(l5 cousi(1'l~red 
significanL 

IŒSULTS 

Chnrorfl•rization of" Ree!'pl.ors f"ot· S 1 P i11 lfumwz hMF-lden· 
tification of the StP rf'cepi.or subtypes prHsnnL in human hMP' 
was perftJrmnd by RT-PCR analysis, wit.h varying PCR cyclul!. 
Bands of 223, 242, and 496 bp correl!ponding to the aize of the 
Edgl. Edg3, und Edg5 producis würe idl•ntifit•d and quantifiee!. 
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For:. l .. Expression ofl<~dg:l, Edg::l, and Edg5 mRNAs by human 
hMF. RT-PCR for Edgl.Edg3, and Edg5 were perfol'tnedwith varying 
PCR cycles. Tlw l'CH pmducls W<lrc then sir.e-fractionau>d ntltl bl<Jl.Lt.•d, 
and the nwmbranhl~ w~er<> hybridàtld with a laheled <Jiiwmudcotida 
çomph.-unent.ary to the r(•spL>cLiVE:!- SlP rec.,•ptor st.~quènl)t:~s withiu the 
dJNA llanked hy lhe PCR primcrs. Bands wilh 223, 2'12, und 496 hp 
('(l!"!"t'b!fl011ding tu the size or thL! l':dl~l. Edg3, and ~:rlg5 produds WH<> 

iduutilled ami quantitioù by Phosphorlm<~gor unulysis. 

Th~! t·osults prm;.:.mted in Fig. 1 indkat{• th at transcript.s for the 
t.hn·o F:dg reeeptors <Utl fH'Ci;{'IÜ in human hMF 1l''ig. ll. 

Coupling of S1P roc·eptors w G pn;tcins was cvaluat<~d in 
135SJGTPyS hinding nssay,;, which measure GDP-GTP ex­
dHmge on the " subunit of the G protein and, thercf(m:-, the 
initial steps ofG protein activation by a r.eceptor ligand. Optî­
tllal conditions f"r SlP-indun.'d stimulation of 1'~ 1·;SIGTPyS 
binding w<.'re defined, in j>arti<:ubr with respect to iime de­
pend(>nce and to GDP concentration, whkh is added to keep tho 
G prote in in the non-dÎs>iodated fi,rm. Binding wac; linear up t.o 
45 min. GDP dogc-dept?nduntly dt?CI'HlS<'d basal [''"SJGTP)-8 
binding 11-'ig. 2, insctl, and the <'oncentrat.ion rcquired fi>I· opti­
mal activation hy S1P was in llw rang<> of 1--10 J-LM (not shown L 
As !<hown inl•'ig. 2. SlP doso-depündt?ntly increased binding of 
!'J5SIG'f!'yl:l to G proteins in m<>mbranes ofhuman hMF, with 
l.m EC,.,., of 5 nM. in agn~<Hmml with t.lw mported K" of SlP for 
îts T<1ceptor~. Sphinganinc 1-phosphate (clihydro-SIP>, which 
binds and ... ignals through ,,1) S lP recepton; wilh a pote ney 
similor to Lhat ofSl P f24l, was a:; ~·fl'kümt as SU' in enhancing 
GTP,S binding !Fig. 2A). Wc also invc;;tigatcd the ctmplitlg' of 
SlP reœptorll to G/G., protdn~ in humnn hMF hy uslng pcr­
tu;;sîs luxin (P'l'X\, whieh ADP-ribosylnll•s and inaetivai.es Hw 
a suhunit of G/G", thcr!.'by mnintaining G/Go in a non-disso­
ciatNl form. Optinwl GDP concentrationl< n•quÎrNl to kPep the 
G proü•in'< in a non-dissodated fbrm WN'(' lm•·••r· in PTX-tn•at<.'d 
!.han in control membruntJs Œig. 2, in.w>t). This is probably du(• 
to the fact th at P'TX excludes G, proleim; fmm the pool nf G 
protein!-1 tH't'('SRihlf~ t.o GDP. l.fnde·r optimul conditions of GIJP, 
trNthnNt\. with PTX 3 ng/ml parti;j])y "bnlislu'd th~'! stimula­
tm-y eni:>cL nf S 1 P on GTPyS hindîng rFig. 2R). 

TlwHe l't'~llit>~ d<'tuonst•·atü that hurnan hMF express reel!IJ· 
t.ur8 for SU' that. ure functionally cnUl)ler1 to pnrtus;;is t.oxin­
sensitivt~ ::uu.l *inHensitiV(! G rn·otniru.;. 
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Ftu. 2. SlP and dihydro-SJ P enhance GTI•yS binding in hu· 
man hMF, via a pertussi!l toxin-sensitive and -in.stml-litive path­
wuy. A. membranes from human hMF were as.sayed for I""SIGTPyS 
hinding Hf".SAYf:: a~ dD"sc.ribed :uri.d>:tt' '"'Exp('!'ri:nent::t! Prùc.a<!ures ... Ydth 
varying eoacemrulîtms ofSll' and d!h.vdro-SIP. in tlw pre .. uuce oC! p~t 
GDP. HOfmllH nlprc8<mt th<l me<1n :L S. l';, of six exp<•rinwnts tl!ld ur<• 
nxpr<lsse<l us perct•nt of c·untrol. p < 0.05 compttred with ~'01\tml. B, 
eHèct or PTX. t.reabncnt. on GTPyS binding in responsu to SIP. Hu man 
hMF wer<> treai.ed witll ~ n.glml peri.UHtiÎS Ü>xin or vehidll for 24 h, and 
tnl'mbranes wure prcpar<><l aB dt,scrihud under "E:<perimental Proce­
dui'Os." GTPyS binding wn~ as.ayed in th.- pn•sen<Oe of 3 !J-Al GDf' f<>r 
vühide membranes nnd 0.1 I'·M GDP for pcrtussis toxin-t•·•mt.ed mem­
branes lsee fnlit•O. H.t;!n~lts arc thB n1can of lwo experimentti. fnil~:tl 
inhil>ilory ~fji·,d of GDP on G1'PyS binding in JJ<'I'ius"is toxin-ln•at.<'d 
and vehkl<' m"mbrane-s. l""SlGTP')'S bindirtg assay was a$sayed in 
f><,•Ji.U.s-sis ioxin .. t.rt.u.~icd ~tnd v-chîcle nmrnhranes, with vuJ')Iing ~:onctJn· 
trniion$ of GDP. Results rept·es<.mt the mean .::- S.E. "f thr11e 
expedntents. 

Sphi!7NosÎn<' 1-Phnsplwte lnhibits Proliferation of' Human 
h1>1F' ina P"rlul'sis Toxin·Ïils<?nsitiue J.fanncr~"\Ve invustigated 
lhe (,ffects of SlP and of othm· sphingullpid metabolites on the 
prol.iferation CJf human hMF. SlP had no mitogenie effeds on 
human hM!<' (not showll) but dose-dependently reduced serum­
sLimulatNI DNA synthesi>l (.Fig. 3A.l. A maximal 55% inhibition 
wus obsm•vcd at 10 ,u.M SlP, with an lCr;o of lj.LM. Ttw inhibitory 
effnct <>fS1P wa,; fully rl'produceù by sphinganirt<1 1--pbosph:.tc 
èdihydro-SlP\ Œig. 3Al. However, the lCc,o values ofS.lP and 
dihydro-S1 P WN<' 1 and l.fi JLM, rt?spedivt•ly, ;_,, at lm11<t 200 

times higlu~r than their EC50 values to stimulate GTPyS hind­
ing(}'ig. 21 nnd highe1· thnn the repor·tedK,.,valueofSlP fnrits 
receptors !9, 10, 12). Direct nssessmcnt of ccl! growth con­
firmc>d the antiproliforativo effect ofSlP, with a 35<~. inhillit.ion 
of ce li growth being ob;;c:r.•ed a1l.m· 3 da ys Œig. :{B 1. 'l'he growth 
inhibitory efl'ects of SlP were insensitive to pertussis toxin 
(!<'ig. 3C), nlthough p0rtu .. sis toxin tnmtnwnl was cili:!ctÎvü, 
;,inc<' il J't?dttced the rnilogenic ef:fed of st•t·um. Moreover, pi~r­
t.w;;;i;; toxin wns maximally èll'ectiYe since DNA synthesis in 
r·e~<p<mlH.' tn t<!'l'UJl\ was rnducml to the smne l'.xtnnt. nt :3 and 100 
111(/m"l of' Uw t{}xin ~Fig. ac, inRr•l ). Fin ally, hMF DNA Hyntlwsis 
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f<'u:_ :l. 81 J> and other spbingoliJ>ic1s inhibit t.hc l)rolif~·rution of 
hunum hMl''. .1\, .,fTr•<•ts nf sll' or dihy<lro-SJP on DNA synthesis of 
llllmnn hMF. Conllmmt ~~·Ils w<•rc mnd<' quie,c<-nt by ineubnlinn in 
serurn .. frt'c!t'c• tnediurn ovtH" 3 <lays, C€11S weor~ stiutulaL.t.)d fur i'l0 h with 
varying ctmceutratinn~ nf SlP ur dihydm-S!P, in the présence nf 5'li· 
human serum. I"Hl'l'hymidino incorpm·ation intn DNA was llWll:<Un•d 
a." dt>scribe(l unrlor ·~;xpl'rinwntal ProeNlur.es." Rc!>ultM repre>wnt !lw 
uwan "!·~ S.l~. of tiÎX oxperitncnts. and ure exproEsüd as percent of conL.rol. 
Jl < O.Oii <·omparPd wilh control for <:onccntratimw ovcr O.:J JLM. B. effect 
oî SJ P on hl\:]F ~ntwth. C1_,H growlh \\'Hz-> a:'3:;ayed nt da.v 0 ;HitÎ dHy ;3 as 
dl"-scr-ibct:l un der •·Exp(·t·inlenlal Pro~:~:>dur-e~:· wiHumt or wü.b 5r:.;, huuuw 
~crum in the absence or prcsenc~: <If Hl ~tM SlP ur V<1-hicl<.', whkh was 
addeti '"'ory <lay. Re~ults !lt«> lhe n>e<lll '- S.K of Lhrec c•xperiment;;_ p < 
0.05 fur Sll' <•ersus control. C, l!lhihît~on of )}NA •wnth~'><ÎH hy SlP is 
perh1ssi>i to:!Cin-insensitive. Confluent quiw<c<ln~ cells W<•m prctr<Jatcd 
fi>r 2·1 h wîih :lug/ml pertuseis tox in nr vel1id<>. ])NA synt.hesis wna th<!tl 
mea,:;urnlas tlüst'l'ilwd in A. R~sults rl'pr<>s<•n!- the m<>an :': RK ofthn;t> 
<•Xperiments_ 'l'he inl1ibitnry effeet ofS Il' was not. signiiîcantly diflèn>nt 
in hMF tnxtt>;·<l with PTX ot vehide. Tho in•<el show:; theelfeds nf3 and 
HW nw'ml pertussiM toxin rm DNA eynthesis meaBured with 5'ii> humall 
""rum. [), l!lT.,ctH of ui.lwr splüngt>li pid.~ un DNA •yutheHil< of hM~·- DNA 
syntlu~si~ was iU~Hrtyüd as dcscribcd in A \\rith varylng conet~ntt'nUons of 
elthur G.,-cer:Hnid••· sphingorny<llit111Se lin unii.s/mll, or ~phingosirw_ 
H.l~ults r~prüt;:.-(~flt llH! 1uentt ;..: S-. I~:. nf" six nxpc-rim(~nts und are expres-st~.-d. 
fiB rx·rrcnt. of (·onl.roL p < 0.05 rnmpnred wit.h control for concentrations 
lWér O.:l tü! Ji pit! or 0.1 units/ml ~phîngümyelinrttof.'. 

was also inhibit<~d by cxogenoU!; addition of oUwr sphingolip­
idB, C,.,-ceramidc, n JWrmeant ana log of ceramide, sphingosine, 
thn immediate prccursor/metabolitc of S1P. and hy bacterial 
sphingomydinnso, tho onzymc t.hat hydrolyze~ sphingomydin 
to cernmide il:<'ig. aDl. Conœntratiom; higher lhan 10 J.l.l'1 C:a· 
~"t!r·umidn cawmù hM!<' dealh (not. ;;huwnt 

'l'lw nnxt serie;; of nxperimcnts werc j)(!rfornwd to nnalyz" 
th<> ><ignaling event.H lhnt m._.,diate inhibitiŒl <Jf hMJ~ pmlifcra­
tion by SlP. 

COX-2 Medial<'>! tJw Gmwth lnhil>ilm')• F<JfYi•cts o{Sphin~tosine 
1-Pha.<plwh• in Hu man hMF-We flrt;l. exnmined the clled.s vf 
Sl.P on Pf1E~ and eAMP lev€is, lwo growih inhibitory media­
l-orB for hu man hM.F f 4 -6). Following additinn of SI P, cAf>l'P 
prnduction rosl" within l) min, maximally inereas"d t.o 20-fnld 
bv 10 min, declinNI n!'t(.•r 15 min, und returned tu basal lev-els 
afh•r ()()min Œig. •1A i. Stimulation of cAMP p.-oductiun by SU' 
wa,; totally l•lodwd hy Uw ,;elective COX-2 inhihiL<H' NS-398 
(Fig. 'lA 1 an;l wu1ft'edüd hy PTX tl'tminll'nt lF'ig. 48). Thesn 
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i<rt;. 'L SJI> enhanccs cyclic AMP l)rOOUt~tion through prostag­
landin ~oo-ynthcsis in IJUmun hl\11''. A Sl!' sLimullltt~8 cyclic AMI' 
production via<! COX-2-dopendent pathway. Confluent quie8eent œlls 
w(•re pretrented for 1 h with 5 p;~l NS-398 or vell ide rMe,.SOi and were 
ft;rther stimulat.ed wilh JO [J.!>! SlP iht· the in.dicated time,;. R<!sult.< lil'<' 

lho mean -.!c S.K of Lhri'-O OX:J)(<riments mul 11ro expresstxl as fuld over 
ba,.n\J.,,·elR. NS-:l9!l, by lowering lev.,ls r>f endogunous proshlg-laildins. 
n~ducPd b;:t."'-:tl cAMP 1l~\"iJI~ l'rnru 20U .t :.è:H ln {}H '· 14 fiunllnl~f p ···· O.O!i 
fin· NS-:nlll "lli-'<'l. B, effl!d ofp~rtuBHis tuxin tr~atment on !he ••lt>vatton 
ufcAMPby SI P. Conlhwnt quieS<:t>nt eells were pretreated for24 h wilh 
3 nglml p<.•rtussis toxin or vehide :md further stimulated wtl.h 10 j.tM 

SI P. Results are the mean ., S.K of three experimonts und ure ex­
[lr<lsHnd aB fold "''er basallevels. p < 0.05 compnred with vebide for Sll' 
and with PTX tbr Sl!' + PTX; vnluei\ for SlP ~· PTX wcro not slgnifi­
e~nt.ly dill<i!'<!nt from values ibr SlP. C, SlP vnlumccs relea~~ of PGE~. 
Confluent quie>"cent cells we.HJ t;limulateil with 10 iJ.M Sl P ovcr variuu~ 
thnl~S, PG:I-J,, .reh.Hlt:W? wu.s as~myod hv enzynu~ imtnunuu~:>Sl~Y H.."4 descJ•ihe-ù 
undcr "FlxpÏ>rimenltil Pruc<.'t!Ùr<·~-,;- Rooulls show a typieal experimcnt 
repentt;d twiel'. Tha i11set sl1ows the etfects of 5 1•M NS-398 on PGE" 
pmductirm. He~ults are the t)1ean ~ SJ~. of thtee expt>liment.s and at'•' 
<>Xpn>Ml•d as Ibid ovcr b">:nllavols.p <" 0.05 for NS-398 effecL D, offo>eL~ 
of other sphingo\ipi<l~ on cAMP production. Gonllnenl. quiascent eells 
were expos<!d lor JO min lo 10 J.lM ~1 P, .10 J.LM C"-ccramidl> (C2-Ccrl, l 
uniUm! sphingnmyelinase (8MclHt!l, lO tJ-M sphingosine (S;>hi, m· the 
rcspl!cUve conccntraliuno ofvuhiclell\IP)'JO li>rC.-Cer and Sphi. Cycli<· 
AMP was extracü•d and mcwnu·ed as d(,scribtld un<ler "Experimental 
f.troeedure!i_ .. R{~Stllts n:ra lhe nle~ln :!' S.l~. of four cxpt~riments and arc 
exprE'ssNl as tbld cwer hMal ll'\'als. p .:,· 0.05 C<'Hl\J>(ll'ed with control for 
SIP; vuluoa for ull othor sphingr>lipids were not significantly differ<mt 
from cnntn)l. 

duta sugg<),glPd tlmt R1P miseB cAMP following PC:K~ produc­
bnn hy COX-2. Accordinv,ly, SlP cnwwd u l'tl]>id :-1-5-fold adi­
vation of f'(;."E 2 prudud.ion, which cm·nolatod with the time 
I!Ollr'Stl of cAMP production œig. <!C), and W<JS blocked hy NS-
398 (l•'ig. 4C, in.odL ft should be noted that NS.;J98 dt>el'MS<•Ù 

basal l'GE~ production, in agreement with OLII' previous data 
showing tiw.t COX-2 is nmst.itutiv,Jly exprz:ssod in hMF (~('(' 
Fig. fu\ 1 and accounts fur busul PGg2 productîon in th<'S(' cd1>< 
(6). Tlwrefon;, these rcsults demonstratc that SlP stimulat.<->< 
an oarly COX-2-c.lt•penùnnt production nf PGE~, lcmling to 
cAMP svnthesi~. 

Tlw ~fl<-lels of' other sphingolipid~> were asl>eS.'led on cAMP 
ltWl>ls. Bphingnl'linn, which had no signifieant ufi'uct af1.er 10 
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Fie. 5. SIP induces COX-2 prot~in expression and activity in 
humaut hl\otF. A, 81 P indu<'<% COX-2 fll'ntein exprt>:<sinn hul lw' no 
f<ignilica<lt dlhet on COX-1. W!wlt,l cel! mrt.racts obtaim,d [rom qui.,sc<'nt 
hMf' tn•atNl by 10 ~tM S 1 P for \'arious tinws were analyzcd by Wi>~<tern 
blot of COX-2 nr COX-1 prot.1ins. H.tltmlt~ o;how a typical <'l<J>I!riment 
n.~pè-al:JJd threP tin1e~. B. ~1 P Rtimulntes PGJ.-;" tt~lt!n~e. Confh.wnt qLti~ 
C~l·~~nt C(~HB wen~ pn•tr(:'tÜ~'<l fOr 60 min with fi t-tM NS-398 or vuhidu 
(Mo)'\01 ;md Wtll'e rurllw~ stim\lhltcd witb 10 /.l~! s tl' """r va riou" 
pC'riod.t:~. P(:J-t~2 n.~lC'as:n w.a~ assayed by -t?JlZ)"tne imn1UtHHtssay aH d~" 
Kerihed nndur ~J;;xpt~ritrwntal PnJC"0dtu·~:s." H.o~ultD n1H1W n typlt:al ~x. 
twrimünt. r~.~pe~-ttnd t.v.·ict.l. 

min of incubation !Fig. 4D), camwd only n :1-fold maximal 
inc!WliH! in cAMP lt•vcls llflcr :.\0 min (not showni; sphingorny­
dinase C<IUsccl a maximal L 7 -fold cAMP ck•vation only altl>t 60 
min of incuhat.inn, whereas C2 -coranüdc did not affect cAMP 
produetion. Therufortè, t.hc;:;e lato (!l1i:>cü; of ~phingoshw atid 
sphiugomyelinase, obsnrvm! at. delnyed inculmtion time, arc 
probably rdated to somo conVF.!rHion intn Sl P_ 

Since COX-2 is also an inducibl(• unzynH!, aml givl•n its 
<:entra! t·ole in the inhibition of hMF proliferation (4, 6), wu 
invcstigatod the uffed ofSlP on COX-2 protein expression. As 
,'<hnwn in Fig. !lA, S lP t:mlS('t! a Htrong: in<lurtion of COX-2, 
whi<-h wu:; maxïnu1l t\ftcr:! h and remaint-d dt~vated fnr nt lt-ust. 
8 h. In c<mtra~>t, SlP did not signifiellnt.Ty afli•ct COX-1 expres­
sion. lndud.ion of COX-2 was nssoc.:iat.t.>d with a :J-told in~:nHl~t! 
în PGJ<;.l production, an eflect totally bloeked by t.hn COX-2 
inhibit.or NS-a98 <Fig. 5Bl. 

Finally. we used NS-a98 and dexamethasonc, whicb sdcc­
tivdy il1hibit COX-2 activit.y and transcription t6), re.sp<~ctivt•ly, 
in •.n·dur to dctt>rmine the rolu of COX-2 in tlw growth inhibitory 
dTcct of SlP. As shown in Fig- 6, both ngnnts. bluntcd the 
antipr-olîferativ<' ell'cct of Sl P. 

Takt>n togctlwr, tlwse results suggest th<lt. SlP inhibits the 
grilwt.11 ofhuman hl\IF by n pnt.hwuy invnlving boih enrly PCa~:.2 
and cAMP productions, as well as dolay<N'l COX-2 indue(.ion. 

Dt~CUS~IO~'Ii 

Prolil~·ration ofmyolibroblasts is central ft•r the developmcut 
of tiver librosî;; du ring chnmic liw.•r dist•nfll$. The present study 
~hnws tlwt. the .,'Towth of human hepatic myofibroblnsls is 
inhfhit.cd. by Sll' anù ctmstitu1,c;H the fir~t evidence ft1r an an­
tiprolifi,rativn e1Tect. of this sphingnlipit'L Tht·sc data suggr~,;t 
that. S1P mny play a key rolc as a negative regul:!ü;r· of liver 
!ibrngt•ne~Ü<. 

Data cnncerning expression and function of Edg r(•ceptors in 
liv<J-r are scnnm. Ht>pat.ic nws,wnger HNAs for Edgl and Edg3 
hnv(• hePll dct.Pcted (25, 26J, but. thdr çell diHtribution i;; un­
known. H!•gnrding hepntic actions of S 1 P, a roceptor-uwdiatml 
l('lywgnnolytic dfcl't wn~ (kscrîbed in rat hepatocytes (27l. We 
show lwrü thut hmmm hMF t>Xpt'ClSH t.hl' mRNAs for tlw SlP 
r-eœpt<Jrs Edgl. F:dg3, an tl Edg5. 'l'he;;e recepLors m·c functîom\l 
nnd eouph-d !.o G prot<:'ins with Ml amnit,y of!) nM, in keoping 
with tho uppan•nt arfiniiy ofSlP fm· h.s l'ccepiors. In addition, 
clihydrn-HlP, which binds the thrun RH' roœpt.ors with mJual 
nffinity W. 10, 1 2l, al sn clicits Cl protein activation, with un 
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Fln. li GOX-2 mediates inhibition ofhMF J>Niifaration by S1P. 
C{Hlfhu:m.t t:"<.'-lls. were rr111de quieHC[!~lt by inrul)iition in se:runt-free mc­
ditlm ovl'r l\ day~. hMF W<!.re pr<•trenled for 60 min with r. 1-''-l NS-aHF! or 
18 h with 0.1 11\l of dc•xamt!tha~one !DEXI ur tlwir Vl!hid<!s, MC!~SO and 
olhnnol, n:>5po<.tiv<'lv. and Wt1r<' furllwr ~Limullüud with 59;. humnn 
~crum, to!;ethtèr with :; <'~':; J.LM SH'. I"HITh,vmidine inc<11·puz-ation înto 
ONA wns nleH15Ulüd us tlescribed under "J.:xperinu!nt;.t1 Procedun.l8.~ 
Rt::-su)ü; rer•rosent tht1 nu~an :!: H.E. of f(ntr éxperimr>-nt~ and ur~ (!X·· 

pri'I'<Hl•d us p<~rct'Jlt nf respecth'<' t:<mLml { coutrnl. 1 L654 "'· •l7 49 cpm; 
NS-:l98, 22,7fil ·• 7():.!9 ep!ll; dexnm .. thtlwnt·, 27/l58 •: 2229 cpm). JI< 
ü.Ofi !lJr NS-:198 und d<'xcmwtha•onu uil~d~-

affinity :F<imilur to t:1ult of SlP. Fi nully, the incomplete (>!1\•ct of 
pertussis toxin on ("'R!OTPy."> hinding indicattls thnt gdg re­
ceptors are couph:d to both (1,/C:, proteins and tu pe!'l.us~iB 
toxin-insensitive G proteins. These findings are in agreement 
with Uw report.ed exclusive t•ouplin.g uf Edgl to G protcins of 
the C>JG, f<uni1y and the associttti<n1 of' Edg-3 and 'Edgfi to GJU,. 
and al,;o to G,,. G", and Ci 13 {9, l 0, 12J. 

A major point ofth(! presnnt study is th at Sl P exhibits potent 
aTltiprolifenüive e!Tecb;; in human hMF. which contmsts witll 
its mito&renic propcrtics in many othür c!!lls. WheHwr this 
growth inhibitnry effed. of SlP is linkild to an intracel!ular 
eff.:>ct or to its phmrnu membrane receptors rèmains to deter· 
mim•d, <ilthough buth ciTects ure not mutua!ly cxdullive, Th<.> 
intntcel!ular roi<> ofSlP lHls heen generally evuluated hy using 
micrmnolar concentratîons of the sphing<>lipid exogenously ap· 
plietl to c<J-JI cultures and ('l>nfirmed by microinject.ion of th., 
sphingulipid. B<>cause of its highly lipophilic nntur~1. SlP is 
tnkun up by tlw întrnct>llular <:Oinpm·tments and acts as a 
second mŒ;senger, as described for its precurRor· cemmide. ln 
conlrast, !lw effects linkecl t.o adîvat.i<m of S1 P rt<œptors occur 
at nnnrmmlar <:onc(lniratïons nf the lipid (9, 10, 12). In hmrran 
hMF, severa! !ines of evidmn:c argue for an intmeellular nlPeh· 
anism for SlP action. First, growth inhibitory t!f'fects of S1P 
nnd dihydm-SJ.P are obscrved at mi<:romola1· concentrations, 
whereas G prote in adivnt.itm Îti obscervt>d at mmumolar conœn­
tmtiomL Sucond. in a scparale ;;tudy, wc •Jbtained evidence 
sug!{eRting thal E'r.J inhibit:; hMF growth via an intrncdlular 
încn•a1<e of S.! P. lndecd, ~:'r-1 stimulal(;t; sphingor;ine kinase in 
human h!VIF' !281. Mowovet', the increa:>e in <:tuVI.P clicited by 
ET-1 is hltx:kud hy ~l'loct.ive inhihitors. of !<phingof<ihc kinn1w, 
dimelhyl sphin~f'lsinu and nL-thn'o-dihydrnsphingosinc, :;ng­
gesting a ~<•co nd m<•Rsengt'r nAe for S lP in E'l'-1 m:tion in theiH.' 
n•ll;; \28 l. 

C:r-nwth inhihitory prupm·ties M SlP on hunmn hMF r<'ly on 
a novel signaling pilt.hway fhr iht' Bphingolipid thai. involv<>;; 
both eu dy and c!c!nyt!d pn>duclion of'PC:I~."' Rapid pmductîon nf 
POE~ is onsured by constitutivo COX-2, aH shown hy lhtl drn­
maii<' N.'rluction of basal PCE2 pr'Ocluction hy t.hu ""ll•cLiv<' 
COX-2 inhibitur NS-:198 (i<'ig. ·îCL These data sugg.,sl tbnt, 
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nlthough COX-1 îs constitutively éxpressed in humml MvtF' 
(f'ig. 5), tlw major part of PGE2 levcls f(mnd in basal conclitiuns 
derives fmm constitutiv<~ COX-2. The rapid increusu in l'GE~. 
production in t.utTt leads to elevation of cAJ'v1P, a growth inhib­
itory ml>diator thal blocks ••arly events involved in hMF prolif­
eration (4). Recent :studies indicate that SlP gem;rally de­
crmtHL's cAMP production (9, 10, 12l. but S1P-induced cAMP 
elevation hus aL'lo hecn reported in a fcw instancm; (2€), 29, 30). 
lnt.er<!Btingly, in human vascular smooth muscle cells, S1P is 
dcvoid of mit.ogenic propertics, and stimulatës cAMP produc­
tion l20l. Morüüver, in these 0e1ls, PGE, and cAMP show ant.i­
prolifPrativP JWopm·ties f:n, :!2), but whether SlP could pm­
voke g.rowth arrest was not invcstîgatcd. Similarly. 
lysnphnsphatidic acid, which shares structural ho!l1ology with 
S1P and binds to receptot·s of the Edg fumily, may nlso regula te 
Cllll growth positive!y or negatively. Although generally promi­
togenic (10), Jysophosphatidic acid inhibits the growth of my­
elocytes via. a cAMP-dependent. pathway (33). 

ln human hi\'!F, SlP also ensures delayed PGE~ secretion, 
fullowing COX-2 induction. 'I'hese data eom;titute the first de­
seription of a regulation of COX-2 hy Sl P. Blocking COX-2 by 
dtht•r dt!Xamethasone or NS-898 abrogates the antiprolifera­
tive effect nf SlP. indicating that COX-2 mediates the growth 
inhibitory effect of SlP. Our rncent studies indicated that ac­
tivation nf COX-2 is a key event in the inhibition of hMF 
proliferation. lnriem1, we found that the antiproliferl'ltive ef­
fects of ET·l and TNF-a involve COX-2 (6). Wo al~;o showed 
that the mit.oglmic dfects of PDGF-13B and tht"Ombin res.ult 
from a balance h<•t.ween Il promitogenic and a COX-2-dep<md­
ent growth inhibitory pathway 15). Thereforo, the present du ta 
further Rnppor·t a eentral roh~ of' COX-2 in hMF growth inhibi­
tion. According to our previous data, early COX-2-dopendtmt 
cAl'd:P will block earl y steps involved in hMF proliferation, such 
as t>xtraedlulm· signui-n•gulated kînnst> and <hl un Nl:l~-termi· 
na) kinase activations {4). 'T'lw consequm1œs of COX-2 induc­
tion by SI P remain to be detennîned but may involvo regula­
tion of mure distal event~>, such as ce li cycle components (:J4l. 

In •mmmary, the present study brings out two major find· 
ings, (iJ ihe presence ofEdg receptors in human hM!<' and (ii) a 
novel roll!! for SlP as a growth inhibîtory bioactive sphingolipid, 
via COX-2 activnt:ion. At present, our data rather fa,•or the 
hypot.hesis of an întracellular antiproliferative action ofSl P. Tn 
this context, biolobrica1 functions associated with the pr•es1mcr.• 
of Edg receptors in lm man hMF remain to bè exploràd. Accu­
mutation uf hepatic myofibroblasls is central in the develup­
mont of livor fibrosis, as shown in experimental models of li ver 
injury and in hurnan chronic liver disea:;;es (:35\. Therefüre, our 
resulta point to a key l'ole of SH' in the control of liver !lbrG­
genosis. An important issue would be to characterize- the- dis­
tribution of sphingosine kinusu in i..he variow; lîver cell types. 
Evidm1ce for ~mcrot.ion uf S1P by other cells and ti&sues is 
limited, probahly due toits lipophilic nature and/or a high SlP 
degrudntive activity .. Nevertheless, SlP roloase hus betm dc­
t.cdcd in activatud plutl•lcts und in al.lcrgical!y stimnluted mast 
C()lls, ant!. Sll' concentration in serum is around 0.5 J.l.~l (a6, 37). 
Whethcr he pa tic production of S 1 P is altered du ring chronic 
liver di!>CIŒes is unùer investigation. 
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Cette article constitue la première mise en évidence d'un effet antiprolifératif de la 

S 1P et de son rôle de second messager de l'ET -1. 

Les sphingolipides inhibent la croissance des CEFm humaines 

Les sphingolipides régulent la prolifération de nombreuses cellules (Spiegel & Merrill, 

1996). Nous avons donc étudié l'effet d'une enzyme qui synthétise le céramide, la 

sphingomyelinase (1 U/ml), et ceux d'un analogue perméant du céramide, le C2-céramide 

(10 ~' de la sphingosine (10 J..I.M) et de la S1P (10 j..lM) sur l'incorporation de eH]­
thyrnidine sur les CEFm. Comme cela avait été observé dans d'autres cellules (Jayadev et al., 

1995; Pushkareva et al., 1995) lorsque la prolifération des CEFm est stimulée par 5% de 

sérum humain, la sphingomyelinase, le C2-céramide et la sphingosine inhibent 

l'incorporation de eH]-thymidine de plus de 50% (figure 3). D'autre part, la S1P inhibe 

également l'incorporation de eH]-thymidine de façon dose dépendante. Son effet maximal 

est observé à une concentration de 5 ~. avec un IC50 de 1 j..I.M. En revanche, elle n'a aucun 

effet sur l'incorporation de eH]-thymidine en l'absence de sérum. La réduction 

d'incorporation de eH]-thymidine par la S1P est associée à une inhibition de la croissance 

des CEFm (figure 3). Ces résultats indiquent que la SlP inhibe la prolifération des CEFm à 

des concentrations micromolaires, suggérant une action intracellulaire du sphingolipide. 

Ces résultats constituent la première mise en évidence d'un effet antiprolifératif de la 

S1P. Jusqu'à présent, il avait seulement été observé que le LPA, qui possède une homologie 

de structure avec la S1P et se lie à des récepteurs de la famille Edg (Goetzl & An, 1998) 

inhibe la prolifération des myélocytes (Tigyi, Dyer & Miledi, 1994) en augmentant la 

concentration intracellulaire d' AMPc. En revanche,. l'effet mitogénique de la S1P, comme 

celui du LPA, a été caractérisé dans de nombreuses cellules (Goetzl & An, 1998), notammant 

les cellules gliales (Sato et al., 1999) ou les fibroblastes Swiss3T3 (Goodemote et al., 1995). 

Cet effet implique une activation soit de la voie Ras/Raf!ERK, soit celle de la phospholipase 

Cet de la protéine kinase C. L'effet mitogénique de la SlP peut être médié par des récepteurs 

Edg, notamment Edg-1 qui couplé à une protéine Gi/o, active la voie Ras/Raf!ERK (Wu, 

Spiegel & Sturgill, 1995). li a également été attribué à une augmentation de S lP 

intracellulaire en réponse à des facteurs de croissances (Olivera & Spiegel, 1993). 
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Voies de transduction activées par la SJP dans les CEFm humaines 

La voie PG/AMPc joue un rôle essentiel dans l'effet antiprolifératif, notamment de 

l'ET-1, sur les CEFm (Mallat et al., 1996). Nous avons donc étudié l'effet de la S1P et des 

autres sphingolipides sur la prodution d' AMPc dans les CEFm (figure 4). La S1P active la 

production d' AMPc de 15 fois après 10 minutes d'incubation alors que la sphingomyelinase, 

le C2-céramide et la sphingosine n'ont aucun effet. 

Certaines prostaglandines (PG) produites par la voie des COX (PGI2, PGD2 et PGE2) 

ont pour second messager l'AMPc. Dans les CEFm, nous avons observé que l'augmentation 

d' AMPc activée par ET -1 est relayée par une production de PGE2 et de PGI2 (Mallat et al., 

1996). Nous avons donc étudié l'implication des PG dans l'augmentation d' AMPc stimulée 

par la S1P en utilisant deux inhibiteurs de COX. L'ibuprofène, un inhibiteur non séléctif 

COX-1/COX-2 qui bloque totalement le relargage de PGE2 en réponse à l'ET-1 (Article 1), et 

le NS-398 qui inhibe séléctivement la COX-2 (Gierse et al., 1995). Dans les CEFm prétraitées 

par l'ibuprofène ou le NS-398, la production d'AMPc en réponse au S1P est totalement 

inhibée (figure 4) 

En accord avec la production rapide d' AMPc bloquée par les inhibiteurs de COX, la 

S1P augmente le relargage de PGE2 dès 10 minutes (figure 4C). D'autre part, elle la stimule 

également après 8 heures d'incubation, suggérant l'induction de la COX-2 dans ces 

conditions. Effectivement, l'analyse par Western blotting montre que la S1P induit la COX-2 

après 8 heures et 14 heures d'incubation (figure 5A). 

Enfin, nous avons étudié le rôle de la COX-2 dans l'inhibition de croissance par la 

S1P, en utilisant le NS-398. L'effet antiprolifératif de la S1P est réduit en présence de 

NS-398. 

Nos résultats mettent en évidence que l'inhibition de la prolifération des CEFm par la 

S 1P implique d'une part une production rapide de PG par la voie COX-2, conduisant à une 

élévation du taux d' AMPc intracellulaire, et d'autre part une augmentation plus tardive de 

l'expression de la COX-2. Une production d'AMPc en réponse à la S1P a déjà été décrite 

dans des cellules CHO surexprimant le récepteur EDG-5 (Gonda et al., 1999) ou dans les 

cellules musculaires lisses artérielles (Bornfeldt et al., 1995). Cependant, la production 

d' AMPc n'avait jamais été reliée à une inhibition de croissance, bien que l'AMPc soit un 

second messager antiprolifératif dans de nombreuses cellules (Bomfeldt et al., 1997; Crespo 

et al., 1995). li faut cependant noter que le LPA, qui possède une homologie de structure avec 
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la S1P, inhibe la prolifération des myelocytes (Tigyi et al., 1994) en augmentant la production 

d'AMPc. 

Nous avions démontré l'implication de la COX-2 dans l'inhibition de la croissance 

des CEFm. Ainsi, l'ET-1, le PDGF-BB ou la thrombine (Article 3) activent rapidement la 

production de PGE2. De plus, ces facteurs, ainsi que le TNF-a. augmentent l'expression de 

cette enzyme (Article 1 et 3). LaS 1P est donc un nouveau facteur antiprolifératif agissant par 

l'intermédiaire de la COX-2. Ces résultats renforcent le rôle de la COX-2 dans la régulation 

négative de la prolifération des CEFm. 

La SlP est un second messager de l'ET-1 dans les CEFm humaines 

Dans la deuxième partie de ce travail, nous avons étudié si la S lP pouvait être le 

second messager de l'ET -1 dans les CEFm humaines. Plusieurs arguments nous ont conduit à 

émettre cette hypothèse. Tout d'abord, la S1P emprunte les mêmes voies de signalisation que 

l'ET-1 pour inhiber la prolifération des CEFm. De plus, les effets antiprolifératifs de la SlP 

sur les CEFm nécessitent des concentrations micromolaires de S 1P, incompatibles avec 

l'affinité nanomolaire des récepteurs EDG pour la SlP (Goetzl & An, 1998). Enfin, il a déjà 

été montré que 1 'ET -1 activait des enzymes de la voie des sphingolipides, puisqu'elle stimule 

l'activité SMase dans le cortex cérébral et l'activité céramidase dans le cervelet (Catalan et 

al., 1996). 

Nous avons utilisé deux inhibiteurs compétitifs de sphingosine kinase qui sont des 

analogues structuraux de la sphingosine, le substrat de cette enzyme. Ces inhibiteurs, la 

D-erythro-diméthylsphingosine (DMS) et la DL-threo-dihydrosphingosine (DLT) réduisent 

l'augmentation de PGE2 et d' AMPc stimulées par l'ET-1 ou la S6c, un agoniste des 

récepteurs ETB. En revanche, le DMS et le DLT ne modifient pas la production d'AMPc 

activée par la SlP, ce qui montre leur spécificité d'action (Figure 14). 
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L 'ET-1 stimule la sphingosine kinase 

2.2 
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joRT-il 
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Figure 13: L'ET-1 et la Sarafotoxine S6c stimule l'activité sphingosine kinase des CEFm 

humaines 

(Des CEFm humaines confluentes sont mises en quiescence par déprivation de sérum durant trois jours. Les 

cellules sont ensuite stimulées avec 100 nM d'ET-1 (Carré) ou 100 nM de S6c (Losange) pendant le temps 

indiqué. Ces résultats représentent la moyenne de trois expériences.) 

Nous avons également mesuré l'activité sphingosine kinase dans des lysats cellulaires 

stimulés pendant différents temps avec l'ET-1 ou la S6c. Nous avons obervé que l'ET-1 

stimule 1 'activité sphingosine kinase après 2 à 5 minutes d'incubation. Cette augmentation est 

transitoire et son amplitude comparable à celle décrite pour d'autres agoni stes se liant soit à 

des récepteurs à activité tyrosine kinase, soit couplés aux protéines G. Par ailleurs, la 

sarafotoxine S6c, un agoniste des récepteurs antiprolifératifs ETB reproduit 1' activation de la 

sphingosine kinase, montrant ainsi que le récepteur ETB est impliqué dans l'activation de la 
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sphingosine kinase (Figure 13). ll avait déjà été montré que l'ET-1 stimulait la SMase et 
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Figure 14: Les inhibiteurs de sphingosine kinase bloquent la production de PGE2 et 

d'AMPc stimulée par l'ET-1 

(Des CEFm humaines confluentes sont mises en quiescence par déprivation de sérum durant trois jours. Les 

cellules sont préincubées une heure avec 10 J.t.M de DMS ou 20 J.t.M de DLT. Les cellules sont ensuite stimulées 

avec de l'ET-1 aux concentrations indiquées ou lOOnM de Sarafotoxine S6c ou 10 J.iM de SlP pendant 10 

minutes. Ces résultats représentent la moyenne de trois expériences.) 
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augmentait ainsi la production de céramide dans le cerveau de rat via les récepteurs ETB 

(Catalan et al., 1996), mais les évènements en aval de la cascade n'avaient pas été étudiés. 

L'ensemble de ces résultats suggèrent que l'ET-1 via son récepteur ETB active la 

production de S1P. La S1P agirait comme second messager antiprolifératif de l'ET-1 en 

augmentant la production de PG puis d' AMPc. il s'agit donc d'une nouvelle mise en évidence 

du rôle de second messager de la S lP pour un récepteur couplé aux protéines G. Ces données 

renforcent celles obtenues dans deux études récentes montrant que la S lP médie les effets 

biologiques d'agonistes se liant à des récepteurs couplés au protéines G. Ainsi, la 

mobilisation du calcium stimulée par le formyl peptide dans les Jll,-60 (Alemany et al., 1999) 

ou par l'acétylcholine dans les cellules HEK-293, implique l'activation de la sphingosine 

kinase. Des résultats récents obtenus par notre groupe démontrent la présence de récepteurs 

pour la S1P dans les CEFm. Nous n'excluons donc pas que la S1P puisse également agir sur 

la prolifération des CEFm par l'intermédiaire de ses récepteurs, comme cela a été décrit pour 

son effet mitogénique dans d'autres cellules (Goodemote et al., 1995). 

La prolifération des CEFm étant l'un des évènements importants dans le 

développement de la fibrose hépatique, nos résultats suggèrent que la S lP pourrait réguler 

négativement la fibrose hépatique. 
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VII. Introduction 

Le PDGF-BB et la thrombine sont mitogéniques pour les CEFm (Marra et al., 1995; 

Pinzani et al., 1991) et leur expression est fortement augmentée au cours de la cirrhose tant 

dans les modèles expérimentaux que chez l'homme (Pinzani et al., 1996c Ostermann, 

Kirchhof & Pott, 1982). Les voies de transduction impliquées dans l'activation de la 

prolifération sont bien caractérisées pour le PDGF et incluent la stimulation de la voie 

Ras/Raf!ERK. Cependant, il a été décrit que le PDGF-BB pouvait également augmenter 

l' AMPc (Albrecht & Tidball, 1997; deBlaquiere et al., 1994; Graves et al., 1996; Rozengurt 

et al., 1983; Throckmorton, Dickinson & Dransfield, 1996) un inhibiteur de la voie ERK 

(Mallat et al., 1996). 

La thrombine se lie à des récepteurs couplés aux protéines G et inhibe dans la plupart 

des cellules l'augmentation d' AMPc. Cependant, une stimulation de la production d' AMPc a 

été observée dans quelques études (Asselin & Portier, 1996; Pouyssegur & Seuwen, 1992; 

Vittet et al., 1992). 

Dans l'article 3, nous montrons que la thrombine et le PDGF-BB stimulent la 

production rapide de PGE2 et d' AMPc ainsi qu'une augmentation tardive de PGE2 via la 

COX-2. En bloquant la voie COX antiproliférative, on augmente la stimulation de la 

prolifération en réponse à ces deux facteurs. Ces résultats suggèrent que l'effet du PDGF-BB 

et de la thrombine sur la prolifération des CEFm résulte d'une balance entre un effet 

mitogénique et un effet antiprolifératif impliquant la voie COX-2. 
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Platelet-derived Growth Factor-BB and Thrombin Generate Positive 
and Negative Signais for Human Hepatic Stellate Cell Proliferation 
ROLE OF A I'ROSTAGLANDIN/CYCL!C Al\1P PATHWAY AND CHOSS-TALK WITH ENDOTfŒLIN RECIWTOHS'' 

A1·iane MaUat:j:, Cyrille (;allois, Jiangchuan Tao. Aïda Habib§, Jacques Maclouft*• 
.Philip11e Muvim·, Anne-Marit• Préaux, and Sophie Lotersztajn 

Flw" lht• Unit•' TN8F:HM 99. llôfliln/ l!o•nri Mo11dor. 94010 ('n'teil. Frrmce (jfl(/ the ll;l!11itc !NSfNf.M :J.IR. Institut 
Fo'dt'ratif'd•· Uer·llf'ITiu· C'il"!'lllntioll Larflwisir1re. l:ftlpitn/l,uril>Ui.,·ii•n·. ti'irltri Pw·is, l<'rrtiH'f' 

J'>r()lif••ration of myofibroblastic hepati'"' stt~llatt• et,lls 
(liSCl in rt,sponse to J{l'owth fatJtors is csscntial for the 
development of li'\'er fibrosis. We have reported that 
pmstaglandins CP(>) and cyclic AMP fcAMJ>) i.nhibit 
growth of human HS(;. This PG/cAMP pathwuy trans· 
duce~; th'' cndothclin tETI B·mediaim.J antipt-oliferati'\'c 
effect of cndothelin-1 (ET-ll and up-regulatcs ETB rc­
ccptors. Hm·t,, wc shQw that platclet-derived growth fac­
tor (PD(~F)-BB and thromhin, alt.hough mitogenic, gen­
erate growth inhibitory PGE!,l in myofibrohlastic human 
HSC. Tht~ twu P~'ptides clidt carly PGE2 and cAMP syn­
tht)sis, ànd ulso promote delayed induction of cyeloo:xy­
genast• (COXl-2. Uoth early and delayed production of 
PGE2 counteract the mitogenic effect of PDGF-BB and 
thrombin b<!cause: {i) prctr..~atment with the COX inhib­
it.or ibuprofen markt•dly enhances thfl mitogenic effect 
of both peptides; (ii) blocking (~arly synthesis of PGEll 
greatly l•nhances extrat•ullular sigmd-rcgulatl .. >d kinase 
(fi;RK) activation by both growth factors; (iiil enhance­
ment of DNA synthesis by ibuprofen is only lost whtm 
the inhibitm· is added after COX-2 indudion has oc­
cm·red. Finally. PDGI''-BR and thromhin raise ETB re­
CCIJtors through the PG pathway. Thus. ibuprofen 
blunts growth factor-induc(~d increase in ETB receptors. 
Up·regulation of the growth inhibitory ETB rel:eptors 
by both mitogens may euhance the anti,n·olif~•rntive ef­
ft~ct of l'~'f-l and thereby ••stablish a negative feedhllck of 
their mitogenic effect. Our results shed light on novel 
growth lnhibitory signais evoked by two mitogenic 
growth factors expressed during Hver injury. 

Hepatic ;.:tdlat'· (·ell~< <JlSCl, 1 al!Hl known a~< lipm·.vi.!'>'. fat­
sLoring n·lls. <H" rwrisin11soidal eell;.:. pln~r '' ct·uçial rolf.• in the 
,k,vdopuwut of liV<·r tibrm;Î!i i li. Followi11g m:ut.e m· rhron it: 
livr·r injury, HSC unriPt·~n tran!idîtl'en•nliat;irm tn an activated 
m.,vof'iiH'Hhla:-ctîe pht"wtype witll de noi'O II.Hwtiunnl prop(•rtie:-; 

·· Tl1ls work w~.1s ~uppot·t,·d hy tht• IN~I~H~f. tht• Hni~'t~t·;..;itt,'• Pnri~­
Vul-d~!-1\f:trn<•. t h(• r\!:>}.Ot.'iutiun pour la Rt't:iwr·ehe )";Ur 1t\ CilllCL'l', and th<· 
Llg·lt.' fh.:.par1vn:H.'nh~){· dn Vrd tl<" ~lanïP d.P ln Hm·h~•t'l'hf' ("fH1lrP 1«> 
C'.;:Hl!'t'l'. 'l'lw (,"ust~ of' puhlkatlon of Lhi~ arUrlt.' WPI'P dtlfra:ved 111 parlb,v 
tht> pn; .. rnwnt of pOJ..W eharg"Pl'ôl. ThiM arta·!~· muBt iiH•n•fiJr~· hP hl't'f'h.Y 

m:ulu~d ''ru{t:(•rfJ~cNH'nt'" in a<.·t·nrdant:<' w1th 1~ (}.S.C. ~~(·t·tiun 17:54 
~->o!t•lv to ïndkah• thu.; fcH't. 

·> 'f'tli;-; JWfH-..,. ls dt•{hntlt>rl tu t.lw lH>l'IIWr.v nfotH· <'~h'<"'lllC<I l"rlcnd mtd 
collaiHJc"lor wl111 diP<i on .lu!~· 1~. l9!JX. 

Tn \\'hoHr «."mTPHplmdPru·•· sho11ld he utfdn·!"'SP{L ~r'l'l: :'~:i-1-4H­
K 1 :{ii :Hl; Fnx: :l:J.J-4H-!lJ' !l!i OK: E-mail: mallat(n'illl:l mx•,o•·nl.!i· 

1 ThP ahbrc\'Ütlinns tHit"CI art1 : liB{:. lH.'Jmtu: ~t.t·llatt• l't~ll{·,~d: (';\1\11'. 
{·ydîc adt•Hn.-.:ln(~ munnJÜlO.!"iph<14('~ ( 'OX, <·,vcltHlX_\'~t'lH1St>~ ERK, 1'Xh'<H"l'l­
ltth:u· ;-\Î~~rnd-r-'l~g"ubtt.•d klnast•; ET, t•ndutlwlin; !CF·-1. i ristditl gTH\\'th 
lht·lnr 1: l'll<W-BK. pliltt•ll't-d<•ri"<'d l(l'<~wt.h fa('ttw-IIB: pc;. prn"lag-lnn 
din:.;: PB:--:., phostJhH!-t•·hurti•t'f:•<l ~nlirw: ,\NOV:\. mwl.v...;i~ of varian<:P. 

cL 21. ln rP,;JJnn:<t~ tn g'rtl\vlb fhdur;; al1(l c.vtokin<'~ c•xprer;sml by 
nllij::'hll<n-ing C!'ll!i. my()fillf<>blastic HSC displny (•nhanccd mito­
gt•t'tieity r1nd synlh~><ÎZP inn'l;asNI amou nt,~ ofextrncellular ma­
trix 1 1 l. Exper·inwntal mnrlel~ of livm· Îtliury h<'IVl' >~hown thai 
im:rPtH;<•d proliferation of myofihrnblast.il! l-ISC n•~<ults in accu­
mulation of' cc ils in tlw 1 iver 1 ;), 4 l. Am1mg snluh](• tl.wlf•r~ th ai 
cnhanc<> HSC prolif<>r!ltion, PDGF-BB is !.he most potenl. mito­
gml fm· myof'îb••oblast.it~ l1SC in cultur·c· and it.~< <~fl'ect;.; have b(>f'n 
t•xtensiwly sludîl•d 1 G, () .1. Exp re><>; ion of PDCW and nf its tyro­
sinL• kinasl' f('('(~ptor:;; is induced du ring tht' proct.lH~ of a(:tiv:·l­
tion. as shown in <·irrhoti<.: hunum livt•r, in expcrinnmtal models 
of li\•pr· injur~', ami in l'ultun•d HSC 17-9\. 'fhnmJhin ;,., al.~u 

mit.ogenic fi1r llw>'<' n'Ils. and myofibmblustic HSC show in­
<Teast•d expn•ssinn nf it.s rt•cq>tm· dur·ing lin:or injury tl(), 1 I !. 

Givcn tlw highly j)I'Olifcrativc C<ipncity or m,wlihmhlastit: 
IISC. ~f>vcral ;;tudieR hnve fhcused on f\:l(:t.on< that may limit 
their gmwth i 12--lfi\. \Ve and others have n'('l'ntly ;:hnwn that 
l'GE ..• il!ld cAMP inhihit, prolif<:r(ltion ofhuman m.vnlibm\:lla,;tk 
HRCÏ I !i. lG>_ WP al su f{Jllnd thal. binding ofendnthelin-1 r g'J'.J> 
to its f~'l'H reeeplor stimulat.es production nf pl'Ostaglandins 
t.hat in tm·n .,]P'''lt" cA:\1P, n•sulting in a grnwlh inhibit<wy 
pfJ'ect nf the pept.id~· 1 1.1. lG l. ln additinn. PC and cAI\IP up­
rq~ulaie P:TB reeeptm·;.:. whieh nia~· ampliC:v tlw nntiprolifera­
tive eired. of I<~T-1 ( 1:3, l!il_ 
Althou~b PD<1F-BB stimulatps a•ll prnlift•rat.ion hy aetivat­

ing kt•y em~ctnn;, indudinf,f ras, raf, und the L•xtract>llular sig­
n:d-regulated kinaBe ; ~~RKI eas(·ad(• il7 1, il hm; nl>lo beNI rP­
pm'tNI thal th1• r}eptidc tnay ineri•Hse synthe~i!{ nf cAMP t 18--
22 '- Th•·ombin inhibH.;; adenylyl eydase in mnst œlls. but 
inct'l'a~P>' in cAMP pmdudion havP üh;o h<"'''l rPprll'!t>d in a lbw 
inst<nltt!R r2:3-!:liiJ. ln thl' pn'sl•nt study. W<' hEiVP mwd u mod(•l 
of <'uitur·Nl hum an mynfïlwohla~Uc HBC thal dî~plnys thP plw­
notypic nnd functional chm·actnistic;; of HSC Hmnd in ,çitu 
dt11·ing hqmtie lilwogmlt'SÜ<. 1.2lil. \Vr• Hhow thaL în myoiibro­
bl::u<ti!' IISC. ihmmbin :mti PDGF-BB evokt' a gmwt.h inhihi­
tory PGkAMP ;:Ïgru\1 th at l'('dut'<'l'i tlwir pl·onliiogtmit: dlècts hy 
ri l eounll•rading tht• tmn,.;dudion pathway stimulated hy mi­
t.ugpnÎ(' ;;ignal" and t ii 1 inen•u~:~în~~: tlw dt>nsit.y of gmwtl1 inhih·· 
itor.v I•:TR !'t'<'t>ptm'><. 

I·::XI'EHI~IE!':TAI. Pl\0< 'IWl'l<ES 

;trat~·nof.~. f~T-l was. thun Nn,·abioclwm 1 Franel'l, PIJ<~F\BB l'nmt 
l.itt· Tt•<.·huolog_v- 1l 1Hih•d King dom •. ill:-îUiin-Iib· ~nn\,ih f-._ll'ilw-1 IIC:F-1 J 

fJ"tlm PrPll!'ntP«·h, an cl buman t11J"tHnhin fhnn ~îgma.l Frn1wc~t. F'orskolin 
mHI ihuprnlbn \'.ttlrP oh1ttinPd !l·nm Signw tl,.·raneL•\ nnd du:.snJ\·pd in 
dinwth.\'1 ~ulfl,xidt1 and L"thanol. r't'SJWt"Ü\'t•Jy. lw~'·lhvf~:;II/Th.vmïdirw ç:.!fl 
C,/mnwll. , .. -'l·t•ndollwlin-1. 1 Y· ''PIAT!' r :u_lOO C:ilmm>~li. ami Ll\'11 
••mt-tlrtîon wen• rr·om ,\Illt'l'Shum if~ril1l("t'l, Fr'tal ('alf :·wnun \'1.'<11" fhnn 
,JHiu r .ahnrahn·lt•!-. 1 FJ':tll('t.'~. Pool NI hum-an AB po}-.i lin~ 1-l(•f"tlfl1 v.: a;-. Stlp~ 
pli<><l h~· tlu• N:t!lnnal Tt·anxfu!-tlou ('e-nh~r tFrtHH'(-1. 

Cr·// b>nl~tli<ifl und Cu/11/l'r' - lltlll>Hil l-I ;;il" W<'l~· •.•ht airwd in 11wir 
;tl.'tJvat!•d pht~not.ypP h:v out~rrnwth fl•mlt c•xtJlan1:-o of nnrmal liv~,-r ob· 

93 



,'l,,itoucm: Oclll'rall' Antiprolifi•mtù·t• Siuna/.'< for HSC 27:.1()1 

tnio-.:•d fnlfH\\"ÏJ1i.~ :-"Hq.~·~·f,\- oj" !H•Ili~ll or !Hüli.~!I;Hll li\'t:tr 1uJ'l!OI"S. ·r-~ll~ 
JH'1ltP<lur•p i.~ in .aeennlann• \l.'itb t·thic:al n•gulai ion.':' illlpOHPd h_v 1·lw 
FrPnt·h ](•J,:fl:·dution. Exphmt ~~ \.\'i'l'(' hwuhH~ Pd. w.; dP:-:i·nhf•d pn~Yirm~ly~ ln 
Ottllli:"'('('O-~ mudiH.-d l•:nHl···:-< nwdium r.•mthlll'tin~ HJ1

1 sl't'um (fi", l:i:-tal 
t·nlf'l-'t~rum. fl'i tH)f~~~~d ltum~ttl ~t.\run11 l~{li. Exhau~tivt.· eharm:l~;·ri?.attnn 
nf tiH':-i.P n·ll~ h;t~ aft•c•lHl.V h!•t~n pub]i..,:Jwd l:!til. (;('1J 1~0]<1lt'.s W<."-rt• f'tlll~ 

tint·l,v ch::lnwh•rizt•d hy il JWsiti\'t' ""Laînjn_!.! fhr :-!llHJoth mu:..;f'l,. (l·aPtin. n 
lltHTkt>l' of H!--i<' Î11 the•ir· mynfihrohlu . ...;tir~ phl•rwh:pP. 1-:>..p(•t·imc•nt~ W(·•n 1 

JWrffwnH.'d ht•1\\'l'Pll pn:•->"'l"il~('H a nnd H wilhout nn.'-· nnti(',!abh\ fliflPrP!W.(' 

i11 :r•t.•solt."' oh!"Pr'\·t•d with ci~lls ohin11tt>d fr·mn VUI'Î1111~ JW~:">Hf..!t'.'-'. or from 
\-:n·iou~ Jh·t·r~. AH f~xp~~rinwnh wt•rt> pt•rfiu·nwd 1111 ennflttt•nt Cf• Il~ mad(' 
qu'it.,~n•TJt 111 :-:pt"lllll-fn~•· \\';1ymouth mt'cllnn1 0\''-'1' :~ da.v:;. 

l'i\i\IP ;\sso_\··-·· ( :pn~ wt:•n· St'(ldt•d in 24-wpfl plah"~. g'1'dwn ju crmf111-
PlH"t', .and (h•tu·h·Prl of .''il\.'f'tnn fht· -H; h in \Va~v·mnuth mPdnnn. r'!lllowing 
pn·lnculmtiot\ \vdh O.G ln:\! l.;.:.ohn1ylnu.:-1h_\'lxHnlhlnr- n,- U) mln. II:;;(• 
\\'t'l'l' stimui1Ht~d io plto~phnt•.•-lntffi··,·t.''d :-:HluH.~ with .. Hbt:tor.--.. \Vht•n 
ituiknl•'tl. rdl:--: Wf'l'P pr(--.Ïflt'lJbaH•(t tin·:~() min ,.., .. iih tlw t·.vdnux.Y"!!t'nHs1• 
inhih1tor ihupnlf( .. n t:)O 11:\l' or vd1idt• \t.•1 hano[l_ t\~!'\U)'~ WPn .. j.wrfurm.11d 
in duplii1nft•_ t•A.MP \\'W~ PNI1':.!.CtNl in H:'Y'"~ Pthant:tl Hw 2 hat';!.;'~('_ an« 
l"Xtnttt~ ,.,..{'~·r· Hlnn•rl at SO ·':'-( 1. pentlin~ as.Ha.v ( 1 :ll. eAl\-lP \Va~ al'isil.YNi 
h.v .;1· nHHOU"J"('Wi radîniJH.n1UtHiil~:-"a;v 1llll111Ull0t(•Ch. FnlH(.(1 J. 

11ro .... ·tnglandin U~·l~·atw··- -Cunilut'llt ll"HHHda.vN·;o;. in 'l4-wr>H plulP~ \\:('f"P 

dt1prjyp.<f ,,f:~t'niiYl for 4M h. ·wa~·dH->(1 iwin• 1n pin1 .. '-4pl1at{•-1wlil:.·n·d ~ull11P 
'PBSI. ;nul fur·thPr' int:nhai.t•d in \Va_vnHm.th Iw•tllttn1. FnHnwing pt"l" 

trP~lllll('llt wlth illtiJ.)f"flii 1 ll :,.o Jl~lor 1..-Pitidt•. cl'llf.;. \\"(0 rf 1 :.:.timuln1t\ti wHh 
grnvd.h f;..-u:tnr:-<! tl!"i indh:at•~d. on·r \'Hriou:-; pt>rî:od:---; of tint<~:.•. Ht'll•rls.e tlf 
p(;E,. '"'a::-~. o:tt--ll-'H,\'('c) hy a ·""l)('cilïe t·nz~.-mt- immunoi.:J~.o..;a_v. n:o: lh.•Herilwd 
PI'P\·;nu~{v i'l.7L 

/J;V.i\ Synliw ... i .... Ax.Wl_\" DNA ~ynt hP'!:iÙ.~ was llll'U~UJ'Nl in 1rlplka1t' 
WPH~ Il_\' itworporntlun nf r 

1 fl1t!l,VIllidiJW~ a;-; dPSL'f'lrwd tln:-vim.u-d_v ~ 1~1 ). 
{ 'onf1upn1 ll;'--1{: \Yt•rt• madf' ftlli~>st'v1l1. h_v îneulmtlnn ln 'Va_,· mou tb mP·· 

dinm wil honl .~c·ru•n fin· 4N h. ('!'Ils Wl'l'<' tll<'l\ <lirnulatPd fm· :UJ h with 
J.~t"H'-...-lh hH·tor~. ~l)llowîng pn.•1tt>atnwnt l~1r :HJ min v,;·ith ihuproft·'H Llj(} 
l"''' ,,.. ,-.,hici<·. 1 'IIITh.'·midine ill.'i pl'iAvt•lll wa• ruldNI <hll'in~-: tht• lnsl 
H h t)f încuh;••i~liJ, 

Thyntidim~ irH'ut'[.lOJ"Ution \V<lS. nl!-t(l J-1Sl'>1(~~~(•tl h,\' ntwh·~JI" <t.utoniC!iogra­
rilly· i ],21, BriPil~·. ('(1Jirli.H 11lt quif.'S("(lJll II.SC in :~~>-nun phHl'~ \\'{'l'l' l'{\jlll·­

ul-al(•d H.n· ;U) ll \a.:·Hb grO\\.·th l"adon"' ffdlowing tTt'nhn<.~llt wî1h ihup.ruft:!l 
or ft~ \:l'h1dP. J'1Hl'J'h_ymidint• 12 j.tC'i/mb WH:-; alfded dttrÎ-HJ.! tft·P Jn;-..:1 fi h 
nf ineuhnl inn. ( ~ult nn·~ Y\'PrP \\-ï.l!·;]H.'d în PBS, fb:t\d iil :~r·; pHraHaTnnl­
ti-Phy,tP lhr :~n !Hlll. and th•h:'l'f.h·atPO wHh HHY·; nwthinïo1 'nw~· WPTct~ 
•~nvt•J"f'-d with LM 1 I•JnnJ.,tr~n IAtll{!l"}'{ham. FratH'~'l ~liHl ~>Xpw·.;t•d fm·:~ 
Ua~~~. Lahr.,lîtl~ wa.o:-; d~·vPIO(tt•(l \Vllh 1-\orlak !)('ktof C"h•vr•lopt"l' :mel fixt~d 
\~.tth J~udak l!nifîx. ('pli;.; \\'•'r'<' c·oun1-Pl'H1nini\d in f'"ORin ~uu4 hPnt.alun. 
H't•Slllt:..; \\l1f't' I'X!H'e:-o;:-:1·(( .a~ tlu~ J'ati{l ul' nuclt.•i with tl\"t'l'lU(JJJing sil\-Pt' 

h,'rnin:--- to t lw to1nl oumhf•r 1rf" rnll'IE•i. Data frum ;; tn 10 random hm 
mog~ll«<ç.nl to-n fit.' Ids pt•t' (·n]hiJ"f' \VPTP av.:•rag'I'd 

h'/fK Axsn\'-"' ( 'nnnu~·nt (•t>Hz-; iu (}O~nll'l.l w~·1Js \1.-Pt'(l dt')H"Îv:Pd nf ~~·n1m 
f~w ·1H h and f1tr1 ~wr s1imuln1Ni with g-rnwth f'actut's HlfJ-HwinJ!' pt·t•ilwH­
lmtion ,-.•ith ihuprnfhl 1!){) p\l. :in minl or \·t~hiciF lt•thHnnl i: ThP t'l"él('t ion 
·wm., l.t-nnlnah•d h-" \\'a~hillf.4 lhe {'(~H cultun~:-; f.\'.,·ie~· \\.'Ilh H ml oi' in•­
rhillt•d I'BS. I',.IJ., "'"''" l.vs<'d fi"· :m min :tl .J''(' in !L~I ml ni' ;;o "''' 
lll•;l't•:!-i. j>ll 7.1. ('onlaining ]'; 'l'r1\rm X·lOO. JI)'; r:lvn•ml. 1:\7 nnl 

Na! ·1. 1 :1 '"" Mgi '12. Hl""' NaF. O. 1 m~1 di!hi.,lhn•i1.<>1. 1 m\1 1-:! :TA. ii 
lll.\1 ~wfhun orth(W~tnndnh.•. i 11l'\l plwnvlmttth_t.:l~ultilu,vl tluot·idt>. 10 
f'.g"lml lt•up••pli!L flll'i-:fllll apt·utinin. iiO 1'1'/ml ppp,.;t~t.in. -10 m\lf;-gl,vr· 
,•r·ophn.-.;phntt>. and lH tn:\1 JWI'<HliLt"tlplu.·n~rlphn .... phatP. L:'-·r.;n1-f'S:'WPrP {'l~n­

trift-1-:_;NI at 1 ··(' l(n· 1~ !nHl at l~.OOH ,!!.. ThP .supl'ITlalatll..,. wPn• Pitlwr 
l1~(•d d~n>rd.v. Of' (Î'flZPH <l{ 70 ·"·(' ~~:xtran•JhJlar ~Î~'Ili'll··ft'_gUlatt'd j.;,J­

llal-it:~ ndJvd.y '-''dt"h w-;&o;;t_'-·ed rn s1tu tf>HuwÎII~ l~JPctt·nphon'~t~.., nf Pqunl 
am,~unts of PPil i_v~atc·~ (.:).() p~ of (ll'OlPin!-.:), on n J'v;. ~ll~-pnlyn-~.·r."·l~ 
rnni<h,· f..!l'l ropHI,vnu-rizPd wdh n.~ m~~'/ml 111\"f..;;jio ha~ic prnh.'in. n:-; (k­
seriht·d JH't•\·iou:--1~· l t~Ji. Pho~"phor_vlatL•il g-t·l~ WPP'F t':o\flOSf'rl tu x-n1~· 
!ilm.s. and l·~I·H\. :ldi,·lt~· \'lvtls qw-tnlH1t.1d h:"~ U~'>-~ng- :t Phœ;phorllnagn· 
1 F\ln~Pt'ttlar 1>.\-'ll<IJllÎt'~. l"nttH"PI. 

\Vt·~·tl'n-1 Hloltù1~ An-td)-sis ~~r ('())Ç l'ru/l-iu r~·xJJrt·".'i.:·n'(Jn ( 'anlhwnt 
HSf' •n 1~~-WPllj)b\P:--; \'-'·1.'1'1' madt~ tJ:liÜ.'i:-ii't.1nt u1 M-l'nu·n.frN\ \\'n_v1YH}nth 
IIWdîunr fll.'i'l" ;j da,V:"'. IlS(' Wfll'f' 1 hPn 11\t.'llhntP(l lhr varlou~ Jlt•rimh.; of 
linH· with <•itlwr :.!0 ll:,:lllll I'DI<F-BH. ii unitHIInl1hrmnhin, ~1!0 ng/ml 
HiF 1. ur \"PhidP. 1\f'IPr ol -..\'ash in în--eold PBS, l'Pit~ \\'PI'f' ly~t·d ftH· l;"i 
min n1 -~··(<in \\l,wh.· cdl ('X11\tl'1inn hum·r l'fit> ut\! 111 1~PE!-i, JlH 1.·1. 
('flHininingll.:ir·; \\:onid(•t p .. ,ffL )(}!, ~l.vt~t•rol. t:r; nL\1 NuCl. 1 nn.! J-:(~TA. 

pli 1-;, 10 lll\1 NaF. 1 111'1 sndium ,,,·thm.·nn:tdnlc. 1 rll,\1 1'1\l~F. ~ 1'1;/1111 
'""l"' Pl in.~ ,,_,:fmi ;lpr«tinin. 1 Jtg!ml rwp~latin ''· 40 m.ll{i-gl_,., • .,rophoH­
Jlhutt>, n. 1 lll:\1 flithillthn·Ïloll. Ly.salt':-:;.'Al:rt• n•nt rifu~!Pd :11 2ü,OUO ., J! fi\jf 
1 fJ n1 in :il 1 t'. iuHf t IH· !"\lpt.•rn>llanl~! "-hn]e (:t'Il t.•xü·:u:t 1 wt~Ti' :--;:tored a{ 

,~() ' (' IIJîl Îj tL,_.;II, 

Al1(•1' ('IP<"ll'oplwn•,.Js on a di'll~ltur-ing· SDS gt•l. pl'Oll'ins 1 ~0 pg!l:tnt>~ 

w~)r"f' t•ketrohlnlt(•{i onto nltr~x·t•lluin."l:i' JJHJtnhT·un"":-; and hlni.'kN·l fnr 1 h 
:t1 l"tHltll. lt-rnpi.'l'Hhu·t• in H1 uu1 Tl'l~. ptl H. ront;lining 1:-m nn1 "X'::t('L 
0.0!"1' r Tv .. ·t•(•u :.W. r;r ( • ..,kimn.wd rni1k. Dt•ü•t't i11n ol"C'OX-1 ~'JH1 and ( 10S .. '2 
i2.H• w,1,-.: 1wdîwn1t-~<1 aftt·r int-.ub~t1Ïon lîw ~ h ,'J\ I'IHUII tt.~niJWratun~ '"'ith 
liwir ,<p<.•<ifi<· al\lihod~· diin!pd I::WOO- and 1::\{lll(l .. fi>hl. I'I'KIW<'IÎ>"l•h 

,·\fl1•r l h uf im:ulwtioH wiih :Zll!IIJ-Ii,jtf <iilut<•<l hors<•radr~h J1"""idas;·­
("Onjtt1{1'1lN:I antî~lh~: :1n1iholly nnd P-..:tf'n~in• wasbin~s. inttlllUlo(h•h•dt•d 
pr·nt~·ln"i-\ \VPl'l' vi~UtllizPd hy 11~ïng an Pllham:f.•d eht•nlilun\iTw:>WI''tWP 
li':C'Li assa_\· k-it IJ\tnPrsh:-lllll -l~l·eort!itt~ to t~w inH1nw1inH:-<: of tht> 
mnn uli.ld u rr>r 

fljndin .. ~ of'Jf''"---1/-ET·l lu a Pw·ti(·({/aft.' 1/rar·fton n{ tn;.;('--- Cnntlul'nt 
HJHno!n_vt.•i·s wprr• (lPpri\·t>d of .. a•nun fiw ,·tR h and sullspquPntly ~-tlimu· 
l·n1l'd wîth #-:"J'OWth l;w1ot~~. f(,Howtng pn'tf't~atn:wnt wtth G(l ~r:\1 dHtJH'-u!(•Jl 

or \'t'I!Îdt~ if"th<ll"lflh_ t\ llarHf'ul;1tf~ ff::u:liun wa,._. uht.;_linPd î l:lj nnd h,ind­
inf.{ of' J·• 'i .. f-:T'-1 \'Hls ult·n~nn·{1 as dt:>~(Tilwd pn·,·JtmHly ( :~o,_ Rr~t·H_y. 1 h1~ 
HS(. p;,rtit:ubt"(l 1f·adion (.) ro ~j~ olru·of-t·iu~l \.'\'H~ illt'Uh:·lh·d J1H· !111 lill!\ 
a1 :!~"('in ~on rd of Krt>h~-Hing-t·r nwdium t·mttaining :!0 n1\l HEPE!'-l. 
plt 7.·1. 11

; twl\·! ho,·iaC> :-;.p1·um :.tlhumin.. :~oo JlJ.;hnl b:winat'in. wilh 
eit ht··· rln p:\1 l:~~.I-I~~T-1 ~1nd \ï:ll'yin~ (~f)J')Ct"Jll!Lation::-: of ('tdd ET-1. SUI':lf'f) 

l·ü"-:ÎJl Sfi{. m· nq !~:~ lt'ü!llf)Pt ilion (~X,l{lf"im,Pnh~ 1. nr V!H_ving ~'EII}('f'l111'a~ 

tiun~ ur l:·~.I-E'.f 1-1 t<l.!) X()o p'\L suturation PXpt:'r~inwntJ'l. NfiJI~jw(•ifit.• 
hinding· w~l-" dct(•rmint•d h_v inrulmtin~ with tJ.l 11.\l unh1lwlt:'d JÇI'~ t 
Da1a frn111 satm<.1tion and cumpt•tJtüm (':'\fJPT'ÎilH'llfH "\V{.'rt' mwf.\'ZI'd u:-:­
îng th\.' nnuntH~~u n ... •g:r("::'!'oiion pr·ngT<UlJ LU }J\NH~ 

.... \N~oy or rrdleir; CiiJ/(I'JIII'tlhOH·---Pl'Ott•Ïn (.'Ofl('1'1)tf'afion WH~ nH·a~­

!trt1d u~lng n cotnmt"l'l'llll n·a~!Pnt 1!lio-Rm.L Franr·~· 1 

8/ati'-:-.-t/u.-- lil·~ull:.; w(•r(• analvzl'd hv ~-\\tl\" annlv!-~ÎS of vcH·i;Hac~· 
,,:\NOVAl lbr n·,wnh•rl nwa!-1-Hl'Pll~t.'ni:-.., \\~ilktrxt;U·l'-1- xig-;u•d rank tt.•:.ot. o1· 

un1.1nirf•d ~tu(lf>nr~ t tPKt, tl!-' appro}Wlal t• 

HESI'I.TS 

l'D(iF-HB and T!rmmhin 8timu/((!c 1/w S.i•ntlt<•si" o{ the 
Crnu-th lnliiluhll:\' J1c'.'N<'II/;f<'~'' POE:_. and c/\},..Jj> in lllli!IC/11 

J!yofïhrol?lrt,fi<" FT8C'---Tn,atnwnt <>f human m~·nlîhmhla"tit· 

HSC wilh rniiog-enic !'Otll"<-'nlrations orthrornhin ami PIH.W-BB 
in<'''""""rl tlw production or PGE, !Fig. lA!. Prost.agloudin Ec 
H.v-ntlw;::iJ:; Ï!Hll'<'l·~<wd wilhin 2 min in t.lw prt>st·nn.· of thron>bin 
and wa.- maximaliv el<"'lll<'!l b~' -1-fhlcl nvt•r husal afl.t•r ;, min. 
The tinw ('OLU'SP of the Plli.>d nf 1-'DC:F'-BB on PC: K, l"t•lemw wns 
slightly dela.vt•d. rising aller fi min and rf'al'hin~ ;·l maximal 
4-fi:Jld intn·n~t.' over basal at :.lo min. 'l'lw t'OX inhihit.m· ibu­
Jll'\JÜ!n hhtntl'll tlw ekval ion nf PGF:~ produdi!m t>lieitt•d hy 
PDGF-BD and t.hrumbin. Butl1 J>D(;Fcl:m and lhromhin also 
~timulHll'tl tAMl' produetion IFif"!'. llü l1i th.t• pre~t·m•t• nf 
thmmhin. cAMP I.'Oneentratinn m.~•·· wil.hin 1 min. maximnlly 
incn•ast>d ln 7-lü-lhld h~- 2 min. and rapidly tlt>clined aflt•t· 10 
min. l•'nllmving l'JXU'-BB tn>atnwnt. cAMP inerNtst•d hy fi-l'illd 
within Hl min Nnd d«•er·<'mwd gradmllly tlwrNIIl('r'. Thmmhin 
ancl PDCF-BB int'I'N•"''d cAMP thruugh prostaglnndin produc­
tion hN·aus<" ihup1·nfpn hluntNl !lw enh<lntenwnt .,{' cAr'<-il' pro­
duel ion Pli<"i1 Nl h,v holh p<•pliclf•s f l''ig-. ICI. Similar rt!>ltdt;;; \l'l'l'l' 
uhtaitwd wlwn C<~ll;; wPrr• stimulatnd wilh fi'i· human ""''11111 
in,.;tt·•nd nf puritit>r.l ~rnwth f~l("tln·~ 1 not "hown >. ln (•tmtrnst. 
IGF-1 at a COIIC('nlmtion mitog<'IÙ(' f<)r use 1100 n/dmliiFîg. 
!ll, rlirl n<~f aŒ•el PithPJ' l'CID,~ or t·Al\"IP lf•vf'l~ !Fi~. 1, A and Bt, 
lhup1·ot<·n nl,;o dt>t're:.tsNI b;H;al cAMP lt:vt·l~ from :~:lü to liO 
fnwl/mg prnlPin b,\' blocking <'!Hlil~(<'llou~ ~~·nthesis of' l'(; 

:Fig. !Cl. 
Talu•n t.ogt'l.ht•r, t lwsP J'<'lmlt.• indiealt• th at PDCF-BB and 

thrumhin, hut nol JC,F-1. st.imulatt' s,vntlwsi~ and "''"t'!'lilln of 
P(;J<;,, 1 Fig. li. a pro::;lag-landin whieh im·n·a,;t•,; cAMI' prudHt'­
tîon ;;1 ~m uutoninP fi.tshion; lSi. lna!<nruch a~ P<.;E~ anrl eAMI' 
inhilJil gt·uwt h factor-slimnlat.!'d prnlill•t·ntinn ni' mvnlihrnhli1><· 
tic H~C 1 Fig. 1/î. imwr: lkf. lf>l. our· I'I'Htdt!" indicatc• thnt bot.h 
PDG F-BB and 1 hromhin. althnu~:h mit.og<•nil' fln· LI SC. gNH'mle 

'"-·cnrHI nw.<st•ng"<·r~ thnt an• grnwth inhihitory fin· tlwsP cPik 
,..;frmulillion o( lite l'Gic;\Ml' l'allw•crv by 1'/)(;[icJUt awl 

Thmml>ill Oou·n-regrdttlt•s Their Miltt,g'l'llic 1.:/Ji•I'/;:-Tlw lhllow­
ing- P:X:fJt"I'ÎilHYfltH \\."('r'P l1Jldf.1 f .. t.:.Jkt~n to HH:•<{lSS tJH• CO.ll~W(jiH'Ilf'i'S nf 
tl••· "timulalitm nf tlw .\'{;Jt·Al\11' pnihwn.1· nn tltt· milogpnie 
ptY>J)t•rtiPs of J>J)CF-BB und thmmhin. Tlwn·!(JI't·. DNA ~vntlw· 
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FIL. ! POüi<'-UK mnt tln"<~mhin in<'l'<"'lS<' di..MP indir•t•ctly thl'l)lll{h pt•ostaglnndin ><yntlu•sis. wlwn•as eAMI" inhit.itx th<>ir• Jll'onti· 
tn~:<>nk t•fft>cts • .-L t in11· <'<Hir"· nfi'OE:l pmdllclion in t't'SJJ011SI' 111 I'J)(;F-BH. thnnuhill. nnd IGF- 1. t'nnlltH'Ill qni<•S!'<•llt l'l'lb Wt•n.• pl'!'! n•;Ü<•d ll'it h 
r;o p;-,1 ibuprolf.•11 nr vt•h ldt> l~u· ;~(} min and :-;uh~l'(j-t.tPntl_v <'f ill\(' Oi t'\:[ln."q-"'d lo l"fl( !F-BB t :!0 r1g'irnl i, tht"tllllhin 1 :l units/m! •. nr l( :F -1 1 ~()0 ng/mll for 
\'nr\on~ p<·r·ill~l;.; of Um(• 1'2 HO rnin l, PGI•::~ n~lPHI'l' was us~:tyt.•{f h,\· Pn'lymc· lmnHHH)~I~:-~a~r, -a . ..: dt•:..ter·lhNl uw.k~r "'Exp<.'I"Îrll('llhtl Prm•Pdurt·::-:." l{psult}o!. 
.··d10\-V a t~'pkal t·~pt·nnu·nt f'Ppt_•Hb·d twtt~~·. U. t.ime ('tiUf':.;t• of ci\~1 P prothwl HHl in r•'i'{pnn:o:~> to PD< H•'-HB. tlll'on1hln, nnd f(jf'. 1 ConflLH'Ill qul{\...;("t'nt 
Il.~(' \.V(•J't• "xpwa~1i lft Pf)(:J..'.HB 1:!0 ng/n1l1, tht'nmhin dj unif..::.;/miJ, ()t" ICF'-l 1100 nJ,t/tnlî ·/(n· \'Hl'ÎüU:-> pel'IH<I~ Hf tJnu~. (.'AMP w:~~ ~·xlrlld(·d <Hlcl 
mP:J:-·(tiJ'f'd Hf'> dt•scrlhNi maler "E:•q1('1'jmt.•nt.al Pt·nel'•dnrt·.)o' .. , lt"i>""ltlt!"' :u·e llw lllt'<Hl .of 1\\'H indq>endt:nt PXflt'l'imPnt.:-- nnd ;Hl' t•:o\prt·:-.:~t>fl ni-( -ft,~d ovPr 

hasallt•\'(<ls 12.:20 fmn1/m•~· JH'Htt·itll, fn ..... ·t·L c;\~fP ltlhihit~ !hP rnit.r1_genk ('fti~ct ofPDCF-fiB ~Htd thromtün. ConlhH•nt t!Ui{?set•nt Pvlls lJI'Ptl''l·aü•d wit'h 
10 /l:\1 f(tJ;.;}.;.ulfn Hl' lts vdtid(• Wf't'(' :-;tinnd.Hlt•d \\:ilh PD<"a·~-BB c.~o 11~/mll or tlll'OllJhîn 1:1 Hnlh4m)} mui [>UI~t·(t wit.h ,_!llfl hymidînl'. !:11·rrrh.vnlldinl' 
tll<'tn'}Hin>li itm IHlo 1>1\"A WHH 11\f.'Hf'Uf'~"fl a~ dt·~cr·ilwtl tllldt•r '"ll~xp.<·t•lnu.•nkt1 Pt·oc.'''dtl1'P:-<_" Ht•:-::uh ~ 1 mPün ~-E .• 11 :{- -~ t'<'•q.H•rinlPnL~' nn~ ~ 1:->jlJV:•.;:~r·d 
;!;-.1 ··f(llfi ()\'t•r h;u•all fi:lo :!.10 •:prn: /-'. 0.0!1 ror pf'f{_l('t tifl(w~kolln ~- ( ·. ibup!'oH.•n hlunts till! Pl14.'lt:'1 of PDCI•"-BB HIHl thnuubln l1JI c.A.:VlP -produdion. 
( :oaHw·nt <pi;P;.;r·ptll n:·ll)-0; "'··t.·n.· pn•ln:alt·d (nt· :~o min y,:Jth fi{) y-!\! ihuproH•n fW vf'hü.·lt: and Wl're ?'itH1H1hlll•d v.--\t h Pl1f H•~-BB (20 nWrnll m· thrnrnhln 
lt) !tni\!4/mlt f~H' 10 nlin lffH'iiJ1 ' M.E.; fJ n.o.:. ('Oillj)Hn"'d v.:ith untrPtdc·d t:Pll!i) 

,-is ;md El1K adivuiio11 Wl'r<.' as,;a,vt•d fi>llowiu~ bloekaclt• of (hi;; 
pathway h~· t.ht• COX inhibitnr ihupnii(•n-

lt is wPil t->'l:1hlislwd thut :wtivation of ERK b.\ g-r•nwt.h lü('­
tors is un import~wt c•arl.v '-'l.ep pr•eeNling t'l•ll prolif(,•ation 117. 
:n'· PDCW-BB t'<1Jlidl.v Hlimulnt~'d EHK, inc.lueing a maximal 
m-tivation within fi tn J() min. ftlllowed by a dPc1'<-'HI<l' ln a 
l"nsta.ineli!Pn•ltèwal k1•><l 1 h iFig. 2.-\1. ~t.imulalinn ofJ.:HKb.'' 
thrornbin "how<•d a JWnk at i'"l--10 min and rdw·ned io basal 
l<•vcl~ within 1 h 1 Fig. 2HL Prelreat.mt•tll. nl'cl'll..- wilh ihnprof(•n 
IH'f'tr·ent.mh•nl mark~·dl.v potentiated tlw nt'tivation prof'iiP nf' 
J<:RK hy PHC:W-BB ot· thromhin. ln \lw pn•:<t'IWt• nf' tlw COX 
Jnluhitm·. 1wak :wtivatinn of J-t:RI< by PD<:F-BB was ucht(:\'ed 

afh·r 10 min. l'Ill' <!<Jtn)>O\md elit! m1t afli"<:t. ~tirnulation of' I•:RK 
b.v I'IH:F·-BB al enrly tinw points lmt synergi;;tieally t•nhan<'f•d 
EHK aet.ivatitJll 11-tun l 0 min on ward ( l•'ig·. <lA). A~t ivation of' 
EH!\ hy t.hrwuhin was a iso mark<'dly puh•ntiat~·d by ilnq.n·of\-11. 
althoug-h a;; r-al'l~· a~;, min r Fi~(. 'l.BL Finally, tlw COX inhihitnr· 
mndt·r·at.l'ly t•nhnnced lwsal !•:FU< aetivity.lly pn•vc•nting-vndog .. 
t•nous rPI<'Hst' of 1-'( i. 11 >'hnuld hP nolt_•d th at PD<11<'-BB has u 
d"ln.vPd <'ih•.-t un P<a~" and e/\1\lP ><ynlh••"is. a~ t•nmp:m:•d wit.h 
t.hrombin rl•'ig. 11. Thi:< t.inw fi·,unn i,; in kellping with 1'111• 
pott•ni.iati11g d'Jh·t ofibupml(•n un EHK activntiun l.rv PDnF-BB 
and thromhin 1 Fil-t· ~l. 

lhuprul(,t pr<'ln•atJu••nl synerg·i,:,tieully <'lli><lllet•ri Uw milo· 
~enie Pll' .. ct>' of t.lll'omhin und PDCV-BB at nil eonet'nlmtiom; 
iP>'((!<I <Fig·. :l. A nnd /h Tfw c·ox inhihitur int:t'('HsPd i>asnl 
Il NA ~.vntlwsi" h,v 2--lhld. ln cont rast, ihup,·oft'll (H'P(t'<'ai.nwnt 

mnxinwll.v incn•a.-<·<1 DKA :<vntlwsi;. of PDCF-BB-t n·nü·d eells 
h,v 10 11-11>111. "" t•ompnn•d '"'Îlh tlw 4-l<>ld ÎtH.TI'Ili'e in er•lls 
''"f""'ed ln PD(a'-BB almw rp 0.001 b.v 2-wu~· ANOVAI. 
Thnnnhi11 a lotH> t';ltlsPd a 2-fi,ld itH'I'I'JJsr• of thvmidirw irll'Orpo­
ratiun, whieh r·osP tu ï-fi>hl l<>llmvin!-( ihuprofi·n pr..tn·atnwnt 
lp OJJOI b:- 2-wny ANOVAL S.imilar r<'stdb WP!T ohtaim•d 
wll<'n <"<·Ils wen.• ><lituulat<·d with 'i'•i huntan ~t·rum in~ü·ad of 
purili<:d v:mwth litt·ton< r.not show11 '· f\~ r·xfll'<'led. !.lw eycloüxy­
~;l'llllS<' inhihitor did nol pntrnliutr• t.hr· ef'fi:•ct oi' Ha<-! <Hl DNA 
'.\'ll1IH·-"i" 1 Fig. ;){ '1. Tht• s,\'lH'I·gist ie e!li•l'l of ihupro!i•n 1111 
f'Jl( :Jo"- BI~ or- thmrnhw-indltcl'd mitogPtiP~is wns mnlir·nu•tl by 
lllll'h·:lr <ltlino·;uliograph,v r•xpPrinwnb 1 l•'ig. ;l/)1, f\ltog·l'l.la·r. 

t h•·~··· dai ;t 111d '""' '·' 1 hut i 11 rn,v<>lill!'obl as! it HH( '. J>f)( ~ F-BB and 
t hn1nibin :-·d 1n~t•la1·(' " l .. n/cAl\..1 P pat lnva.v 1 hat n:doc·t·~ a{·t ivo­
( cou of Ji;l{l.;: :md d<'L't'Past·.~ t.h<·ir l'fli-ds 011 n·ll prolilr•mt imL 

Fu:. 2. lhupr·of<•n J>ot<'nlint<•H IIC!.hmtion of ElU{ hy J>IJGI•'-BH 
and thrumbin in human rnyofibnthlastk IISC. (\mlluenl qtli<·:->· 
{'·Pnl cd1s '\Vf'n' ptdn.'ated (~lt' :JO t11ln ""'il h flO 1'·:\i -ihüJ"t-t'uf(~n 411' ît~ \'(·hîeh· 
aiHI slinnrl<!lt!d with ~Onglml Pllla-'-llllii\1 nr~ Lmi1,;/mt thromhiri ,fi, 
ltn· \-ariml:-: 1HTinrh.;; of 1 ina•, EtU< m.·tivity wa:-; IHt'.":I~Ul't'd a;-; tft·'HTih-('fl 

und~·Y "Expt•rinH•nfnl Pr!W('fh-lJ'(•F." and t!nantifu;-d hy plwsphoimagt•r 
:maLV:"-lo~· .. B.t• .... ults· ..a tv tlw nwun ~ :--i.K nf thrPP lu fhtn· t~\:fll'l'HHP!ll~. 

Tlw ml<' nf' fltl' Pilfl'!\J\IP pnl.lrwuy wa~ further· sup1mrt.Prl b.v 
<'XJll.'rinwnt., in whieh ilnqJt•ollm wa~ nrltll'd ni various tinw~ 
b"h"'" or· aller· th!!' intwduction nf growth f1wtors. A~< ><nnwn 

ahm:c•, introdud inn or ihllpl'l'>k•n :w min behr<; tlw addition of 
lhmrnhin i :JO min1 maximnll,v l'nhanet•d tlw nlilog<'nic· c•fli·t·! 
nfllw pL•ptidt•! J.'ig. 4 /1 i. Addition nf ibuprnfi•11 :;o min af'tt·t' th<ti. 
of thn>mhin i ':JO min'J tlho ;;;ynL")âsli~nlly cnhall(.'(!d il;; mitu­
g·cnir rd1i"·( :iltbough to a lowt~l· ••xtNl(. U)-fi>ld at ' ;)() n~in. aH 

compared wil.h H.:ï-fhld al. <W min. p 0.001 by 2~wtl), 

ANOV:\ '· Ttw pot1~ntinting !'HI'cl of îbuprolht was no longt•r 
nh,.:t>r\'Ni wlwn tlw l'<>mpound wtls nddl.'d 6 h uftcr thrombin. 
Similar n•~<tllls wr;n• uhUti1wd wht'n c<:•lb wt•n• l't.imulaü•d with 
J'])(;F-HB ins(('ad nf thrombin tFig_ 4Bi. Thc•sl' data indil'nte 
Lhatgrnwth filt'Üil'S s\imulnh· (•arly ns Wl.'li ns lait• pmduct.ion or 

Pnt·:~~· 
1 ,liU' .'<_\·nt.IW~I:< tif J'fi K. l'Oulr.J hP dPlllllllst.r<lh•d h,Y st.llrl,Vil1j! 

liu• n•gu]alÎiill pf imJucihft• lypp 2 eHIIl<IXH~t'llliSP ICOX-:~> l'X· 

pt·!'s,.;inJL i\s shnwn in Fig. i'i, a 6-h lr<·;,lnwnt wîth 1'1)(:1'-BB 
:tlld fhl'll!llhin llfl"l'l'gUl!llt•fi COX~~ I'XJIT!'~Siol1, WIH'rt'll' (( ;~'-] 

hmlno dft•t•l. ln ('ontr~lst. 1'1 )(:f-BB and Lhrmnbin did 11nt altt'r 
('():'\-1 pn1h•iu ··~f.H'P:-:.sîuo f Fig. :1). 

Altogl'llll't'. tlw.,,. l'<'Slllt!i ~hmv thal both t•ar·l.\· and bilt• pm-
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Fi• ;_ :î. lhup•-of<•n H~•nN•gi.:ticall:y t>nhancéH tlw mitogt'Bi<: .ef­
t'-·cl of PIJCit'-BB and t.hromhin but not that ot' l(>f<'-1. A-C. ..lk<'l 
of' ihupl'o!l·n Hll i''tllth!-·'midint~ liH''HI'Jlm·atinn n1 n·-.:p~nir;.;t' to (>Di.:F'-BB 
1:'\ ~. lhrnmhin 11) l. nr H ~F--1 1 ('\. t 'onfluf'•n1 qtri(·~c~·nt cP lis wc re pn·­
tnsttl'rl rol' !Hl 1n1tl \0.. i\h ;)Op,:-..\ ibupt•nf(•n or it.::; Y{·hid\' and :-:ttmulah"rl 
wdh \';u·yiü~! emwt·nfration!" of PlliiF-BB 1.;\ 1_ thrrnnhm t/11. or H~f-1 
{( ',. l·'Hn'hymidüw· înn\rpont1 ion i111n I)NA wa~ û,:'i:-:;ayt•tl n~ d-<:r-u·llR•d 
undt•r "l~:.xpt·r·inH•Htul Pr·m·i.•rhH'f•t:." H•.•sult:-: ~lf'f• tl·u,- nH•an · S.E. of fi \t't' 
PXjWrinwnt...:; :wd iH'I' ("'1\prt'!..l.~l'd a:-o ~((ll!l nv1·r ba~aJ lf 1 \t•1~ t})Pa:-.;un•d Ill 
tlw nh!"<•rWL' of ihupn1n•n, /), nut.:ÎP<-tl' nutoro:Hiiugn\flh_\\ ( ~fltlfluPT\t qllw_:.;:­

t'PJlf ctili~ \\'t'l'l' Ll'U:.l1Ni in thP '-'<-Hnr• <'nnditiml:» :1~ aho,-t:'- \vlth :tU ng/ml 
f'fl(:J-'-Illl, ;, unitsiml thrnnthin or lOO ng/ml 1(;!'-1 'l'lw llli11Jiu-r uf 
n•pli~:nti ... 'f• t'Plis \va;-; H~t'f::.;sol~d a:-. dt'>..:f'riht•c1 .und~··r ·'E;.q)f~rlrtlf'11ti'il Pr"O(t·•· 
dut'<'~.·· Shown is .a lypknl f'XJWrinH."ll1 !'l'Jlf.'ated {.\vin•. 
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Fic. 1. Tinl(a (~Our~P of th<' t'f'fv€"'t or ihuprof't•n on the nlitOJ(t•nic 
ac:-tion nf !•Ont'-BB :.nd t.hromhin. ('onllll<'tl! qui<•sn·nt cPlls WPn• 

Hlim.ulah•(l with PD(_il-'-BB l ~0 ng/ml! 1 A 1 IJI" thnnnbin (;}unit Riad' rHF ;11 

f inH• n Jhurtt·nlf•n U)fl IIM 1 'WH~ ;Jdd(~rl tH tiw pbt~·:--r r.~Jtllf'l' :~o min hdin-~· 
or at \';trilllli~ tinws all~1 l' in1roduetion nl'~~rü\\-Lh litctm·:-;. V 1J-UTh~'lllÎ(Ï!fiJ' 
in<'tU'pm·:.ftifJH inlo !>Ni\ \\·.:-,;-.; H~sa~T·d .tt. ;HJ h. ns i!t>~('rihi~-<1 undt•r ''(i:x~ 
1wrirw:ntal Pron•dure;i." Ht·sul!~ at't· !lw FllP<ill "' ~.1•:. of fh·e t'~pt•rl 
nu·nt.:-o and an• t'XJHT·;-;~·H.'d as -t(:;k! O\'t•r· hn::-:.al }pv(•l~ Hu·astn•pd ill Jlw 
;:lh:-:t•Hc~· nf ihuprof(•n. ~·.j) · 0.0!"1. 

duetioll oi'pro~f.ag!:w<liru-: llc<·ount for the neg<ti.iw• rpg;ulation nf 
tiH' mil,_>g<·nie dli,•ct o( J.'{)(3F-BB and thn1111hin. 

!ll)(;VBB and 'f'ilroml>in Up-n·.~ulrtf<' /<:'!' R<'!'<'plor~ c>i(f n 
Pmsla~!ondi~thAAfP l'ai!JII'tJ\' 111 /1umr111 Myo/ibm/JiaHfll' 
!!8(' \V<· ha\'t' ,,-,,·iomd_v shown. !hat ilindin~ of I•:T-1 '" its 
ETB ""'-'''pt•n·, inhibits JWnlili-•m1 ion of human lIS('. nnd th ai 
f'~lt~Pnnurdy :1pplivd P<;F~, and/o1· eA:\'tP up·n•gulatc• ETH ruM 

<'<'PI<ws (!-(,·li<. 1 :) nnd F>: Fïg·. ï 1. T!wr(•li>r<'. wP invP:<li~al«d 

!<'Iii.:>. Pl)(;t'-BB and thr·omhin, but nul IGF-1, indue(• COX-2 
prot~)in ('XJn·-t"~s""ion~ l'onfltwni ~Pn~rn~dcoprl\·,,d IH-~C 'Wt·n· ~1.irnnlah•d 
f'm·•-; h \~·,th Pllt~F'-BH f~O n~'hul1_ throml)it'l iif uniü:./mlt nr Ha'.J ~~HU 
n~/mL fn~-.;;f'f!, l'elllys;:\tPI' :md \Vt•..;.h•t·n hlot anal_vsh.; \\'t•n· ~.tf.'l·fnrnwd a~ 
ch·:~n~ih~·d ttn,Jt'f' "Exp(•t•irn-t.•n!;il Pt•ü<·c•rhn·f•:-; .. ••~Îr1~· n !>lt'Î•:ctivc- nHtihod_v 
dll'f't:tPd vitÎH't' ng-nînst {~( ):\' .. l flr ( •(J:\<~ rH'f5tf•in ;\ l,\ pf,•:tl :l!J.tonJJJj,, 
PJ'HIH ~~ ~!10\\'ft. \\"hil'l'l \Va'!-' ,.P!H'O<ill('('d ti.-\.'Ît't.'. 

"··la-thPr I'DGF-BB and thrornllin may itll.'l'<'ll>W lht- gt•owth 
inhibit<H''' ETB JW't'plors ''iu tlw l'fi/e:\:\TP pathwa.v. 

Tl"<'atnwnt of TISI' fèw :24 h with I'DCI'-BB < :W ng/mll or 
thrombin tG nniis/mli im•n•n:-<<•rl l•:T-.1 hindin~ ~ii.<•s h,,, ~~.2- a11d 
J.:).J(,(.-1. n•.<p<-diw·ly, wiHT<'n>< lflF-1 lmd no t.ffc-d 1Fig-. t;>_ 
Tlwn• "'""no sigllÎIÏt':llll. dwn;.:<' itl t.lu· K,; with eitiH·r p<.•plid{• 
lno1 shown '· Tht.· ini.T()HH(\ in ET n:t«~ptor:-: wuK t.inu~-d~·pPndt•nt.. 
ln PDGF--BB-tn.•ni!•tl t~P!Is, !lw nnmlwr nf r<'<'PfJ(Ilrs ms<' bt' 
2.:1-ltlld wît.hîn 14 h mul •·emaitwd J•!t•va!c•d unt.il :N h 1 Fig. ~~,11. 
ln thl·nmhin-trP:t!Pd u•lls. a maximal I.G-ti.•ld im·rpasp ww' 
lilllnd nfkr :: h. wh id• was un~.:han~wd on•r 24 h 1 Fii~- oH'. \\Tf' 
al::<o as~t·ssl·d t!w cili·ct nt' I'DUF-BB al!ll lhromhin <lll ttw 
di>'trihlltion <1f ET/1 nnd !•:TB n.-n·phll'!'i. ln contml cdt><. ~;Tr\ 
and l•:TB n•n.•ptor,- W<·rt• JH'e1iJ•nt in a proportion of :,iï:-Hi. 
C ;rnwth lü ct ors did not. modifv llw JJmpnrtit'n of l·:T rt•ct-ptm·s 
':iO:fiOt. ~o th<lt llnth !•;TA èH\d [~TB n•e<,•pt<ll':< WN\' up-n,gulakd 
hy :.!.:! .. :md L:'>-f'old in l'IX:l•'-BB :md thromhin-U'I;atNl ''"Il". 
rP~f)P('f ivP1;v r Ffg, 7 i. 

\Vt.' IJI'Xl l'XIll11ilwd lhl' I'(Jif• nr tlw PG pnthwa_v in tlw l'<•gu­
kli.ion of ET t'<'l'<'pl.ors. ln un.,l:imuhl<'d ~··lk. ihuprofi•n alnnt' 
did 11ot all<•t'l tlw nmnhPr ni' !~TA t'l'tl.'ptm·h lt'oni.r-nl: ~!Il 

fmol/mg· jll"lllt'in: ihllprofpn: 19 r fmoi/mg j)l'fllt'll'l' hui c<l'lt•l.'· 

tin•\_\' dnwn-r·•·;~ulalc•d ETB l't>et•p!ùrs lw :,{1'-; lf'fm\\ !HO tin11llmg· 
Jll'<llPin in l'«lltl'lll t•r•ll:-< to !JO fmnl/il1g' p•·ott•in in ihttpr<lfi•n­
pr<"tr<·atr-d t~f'·ll~.l by prr>\.'t•ntin~ (•ndogPiltlu;.. I"<i n·lt-·asP. { .. p .. 

n·gulntion of ETA J't'l'<'pUH">< h~- l'f}( :F ·BB :111<1 t hnnnhin wa~ 
nol I!Hl<lifi''" f(,Jiowing- il.n.iprof(•n prt'tn:atm<•nt r2.() .. and !.!) .. 
fol<!. r<'~P•-•t'lh'L'i)·i r.fîg. 7'. ln tontra~t. ilmprol!.•n tqtally down­
regulatt•d I•:TH n·cr•ptnrs in PDClF-THl and thrmnbin-lr<'al••d 
n·lb 'Fig. ï 1_ !'ill!l'd J\'l'ly. t_,lwst• l'Psult ~ indiL'tll<' th nt PllC 1'-BH 
and thromhin in<T<'ll>'t' hot h ETA and ETB n·c<:p!.<H'~ in m_votl 
brohJa,,tir HSC. Howt>,·t·r. hlotckar!P of' llw. l'(;{(·t\l\lP 1mthway 
~IWl'Îlirall_v hl tt ill:< r.lw up-regl.Jiat ion of F:TB rcceptor,~ hv hoth 

lll'lliidt'~-

!llO'! '1 ';.1>'1!1:\ 

ln tlw prb<<•nl sltH(v. W<' dt•mnn~ll'!ll<' that in human tll;·ulï­
hrobiCJqit: IISC. PllGI' BB. and Lhmmhin W'll<'t'nl<' g1·owth ill­

hihi1<ll'~' sig-nal~ h,,- stirnulating H pc;f<.,Al'>lP p:Hhway. Adiva-
1ion of tltit-~ :--:Îgnal ('011!1l{'f';H·ts tla•lr 111itogPnic t·tlf.•-c·t~ h,\ 

blochmg tlw tr:m;.;ductinn pathwa_v lPading 111 Il~(' pmlilk:1-
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J.'n;. ï. l'UCW-URand tln·umhin up-r .. gulate both E'I'A 1111d t<:TB 
r<"'t"t'"t>lnt"S and ihup•~oft•n bJunts up'·Pt•gulation of ETH rt'C("ptors~ 
f•;'TA ;md l•:Tii n•rf.•ptur~ WPt'P rfpt(:rmlrwd in t'oltîj)l1tit ion ('Xpj•rinu.•ntr:: of 

l.'~''i-ET-1 hinding. q;:ing \'~tr:virlg {'f)fl('L'Jllnl! ICJI\:--ô or tht· ETH Hg,onts~ 
!:'Îar:dldoxtn-~f~(' aHd Hw J•:'I'A :nlLlJtuni!-.1 Bq t~;L :1.:-- ck:..:eril.u . .>{l lHlllc·r 

"f':Xppr·inwn1al !'I'H('I'lh.n·t~};.'. Ht•Hult!-1 ~·lHl\1-.' a t:vpirnl (~"\IH'rinwnl rP· 

IH'tlh•d 1\.'I'Îl'f' 

lion and h:1· UJH'egulating r.:Tf1 l'f.'l'<'IJIOI',; Hw lh•· gt·owt.h itlhih· 
il or~· pPptidt• I•:T-1 i 1:11 

Binding of l'lHW .. BH lo il>' tvru,.;iJll' kina~•· n'<'<'IJtor and ni' 
lilt'OilliJÎil ln Îl.l' (; proli•Ïil·t'llllj)ft>d l'f'f.'<'pi.lll' 'timufntp prnfifh·a-
1 ion or :1 tl(lllJhPr nT n•lls. illelJHling: myofïhrohlastit• HSC 117. 

~>Il A ~tril,ing point nf' tlw JH't•>H'Ill ,;tud.v is th:\!. allhough 
milogvnil'. I'[)CF-BB and tlmnnhin nlso g'('ll<'J'fiÜ' ~~·ow!h in· 
hiilJtuJ'~· !'<:Jo:. ... in hnmnn m.vHiïh,·ohlasl.ic• 1-JSC' J)f)l. Tht· Iwo 

rwpt.id<.·.• dJt'it t·;~dv PGJ•:._, prmludion bv acli"ating ha)-lal C'OX. 
n•,-;ultJng in ci\.:\.11' :U .. 'l'tJillldütiHll fVig. 11. Hntl HL....:.o proannh'' 

rf,•lavt·d indul'l ion of' 1 :OX-2. Ho th <'111'1.'· and dPiavN! Jlrildud inn 

of l'CE._, ll<~g-llli\'Pl~· n·g:ulatn !ltt· milogt>ntc pf'fpet of i'DC:F-BB 
aral lhromhin. Tlw •·nit• of the <·arlv svntlw~is of P<:E. ;,. dpm .. 
<m:;Lral<:d h~· two lint>« of pvidt•nœ: Iii nddît.ioll of' ibupmli·n 
afl-1'1. tlw llt'ëii!Tf'tlt'C of llw ... arl.v t'f'k(ll'(' or PGE~ i :;o min. ~t't' 
Fig . ..) ' n·dun•,; thP potentintinAt dl'!'l'! of' r ln· COX iuhibitur on 
ll.i\'1\ Ryntlw.~i~: <·llld 1 ii l ihupt•nl'!'n prd.r('flt.nwnt t•nhmln·~ EH K 
IICtivation hy bnt.h gn.JWI.h lildm·~ witbin rninuü•s il"ig. ~!1. l'lw 
gJ'nwth inhibitor.v signnl evok1•d bv I'IHW-RB and thmmbin 
a iso inl'oh·t·~ th•lu.''r•d induci inn of COX·i <'XJli'PKSinn: th us. t.lll• 
potpnt iat ingdfN·t ofibuprof{•n on DNA ~.vntlw>:i>: i>< suppn•ssecl 
nnly wlwn till' COX inhihit.nr is :ulrh•d un ... ,. indu<'! inn nf( :l )X .. ~? 
hy hoth JWplirtN: hus Ol.'rlll'J't'Ü <l'ig. 41. ln agn·•~mt•nl with thP"'e 
Lküa, "''' rt•t·<•nt.ly obl'et·vpd th at imh11·tion nf r:ox .. 2 is involn•d 
in Llw antipmlil(•ratin• pff(:rt nt ET-1 ;ntd Tt\l'-;r in human 
myollbrnhln~tic llfiC.'' \'VP condmlo thai tlw mil.ot.wnir l'lh•t·t>' 
nf' Pf)(;F-BB and thnnnhin rt'Hult fnnn ,-imultmn•nu~ ><t.imuln­
üH·y a11d inhibitory ~ignal;;;: n g-rnwth cnhancing palhw8.1'. in­
volving il('l.ivntion nf' f~HK; and. a grl>wth inhihitory signal Ill<.'· 
diah·d b,v a PCfcAl\IP pat.hway. whirh rt.•dut:es t.hP mito,,,,..,;l' 
pfli•ct of' Lmth grnw!h f(lctors. Tt ><hould l)p nut.ed th at. adival.ion 
of the PC:/cAMP pnthwu.v is not n gt;rwral fi:·at.un· of t~To~inc 
kiwtst· rccq>t.or activation. l'hw•, IGI•'--1 rhw~ not. <·nhan{t' t•arl.v 
produt·tion nfï'GB, and cAJVfP, c·itht•r in hunwn li SC i Figo. 1! "~" 
ill hu man vasculan.;nwoth mH;:eJp cdls 1 !SI: rwillwr dtJc•s [(;F-1 
all'eet C'OX-2 protein t•xpn•ssion 1 Fil',·. !'i '· 

ln lü.'Pping with our l'P~uit>'. !"<•N•nt ,c1.udi<•" fH'<Jvirl" i•vidPil<'<· 

ihal. gTowth fitdnr~ mav J)nsitivt•lv and Jwgntincl.v n·gulak cr·ll 
prn!ifN·ation. l'ia f'G ancl/nr cAMP. ln f'OR-7 n·lls. Î:<opmtN<'· 
n"l ralH•s ~AMP nnrl EHI\ ~wti\·H~· mHl ae1ivntion of EH!\ by 
i~fliH'ntPn•no\ is l-•nhnncpd wlwn hlnckîllg; tlw l'i\MP p;rthwav 
1:W1. ln hum:.111 vas<:ular 'mnoth must•h• t'Plis. PDCF-HH is 
mitngynic but nl~n ~timulnt<'~ ,..~·nLlwsis lJI" ~mwth i11hihilm·y 
p(; Il~. !!:Il. FinaHv. in hunwn f(•t:JI hlllg' Jibrohlnsts. indn­
nwihal'in >'llpt•t•ss<•s th{· nntip.rnlifi'·rntive dTPd. of TGF~l and 
t·t~~1ntt\~o.; ils nütng•~IÙe pff('tt ~ ;.34 L ThPsP oht·la.-rvntion~~ tog't't~H'J' 

wit.h tlw n•sul'~ nf tlw pl"t>:-wnt stud.v. ~lrongl\' suggl'><t that a 
P<1 am.l/or· el\1\H' patllwa:v n•'WltivP1y t'r•grdatr•s !lw mitogPniC' 
pf'f•••·ts of n•t•tnin growth Ji1dors. lntPn•stingly. in NJII:rl':l f1. 
ht~)hl:.t"!~. PllCF-BB tH:t.ivat.es Hlf{P,.l JH'IIi.<'ith. whid1 in l.urn 
eounü•rai'L tlw mitog<.•nie l'ffi·•cl. of !lw Jl''ptidt• 1:1151. Whr·thPt·l'<: 
and ei\MP mav acti,·nlt• SIHP'd proh·ius in lnlllHUl lli:l(' rt•­
mnin;; tu lw dt•lt~rmitw<i. 

V•h• han• pn'''iow;ly Hhown t.hat. gT ·1 inhibit:< pmli!t•nttinn of 
htllllllll mynfilll'llhln~tic H~C ''iu it.N ETB t'c><'f''pl.m'"· Tlw pt'<';rl'•nt 

~tudy dPllllln,;tralt'" thal tlw PG pathwn.v <·Ictivnt.Pd hy 
PD(a<-HB and thrombin up·regulnl<'s ETB rPct·ptor.~. Th111<, 
both growth fitdor' rni;;•• t.lw numlwr nf !·~TB himlinj! .':'itl:l". antl 
ihuprolh1 blunt~ lhi~ incn'il"'''· Tlw.••· rP;;ult.~ nn· in lint· with 
our pr••viou;; finding thal t'xog'l'nmtsly add<·d !'(~]~~~ m)(i 1'(11 .. , 
up·rq.:ulatt.' I·:TB n•n.:ptu.rs in th''""' t'Pli:-. •J;)). In CllHirasl., 
l(iF·l dm•,_; nol am•{'\ COX<<! Jli'IIÜ·in I'XfJ!'I'"~ion and prm<tag·· 

landin pro<lul'linn and lm,; 110 dl'ect on !hf' rn1111h.,r of [~TB 
n••·•·pton<. Tlu•s{' n•sults ell'ady t·~t.,hlish l.hnt f'(; protlueliun 
phl~-~ a <'t•ntml ruk in tlw rq;ul:ilim1 nf ETH r·ecl.'plor~ in 
lnllll'lll m~·ollhrohlasti<· liS('. li p-n·;~tdat.i<m of gt'uwLh inhibi­
lnrs rf•cr·ptnr-s b_,.,- nÜlogPns is an iu1portan!. :--.tL'p in tht 1 nPgutivP 
•·ont ml of t'<' il pndili•mlion ':\tl i. For inslww•·- "Pi<lt·r·l'nill grnwl h 
1:u'tnt'' up-t'Pg'1.dtltP~ :--:o1H~1tnstatin J'PCf\]>t(ll"~ :n1d Pnh.ant(\~ thP 
nntipr-olif~,r~a~ iv(' of SfHllatn:::tnt in in panen•:.1t ie c'·;nh·t·r l.'t>ll:-; 1 :~t·; 1. 

AJ:-w_ tJ•;tn~ffn·nlÎng· gr,ov:t h f~tchH' fi inhibits prnlif'€·rntiml of' rat 
llSf' and,{ .. ,., . .,,""" P11CF rr•n•pim·s ;;{71. Th<•J'd'nrc•. il 111a_y IH• 

~~•m: .. st•·d thal <IJH·•·gtdatinn nf ETB n·u.·pton; by PDC:F-813 
and thmmhin <'llhaJJe<·~ llw anl..ip!'olifî·ral ivt· d'li·d of' ET-1 ami 

· (::dio"'· 1 • lhhil1. A .. 'J';w . .1 .. ,\ln<"lnnf. .f.. '\blini. .\ and 
l,.ot<·r·",-!"1"- ~ • Hl!-1~· ,/_ llml t .. Jn·'n 27:1. :!:! 11<:1 :n !l'JI! 
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:lfitogem; Generai!' AntiprolijèratiL•e Signal.'> jiw HSC 27:305 

Lht•t•eb.v psf.<~hlishes a 1wgalive [(,edbm·k of Uwir prnmltog<·nit· 
dlh:L Along this lint·. il ~hould he not;•d that PDGF-BD and 
tiH'omhin ;;timulatr- si'L'l'P!Înn or ~:T-1 in a numlwt" 11f l'Pli;;, 

indudinç: hu man 1-ŒC. and thal expre;-;;;ion ofET-1 i;; markNll.v 
incrNtsNl in ihP liv<>r dm·ing ehnmü• livPr diseases t:~l-1\_ 

BPsides r~TB rt>t·eptt.>rs. human rnyofihroblasiic HSC :1l,;n 
L'Xpi·es~ ~:Ti\ t•eeeptor·><. whit'll ntNiiate lht' eonü·:u·.t.iiP pfleèt of 
ET·! t 1 ;{. :3!JI. I'DGl<'-BI3 and lhmmbin iner('ttse It:TA binding 
sitP!'< hy a nwehnnism mu·•dutr•d to PO pnl(hJCtinn. lnt~•·•~··st­

ingly. thrombin t:•nhnnees ennlradilit.y of myofihrobla:<iie HSC 
1401. ln tlli>< n•,;ppct., lw~it],.;.; it~ dirPd eontraetîlt> diect. thl' 
pt•plidt• muy also indit•t•ctly incn•nse HSC eantr:wtinn by t•n­
hnn<'ing üw PliPet r>f I~T-l f<-•llowing up-rt'l-11tlation of T<:TA 
r•peeptnrs. 

ln uxpt•r·ürwtüal mmh•IH nflivt•t· injury and in hu man chrnnic 
liv<.>r dist•a:lt•, lll?uJibrnbla,.t.it· HSC prnlifet'Utt.> and :.u:cumulnh• 
in ''""Jltmsv tn cytokitw;; and growth fm:turl' pt·oduc~Jd locnBv 
<li. Aœui'Clingly. PDGF expr·p;;,.itm i,.; inl'!'PH,.ed in infiltmting 
in!lamm:ll<li'Y eelh.; and within librow; septa and sevc•rallint>H of 
Pvirlem·" sugge,..t.t.hat l.ht1>mhitt is nlso gmwratcd in J'l!SJ)nnse ln 
livvr· injury 18-Hll. Mnreov<,. .• m.voilhmhlastk HSC :;how in­
ur.•ased lt•vl'ls of PDGF und throtnbin r·pouptors during liH'I' 
injury, nnd t•xpn•s,.;ion of llw PDGF n!ePptor has lll'en r-orm· 
latHI lu tlw activily of the libroprulifemtive pl'tlt'!JS!i 18--101. 
St;nwal ,;tudit•s han· fi>cu~ed ün tht• molccular rnechilni><ml< 
•·esp()n~;ibk fùr t.he gruwth-tmhnncing eJli:,ds uf PDGF-BB and 
tlll'mnbin in humnn m_vo1ihrnhlnstie HSC. Our fill(lings stwd 
lighl on JWv(•l g:Yowt.h inhihitor.v pathways e\·nked h~' th1:'5l' 
fll'pt.idl's. Wl' show that. in filet. tht· mitogenic pflcct of 
PDGF-BB aml t.hrumlrin ari~<<'" from tlw cnmhined cl'fl.!d of 
posiliv" anrl•wgativt• signnls, the latter tnmsdu~t'd by PG and 
l'r\1\H'. Tlw rn·umitog-(·Ui(· sign<d i1i <:mmt.ct'<~dt•d hy twn PG·d(~ 
pendPnl nwehanisms: (il a din·d nPgaliv.-, pnthwny th at inhih­
it~; EHK adivation and more .-lelay<•d PV{'ni.H involved in prolil~ 
er:üion: :md 1 iii nn indir·ed feedhaek th nt may ampli~v ilw 
ulltipmlili•nttivt• •·nf.-et of F:'l'-1 by 1.lp-n·gul:.ting- ETB ,.,,,.,.ptm·~­
Our n•,.;u] ts nwy have implit·aticm~ for tlw cumprehenl'Îon of tlw 
phy,.inpathology nf livc>r librosi:;. Tht•y .oul.n-wsl t.hat the final 
prnflf(•nt!i\'t' n•spnns(• dt'J><'!Hll' (}l1 the balant'<' of conflid.ing 
pmdt.ivP nnd tH'gHt ÎV(• "ignat~ PlieitPd "inmltnnt•nu>:ly hy a ><in­
gle g-rowl h far tor. l<'urther stmlie:; ~~~-o twcdml to beth' l' unùet·­
staml rrwtnrs thal may sl1il\ tlH' Jmfatl('(' t.owan:f g'I'OWth inhihi­
t_inn und then•by limit prolileraUon uf myoli.brnhlasti(' HAC 
dt~t'ing- ehronil: liV<·r tlisem.a•. 
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La thrombine et le PDGF-BB,facteurs mitogènes et antiprolifératifs 

De façon surprenante, le PDGF-BB et la thrombine à des concentrations activant la 

prolifération des CEFm, stimulent en deux minutes la production de PGE2 et augmentent le 

taux d' AMPc (figure 1). Cette production est bloquée par l'ibuprofène, suggérant 

l'implication des COX. Par ailleurs, ces deux peptides induisent également l'expression du 

gène de la COX-2 et une production tardive de PGE2 (figure 5). Ces résultats suggèrent que 

bien que mitogéniques, le PDGF-BB et la thrombine stimulent une voie conduisant à 

l'inhibition de la prolifération des CEFm. Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons 

étudié l'effet de l'ibuprofène sur la prolifération des CEFm stimulées par le PDGF-BB et la 

thombine. Nous avons observé une potentialisation de l'incorporation de eH]-thymidine par 

ces deux mitogènes lorsqu'on bloque l'activité COX par l'ibuprofène (figure 3) et une 

augmentation de l'activation de ERK par les 2 peptides au bout d'une minute environ 

(figure 2). Ces résultats suggérent que les deux facteurs mitogènes pour les CEFm, le 

PDGF-BB et la thrombine, génèrent des signaux antiprolifératifs en augmentant la voie 

PG/AMPc et en induisant la COX-2. Cependant, il est important de noter que cet effet double 

n'est pas généralisable à tous les facteurs mitogènes. En effet, l'IGF-1 ne stimule ni la 

production d' AMPc (fig 1) ni l'induction de l'expression de la COX-2 (figure 5). 

Des études récentes ont également montré que certains facteurs de croissance peuvent 

réguler positivement et négativement la prolifération cellulaire via la production de PG et 

d' AMPc. Dans les cellules COS7, l'isoprotérenol augmente l' AMPc et l'activité ERK. 

L'activation de ERK par l'isoproterenol est potentialisée lorsqu'on bloque l'augmentation 

d' AMPc (Crespo et al., 1995). Dans les cellules musculaires lisses vasculaires, le PDGF-BB 

est mitogène mais active également la production de PG antiprolifératives (Graves et al., 

1996; Bomfeldt et al., 1997). Enfin, dans les fibroblastes pulmonaires fœtaux humains, 

l'indométacine, un inhibiteur de l'activité COX, supprime l'effet antiprolifératif du TGF-J3 et 

révèle un effet mitogène (McAnulty et al., 1997). 

La production de PG par la thrombine et le PDGF-BB augmente le nombre des 

récepteurs ETB 

Nous avions observé que l'ET -1 inhibe la prolifération des CEFm en se liant à ses 

récepteurs ETB (Mallat et al., 1995a). Au cours de ce travail, nous avons également démontré 
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que l'activation de la production de PG en réponse aux facteurs de croissance augmente le 

nombre de récepteurs ETB. 

Le traitement des CEFm par le PDGF-BB et la thrombine conduit à une augmentation du 

nombre de récepteurs ETA etETB de 2 à 3 fois. Le prétraitement des CEFm par l'ibuprofène 

réduit séléctivement 1' augmentation du nombre de récepteurs ETB par le PDGF et la 

thrombine, sans modifier l'augmentation du nombre de récepteurs ETA. Nous avions 

précédemment montré que les PGE2 et les PGI2 augmentent le nombre de récepteurs ETB 

(Mallat et al., 1996). L'ensemble de ces résultats démontrent que les PG jouent un rôle clé 

dans la régulation de 1' expression des récepteurs ETB dans les CEF myofibroblastiques 

humaines. L'interaction entre des récepteurs relayant des effets antiprolifératifs et des 

mitogènes est un processus important dans la régulation de la prolifération de nombreux types 

cellulaires (Vidal et al., 1994). Ainsi, l'EGF augmente le nombre de récepteurs de la 

somatostatine et augmente 1' effet antiprolifératif de ce peptide dans les cellules cancéreuses 

pancréatiques (Vidal et al., 1994). De même, le TGF-f3 qui inhibe la croissance des CEF de 

rat, décroît également le nombre de récepteurs du PDGF-BB (Davis, Rapp & Davidson, 

1991). Ainsi, nos résultats suggérent que le PDGF-BB et la thrombine, en augmentant le 

nombre de récepteurs ETB, potentialisent l'inhibition de la prolifération des CEFm par l'ET-

1 et établissent ainsi un rétrocontrôle négatif à leurs effets promitogéniques. 

Nous avons également observé une augmentation du nombre de récepteurs ETA en 

réponse au PDGF-BB et à la thrombine par un mécanisme indépendant de la production de 

PG. Les conséquences de cette régulation restent à explorer mais il faut noter que les 

récepteurs ETA relaient la contraction des CEFm en réponse à l'ET-1 (Mallat et al., 1995a; 

Mallat & Lotersztajn, 1996). Or, la thrombine stimule la contraction des CEFm (Pinzani et 

al., 1992). On peut donc émettre l'hypothèse que outre, son effet contractile direct, la 

thrombine peut également favoriser la contraction des CEFm indirectement en augmentant 

1' expression des récepteurs ETA. 

Implication dans un contexte physiopathologique 

Au cours des maladies chroniques du foie, les CEF prolifèrent en réponse à des 

cytokines et aux facteurs de croissances produits localement (Friedman, 1993). D'ailleurs, on 

observe une augmentation de l'expression du PDGF-BB par les cellules inflammatoires et 

dans les bandes de fibrose. De plus, l'expression de la thrombine, du PDGF-BB et de leurs 

récepteurs augmente au cours des maladies chroniques du foie (Pinzani et al., 1996c; 
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Gressner, 1996). Enfm, dans les CEFm, on observe une augmentation de l'expression des 

récepteurs du PDGF-BB et de la thrombine (Pinzani et al., 1994; Pinzani et al., 1996c; Marra 

et al., 1998). Les mécanismes moléculaires impliqués dans les effets mitogéniques du 

PDGF-BB et de la thrombine ont été largement décrits et mettent enjeu l'activation de ERK 

et de la PI3Kinase (Marra et al., 1997; Krymskaya et al., 1999). Nos résultats mettent en 

évidence que l'effet mitogène du PDGF-BB et de la thrombine est la résultante de l'activation 

de deux voies de transduction exerçant des effets opposés, la voie négative mettant en jeu une 

production de PG et d'AMPc, et l'induction de la COX-2. L'effet mitogénique est 

contrebalancé par deux mécanismes dépendants des PG : i) un mécanisme direct impliquant 

l'inhibition de la voie ERK; ii) une voie indirecte qui pourrait augmenter l'effet 

antiprolifératif de l'ET-1 en augmentant le nombre de ses récepteurs ETB. L'ensemble de nos 

résultats sugère donc que l'effet du PDGF-BB et de la thrombine sur la prolifération des 

CEFm résulte de la balance entre l'activation de voies promitogéniques et antiprolifératives. 
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La fibrose hépatique est la complication maJeure de la plupart des maladies 

chroniques du foie. Elle est caractérisée par 1' accumulation de la matrice extracellulaire dans 

l'espace de Disse, entraînant un blocage de la circulation sinusoïdale et ainsi une 

dégénération hépatique. Il est maintenant bien établi que les CEF jouent un rôle important 

dans le développement de la fibrose. Au cours de ce processus, ces cellules acquièrent un 

phénotype myofibroblastique dans lequel elles prolifèrent et synthétisent les constituants de la 

fibrose (Blanc et al., 1997; Olaso & Friedman, 1998). Le blocage de la croissance des CEFm 

constitue donc une stratégie antifibrosante potentielle. 

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence le rôle majeur de la COX-2 dans 

l'inhibition de la prolifération de ces cellules par l'ET-1 et son second messager, la S1P, ainsi 

que par le TNF-a.. Cet enzyme est également activé par des facteurs de croissance ce qui 

limite leur effet mitogène. L'étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation 

de la COX-2 nous a permis de démontrer le rôle du facteur de transcription NF-KB. Les 

perspectives de ce travail sont doubles. D'autre part, nous poursuivons dans l'étude des effets 

de la S1P sur les CEFm et d'autre part, l'étude du rôle de la COX-2 dans la fibrogénèse et la 

carcinogénèse hépatiques. 

La SlP, un nouvel acteur dans la fibrose hépatique ? 

Nous poursuivrons donc 1' étude des fonctions de la S 1P en tant que second messager 

et en tant que ligand des récepteurs Edg dans les CEF myofibroblastiques. 

Il existe peu de données concernant le rôle de la S 1P dans le foie. Nous poursuiverons donc 

1' étude des fonctions de la S 1P en tant que second messager et ligand des récepteurs EDG. 

Dans un premier temps, nous approfondirons l'étude des voies antiprolifératives de la S1P 

notamment en caractérisant les mécanismes par lesquels la S1P augmente l'expression de 

COX-2. Nous déterminerons également si l'induction de la COX-2 fait intervenir NF-KB 

comme nous 1' avons décrit dans 1' article 1. 

Par ailleurs, la SlP peut également exercer des effets par l'intermédiaire de récepteurs à sept 

domaines transmembranaires couplés aux protéines G: les récepteurs Edg. Nos résultats 

préliminaires montrent que ces récepteurs à la S 1P sont présents à la surface des CEF 

myofibroblastiques. Cependant leurs rôles restent à déterminer. Nous étudierons en particulier 

1' effet de la S lP sur la contraction et la migration des CEFm. Enfm, nous déterminerons 

l'origine de la S1P se liant aux récepteurs Edg. Actuellement, les seules cellules connues pour 
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sécréter de la SlP sont les plaquettes (Yatomi et al., 1995). Ces cellules sont activées et 

nombreuses lors de la fibrogénèse. Cependant, on ne peut exclure le fait que d'autres cellules 

hépatiques sécrètent de la S lP, qui agirait ainsi de façon autocrine ou paracrine sur les CEF 

myofibroblastiques. 

Rôle de la COX-2 dans le développement de la fibrose hépatique 

Ces trois articles nous ont permis de démontrer le rôle central de la COX-2 dans 

l'inhibition de la prolifération des CEF myofibroblastiques humaines. Notre hypothèse est 

que l'induction de la COX-2, en empèchant l'accumulation des CEFm, limiterait le 

développement de la fibrose hépatique. D'autres études montrent que les PGE2 sont 

antifibrosantes in vivo et in vitro en inhibant la production de collagène de type I (Beno et al., 

1993) et la prolifération des CEF chez le rat (Beno, Rapp & Davis, 1994). S'il est maintenant 

clair que la COX-2 joue un rôle majeur dans la régulation de la prolifération des CEF 

myofibroblastiques, de nombreux points restent encore obscurs. En particulier, les voies de 

signalisation impliquées dans l'activation de la COX-2 et les cibles activées par la COX-2 

restent à déterminer. Par ailleurs, les prostaglandines ont elles également des récepteurs 

nucléaires et quels sont leurs rôles? 

Enfin, dans de nombreuses cellules, les facteurs antiprolifératifs sont souvent des 

stimuli apoptotiques (Evan & Littlewood, 1998). Nous étudierons donc l'effet apoptotique 

des facteurs induisant la COX-2 ainsi que celui des prostaglandines se liant à des récepteurs 

membranaires des prostaglandines ou aux récepteurs nucléaires. Nous caractériserons 

également les conséquences du blocage pharmacologique de COX-2 sur l'apoptose de ces 

cellules. Cette étude sera poursuivie par la défmition des cibles de la COX-2 impliquées. 

Les études in vivo 

L'ensemble des études précédentes étant réalisé in vitro, il est indispensable, d'évaluer 

les effets de l'expression de la COX-2 in vivo afin de confirmer nos hypothèses. Dans deux 

modèles de fibrose expérimentale, la ligature du cholédoque ou l'administration prolongée de 

tétrachlorure de carbone, nous examinerons l'effet de l'administration prolongé d'inhibiteurs 

de COX-2 (NS-398 ou SC-58125) sur l'expression du collagène I et également par analyse 

histologique afin d'examiner le rôle de la COX-2 dans la fibrose hépatique. 
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Rôle de la COX-2 dans le développement des carcinomes hepatoceUulaires 

n n'existe que très peu de données concernant le rôle des COX et particulièrement de 

la COX-2 dans le développement des cancers primitifs du foie. Nous nous proposons 

d'étudier le rôle de la COX-2 dans la carcinogenèse hépatique. Notre hypothèse est que 

comme cela a été décrit in vivo et in vitro dans le cancer colorectal ou dans les cellules 

cancéreuses coliques, la COX-2 serait impliquée dans la carcinogenèse hépatique. 
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