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Résumé

La fibrose hépatique est due a [I’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
rdle majeur dans ce processus. En effet, en cas d’atteinte hépatique, ces cellules acquiérent un

phénotype myofibroblastique, synthétisent les composés fibrogéniques et proliférent.

Etant donné l'intérét thérapeutique de limiter I’accumulation des cellules étoilées du
foie myofibroblastiques, au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés aux facteurs et
aux mécanismes contrélant la prolifération de ces cellules. Nous avons mis en évidence le
role central de la cyclooxygénase-2, ’enzyme clef de 1a synthése de prostaglandines, dans les
effets antiprolifératifs de ’endothéline-1 (ET-1) et du facteur nécrosant de tumeur (TNF).
Nous avons également caractérisé les mécanismes impliqués dans P’induction de la
cyclooxygénase-2 et démontré I'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 I’ET-1, et que sa production conduit a4 I’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 rdle central de la cyclooxygénase-2
dans P’inhibition de la prolifération des cellules étoilées du foie myofibroblastiques. Son
induction pourrait jouer un rble déterminant dans la régulation négative de la fibrose

hépatique.



Abstract

Liver fibrosis is characterized by increased deposition and altered composition of
extracellular matrix during chronic injury. Hepatic stellate cells play a pivotal 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 of these 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 signals, 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 pivotal role in the negative

regulation of liver fibrosis.
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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 1’espace
perisinusoidal, elle constitue une néo-membrane basale qui modifie le phénotype des cellules
environnantes, avec notamment une perte de la fenestration des cellules endothéliales
sinusoidales et une disparition des microvillosités hépatocytaires (Friedman, 1993).
L’accumulation matricielle et les modifications cellulaires qui en résultent réduisent la
perméabilité du sinusoide 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 €galement au développement de ’hypertension portale
en augmentant la résistance intrahépatique du fait des modifications anatomiques locales. La
cirrhose représente son expression ultime, avec son cortége de complications sévéres, et un
risque élevé de carcinome hépatocellulaire.

La compréhension des mécanismes controlant la fibrogénése hépatique a connu un
essor considérable depuis la fin des années 80, avec la démonstration du role central des
cellules étoilées du foie (CEF).

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés aux facteurs et aux mécanismes
contrdlant la prolifération de ces cellules, dont ’accumulation excessive est un événement

clef dans le développement de la fibrose hépatique.

L Le foie

1. Anatomie du foie

L’acinus est 1'unité de structure du foie (Figure 1A). Il est formé d’un espace
triangulaire dont le sommet est I’espace porte et 1a base une ligne virtuelle réunissant 2 veines
centrolobulaires. L’espace porte contient une branche de I’artere 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 sinusoides a 1’intéricur desquels se fait la
circulation sanguine. L.’ensemble des sinusoides converge vers les veines centrolobulaires qui
elles-mémes se réunissent pour former la veine sus-hépatique. Les sinusoides sont bordés par
des cellules endothéliales. L’espace compris entre les hépatocytes et les cellules endothéliales

est nomme espace de Disse (Figure 1B).



2. Les cellules résidentes du foie

Le foie adulte normal est composé d’au moins 6 populations cellulaires résidentes
distinctes : les hépatocytes, les cellules €pithéliales 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 a 1’origine des principaux métabolismes
intrahépatiques comme la synthése des protéines plasmatiques, la sécrétion de bile, de

glucose ou le métabolisme de nombreux composés endogénes ou exogenes.

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 €troit avec les hépatocytes.

C. Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales hépatiques, qui bordent le sinusoide, sont particulieres par
leur cytoplasme fenétré et 1’absence de membrane basale. Ces caractéristiques permettent un

¢change facile entre le sang et les hépatocytes sous jacents.

D. Les cellules de Kupffer

Ce sont les macrophages résidant dans le foie. Ils sont habituellement localisés dans la
lumi¢re du sinusoide 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 possédent des activités de type “ Natural
Killer ”. Ils sont visibles dans la lumiére du sinusoide mais peuvent avoir des prolongements
pénétrant dans la barriére 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.
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Figure 1 : Anatomie du foie

(A : Représentation d’un acinus B : Représentation des différents types cellulaires dans le sinusoide)



H. Les cellules étoilées du foie

1. Morphologie

Les cellules étoilées du foie (CEF) sont également connues sous le nom de cellules de
Tto, lipocytes hépatiques ou encore cellules périsinusoidales (Pour revue : Blanc, Bioulac-
Sage & Rosenbaum, 1997, Hautekeete & Geerts, 1997). Il y a environ 5 CEF pour 100
hépatocytes dans le foie humain. Les CEF ont une répartition relativement homogene dans le
lobule et sont localisées dans I’espace de Disse (Figure 1). Ces cellules possédent 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 €galement 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
quantit¢ modérée, une faible quantit¢ de mitochondries et enfin une arborisation
caractéristique.

Au cours des maladies aigués ou chroniques du foie, les CEF subissent un processus
d’activation et acquicrent 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 I’isoforme de type
musculaire lisse de 1’alpha actine (Figure 2). Les CEF myofibroblastiques (CEFm) possedent
un appareil de Golgi conséquent, un réticulum endoplasmique rugueux abondant, une grande
quantit¢ d’¢léments du cytosquelette et elles sont trés souvent entourées de fibres de
collagéne interstitiel. In vitro, Pactivation des CEF est observée lorsque les cellules

fraichement isolées adhérent sur plastique.

2. Caractérisation des CEF quiescentes et myofibroblastiques

Plusieurs techniques complémentaires aident & [I’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 a 328 nm rendant

ainsi sa détection aisée. Cependant, cette technique n’étant pas assez sensible chez 1’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 €galement étre révélée par
coloration a ’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 a controverse car il existe d’une part des différences
interespeces et d’autre part, une hétérogénéité des cellules a potentiel fibrogénique (Tableau
D.

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 I’homme, les CEF
myofibroblastiques sont caractérisées par la présence d’alpha-actine de muscle lisse (Iredale
et al., 1998;Casini ef 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 ef al., 1994, Ramm et a/.,
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 ef 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), ’epimorphine et
plus récemment la nestine. La GFAP est un composant majeur des filaments intermédiaires
initialement découvert dans les astrocytes du systtme nerveux central. En
immunohistochimie, sur coupe de foie de rat sain, la population de cellules exprimant le
GFAP est située principalement dans la région centrolobulaire et est pratiquement inexistante
dans 1’espace périportal. Les études de colocalisation montrent des cellules exprimant la
desmine mais pas la GFAP (Niki er al., 1996). Chez ’homme, 1’expression de GFAP par les
CEF differe de celle observée chez le rat. Sur les coupes de foie sain, les cellules positives
pour la GFAP sont observées dans la région périportale alors que les cellules contenant de la

vitamine A sont réparties dans tout le lobule (Neubauer et al., 1996). Ir vitro, chez le rat, la
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GFARP est exprimée dans les CEF quiescentes et dans les étapes précoces de ’activation, puis
son expression diminue progressivement au cours du processus d’activation (Buniatian,
Hamprecht & Gebhardt, 1996; Geerts ef al., 1998). La signification fonctionnelle de
I’expression de GFAP dans les CEF reste inconnue. Dans les astrocytes, elle pourrait tre
responsable de 1’acquisition et du maintien de la forme étoilée des astrocytes. Il est possible
qu’elle joue un role similaire dans les CEF.

La protéine N-CAM est une protéine trés exprimée dans le systéme nerveux central, en
particulier dans les cellules gliales. Elle est exprimée faiblement dans les CEF de rat
fraichement isolées (Knittel e al., 1996a; Nakatani ef al., 1996). Ce marquage n’est observé
dans aucune autre cellule hépatique. Au cours de I'activation des CEF, ’expression de N-
CAM est augmentée parallélement a I’augmentation d’alpha-actine de muscle lisse (Knittel er
al., 1996a). Chez I’homme, la N-CAM est exprimée également et de fagon prédominante dans
I’espace périportal (Nakatani et al., 1996).

L’epimorphine est une protéine de 150kDa exprimée a la surface des cellules
mésenchymateuses et joue un rdle dans les interactions mésenchyme-€épithélium au cours du
développement (Hirai ez al., 1992). Elle est exprimée par les CEF de rat quiescentes et
colocalise avec la desmine en immunohistochimie (Hirose er 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 fraichement 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 CCl, chez le rat (Niki et al., 1999).

La synaptophysine, une autre protéine neurale impliquée dans le contrle de
P’exocytose et de la transmission des neurotransmetteurs, est exprimée dans les CEF
quiescentes et activées chez I’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 a la fibrose hépatique, les CEF activées et les
myofibroblastes de la capsule. Ces populations se distinguent par 1’expression de marqueurs
sélectifs, en particulier I’expression de la protéase P100 pour les CEF myofibroblastiques, et
de la fibuline-2 et de I’interleukine 6 (IL-6) pour les myofibroblastes hépatiques. Les deux
populations expriment ’alpha-actine de muscle lisse (Knittel er al., 1997; Knittel er al.,
1999a).

12



En conclusion, la population de cellules contribuant a la fibrogénese hépatique est

hétérogéne. De plus, ’expression par les CEF de protéines neuronales a conduit plusieurs

auteurs a poser la question de I’origine embryonnaire de ces cellules.

a-Act1n§ de ) ++ ) it it
muscle lisse

Desmine + ++ ou‘— - - -

(hétérogene)

Vimentine + + + + +++
N-CAM + +++ + oot -
GFAP ++ -+ + + ou ~/+ -
Epinorphine + ? ? ? ?
Nestine - ++ ? ? ?
Synaptophysine + + + + -
Fibuline-2 - - ? ? +++
Protéase P100 +++ +++ ? ? -
IL6 - - ? ? +++

Tableau I : Caractérisation des CEFs

3. Fonctions des CEF dans le foie normal

Dans le foie normal, les CEF proliférent 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 dépot matriciel, elles sécrétent les composants et modulent la dégradation de la
matrice. Leur role dans la régulation du flux sanguin dans le sinusoide est encore controversé

(Mallat, 1998).

A. Role dans I’homéostasie de la vitamine A

Les CEF sont le site majeur de stockage de la vitamine A dans I’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 apres liaison a la
« retinol binding protein » (RBP) (Ghyselinck et al., 1999). Le complexe rétinol-RBP est
internalisé 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 a partir des

CEF sont mal connus. Certaines études suggerent que le rétinol est libéré par les CEF et capté
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par les hépatocytes ou il est conjugué & la RBP avant d’étre remis en circulation (Vicente et

al., 1998; Zou, Ekataksin & Wake, 1998).

B. Role dans le dépot de matrice extracellulaire

Les CEF jouent un rdle central dans le dépdt 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 collagéne IV, la laminine, la tenascine, et les
protéoglycanes (Arenson, Friedman & Bissell, 1988; Clement er al., 1985; Friedman et al.,
1985; Loreal et al., 1991; Maher et al., 1988; Milani ef al., 1989; Van Eyken er al., 1992). Les
CEF quiescentes sont ¢galement capables de dégrader 1a matrice extracellulaire maintenant le
deépdt matriciel. En effet, dans le foie sain, les CEF expriment la « matrix metalloprotéase »
de type 1 (MMP-1) responsable de la dégradation des collagénes interticiels, principaux
collagénes exprimés au cours des maladies du foie. Cette expression disparait dans le foie
fibreux (Knittel ez al., 1999b).

FOIE NORMAL FOIE LESE
Phénotype activé

Phénotype Quiescent myofibroblastique

o-Actine

Gouttelettes de vitamine A

Fonctions @ Fonctions :
Stockage de la vitamine A Prolifération
Vasomotricité {7) Synthése de composant de la matriee

extracelulaive
Contraction
Migration

Figure 2 : Processus d'activation des CEF

4. Role des CEF au cours des maladies aigués et chroniques du foie

La fibrose hépatique est définie comme [’accumulation exagérée de matrice

extracellulaire au sein du parenchyme hépatique. Elle résulte d’un déséquilibre entre une
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synthése accrue de composants de la matrice extracellulaire et la diminution de leur
dégradation. La fibrose conduit a une dédifférenciation des hépatocytes (Bissell et al., 1987)
et une réduction de la porosité des cellules endothéliales (McGuire er al., 1992). Ces
différents changements ont été nommés capillarisation. Ils conduisent donc a une perte des
fonctions hépatocytaires et une réduction des transports du sinusoide vers 1’espace de Disse.

Au cours des maladies aigués ou chroniques du foie, les CEF subissent un processus
« d’activation » dans lequel elles acquiérent un phénotype myofibroblastique et sécrétent les
composants fibrogéniques. Ce processus est I’étape initiale fondamentale de la fibrogénése. 1l
est constitué de deux séquences d’éveénements, ’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 1’étape ou ces facteurs vont

maintenir les CEF dans leur phénotype myofibroblastique (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 ’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 I’expression de génes de réponse précoce et d’autre part de celles de génes
codant pour des cytokines, des facteurs de croissances et leurs récepteurs. Ainsi, 1’activation
de facteurs de transcription pourrait étre 1’une des étapes les plus précoces de ’activation des
CEF, permettant secondairement I’induction de I’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 apres injection de CCl, chez le rat a permis de détecter I’induction rapide d’un
nouveau facteur de transcription appelé ZF9 (Lalazar et al., 1997). Ce facteur transactive le
promoteur du procollagéne de type 1. De nombreux autres facteurs de transcription sont
augmentés dans la phase précoce d’activation tels que c-myb, NF-«kB, SP1 ou AP-1
(Hellerbrand er al., 1998b; Lee et al., 1995; Rippe, Almounajed & Brenner, 1995; Svegliati-
Baroni ef al., 1999; Tao et al., 1999). Leur activation s’accompagne de I’expression de leurs
genes cibles. Ainsi, ’augmentation de NF-xB au cours de I’initiation est associée a

I’induction d’une protéine d’adhésion ICAM-1 (Hellerbrand et al., 1998a; Hellerbrand er al.,
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1998b). D’autre part, c-myb régule 1’expression d’alpha actine du type muscle lisse (Lee et
al., 1995).

De plus, les CEF répondent de fagon trés précoce aux cytokines et aux facteurs de
croissance, indiquant une expression rapide de leurs récepteurs. Ainsi, on observe une
augmentation de ’ARNm des récepteurs de type Il du TGF-B une heure seulement apres
1ésion hépatique (Lalazar et al., 1997). Le récepteur § du PDGF est également induit au cours
des premiers temps de P’activation des CEF (Pinzani ef al., 1994). Son expression est régulée
par le TGF-$ (Pinzani et al., 1995).

Enfin, le stress oxydatif joue également un role majeur dans 1’étape d’initiation. En
effet, lors de I’atteinte hépatique, les hépatocytes et les cellules de Kupffer produisent des
especes reactives de "oxygéne qui déclenchent le processus d’activation des CEF. La
péroxydation lipidique membranaire des hépatocytes par des radicaux libres conduit a 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 collagéne 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 exogenes telle que
I’éthanol, génére de I’acétaldéhyde qui stimule la production de composants de la matrice
extracellulaire par les CEF. Des études in sifu et in vitro ont montré une corrélation entre la
présence de ces métabolites et I’expression de collagene par les CEF (Paradis ef al., 1997,

Parola et al., 1993).

i) Facteurs sécrétés par les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales semblent €galement jouer un role dans 1’activation des CEF.
En effet, ces cellules sécrétent un variant de fibronectine (isoforme IIIA) qui favorise
I’activation des CEF quiescentes (Jarnagin et al., 1994). De plus, les cellules endothéliales
convertissent la forme latente de TGF-B1, en forme active fibrogénique via 1’activation de la

plasmine (Rieder et al., 1993).
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Figure 3 : Mécanisme d'activation des cellules étoilées du foie

(AcAld . acétaldéhyde, CEF : Cellule étoilée du foie, EGF : Epidermal Growth Factor, ET-1 : Endothéline-1,
ETOH : Ethanol, FGF : Fibroblast Growth Factor, HGF : Hepatocyte Growth Factor, IL-1 : Interleukine-1,
IGF : Insulin like Growth Factor, MCP-1 : Monocyte Chemoattractant protein 1, PDGF : Platelet Derived
Growth Factor, ROS : Reactive Oxygen Species, TGF : Tranforming Growth Factor, TNF : Tumor Necrosis

Factor, VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor)
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1) Facteurs sécrétés par les cellules de Kupffer

La sécrétion de cytokines par les hépatocytes stimule infiltration et Pactivation des cellules
de Kupffer menant vers la phase inflammatoire. De la méme maniére que les hépatocytes, le
milieu conditionné de cellules de Kupffer accélére ’activation des CEF (Meyer, Bachem &
Gressner, 1990). Les facteurs produits par les cellules de Kupffer, en particulier le TGF-81,
agissent a la fois sur ’augmentation de la syntheése 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 sécrétent également de nombreux autres cytokines
profibrotiques et promitotiques telles que le PDGF, le FGF, le TGF-a, et IL-1 (Baird,
Mormede & Bohlen, 1985; Bissell et al., 1995; Gressner, 1996).

b) La perpétuation (Figure 3B)

L’étape de perpétuation est associée a ’acquisition de nouvelles fonctions des CEF ;
1. la prolifération
1. la dégradation de matrice extracellulaire normale
i1.  la synthése de composés fibrogéniques
iv. le chimiotactisme

v. la contraction

1) La prolifération

L’augmentation du nombre de CEFm dans le site de 1ésion est une étape importante
dans le mécanisme de la fibrogénése. Elle résulte de P’effet mitogénique de cytokines et de
facteurs de croissance sécrétés localement, qui agissent de fagon autocrine ou paracrine sur
les CEF. Le principal facteur mitogéne pour les CEF actuellement connu est le « platelet
derived growth factor » (PDGF) (Pinzani et a/., 1991). Chez ’homme, les genes codant pour
les sous-unités a et B sont surexprimés dans le foie cirrhotique (Pinzani et al., 1996¢) ce qui
suggere un role du PDGF dans la physiopathologie de la fibrose. L’expression par les CEF de
la chaine B du récepteur du PDGF apparait 24 heures apres I’administration de CCly (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, I'IGF-1, la
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thrombine et le VEGF pouvant étre sécrétés par les CEFm stimulent leur prolifération
(Ankoma-Sey et al., 1998; Bachem, Riess & Gressner, 1989; Failli ef al., 1995; Gressner,
Brenzel & Vossmeyer, 1993; Marra et al., 1995, Matsuoka, Pham & Tsukamoto, 1989,
Pinzani, Abboud & Aron, 1990; Pinzani et al., 1989). Les effets du TGF-$ sur la prolifération
des CEF dépendent de I’espéce. Chez le rat, le TGF-B est antiprolifératif (Matsuoka et al.,
1989) alors que chez homme, il exerce des effets mitogeénes indirects, via I’augmentation de
la sécrétion de PDGF (Win ef al., 1993).

Par ailleurs, I’accumulation des CEFm est limitée par plusicurs facteurs inhibant leur

prolifération. L interféron v, une cytokine produite par les cellules inflammatoires, inhibe la
prolifération des CEFm (Mallat et al., 1995b). De plus, notre groupe a mis en évidence I’effet
antiprolifératif de I’endothéline-1 (ET-1) que nous décrirons plus en détail dans le chapitre
suivant, et celui du « C-type natriuretic peptide » (CNP) (Mallat er 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 mitogene le plus puissant pour les CEFm.
Le PDGF se lie a des récepteurs ayant une activité tyrosine kinase qui s’autophosphorylent
lors de la liaison du PDGF & son récepteur, permettant ainsi le recrutement de nombreuses
molécules de signalisation telles que Grb2, mSos. La stimulation de Ras qui en résulte
conduit a Pactivation de ERK (Marshall, 1995), la stimulation d’AP1, ’induction de
I’expression de c-fos et la prolifération cellulaire (Pinzani et al., 1996a; Svegliati-Barom et
al., 1999). De plus, I’activation par le PDGF de la phosphoinositol 3 kinase (PI3K) est
nécessaire a la stimulation de la prolifération des CEF par des voies indépendantes de ERK
(Marra et al., 1997).

Les voies de transduction conduisant & I’inhibition de la prolifération des CEFm ont
été également caractérisées. L augmentation d’AMPc par I’ET-1 ou les prostaglandines de
type E2 (PGE2), ou I’élévation de GMPc par le CNP réduit la prolifération des CEFm et
conduit a P’inhibition de I’activation de ERK (Mallat et al., 1996; Tao et al., 1999). Par
ailleurs, la phosphorylation de CREB en réponse a I’AMPc est impliquée dans I’inhibition de
la prolifération des CEFm (Houglum, Lee & Chojkier, 1997; Kawada et al., 1996).
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i1) La dégradation de la matrice extracellulaire normale

Dans le foie normal, la matrice extracellulaire est constituée d’une lame basale de
faible densité¢ composée essenticllement de collagéne de type IV, de laminine et de
protéoglycanes. La matrice extracellulaire d’un foie fibreux est riche en particulier en
collageénes interstitiels (collagéne de type I et III) et en fibronectine. Ces observations
suggerent 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 I’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
).

éol g

Gélatinases G¢élatine, collagéne IV, V, élastine, proteoglycanes, vitronectin
Stromelysines 3,10 Proteoglycanes, collagéne IV, V, fibronectine, laminine, élastine
MT-MMP 14 Collagéne I et II, protéoglycanes, laminine, fibronectine, vitronectine,

Activation de MMP-2

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

1i1) Synthése des composés fibrogéniques et blocage de leur dégradation

La progression de la fibrose est assurée d’une part par la synthése en exces de
constituants matriciels (Tableau III) quit vont remplacer la matrice extracellulaire normale,

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

Régulation de la synthése des composées fibrogéniques

Le TGF-B1 est 'un des médiateurs essentiels de la fibrogénése. Dans le foie, il est
produit par les cellules de Kupffer, les plaquettes et les CEF (Nagy, Schaff & Lapis, 1991,
Nakatsukasa er al., 1990a; Nakatsukasa et al., 1990b). Le TGF-$1 est clairement associ€ 4 la
fibrose hépatique. Il augmente la synthése des collagénes de type I, III, et IV, des
protéoglycanes et de glycoprotéines (laminines, ténascine, entactine, fibronectine) (Casini et

al., 1993; Knittel ez al., 1996c¢) par les CEF ainsi que la production d’anti-protéase, telles que
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I’a2-macroglobuline et te PAI-1 (Knittel, Fellmer & Ramadori, 1996b). 1l a été montré que le
TGF-B1 induit ’expression de procollagéne de type I dans les CEF en agissant au niveau
transcriptionnel (Inagaki er al., 1995). Egalernent, chez I’homme et chez le rat, la production
de collagéne et de fibronectine est augmentée par I’IGF-1 (Svegliati-Baroni er al., 1999).
L’EGF stimule la production de protéoglycanes tel que la decorin, le biglican ou le syndecan
(Gressner, 1994).

Collagénes Collagénes Collagénes
Types IV Types I, I, IV, V, VI Types L I, IV
Glycoprotéines Glycoprotéines Glycoprotéines
Laminine Fibronectine Fibronectine
Entactine Laminine Laminine
Protéoglycanes Entactine Entactine
Perlecan Tenascine Tenascine
Unduline Unduline
Vitronectine Protéoglycanes
Protéoglycanes Perlecan
Perlecan Syndecan
Syndecan Decorine
Biglycan Betaglycan
Decorine Biglycan
Betaglycan
Aggrecan

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

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 modeles expérimentaux de fibrose, et chez '’homme au cours des
maladies chroniques du foie (Benyon et al., 1996; Ebata et al., 1997; Herbst et al., 1997). Elle
précéde I’augmentation de I’expression du collagéne de type I et pourrait conduire a une
diminution de I’activité de dégradation de la matrice extracellulaire. L’expression de TIMP-1
et TIMP-2 est augmentée par le TGF-B1 et le TNF (Knittel er al., 1999b). Récemment, la
« fibroblaste activation protein» (FAP) a ét¢ identifiée dans le foie cirrhotique ou elle

colocalise avec les cellules exprimant I’a—actine de muscle lisse et in vitro dans les CEFm.
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Cette enzyme possede une activité gélatinase et une activité oligopeptidase qui pourrait
¢galement jouer un rdle dans le remodelage de la matrice extracellulaire au cours de la
fibrose (Levy er al., 1999).

Signalisation impliquée dans la synthése de composants de la matrice
extracellulaire

On ne possede que peu de données sur les mécanismes impliquées dans la régulation
de la synthése des composants de la matrice extracellulaire. La plupart des études concernant
la régulation de ’expression de collagene L. Plusieurs voies seraient impliquées, notamment
les cascades des MAPK (ERK et JNK), ou le stress.

Dans les CEF, le TGF-B, le PDGF, I'IGF-1 ou ’EGF stimulent la cascade Ras/ERK
via ’activation de Rafl et MEK. Le role essentiel de ERK dans la synthése de collagéne a pu
étre démontré en transfectant un dominant négatif de ERK ou de Ras dans les CEFm. En fait,
la stimulation de ERK permet ’activation de deux facteurs de transcription, Spl et NF1,
essentiels a I’induction du géne du collagene en réponse au TGF-B. (Davis, Chen & Beno,
1996; Pinzani et al., 1996a; Svegliati-Baroni ef al., 1999).

D’autres enzymes de la cascade des MAPK, en particulier la JNK seraient impliquées
dans I’augmentation de la production de collagéne 1 en réponse au 4-hydroxynonenal (HNE)
(Parola et al., 1993). Le HNE formerait des adduits avec la JNK, ce qui conduirait a
I’activation de I’enzyme et a la phosphorylation du facteur de transcription c-Jun (Parola er
al., 1998), qui peut alors se lier 2 un élément de réponse dans le promoteur du collagene 1
(Chen & Davis, 1999).

D’autres facteurs stimulent la synthése de matrice extracellulaire. Ainsi,
I’acétaldéhyde un produit du métabolisme éthylique augmente la production de fibronectine
et de collagene de type I (Casini et al., 1991). Les CEF exposées a 1’acétaldéhyde activent la
PKC qui conduit a I’induction les génes de réponse précoce, c-Fos et c-Jun. (Casini ef al.,
1994; Wang et al., 1998b). Par ailleurs, le stress oxydatif activé en réponse au TGF-§ dans les
CEF myofibroblastiques conduit a 1’activation du facteur de transcription C/EBPf qui induit
ainsi le géne du collagéne I (Garcia-Trevijano et al., 1999).

L’inhibition du géne du collagéne de type I en particulier en réponse au TNF-a serait
relayé par des protéine G sensibles a la toxine de B pertussis et impliquerait la production de

céramide (Hernandez-Munoz et a/., 1997).
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iv) Le chimiotactisme

La migration des CEFm augmente leur accumulation aux sites de 1ésions (Ikeda et al.,
1999). Cette migration est sttimulée 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
synthése 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, 1a principale protéine impliquée dans la transduction du
signal chemotactique dans les CEF est la « focal adhesion kinase » (FAK) (Rankin &
Rozengurt, 1994; Schaller et al., 1995). Son activation permet le recrutement de la PI3K
(Chen & Guan, 1994; Marra et al., 1997) et de la phospholipase C y (PLC v) (Carloni et al.,
1997) impliquées dans la polymérisation de I’actine en réponse au PDGF.

V) La contraction

Les CEFm deviennent capables de se contracter en réponse a différents peptides
vasoactifs et ainsi de réguler le flux sanguin. De ce fait, elles seraient impliquées dans la
physiopathologie de I’hypertension portale. En culture, ces cellules se contractent en réponse
a divers agents tels que le thromboxane A2, les prostaglandines F2, la thrombine,
I’angiotensine-2, la vasopressine et la substance P (Bataller ef al., 1997; Kawada, Klein &
Decker, 1992; Kawada et al., 1993, Pinzani ef al., 1992) mais le principal vasoconstricteur est
I’endothéline-1 (ET-1) (Housset, Rockey & Bissell, 1993b; Pinzani ef 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 1’oxyde nitrique qui s’oppose en particulier
aux effets contractiles de ’ET-1 (Kawada ef 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 ’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 a déterminer.

23



c) Résolution de la fibrose et devenir des CEF myofibroblastiques

Au cours des atteintes hépatiques aigués, chez 'homme ou dans les modéles

expérimentaux chez le rat, le processus de cicatrisation s’accompagne d’une disparition des
CEFm. Deux hypothéses peuvent expliquer cette disparition : 1) une réversion de phénotype
des CEFm vers un état quiescent, 11) la mort cellulaire par apoptose.
L’apoptose des CEFm a été observé dans un modele expérimental de maladie aigué du foie
chez le rat, provoqué par I’injection d’une dose unique de CCl, (Iredale er al., 1998). Cette
apoptose s’accompagne d’une augmentation de I’expression du ligand Fas, CD95 et de
protéines proapoptotiques telles que BCl, et p5S3 (Cales, 1998; Gressner, 1998; Saile et al.,
1999).

Il n’existe aucune donnée concernant la réversion de phénotype des CEFm mais les
CEF peuvent étre maintenues dans leur phénotype quiescent lorsqu’elles sont cultivées sur
une lame basale hépatique normale (Friedman et al., 1989). Ainsi, un retour a une
composition normale en matrice extracellulaire faisant suite au processus de réparation
pourrait permettre un retour 4 un phénotype quiescent des CEFm. Egalement, I’'IL-10 qui
augmente D’activité de la collagénase interstitielle pourrait &tre une cytokine importante pour
la réversion des CEFm. L’augmentation de son expression au cours de I’activation des CEF
pourrait limiter ’accumulation des composés fibrogéniques (Thompson et al., 1998; Wang et
al., 1998a).

d) Réle des CEF dans la carcinogenése hépatique

Dans les hyperplasies, les adénomes ou les carcinomes hépatiques, on observe un
grand nombre de cellules exprimant de I’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 1’ultrastructure de
ces cellules favorise ’hypothése 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
(Faouzt et al., 1999). D’autre part, le milieu conditionné de CEFm augmente le pouvoir
invasif des cellules d’hépatocarcinome. Cet effet pourrait étre médié¢ par le « hepatocyte

growth factor » (HGF) produtt par les CEFm (Neaud et al., 1997).
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III. Les endothélines

1. Les différentes endothélines et de leurs génes

A. Structure des endothélines

En 1988, Yanagisawa et ses collaborateurs ont isolé un peptide vasoconstricteur
puissant provenant du surnageant de cellules endothéliales d’aorte de porc en culture,
I’endothéline-1 (ET-1) (Yanagisawa et al., 1988). Par criblage homologue d’une banque
humaine d’ADN complémentaire, deux nouvelles endothélines ont été identifiées : I'ET-2 (et
son équivalent murin, Endothéline B) et ’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 trés proche car ’ET-2 et ’ET-3 ne différent respectivement de I’ET-1 que par
deux et six acides aminés (Figure 4). Les ET-1, ET-2 et ET-3 sont codées par trois génes
différents, localisés respectivement dans les chromosomes 6, 1 et 20 (Arinami et al., 1991).
Les sarafotoxines des toxine de venin d’aspic posseédent des structures et des fonctions
similaires a celle des endothélines, suggérant une origine évolutive commune (Takasaki ez al.,
1988) (Figure 4).

B. Distribution des Endothélines

La synthése des endothélines, en particulier d’ET-1 et d’ET-3, a lieu dans un trés
grand nombre de tissus vasculaires et non vasculaires. L’ET-1 est exprimée dans le poumon,
le cerveau, le rein, le ceeur, I’estomac, le pancréas, le testicule, la rate (Yanagisawa et al.,
1988). L’ARNm de ’ET-2 est présent dans le colon, le coeur, ’intestin, et la médullaire
rénale (Sokolovsky, 1992). Un ARNm de 3 kb codant pour I’ET-3 est exprimé dans le
cerveau, le rein le jéjunum ’estomac et la rate. Deux autres ARNm de 2.0 kb et 3.3 kb codant
¢galement pour ET-3, ont ¢té mis en évidence respectivement dans le globe oculaire et le

petit intestin (Shiba et al., 1992).
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Figure 4 : La famille des endothélines

C. Structure des génes des endothélines

Le geéne de I’ET-1 contient cing exons et quatre introns (Bloch et al., 1989a; Bloch et
al., 1989b; Inoue ef al., 1989b). La séquence nucléotidique codant pour I’ET-1 est contenue
entre le second et le troisieme exon (Figure 5). La partie 3° non traduite de I’ARN contient
250 bases, qui sont trés conservées entre I’homme et le porc. Cette séquence serait importante
pour la stabilit¢ de ’ARNm. La région 5° du géne contient en particulier des éléments de

réponse pour AP1. Les geénes des différentes endothélines ne sont pas liés génétiquement les

uns aux autres. Cependant, ils sont structurellement trés similaires,

proviennent d’une origine commune et se sont séparées trés tot au cours de 1’évolution (Bloch

et al., 1989a; Bloch et al., 1989b).
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Figure 5 : Structure du géne et de I'ARNm de la préproET-1 humaine
(PS : peptide signal ; ET :Endothéline ; E-LP : Endothelin-like peptide)

2. Synthése et maturation des endothélines

A. Maturation des ET

Comme d’autres peptides actifs, les endothélines sont synthétisées a partir de
précurseurs protéiques distincts, les prépro-endothélines, dont la taille varie en fonction de la
forme considérée et de ’espece, entre 202 et 238 acides amin€s. Le clivage de ces précurseurs
par une endopeptidase de la famille des furines, aboutit & la formation de protéines
intermédiaires, les proendothélines ou big-endothélines qui comportent 37 a 41 acides aminés
(Denault ef al., 1995). La big-endothéline est a son tour clivée par une métalloprotéase,
I’endothelin-converting-enzyme (ECE). Les ECE clivent PET-1 et I'ET-2 a un site Trp’'-
Val’? et, en ce qui concerne I’ET-3, le clivage se fait au niveau d’un Trp21-Ilc322 (Inoue et al.,
1989a; Yanagisawa ef al., 1988). Enfin, les endothélines sont inactivées par clivage de

Pextrémité C-terminale par une endopeptidase neutre au niveau de l’Asplg-Ilelg, ce qui

conduit au relargage d’un tripeptide Ile"-Ile**-Trp*' et une endothéline totalement inactive
(Jackman et al., 1993). (Figure 6)

B. Les endothelin-converting-enzymes (ECE)

Trois formes de ECE ont été clonées ’ECE-1, ’ECE-2, et ’'ECE-3 (Emoto &
Yanagisawa, 1995; Hasegawa er al., 1998; Takahashi et o/, 1993). L’analyse de leurs ADN
complémentaires révele que (i) ce sont des métalloprotéases car elles possédent la séquence
His-Glu-(Ile/Leu/Met)-X-His de la liaison du zinc, (ii) elles sont membranaires et (iit)
comportent un grand nombre de sites de glycosylation. Chaque isoforme posséde 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 ef al., 1993; Schmidt er al., 1994; Xu et al., 1994), alors que I’ECE-3 serait
spécifique de la big-ET-3 (Hasegawa et al., 1998). L’ECE clivant spécifiquement la big-ET-2
a ¢té 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
prohormones telles que la neurotensine, la substance P, ou la bradykinine avec la méme
efficacité que I’ET-1. Cette étude met en doute son implication dans le métabolisme

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

Endopeptidase Endopeptidase
spécifique spécifique

0 23 Ju

big-ET-1 O R Y7 ¥ = ¥ SR -oon

Endothelin converting
enzyme

ET-1

ET-1
Inactive

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

L’¢étude des pH optimums de ’ECE-1 et de ’ECE-2 a montré que ’ECE-1 est active a
pH neutre, alors que ’ECE-2 a un pH optimum a 5,5 et est totalement inactive a pH neutre.
Ces résultats suggérent que les deux isoformes ont une localisation cellulaire différente,

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

Figure 7 : Voie de synthese de 'ET-1

¢) Distribution tissulaire des ECE

L’analyse de la distribution tissulaire de I’ECE-1 par Northern blot, hybridation in situ
et immunoblot révéle la présence de son ARNm et de la protéine dans le poumon, le
pancréas, le placenta, les glandes surrénales, I’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 & I’ECE-1 (Barnes & Turner,
1997; Takahashi et al., 1995; Xu et al., 1994). L’ECE-3 a été purifiée a partir de I’iris de

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

C. Sécrétion des endothélines

La demi-vie de ’ET-1 dans le plasma est trés courte (<1min) et sa concentration
circulante (0.1 a S pM selon les auteurs) est bien inférieure aux concentrations généralement

nécessaires a 1’obtention de ses effets biologiques. Alors que ’ET-3 est retrouvée en faible
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quantité dans le plasma, I’ET-2 n’est pas detectable. Au vu de ces données, les ETs semblent
étre des facteurs agissant préférentiellement de fagon paracrine ou autocrine (Sokolovsky,
1992).

Outre les cellules endothéliales, d’autres types cellulaires sécrétent de I'ET-1 telles
que des cellules épithéliales de poumon ou intestinales (Shigematsu et al., 1998; Yang et al.,
1997), les kératinocytes (Tsuboi er al., 1995), les cellules thyroidiennes (Vainio et al.,
1996) ou encore les cellules trophoblastiques du placenta (Shigematsu ez al., 1996). L’origine

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

D. Régulation de la sécrétion des endothélines

La synthése d’ET-1 est stimulée par le transforming growth factor B (TGF-B)
(Kurihara et al., 1989), des cytokines telles que le tumor necrosis factor a (TNF-a) (Marsden
& Brenner, 1992), I’interleukine-1, le thromboxane A2 (Chua, Hamdy & Chua, 1996) ou
encore des substances vasoactives telles que la thrombine (Emori er al., 1992), la
noradrenaline (Pernow et al., 1990), ’angiotensine 1l (Fern ef al., 1999), la vasopressine
(Imai et al., 1992), la bradykinine (Marsden et al., 1991). Enfin, I’ET-1 stimule sa propre
synthese (Tableau I'V).

La synthése d’ET-1 est inhibée par I’oxyde nitrique, les prostacyclines, et les facteurs
natriurétiques (Emori et al., 1993; Fujisaki et al., 1995; Kourembanas et al., 1993; Razand:i ef
al., 1996), ’héparine (Imai et al., 1993), les estrogenes (Akishita et al., 1996) ou la force de
cisaillement (Malek & Izumo, 1992; Malek er al., 1999; Yoshizumi et al., 1989) (Tébleau
V).

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 a
une diminution de la pression artérielle puis & une hypertension prolongée. L’ET-1 est un
vasoconstricteur plus puissant que I’ET-3, alors que les deux peptides possédent des activités
hypotensives équivalentes. De méme, ’ET-1 perfusée dans I’artére 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-1 + Cell. endotheliales, épitheliales respiratoires
IL-6 + Cellules épithéliales respiratoires
TNF-a N Cell. endothéliales, mésangiales, épithéliales respiratoires et
TGF-B + rénales
Cell. endothéliales, musculaires lisses,
mesangiales,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 11 + Cell. endothéliales
Fibroblastes cardiaques, cardyomyocytes, cell. musculaires
Vasopressine + lisses
ET-1 + Cell. mésangiales
Fibroblastes cardiaques (ETA), cellules musculaires lisses,
ET-3 + mésangiales (ETB)
Ionophores calciques + Cell. endothéliales
Ester de Phorbol + Cell. endothéliales
Cell. endothéliales, épithéliales glomérulaires, macrophages
LPS + Cell. épithéliales respiratoires, macrophages
PH acide + Cell. endothélaliales
Hypoxie + Cell. endothéliales, épithéliales intestinales, IMCD,
cardiomyocytes, rein, foie
Forskoline - Cell. endothéliales
PGE2, PGI2 - Cell. endothéliales
PTHrp, ANF - Cell. endothéliales
IFNy - IMCD
Corticoide - Cell. épithéliales respiratoires
I1GF-1 - Cell. antéhypophysaires
NO - Cell. endothéliales
Cell. endothéliales
Prépro ET-2
EGF - Adénocarcinome rénale
Prépro ET-3
Hypoxie - Rein
TGF- - Cell. antéhypophysaires
IGF-1, Insuline + Cell. antéhypophysaires

Tableau IV : Facteurs modifiant la synthése 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)

31



qu’a 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, 1’un relayant la vasoconstriction (ETA) et '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 ’ET-1 et ET-2 et avec une plus
faible affinité ’ET-3 (Arai et al., 1990). Les récepteurs ETB sont principalement exprimés
dans les cellules endothéliales et lient toutes les isoformes de I’endothéline avec la méme
affinité (Sakurai er al., 1990). Un troisi¢me récepteur, ETC, a été identifié chez le Xenopus
laevis qui lie préférentiellement I’ET-3 (Karne, Jayawickreme & Lerner, 1993). Cependant,
ce récepteur n’a jamais été décrit chez les mammiferes. Par ailleurs, ’analyse de la liaison
des antagonistes des récepteurs ETB a permis de suggérer ’existence de deux isoformes du
récepteur ETB : ETB1 et ETB2 (Douglas, Meek & Ohlstein, 1994b). Le récepteur ETB2
relayerait les effets vasoconstricteurs de ’ET-1, et ’ETBI les effets vasodilatateurs (Tableau
VD).

B. Distribution tissulaire des récepteurs

Les récepteurs ETA et ETB sont présents dans les mémes organes (Tableau V).
Cependant, la distribution cellulaire des récepteurs est différente dans un méme 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 I’endothélium glomérulaire, la vasa recta ou encore dans le segment fin de
P’anse de Henle. Dans le cceur, les deux récepteurs sont exprimés dans le myocarde et seul

PETA est présent dans 1’aorte (Hori er al., 1992).

ETA +++ 4+ + + ++ + ++ +++ -

ETB + +++ +++ + ++ ++ ++ ND bt

Tableau V : Expression des récepteurs des endothélines chez I'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 I’ET-1 possédent 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 role 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 a leur phosphorylation par une « G protein receptor kinase ».
(Cramer, Muller-Esterl & Schroeder, 1997; Cramer, Muller-Esterl & Schroeder, 1998).

D. Pharmacologie des récepteurs de 'ET

Dans un premier temps, la différence d’affinité¢ entre I’ET-1 et ’ET-3 a permis de
suggérer I’existence de différents types de récepteurs. La liaison de I’ET-1 & ses récepteurs est
quasiment irréversible et le complexe endothéline-récepteur est rapidement internalisé. 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 S6¢, un agoniste spécifique des récepteurs ETB ou le
BE-18257B, un antagoniste des récepteurs ETA, isolé a partir du produit de la fermentation
de streptomyces misakiensis (lhara et al., 1991). La modification de ce peptide a permis la
synthése d’un autre pentapeptide cyclique trés utilisé grice a sa meilleure affimté, 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 synthése, le FR139317 et PD151242 (Aramori et
al., 1993; Davenport et al., 1994). La modification de ces tripeptides a conduit a la synthése
d’agonistes spécifiques pour les récepteurs ETB : BQ3020, IRL620 et d’antagonistes des
récepteurs ETB : BQ788. Par ailleurs, la synthése du PD142893, un antagoniste qu’on croyait
non sélectif des récepteurs des endothélines a permis de suggérer I’existence d’une seconde

forme de récepteurs ETB, les récepteurs ETB1 (Douglas er 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 étre utilisés in vivo. (Tableau VI).

Ordre d’affinité
Agonistes Sarafotoxine S6C | Sarafotoxine S6C
IRL1620 IRL1620
BQ3020 BQ3020
Antagonistes BQ123
PD142893 PD142893
BQ788 BQ788
Bosentan Bosentan Bosentan
SB209670 SB209670 SB209670

Tableau VI : Pharmacologie des récepteurs de I’endothélines

4. Les fonctions des endothélines

Bien que toujours considérées comme les plus puissants vasoconstricteurs connus a ce
jour, les endothélines exercent de nombreuses autres actions biologiques dans des tissus non
vasculaires (Tableau VII). En particulier, I’'ET-1 et I’ET-3 jouent un réle majeur lors du
développement, dans le processus de migration de la créte 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, ’ET-1 peut également stimuler
la migration cellulaire et augmenter la synthese des constituants de la matrice extracellulaire,
ce qui lui confére un réle profibrogene, en particulier dans le rein (Kohan, 1993). Dans les
cellules épithéliales qui représentent un site important de leur synthése, les endothélines
régulent les activités de transport hydro-électrolytiques. Dans le rein notamment, I’ET-1 et
PET-3 inhibent la réabsorption d’eau et de sodium par le tube collecteur en réponse a la

vasopressine (Nadler, Zimpelmann & Hebert, 1992).

A. Endothélines et prolifération

Les endothélines régulent positivement ou négativement la prolifération et I’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
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(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 ef al.,
1995a). L’effet mitogénique de ’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, ’ET-1 induit 1’apoptose via ses récepteurs ETB,
consécutivement & une induction et une translocation de p53 dans le noyau (Okazawa et a/.,
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 I’ET-1 par I’intermédiaire des récepteurs ETA (Shichiri, Marumo
& Hirata, 1998a; Shichiri et al., 1998b; Wu-Wong et al., 1997). Enfin, lors du développement
de la créte neurale, ’ET-1 semble protéger les cellules mésenchymateuses de 1’apoptose
permettant ainsi un développement normal (Thomas et al., 1998). Les voies de transduction

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

Développement Migration de la créte neurale
Coeur Chronotrope et inotrope positif
Vasculaire Vasoconstriction

Régulation du tonus vasculaire
Inhibition de la filtration glomérulaire
Excretion sodique

Inhibition du relargage de renine

Rein

Poumon Contraction des bronchioles

Augmentation sécrétion de LH et FSH
Appareil reproducteur | Contraction utérine

Stimulation la production de testostérone
Contraction prostatique

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

a) Synthése et récepteurs de P’ET-1 dans le foie
Dans le foie normal, la synthése d’ET-1 est trés 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 sinusoide. Ils sont €galement détectables en faibles
quantités dans les cellules de Kupffer et les CEF (Eakes ef al., 1997; Housset et al., 1993b,;
Rockey et al., 1998). La synthése d’ET-1 peut également avoir lieu dans les hépatocytes, dans
des circonstances particulicres 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 ’ECE-1 ont été localisés dans les cellules endothéliales des
sinusoides et des vaisseaux. De plus, chez ’homme, il a été possible de mettre en évidence
une synthése d’ET-1 dans les cellules épithéliales biliatres 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
¢tudes de clairance effectuées chez le rat. Apres injection dans la circulation générale d’ET-1
ou d’ET-3 radiomarquées, une grande partie de la radioactivité est detectée dans les CEF, 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 sinusoide hépatique (Mallat er al., 1995a Housset et al., 1993b; Jouneaux et
al., 1994; Stephenson er al., 1995) (Figure 8). Ainsi, comme dans les autres organes, la
colocalisation des lieux de synthese de ’ET-1 et de ses récepteurs suggére des actions

autocrines et paracrines du peptide.

b) Actions de PET-1 dans le foie sain

i) Effets vasculaires

De nombreuses travaux ont ét€¢ consacrés au role de I’ET-1 dans la régulation du flux
sanguin hépatique. L’apport exogéne d’ET-1 dans le foic isolé perfusé conduit a une
augmentation soutenue de la pression portale (Gandhi, Stephenson & Olson, 1990; Okumura
et al., 1994, Zhang, Pegoli & Clemens, 1994). Cet effet est reproduit chez I’animal entier
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aprés injection intraveineuse d’ET-1 dans la veine fémorale ou la veine porte. L augmentation
de la pression portale en réponse a ’ET-1 dans le foie normal résulte de I’augmentation des
résistances intrahépatiques, causées par la vasoconstriction des vaisseaux porte (Okumura et
al., 1994). Un effet vasopresseur de I’ET-1 sur les sinusoides pourrait également contribuer a

I’augmentation des résistances intrahépatiques, mais cet effet est controversé.

it) Effets non vasculaires

Parmi les effets extravasculaires de ’ET-1 dans le foie, les effets métaboliques ont ét¢
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 a I’activation de la phospholipase C et I’inhibition de la
pompe a calcium des membranes plasmiques (Jounecaux et al., 1994). Par ailleurs, dans les
cellules de Kupffer, la liaison de ’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 ef al., 1994 ; Bauer et al., 1994). Ces effets
sont bloqués en présence d’agents vasodilatateurs tels que les prostacyclines, I’oxyde nitrique
ou la papavérine, suggérant que la cholestase observée est secondaire a [’action
vasoconstrictrice de ’ET-1 (Bauer et al., 1994; Isales, Nathanson & Bruck, 1993; Tanaka ef
al., 1994; Tran-Thi, Kawada & Decker, 1993). A I’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 ef af., 1993). Ainsi, 'ET-1 peut favoriser le flux biliaire
dans des conditions physiologiques. Cependant a forte concentration, elle pourrait étre

impliquée dans les complications des maladies de foie provoquées par une cholestase (Figure
8).

c) Réle de ’ET-1 dans les 1ésions 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 I’homme et
chez I’animal (Gandhi et al, 1996a). Dans les modeles expérimentaux d’ischémie

reperfusion, la concentration d’ET-1 est augmentée dans la veine porte, la veine hépatique et

37



EFFETS
BIOLOGIQUES

Contraction
des Canalicules

Glycogénolyses

Contraction
|
Prolifération

Contraction
des fenétres
endothéliales

® O O ®©

Cellules
de Kupffer

Libération de
PAF, PGEZNO

®

ETA M ETIB

Figure 8 : Effets hépatiques de 1'endothéline

(Souligné : effets des endothélines dans une situation pathologique
PAF : Platelet Activating Factor ; PGE2 : Prostaglandine type E2 ; NO : Nitrique Oxyde)

dans la veine cave suprahépatique et le tissu hépatique (Kawamura et al., 1995). Son
accroissement est constaté dés la phase d”hypoxie mais se majore encore apres 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,
I’administration d’antagonistes des récepteurs ou d’anticorps anti-endothéline avant
I’ischémie reperfusion permet d’augmenter le flux sanguin hépatique et de diminuer la
pression portale (Kitayama et al., 1997). Ce méme traitement permet également de diminuer
les Iésions endothéliales hépatocellulaires induites par 1’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 rdle
de TET-1 dans la survenue des Iésions hépatocellulaires et des perturbations
hémodynamiques du foie dues a 1’ischémie reperfusion au cours de la transplantation

hépatique suggere que l'utilisation d’antagonistes des endothélines puisse constituer une

38



approche pharmacologique utile pour atténuer les effets néfastes des endothélines dans ces

circonstances.

d) Rale de I’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 ef al., 1995; Pinzani et
al., 1996b). Elles sont d’autant plus élevées que la maladie de foie est sévere (Hartleb er 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 ’endothéline (Gandhi, Sproat &
Subbotin, 1996b) et d’autre part une augmentation de la synthése d’ET-1 dans les cellules
endothéliales, les cellules €pithéliales biliaires et les CEF myofibroblastiques (Housset ef 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 fibrogénese tels que le PDGF, le TGF-f et le PAF (Eakes &
Olson, 1998; Pinzani et al., 1996b; Rieder er al., 1991). Par ailleurs, on observe une
régulation de [Dexpression d’ECE-1 dans les cellules endothéliales et les CEF
myofibroblastiques (Shao et al., 1999). Cette augmentation d’ET-1 peut également contribuer
a la vasoconstriction et & ’hyperfiltration rénale qui sont & ’origine du syndrome hépato-
renal. Il a ainsi été possible d’améliorer de fagon significative la fonction rénale de patients
atteints de syndrome hépato-renal grice a ’administration de BQ123 un antagoniste des
récepteurs ETA (Soper, Latif & Bending, 1996).

Le rdle de I’ET-1 dans la physiopathologie de la fibrogénése hépatique est complexe.
En effet, plusieurs arguments suggerent que I’ET-1 pourrait limiter le développement de la
fibrose hépatique. Notre groupe a en effet démontré que I’ET-1 inhibe la prolifération des
CEFm par I’intermédiaire de ses récepteurs ETB. De plus, 'expression des récepteurs ETB
est tres augmentés dans le foie cirrhotique ainsi que dans les CEFm de rat isolés a partir
d’animaux ayant une fibrose expérimentale induite par le CCl, (Gandhi er al., 1998; Leivas et
al., 1998). Enfin, ’administration d’un antagoniste des récepteurs ET-1 augmente la
fibrogénese induite par le CCly (Poo ef al., 1999). Toutefois, il a €t€ 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 €tude dans un modéle de fibrose expérimentale induite par la ligature de
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cholédoque qui montre que 1’administration d’un antagoniste sélectif du récepteur ETA
ralentit le processus de fibrogénése (Cho e 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 fibrogénése : un effet profibrogénique
par ’intermédiaire des récepteurs ETA et un effet antifibrogénique relayé par les récepteurs
ETB.

Les CEFm acquiérent des propriétés contractiles qui interviennent dans la
physiopathologie de I’hypertension portale. En effet, en se contractant en réponse & divers
agents vasoconstricteurs, et en particulier & 'ET-1, elles réduisent le calibre des capillaires
sinusoides et constituent ainsi ’un des éléments concourant 4 augmenter la résistance
intrahépatique et a provoquer de 1’hypertension portale. Toutefois, le role de I’ET-1 dans la
physiopathologie de 1’hypertension portale est controversé. En effet, chez le rat, des résultats
montrent que dans un modéle d’hypertension portale induite par ligature de la voie biliaire
principale ou par injection de CCl,, I’administration de bosentan, un antagoniste ETA/ETB,
réduit la pression portale (Rockey & Weisiger, 1996). Cenpendant, une étude contradictoire
récente montre que dans le méme modele d’hypertension portale induite par I’administration
de CCl,, I'injection de R0O485696, un antagoniste ETA/ETB de seconde génération, n’a
aucun effet sur Phypertension portale chez le rat cirrhotique (Poo ef al., 1999). La encore,

I’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 a la famille des récepteurs & 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
a une protéine G donnée dépend du type cellulaire. Ainsi, les récepteurs ETA sont couplés a
Gi dans les cellules endothéliales de capillaires du cerveau (Ladoux & Frelin, 1991) et 4 Gs
dans les cellules vasculaires de muscle lisse (Eguchi et al., 1993a). De méme, les récepteurs
ETB sont couplés & Gi dans les cellules mésangiales (Simonson & Dunn, 1990a) et dans les
astrocytes (Couraud et al., 1991) et & Gs dans les cellules endothéliales de capillaires du

cerveau (Vigne, Ladoux & Frelin, 1991). Enfin dans certains types cellulaires un méme

40



récepteur peut étre couplé a 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 suggere que les
second messagers activés en réponse aux endothélines peuvent étre trés variés : Calcium,

AMPc, ou MAPK (Figure 9).

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

Quel que soit le récepteur de I’endothéline, on observe toujours une augmentation de
calcium cytosolique consécutivement a la liaison de ’ET a son récepteur. Cependant, les
mécanismes par lequel I’ET-1 augmente le calcium différent selon les récepteurs impliqués.
En effet, dans les cellules de muscle lisse d’aorte de rat, les récepteurs ETA activent
rapidement 1’élévation de calcium par la voie IP3 (Kasuya er al., 1989a; Kasuya er al., 1989b;
Pang et al., 1989) alors que le récepteur ETB augmente le calcium plus tardivement (Kang,
Kang & Lee, 1998; Naik er al., 1998) en stimulant ’influx de calcium a travers des canaux
dont la nature reste trés controversée et depend probablement du type cellulaire. Les
premicres études indiquaient que ’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 ef 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 ef al., 1994; Wilkes er al., 1991).

Egalement, I’implication de la PKC dans les effets biologiques des ETs a €té montrée
dans différents systémes cellulaires. Dans les cellules endothéliales des capillaires du
cerveau, ’activation de la PLC par I’ET-1 est réduite apres traitement des cellules par des
esters de phorbol (Vigne et al., 1990b). Dans ce cas, la PKC contribuerait par un mécanisme
de rétrocontrdle négatif de la réponse cellulaire a I’ET-1. La stimulation de la PKC par ’ET-1
est également responsable de I’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

La 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 ’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, ’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
I’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 ef al., 1996). Cependant, les récepteurs ETA inhibent la production
d’ AMPc dans les myocytes cardiaques ventriculaires et dans le myometre, 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 I’ET-1 par I’intermédaire de ses récepteurs ETB stimule la formation d”’AMPc¢ dans
les cellules musculaires lisses du sphincter de I’iris (el-Mowafy & Abdel-Latif, 1994). Enfin,
dans les cellules cardiaques auriculaires, I’ET-1 n’exerce aucun effet sur le taux d’AMPc, ni a

I’état basal, ni aprés stimulation par 1’isoprotérénol (Vigne, Lazdunski & Frelin, 1989).

D. Les autres seconds messagers

L’ET-1 peut activer la phospholipase D (PLD), Penzyme qui hydrolyse les
phosphatidylcholines membranaires, conduisant a la libération de choline et d’acide
phosphatidique (Kester ef al., 1992; MacNulty, Plevin & Wakelam, 1990; Suzuki, Oiso &
Kozawa, 1994). Ce dernier peut a son tour étre transformé en DAG par un acide
phosphatidique hydrolase. Cette voie de signalisation constitue une autre source de DAG qui
pourrait étre responsable de P’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 arachidonique (Barnett ez al., 1994; Kruger ef al., 1995; Resink, Scott-
Burden & Buhler, 1989). L’acide arachidonique peut étre ensuite métabolisé par les
cyclooxygénases, ce qui conduit a la formation de prostaglandines et de thromboxanes, ou par
la lipoxygénase ce qui conduit & la formation de leucotriénes (Filep ef al., 1991; Fukunaga et
al., 1991; Resink et al., 1989; Stanimirovic et al., 1993). La production de PGE2 en réponse a

I’ET-1 peut, par un mécanisme indirecte, augmenter & 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 I’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 : Leucotriéne, 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 I’ET-1 est impliquée dans ses effets mitogenes et est consécutivement a
P’activation de la voie Shc/Grb2/Ras (Alexandrov et al., 1998; Clerk, Michael & Sugden,
1998; Shapiro et al., 1996; Teixeira et al., 1999, Yamboliev, Hruby & Gerthoffer, 1998).
Alors que I’activation de JNK ou p38 MAPK jouerait un role majeur dans I’hypertrophie
cardiaque (Clerk et al., 1998).

Enfin, PET-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 a cette

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

dans I apoptose en réponse aux ETs

L’effet mitogénique implique ’activation de la voie p21Ras/ERK (Extracellular
Regulated Kinase) (Foschi er al., 1997, Imokawa, Yada & Kimura, 1996; Lazarini et al.,
1996; Teixeira et al., 1999) qui conduit & ’induction des genes de réponse précoce tels que
c-fos, fra-1, c-jun, c-myc, Egr-1 (Bagnato ef al., 1997, Shamim er al., 1999; Simonson ef al.,
1989). Enfin, ’activation de la FAK (focal adhésion kinase) est également impliquée dans les
effets mitogéniques de I’ET-1 dans les astrocytes (Bagnato ef al., 1997; Teixeira et al., 1999).

Les effets antiprolifératifs de I’ET-1 impliquent P’inhibition de la voie des MAPK et
de c-Jun. Cette inhibition des MAPK est consécutive & une augmentation de la production de

prostaglandines (PGE2/PGI2) qui a leur tour augmentent le taux d’AMPc (Mallat e al., 1996)
(Figure 9).
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IV. Les cyclooxygénases

1. Les différentes cyclooxygenases et leurs pharmacologies

Les cyclooxygénases (COX) ou prostaglandine H2 synthétases sont les enzymes qui
catalysent la biosynthése des prostanoides dont les prostaglandines, a partir de ’acide
arachidonique (AA). Elles possédent deux activités enzymatiques distinctes au sein de la
méme protéine :

» une activité cyclooxygénase conduisant a la formation d’endoperoxyde cyclique PGG2
et la libération de deux molécules d’0O,
> 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, PGD?2, PGI2, et
tromboxane A2 (TXA2) par des prostaglandines ou des tromboxane synthases spécifiques
(Figure 10)
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Figure 10 : Voie de synthése des prostaglandines
(PG : Prostaglandine ; TX :Thromboxane)
11 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 er al., 1988; Yokoyama,

Takai & Tanabe, 1988). L.a 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 possedent un
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poids moléculaire de 71 KDa et une grande similarité de structure. Elles existent sous forme
homodimerique et possedent un héme ferrique, de nombreux sites de glycosylation et deux
sites catalytiques (Smith, Garavito & DeWitt, 1996).

Les COX sont codées par deux génes différents. Le géne de la COX-2 humaine (8,3
kb) contient 10 exons (Kujubu & Herschman, 1992). Celui de la COX-1 (22 kb) contient 11
exons, et ne contient pas de TATA box, caractéristique d’un géne 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 I’expression basale
de prostaglandines. Elle est trés abondante dans le rein, ’estomac, les plaquettes et
I’endothélium vasculaire. La COX-2 est généralement indétectable & 1’état basal mais peut
étre 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 er al., 1992) ou encore le
follicules ovariens (Sirois, Simmons & Richards, 1992) en reponse a 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 géne de la COX-1
peut étre induit au cours du développement (Brannon et al., 1994) et inhibé dans les cellules
endothéliales en réponse au FGF acide (Hla & 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 1I’épithélium de la trachée, et les flots 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 a 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 stéroidiens (AINS). Le premier
AINS découvert est un dérivé acétylé du salylate, I’aspirine qui inhibe irréversiblement les
deux isoformes de COX par acétylation. D’autres molécules ont par la suite été développées :
I’indométacine, I’ibuprofeéne ou le sulindac...(Tableau VIII) Cependant, ces inhibiteurs non
sélectifs provoquent des I€sions gastriques et également des problémes rénmaux dus a

’inhibition de la production basale de PG relayée par la COX-1.
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b) L.es 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 a 1’augmentation de 1’expression de la COX-2. L’utilisation d’une
molécule de premiere 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 ef 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 rhumatoide.

Inhibiteurs non sélectifs

(AINS)
Piroxicam 0,0005 0,3
Aspirine 1,67 278
Indomethancin 0,028 1,68
Ibuproféne 3 3,5

Inhibiteurs sélectifs COX-2

Meloxicam 4.8 0,43
Nimesulide 9,2 0,52
SC58125 38,7 0,27
NS398 16,8 0,10
L-745, 337 369 1,5
Celecoxib 15 0,04

Tableau VIH : Pharmacologie des cyclooxygénases

B. Localisation nucléaire de la COX-2

Classiquement les PG agissent par I’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 hypotheése (Forman et al., 1995; Kliewer ef al., 1995; Krey et al., 1997).
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C. Recombinaison homologue des COX

a) Invalidation de 1a COX-1

Les souris hétérozygotes invalidées pour le géne de la COX-1 sont viables mais les
souris homozygotes meurent avant la naissance, suggérant un role de la COX-1 dans le
développement embryonnaire. Cependant, contrairement au role protecteur proposé de la
COX-1 dans I’estomac et le rein, renforcé par ’effet délétére des AINS, ces souris invalidées
pour la COX-1 ne présentent aucun dysfonctionnement rénal ni ulcération gastrique. De fagon
surprenante, et en opposition avec le role supposé exclusif de la COX-2 dans I’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 a ’acide arachidonique. C’est lorsque la COX-2 est induite
aprés deux heures que les PG produites initient le processus inflammatoire. Ainsi, la

production précoce de PG ne peut étre due qu’a la COX-1. (Langenbach et al., 1995).

b) L’invalidation de la COX-2

Les souris homozygotes invalidées pour le géne de la COX-2 survivent entre 8 et 16
semaines. Une néphropathie est observée 6 semaines aprés la naissance et sa sévérité ne cesse
d’augmenter jusqu'a la mort de I’animal. Elle est due & un arrét 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 1’animal vieillit, les néphrons fonctionnels s’atrophient,
conduisant & un arrét 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
role constitutif de la COX-2 dans I’ovulation. Par ailleurs, de fagon surprenante, le processus
inflammatoire en réponse a I’acide arachidonique n’est pas altéré. Cependant, une
augmentation de la quantité de prostaglandines est tout de méme observée en réponse a une
inflammation provoquée (Morham et al., 1995). Cette élévation de PG semble due 4 la COX-
1. L’ensemble de ces résultats confirme que la COX-1 est impliquée dans les événements
précoces de I'inflammation. De plus, ils réfutent I’implication indispensable de la COX-2

dans le processus inflammatoire
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2. Les fonctions des COX

Les prostaglandines jouent un rdle majeur dans la régulation de 1'inflammation, la

prolifération cellulaire, la réparation tissulaire, la parturition...

A. Dans Iappareil digestif

Dans la plupart des especes, et chez 1’homme, les prostaglandines sont synthétisées

majoritairement par la COX-1 dans I’estomac. Cependant, une petite quantité de COX-2 est
également présente constitutivement (Kargman et al., 1996).
Le role des PG constitutivement produites dans ’appareil digestif est fondamental. Tout
d’abord, les prostaglandines et plus particulicrement les PGI2 exercent un réle cytoprotecteur
dans I'intestin. Cet effet est largement dii & leur capacité vasodilatatrice qui régule ainsi le
flux sanguin dans la muqueuse (Russell, 1986) mais également I’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 role de la COX-2 dans la progression de la carcinogen¢se 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 possédent une
activité antinéoplasique dans différents modeles de tumeurs colorectales (Dubois ef al,,
1998). En effet, alors que les cellules non transformées n’expriment pas de COX-2, une
induction marquée de I’enzyme est observée dans les cellules tumorales. /n vitro, le blocage
de I'activité COX-2 inhibe la prolifération de cellules cancéreuses coliques et provoque leur
apoptose (Dubois er al., 1998). De nombreuses données suggérent aujourd’hui un rdle 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. Enfin, dans les cellules mésangiales en culture, on observe une
augmentation de la production de PGE2 et de PGI2 aprés 'induction de la COX-2 par des
cytokines ou des facteurs de croissance (Martin ef al., 1994

Dans le rein normal, les PG produites par la COX-1 régulent la réabsorption d’eau et
de sodium en réponse a la vasopressine (Conte et al., 1992). De plus, I’expression de COX-2
est augmentée dans la macula densa suite a une deprivation de sel. Enfin, les PG régulent la
sécrétion de rénine qui est indispensable dans la régulation de I’homéostasie sodique sanguine
(Harris et al., 1994). L’ensemble de ces résultats suggére un réle clé des PG dans I’absorption
d’eau et de sodium. Par ailleurs, les PG ne jouent aucun rdle 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). Enfin, 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 cirrthose (Bosch-Marce et al., 1999; Laffi et al.,
1997).

D. Dans le systéme nerveux central

Chez I’homme, I’expression d”ARNm de COX-1 et de COX-2 est équivalente (ONeill
& Ford-Hutchinson, 1993). La COX-1 est exprimée préférentiellement dans les neurones du
systéme nerveux central. La COX-2 est également exprimé constitutivement dans des régions
spécifiques : le cortex, "hippocampe, 1’hypothalamus, la moelle épiniére (Breder, Dewitt &
Kraig, 1995; Breder & Saper, 1996). La COX-2 est également présente dans les cellules non
neuronales du systéme nerveux central (Breder et al., 1995; Breder & Saper, 1996).

Les PG produites semblent étre impliquées dans des fonctions intégratives complexes
telles que la modulation du systéme nerveux autonome et le processing sensoriel (Breder et
al., 1995; Yamagata et al., 1993). Les PGE2 transmettent le signal neuronal au niveau de
I’aire préoptique de I’hypothalamus antérieur qui est le centre thermorégulateur (Cao et al.,
1996). La synthése de PGE2 est stimulée consécutivement a 1’induction de la COX-2 dans les
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins craniens et dans la microglie, par les cytokines
et plus particulicrement I’IL-1 qui sont sécrétées suite a I’action de pyrogénes (Cao et al.,
1996, Elmquist et al., 1997). De plus, les PG sont impliquées dans la douleur ou plus
particuli¢rement dans ’hyperalgésie. Cependant, les centres neuronaux impliqués dans la

génération de la douleur n’expriment qu’une faible quantité¢ de COX-2. En fait, 1a moelle
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épinicre, riche en COX-2, est probablement le lieu de ce processus nociceptif (Ferreira, 1972;
Yamamoto & Nozaki-Taguchi, 1996). L’implication des PG dans I’hyperalgésie a été
démontré par 1’administration de PGE2 a des rats (Ferreira & Lorenzetti, 1996; Nishihara et
al., 1995) et par ’effet analgésique de I’ibuproféne, I’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 moiti€¢ (McGeer, Schulzer & McGeer,
1996; Stewart et al., 1997). Cette maladie est caractérisée par ’apparition de plaques
contenant une grande quantit¢ de la protéine B-amyloide qui est capable d’activer la
microglie, la sécrétion de cytokines et d’autres effets caractéristiques de I’inflammation.
L’hypothese proposée est que les AINS réduisent la réponse de la microglie a cette protéine et

diminuent la réponse inflammatoire relayée par les PG.

E. Dans le foie

Les COX ont un role hépatoprotecteur et seraient également impliquées dans la

régénération hépatique et I’hépatocarcinogénése.

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 ef al.,
1997).

b) COX et hépatotoxicité

Le role hépatoprotecteur des PG est connu depuis plus de 20 ans et a été démontré
dans différents modeles d’hépatites, induites par le paracétamol, le tetrachlorure de carbone,
et la galactosamine. En effet, I’administration de dérivés stables de PGE1, de PGE2 ou de
PGI2 réduit I'inflammation et la nécrose hépatocytaire et normalise des transaminases

(Guarner et al., 1988 ; Bursch et al., 1989, Takano et al., 1998)
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¢) 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 apreés hépatectomie partielle qui
coincide avec 1’activation de la prolifération des hépatocytes (Tsujii ef al., 1993). L’effet
mitogene 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 1’'IL-6 et I'IL-1, qui

jouent un role majeur dans la régénération hépatique (Goss et al., 1993).

d) COX et hépatocarcinogénése

Il n’existe que tres peu de données concernant le role des COX, et particuliérement de
la COX-2, dans le développement des cancers primitifs du foie. Une induction de la COX-2
hépatique a ét€ décrite dans un modéle expérimental d”hépatocarcinogénese (régime déficient
en choline). Dans ce modele, ’administration d’aspirine ou de piridoxam diminue le nombre
de foyers prénéoplasiques et néoplasiques alors que I’ibuproféne et ’indométacine n’ont que
peu ou pas d’effet (Denda et al., 1997; Endoh et al., 1996), suggérant un effet du piridoxam et
de ’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 disparait
dans les CHC peu différenci¢s (Koga et al., 1999). Ces résultats suggerent un role potentiel de
la COX-2 et de 1a COX-1 dans les étapes précoces de la carcinogenése hépatique mais restent

a confirmer.
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Les CEFm jouent un réle 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 impliques dans 1’inhibition de la prolifération des CEFm humaines et
mis en évidence le role central de la COX-2.

Le premier article concerne la mise en évidence de Pimplication 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 1’induction de la COX-2 et demontré
I’importance du facteur de transcription NF-xB.

Dans le deuxi¢éme article, nous avons mis en €vidence que la sphingosine 1 phosphate
est un second messager antiprolifératif de I’ET-1.

Dans le troisieéme article, nous démontrons que ’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 a chacune de ces études figurent dans

Pintroduction des articles inclus dans ce mémoire ;

GALLOIS C., HABIB A, TAO J, MACLOUF J. MOULIN S., MALLAT A, and
LOTERSZTAIN S., Role of NF-KappaB in the growth inhibitory effect of ET-1 and TNF-

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
LOTERSZTAIJN 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., MAVIER P., PREAUX AM,,
and LOTERSZTAIJN 8., Platelet-deriveted growth factor-BB and Thrombin generate positive
and negative signals for human hepatic stellate cells proliferation, (1998)

J. Biol Chem, 273, 27300-27305.
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V.  Le facteur de transcription NF-«B

NF—B (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—xB stimule la
transcription de nombreux génes tels que les génes viraux, les génes de 'immunité, de
I’inflammation et les génes de facteurs impliqués dans la régulation de la prolifération. Les
fonctions de NF—«B dans I’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; Barnes, 1997; Thanos & Maniatis, 1995).

1. Caractérisation de NF-xB et de son inhibiteur IxB

A. La famille Rel

NF—«xB 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 & PADN situé en
N-terminal, et par un domaine de dimérisation appelé domaine d’homologie Rel. Les facteurs
cRel, Rel B et p65 possédent un domaine de transactivation a leur extrémité¢ C-terminale
domaine qui est absent dans les sous unités p50 et p52.

NF-«B se lie 8 I’ADN sous forme d’un homo ou d’un hétérodimeére composé le plus
souvent des sous unités pS50/p65. L’élément de réponse caractéristique est
5’GGGANNTCCC3’ ; cependant, selon le dimére considére, 1’élément de réponse peut varier
(Baeuerle & Baltimore, 1996).

B. La famille IxB

A 1°état basal, NF-xB est complexé dans le cytoplasme a une sous unité inhibitrice
IxB. La présence d’IxB masque le peptide signal nucléaire du dimeére NF—xB et permet ainsi
son maintien sous forme inactive dans le cytoplasme. Il existe trois isoformes de IxB : IkB-a
et IkB-f 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 dimere NF-«xB (Perkins, 2000

2. Mécanisme d’activation

En réponse a une stimulation, IxB-a est phosphorylée sur les sérines 32 et 36 et IxkB-

sur les serines 19 et 23, puis ubiquitinylé ce qui permet sa dégradation par le protéasome. Le
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dimere NF—xB peut alors transloquer dans le noyau, se lier & son élément de réponse (Figure
11) et réguler la transcription de ses génes cibles. (pour revue : O'Neill & Kaltschmidt, 1997,
Siebenlist, Franzoso & Brown, 1994). Le mécanisme de phosphorylation de IxkB restait

inconnu, jusqu'a la découverte récente des IxB kinases.

A. Les IxB kinases

a) La famille des IKK

Les IxB kinases (IKK) phosporylant IxkB font parti d’un complexe protéique supérieur
a 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 hétérodimeres in vitro et sont capables de
phosphoryler directement IxB-a ou IxB-f sans distinction (Lee et al., 1998a; Zandi, Chen &
Karin, 1998). Ce complexe protéique IKK comprend également i) une sous unité régulatrice ,
IKKy ou NEMO qui maintient d’IKK sous une forme inactive (Yamaoka et af., 1998) ; ii)
IKAP (IKK complex associated protein) qui participe a la formation et au maintien de

I’intégrité du complexe IKK (Cohen, Henzel & Bacuerle, 1998).

b) Activation des IKK
NF—xB peut étre activé par de nombreuses cytokines et en particulier par le TNF-a. La

liaison des cytokines a leurs récepteurs entraine la phosphorylation du complexe IKK
permettant la stimulation de son activité kinase (Bhullar er 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
(MAPK/ERK kinase kinase), kinase impliquée dans 1’activation de INK (Lee et al., 1997; Lee
et al., 1998a).
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Cytokine, Virus, Stress, Facteur de croissance...

Complexe
IKK

Figure 11 : Mécanisme d'activation de NF-Kappa-B

3. Les génes cibles de NF-«xB

Les genes cibles de NF—xB sont tres divers. On trouve des cytokines telle que I'IL-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 a/., 1995). Enfin, I’un des génes cibles de NF—«B est IxkB-a
lui-méme. L’induction de IxB-o permettrait ainsi I’inactivation de NF—xB en complexant le
facteur de transcription dans le noyau et entrainant son retour dans le cytosol (Arenzana-

Seisdedos et al., 1997, Renard et al., 2000).
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4. NF—«xB et foie

Peu d’études ont €té réalisées sur les fonctions de NF—B dans le foie. Seules les sous
unités p50, p635, cRel ont été identifi¢es mais p52 ne serait pas exprimé (Essani et al., 1996;
Lee et al., 1995).

L’activation de NF—«B est observée en réponse a une stimulation des hépatocytes par
I’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 er al., 1995; Tewari et al.,
1992). L’activation de NF-xB dans les hépatocytes protége de 1’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—«B, on observe une atteinte
hépatique importante due a une apoptose massive des hépatocytes (Beg et al., 1995). Chez les
animaux invalidés pour le géne de I'IKKp, I’activation de NF-«B 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-«B 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—xB dans la prolifération et Papoptose

Les effets de NF—«B sur la prolifération cellulaire sont controversés. En effet, NF-xB
est impliqué dans la stimulation de la prolifération de nombreux types cellulaires tels que les
Iymphocytes T et B (Baldwin er al., 1991), les cellules 3T3 (beauparlant, oncogene, 1994) et
les hépatocytes lors de la régénération hépatique (FitzGerald er al., 1995). Cependant, dans
les cellules Hela ou les cellules de carcinome mammaire, NF-xB serait impliqué dans
Pinhibition de la prolifération (Dejardin et al., 1995).

Enfin, NF-xB régule I’apoptose. Son rdle antiapoptotique est largement documenté,
en particulier dans les hépatocytes (Beg et al., 1995; Wu et al., 1996b). Cependant le role
proapoptotique de NF-xB a également été décrit. En effet, le géne suppresseur de tumeur p53
contient un €lément de réponse NF-xB dans son promoteur. La surexpression de NF-«B dans
des neuroblastomes ou des WEHI 293 cells conduit a Pinduction de p53 et & une apoptose
massives de ces cellules Grimm et al., 1996; Lin et al., 1995) Ainsi, selon le type cellulaire,

NF—«B exerce des effets positifs ou négatifs sur la prolifération et 1’apoptose.
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Dans le premier article, nous avons mis en evidence le role de la COX-2 dans les effets
antiprolifératifs de I’ET-1 et du TNF-a. Nous avons étudié les mécanismes d’induction de la

COX-2 et centré notre étude sur NF—xB dont la COX-2 est I’un des génes cibles.

60



Foor e ond

©E TG e B

r

o Pt st o el 800 e ar Budogs b

Role of NF-kB in the Antiproliferative Effect of Endothelin-1 and
Tumor Necrosis Factor-« in Human Hepatic Stellate Cells

INVOLVEMENT OF COVCLOOXYOGENASE 2

Wewerord o pubibeation Marel 6 3850 and in i vised faems, ddee Ten foase

Cyrilleé Gallois, Aida Habibi, Jiangcéhuan Tae, Stephanie Moulin, Jacques Macloufid,

Artane Mallat, and Sophie Lotersztajng

Frome tre et INSERM 85, Hoprind Hieurl Mowdor, 810 Croeod anid the o INSERM 338, btz Fedvivariy o
Rty e el frons bawr sboesdire, Thapitord T shivgarer s, 700000 P P

During chronic liver diseases, hepatie stellate cells
{HSC) acguire an activated myofibroblast-tike pheno-
type and proliferate and synthesize fibrosis compo:
nents. Endothelin-1 {E'F-1), which inhibited the growth
of humuan myaefibroblastic HSC, increased the formation
of two NF:xB DNA binding complexes; this effect was
also obseérved with tumor necrasis factorse (TNF-al The
complexes were identified as the pdO/ps0 and psSO/p6s
NFxB dimérs: Activation of NF-xB was associated with
the degradation of the inhibitory protein InB-a; no 1sB-§
wias detected. Activation of NF-«xB and degradation of
IxB-a were prevented by the NF-«B inhibitors sodium
salicylate and MG-132. In additien to eyclooxypgenase-1
(COX-1), COX-2 is alse constitutively expressed in hu-
man HSC, and the use of dexamethasone and of S
58125, a selective COX-2 inhibitor, revealed that COX:2
aceounts for basal COX aetivity. Moreover, COX-2 mRNA
and proteiny were up-regulated by ET-1 and TNF-«
wheéreas (COX-1 was unatfected. Induction of COXN-2 and
stimulation of COX activity by ET- and TNF-&¢ were
prevented by sodium salicviate and MG-132, suggesting
that activation of NF-xB by her factor is needed for
stimulation of COX-2; Finally, SC-68125 and dexamdetha
sone reduced the growth inhibitory effect of KT-1 and
TNF-; indicating that activation of COX-2 is required
for inhibition of HS( proliferation. Taken together, our
resulis suggest that NF-«B, by inducing (OX2 expres-
sion, may play an imporiant rele in the negative regula.
tinn of human myofibroblastic HSCO prolifération.

Hepatic stellate celis ol JIRC alss inown as bhporures,
B Storng cols, or persabiusoidal celbe play 2 eraerad rofe o
thiv pathiogomiesds of reer witlaninedien and fibrosts o1 Fultow.
g e ute ar elesinae Boer wgoes BRSO sroamse i erpe e Sty o

agperient b e EXSEFRN, g Flasvers
XA Vo de M e e Asstasdl er ot
o Tdgo departomentde du Val de Mowne do o e
Cariver T osta o b ot of the arts s d o miopat by
Tlas ariwde must Hhedefore boe bepoby

e detiitshanie with b TR ¥

P wark wor

Y Reelerebe sae e 0 aneer

v o

the Jrees ey o e Bargio-
WAr R

sisfoly per i

Torid e Red” Secrapi

W e Lot
Heveed Thie porge 0o diesdioagesd L shie monwire. a¥ Ja@gaes M
bt e Yeend ondd csteered colbakar e
§ Py wd i s aereeporaferce shospid b agidre
gt Howi® Monsdat 0010 oot 1oy

Froow A b s s ax b gl

oo NS it
U T I L |

HG IR ECR R

SR e Rt tead e TS0 Bt e U U RIS TR

Do 8 WP g e bl cBos dos paanagibiate didy vodi v it

T BT EOEN D e Ty gertaee 1O 0 Teemer nieeres Loy o

AP b dot FTITTE Do vemsesmede Gencm © v e Torese g arsrioad
fepive it P e Sl By ad o g Madoride. VIR G Cla frapdioret o

[ETTRIFES R RV, FRE S S Pl pirnmt el viedin B

Fhie ghagier s aifable e line at e e ghe vy

e et ot oobaiamg farge retiaeid droptots tooar iy ated
mavofibribbas b ecll 20 Fa fesponsie To gl b Tactors and
RIS inarisd HsC
eantaple o tlamsser

el

evtikines expresssd by weighbariing

werd wed op

play enlu serd & ad ser

evtolines aid components of throsis Cn Expervmvatal mdels

of Liver wrpmed Herves shuvany ke saefesssd pealileration of act
wared HSE
thatl may Tt growih of these wells ko partseudar
shavwin thed Binding of entdlethehind (BT 1y fe
couplod ETR recoptor Weads 1o ialiibatian of Hinhean se
Hise

$onnd severalr stndres fovee Socrrsed e Yot
wer i
1 U7 protem

vityid

mas el bnsti prikittration.  followusy  pros-taghaidng

production (i G
NF-lB b an voseitial degudator of the explessan of e

genes ds wel g- el o mimber of gevies i aled e e,

indlanmsmaatory . and growth respopses -9y This fealy of Do
55 RetAs,
0. 6820 Bell and the prodact of the o-Hel proteencogens

seryption faetors eomprise ot lenst Tve members, |

whieh form Yoo o Fogerodoe sand nadte o DINA séiidnee
valled the B et by moost celb tepes, NF ol 5 presem mothe
eviosal wm an ammetive farm, aesoo beterodiomer el o 5t Rk oplilr
anil BA-K B cpess siibiinit, boond Lo one of the TeB libitess
proveitis OF the different teBis, el a1l miviee secorthy
whont itled TwB- 8 beve boen well ehwraesaeired. X kiow i aeti
vatpr<of N¥wl rovtakines, phaebal estors grovtb faetorss and
et tenk adcthix
Wi it whiguat iasien arkd degradation Threugly G pritedsommie.
depemdont pathsay
annd s orndneed Dy agonists fhat enuse: persestemt ackivatton of
NEwB 1 Thie freo NF wB difier wedvsiogiondty teinestacntes
irte the peelens, wivre 18
i Re
resevpaeslratiog of N1
NS TSN CTIS A

€ '\dm%‘x‘\“;rn;haw; N e Ul e Fepers P ey s iy 1y

tars Crapidiy phosphordate bl fosiitting

Pegradntion of LeB-p aeears seare shvs iy

Fatits gepe trimsonption (7
NER arad alhow s

sl 1w e ovsphaonn, shutd ing duswon the

spontheses ol fwlioa e boddeced b

bessvethiere patbopy of prostagioodee god rhirombesanes
Preeviy srachrdomie seud. Those ennvmes mitalvee the enms ersy

B R EReRITE

ot Arnvhidant acid to PEHD the Gimmn wed St i pi

avgiibroads Tag esoey s lodatsd v oieie bl Bt

CEF omd CONC2 The CONCT ebbam oo eemaibiatnoehy e
prossed in et eedbe md the CUN 2 pepe. pemeradly alesont n

T

vesting, Gl ds ol ndaded BU hormeares, oytuleinrs dand
Seqgrerieing SF the hasoan sctaasvacn
NEH
o, rsus sitos, whieh are apertamt o the meductore ol the
CON 2 mHNA by PNF

Sippeis sogsae e oo sugperts aoeole of NGB e et

Lo o ek el

aac ¥ premsiste e eegion bine socenled the presesee sl o

Fort cb e pees et rewndite GOl el B e e c PR B ay Lhas
sidy we v estipated  whethor aetivationy of N B o e
ik obyedd i e wepaiteve coptrod of Basaey mcatdroblas e FsC

prptabrariog Wee sl thiat Swo Vit st fslidding vhicogios th

23185

61



3154

of Bumean SO BT 000 60 amd TRFG o the art stde s
detivigte NF- B b these colls W @b popert 1 lnit det
NF-&B) by hioeh Bactaps | At the induattsn ol velsasygen
OIX mediates inhibowr of humman HSOC
veowtin AW these results suopest fhal NFawIi by mducing
COX 2 expression, nuy fhay a0y anp

asgsd whaeh

Lt Fole 1 the egntive
regrddtyon ol husig apatibroblast o TS prolifferation.
EXp

AEMENT AL PROCE

et

+H Py

0 S S 1 S i Nowabiioe e
aud INF o wae Bt Priprotech STebua Frak Ridiim
sy Fate, dissionothlasisric: widd Bupietiing wisl ¢ shittaned (o Sig
VISR Ges Dtedl TP PReirretaie 5% Ciaannds and CPTATE 5000
ol were puatchassd Teomte Nivw estiiati o cFranide s Fotad el
Srrx Wi <) Blee Laboirid ortess e L Postdb b AT posatis ¢
sergiy weus supplicd by e Nedtiofad Vroaesstasiah . Centor, Sntibodios
st s ted Ledd o Seere frone Santa oz Bistechnolega, Tebua,
Fragees, atud anfibetiies agednet pa0 and [ piacere Kindls provided by

SATHIGEGRIR W

st Swarde

ME VA2 wies fram Bronssl T, Feanoe
A prabe B Dasan CONG2 wos o sl from PDr 8 Preseatt U neeer
saty of Lfsdee and the bousay GUPDEL cDNA prebe wers Tomn VTN
PO MOy vane, Fraviee

Dseiterd oo geordd €l e o Wanaen Yvafibvobdosres HRC Thogman HSC
i el acrivated ang ofibroblastie pligrisiype st obtaared By ont
griverh ol AoEmad Ivee explosts obtaisvwsd from sirgery of beagss o

madieniayt Dvor taasers, Ths prsvedure soas pesformed o s
1 By e French Bition. Faphatits
worr (Heahated @ Pudbeees’s ol Faple's aredrany cont o fo .
st o8 i cold sdrani 57 poiled Bamian seriil and ovhiugetine
CHATEN AT of Higse Colls Ham alroaty boei pablinhed o170 Ueil
piolits erE pogtmaly CharavteriZed-bs w pohtise «taning 16r ~ineith

A adtin. s nrler of TSSO 08 ee o iroblastne phetetoie
Eaxperinents werle performed beliteen passagds 3 and 7. withoul ans
relwenhle ddfionr e m resalls observed widh cells ol aned (Fom van

e

with ethiical rigulatioms. Yo pe:

el

AR

o ol

NF-wB-dependont Xittcation of COX-2 Lewds to Growth Tnhibition

Moo v it algEnes ehntwieeag NE o Boaskivgs sanes wero an
Pt anedshie daiibibe Fobugging v s padiolabioiod sath T4 poleorae
chsstich PoAEP Th
Bl o O e R e Sevppetees of W aligonsrs
[RE o BN

sl

hotidine abid i orpasitidd nseostes werr

Perfsod

eortainmg o felitave s
TR e B - 8 SARLEAL TRTOC A
worners pemudiving the «F
A GEAGAGGGGATTOCCT U 6
with spudar vevadi s o shigone
segpiene ot NGO from

= e o]

GOGEACTITCE U

sprerbes e et 08 o e OO D pteiiides wort

S ERpe PR e a - wesbiheag e

Prsnegn correspotcing et e estierns<
bt chos enbuwwer T

s of 1

sligomy  ehRtain v FENERT cegguonee af e RINFL proseter aae
3 OCTEGAGCTUC AN GTAAAC A MGCATET
Floctroploresie Mot Nl Asares FWS A Neplear vonm

Py ey b prntian waane vctiboted me the buadiog veaviors medue
WS Thepes pit ow i BT B
EYPU s PR e 10 dan at 4 00 follemeed b 17 pae e
wath 8 5 R : t

Pl
s kil Al Gl d lagiels gl m
0020 P Bt At FDE NG feetroplianrics i Badtir, Geda Wori ped gt Bn
Forr G0 g, el vk TUEV
al o of 0N g et el s we

Ao o QIR

DN Y protedn cotplion

atied e e dtopit gplivg T COMpEtin o s
badserded NTF o B, WINPT

toching vepeton for TS fuin Betore additipn of €he sadioli

i dire sopershall evprdinett s e Baading readboal von
tadimo the anfibodbies were neabated Tor 1 B ad rorin GeaperhCaee
birtaie addie Uhe radiomt e peobe

RN Povseeradeon ot Niv Hieen Bine Xl vees
asastde spaivsernt an serag free W month medumemoer
thien stndated with 01 s KT-4 se 56 nedmd TNE-
Tarad BRA s exteaered (o peiridorinm dhdees ity
pres ity 5 RNA samiplon (20 pa
Py checteaphorises theodgh o T o
quenth teEaEsieret e a
Selclle Prebybindization perfiriged a4 O am
el mis ERO aut Kot 15 dent sodiiint e patan - Coveaising 567 (bea-
winde, U Peiduddt= 280 ped Nall 0 100 destpan 1 srivel B
arpn, o B0 pptet salmob sperin BN cDN gRebes fop €30

beted prebe

anflarnt e ile were

B

Tt

» ddie

as desierrhed
Tami s were vt @ e Iraetmpd o
st Toeraldiohia e et and e
imehtenhir &

sitgaceliilise e mbeine

W idim g

@ dned

LIRS <or frem varans Lvers A exprramentz wore perforawed on
corflaent cells made guasoend o sevam. Pree Wasmoth medaamoser 3
s

PINTG Swrpthvees Asagy DINON <yt hisrs s
wordle b pteeorposstios eb R pdae.
Fotlow e proteeatment ar 60 mon wn by 2
(i"‘{vﬂ“l’fh‘l”'lﬂ\d' A N
SRR TN w0 0r
s 5 el e

mewsurest e Lepliopfe
desembed previowshy o
3R WL B s v wilth
cet evlls wiere s el v for
o thie presetier st 57 Bunai o0 rum, D HUTHG
< wtldedd doring e ST G b of e abataog

Bieprpraiicn s WhHGS 08 qdt Naibiss e 4 Voo B e i

et conllent o

Cirgtagnt colbe i V2% el phistes wedie mude guiostelit (1 sorind bia
Weseitonth medinn over 1 diges BESE wess thad idubiated for (avion-
Flanes woedh it ey BT Fo0 ] popi sedindotordin SR ¥ 1 et PNE Ak
vadek, or veludhe Whss thdiouted, eells @ obic pretreated oifher e 56
nvn st Che NE w B inbudigers sodsmm sadven fate <20 msg 5 oo M)
I e (“L"‘l‘]

T g
vy swhwhe

niefist

ar I howsthodovemet agane o8 L v AMler 9 e
phsspbate buffored wabie vells wore s fhar 18 mibne a4 O
codl estmction badter 50 my Fepes, pbl 7k contiuning 8,
Foan e siveeral, DA men RaUl 1wt VT plE S Bbamn Naf
wariebane Tt PR
st A, 0

51

S omw
medin] sprosoans, U e
Cevraplwspliate. D e ITT
et Frli tir Tee s wd b UL arid Bl supornsatae
JEVN CTFTCER R IR S NI CNT R (RVTEDE [t O S VI TR VAN

Nt wiel Eovepilae i oy

£ prdued leapeptin.

Vg st e

i

s ol e descomlind T
[RERE N
FEDT in ST free Wean st avedinni deer 3
dizn < suid Were faither iveubatod boi Cafieds Dies wth Bhe gidientid
cffeetors ol aCere Haedy Wiched B0 Hames 00 T 01 ol oo colid phies
prate hutfered soadine aud sesespended s 3000 @1 of batlier N T s
Heopes, pH 7Y, vontarone Y wsd Mgl W e KOT O 5 mxa DTT. 45
S EMERE L gl feupeptn, 1 pgfel apretann, i pepstatie A
Fhoerdls woss atled toosac B e dor 1S e siter whnel 12
T, Nerpdet B0ow o0 wdded. The vl were shalke
fraered e 2 0 u tenr

Do off wd b st ameieod oed et v, Coniluiit cell= i
Bhmbies A e g

5 gt ot
v wently ard ec
TP IR e aaie]

o b et U0 e
entiipibmtivne wsteaers The petlet macle wen
Tiviffi ¢

ve-usperided e B il ool

i T e B cotaroate 1 s MaC L TE e Nl

S ghveeral 02 dva WEYTA 805 i DT 0% ma PMSE. 1 el

Losipreptoe ¥ opsgoid Apretoam, b Poepetato oAy S0 il ¢

vkt core il GG e gecTear debisesicebe eideshagred o iang g
™

ferk porerte e sagret iefaete dntelear ead el wdre frogen o Leaid
Vertd atoendd g wEE A

Prognerain i FIN L Produ

[ERS QRETSEE

fie B reop b vedee MbiTein St Asan

62

Feny vy eeraldedivde 3 phospliode debidriage eGP weee e
Bebedd sv el on TPRERTT wsifig s rasstouiprening Kesds te baodat - Pl
maey Bhabs e o af 42T warbe e P Inbaedoedd
prebies w ashp b ag b s watte 2 REU R L RTINS D
G w0, B SIE af 550 and coumased 3oy rey Bl HupeetThe
Anivrsliang ar T OC Mvbmidigare sgmals wioee guamtifivd by Fup
o inagdng awadeser cWup, Taksoo apaen
COtPIMA Uapressasn, whnets ®
Fo s apiatieys s Tiding anid tramder, Besaits are eypressid ws Inld over
Dol CEN-ZOEPI et

Wost Meste oAlEGE o} a o fay
SN et BEotedis Wers cledrrablatted srite Bitveesibatone i mbivares

‘!‘l DT,

TR

Riwaalhis ave metatine ta

sownd e s e rnal stanidlared peesarrest

iy |~s‘*“~[‘35’u)‘|‘n’e~?-,, [
v Phlochood g T VBN DO i i BEETE VRS gl coitat e
R Nai

P e 20 50 Shams stk PYebeel miieet TR e bt
19 0ON 1 dned ORGPl R b et
s gy Senape el e, wel b Vherr speeilie gatibods didsited P TSB0. 100
106 aged 1 I B pewpoctnoely. Aoy 1l areabriat it Wt By 2000
terlid efid iitesd By adiadt peresadisse cospugated and i TgCo iivbody s ind

e e wagsbyroges Dormtodit cetond patvrns wore sestdieed i e i

soppees R .i. Rt e

Ay etnaaied chivmdames ASNrY
AR B et e s T
crayd P Flo iz
Priciidic Tk e 1Y w0 ERTR DeEl YA S Tronitdr
i g1 e rie e Ty G s woals cartuey
feri A0 e o D00 e ML RS o
shoy aiiitaesany v s R
w40 L oam B L ae 50 agiel T2
i sred Ve diufed in g 17 b
A s s
s o] as e prreviieasds 6

Ervivti rag

Capthaope s

FIEN IRt AR NL I

g

b i fivenes o \a

EPR A b

i vken fapes
E I I

Firie s e

=it safi

dritand FE rhe

werded e e g

g b W e el b

o

RIGEEITH | o roenliat o, Bifowme vl PO T the gieidians wis

wpfien Prater pogvee n e iien woe doetor

(SR TR

Ao [RERTR

i
[EXRTE TR ST t3] i ev arvapding o vhe

Tt proteas

FELATY ST KA

are evpreceit e Sl b g eepermiegds

- 2

S T e R e o deter e By Srvasdent s aiipe e B

O
Iz 1005 s e il
[ES IR I b
ET B e ETR Becoptor Agewist Sabapalenn SOC i

Hse Ny

FNFE o Vi firiate NE el ri Hanean Miopbraliloesin
' i treied

Fledr prateas Daotated frone B8 T ar

oamats



CwfS deprradent

A B

Sel TN

atvon-of NF-ulby BE1F, shrifotuxisn 860,

NA& comploces tavetved. A, FAISA o ,\!
arredd ewro PFERET meoade guaesceii
presorge al @ F g0 P g

Tanane

Proeotlors = by o conbialidided
Nvgpdbeger vkt s

R T

R .

irtiebont ks

Josb e

Eai g Tl
w B ayestat i vl
heppre WFO1Y

P4 fprig e

w1 el

S EANCIT EASA

b 'ﬂaln: ban of pankede wpsrihe i

o, ot et 3 Nepiiie

vl b S e g et st

b lenth, BB e svmdesed tn odeat
e hMSA
Catrane fhe e B seaguenee
kA
PNA bividemg eonoglos. ot wis whele ey
with the FB'TE recoptor SRR Ea ST DTN O

TRF e whieh aerevates NF s Boan swmorouns coll tapes

wndrig e rokabied
of the PN TR b
T mmreed e
TEH%

ffy

et iR
ferrmmt ol Das N o

i

HE et gl

[I§eag) ool dheos sl o BT

Fie

il EYINGY Brindhinagt eoriaple ve < aath
1A Ferme 4,

Thie s ebied
by BT baand A
ot~ pertormed Wil agr dsiess of widednded foa eatade oy
v the PRIV L0 &l e r e of the wB
eberarags of the hamran N o L5 i ed 1 b
Beithing sty of (e Tadsebed prolne (P 18 fe
COritrst

»oanid carnpesition of e comiplews Srmatared

INF o et et esomisned Coupet o e gort

resapuaradrag by

Ferspinhsive

SO PRI IR JF)

sishibavion o the s eeiess ob v aedidicoteed Oligen e

e e vum.immi" the gieelared HENFR rongensus saajiiems
o thar e
ang TNFeo is spe

Atidifae

feenge T4

PINCN Bl b v ety v conpdedd wodh 10T R

Pad e el P Fe 1R Ther=e duva mdies

HE
XE

prEest o the

eiTe foy gt W8 Frper s R et uh

i b

Frad b v ancgate e

£
&
i

e et
i

Ferg] el sl po

Ret provens win g

toced ol vde {27
W e

DR

e prat s el
4

erovnisedd

EE OO F T
asgpers Bt ol Ui s i e el

vEN A RIS
ihiereds

s et =g P fhe

Lt o g

Proschvas

pAtE s ppesent i Petl
Febs T
B
comple Wy B e
ad i oot
tapiiesd spion sncabiaten OF niadhen st

SO R

AFe phh et Fraet v o el o

VOt et o wba e

RERE N

shiator et show Miewlae "
Fos TNE et
e BT afud fE

Farymat wrl of M

ERRER

eellawarh the pftensed pesy enmboil s
a7

e, e

averdree e
et of TTF ws

rckieatmen that BT )

¥

A i f ey Vogin

Dk b TN
»

serand o 220 ey

Sud e Bl o $roe deperd

IR i b st b P 47

Avtis it om o N SeeTr e d e Fipedl s o

[ IESE SRR IR At cedebi e e shie cvTekas

(RIS
s By

3 oadd UNT

:'uln!rfl *

boestr B et Lhowe s rosebie kv pia
Bopaiad g nd pves N

Bmd e

s U v

bomman mevetthrobda <t e ose e tha pldd gl b

ke aried T ol
Poerrd TNE L ER e e Fhes

PR W

e plapind bt
croterd fonl i e S e Pl i
P NTTE T O TV A I N NE RURTERN L R |
baepnsne I

IR R TR P

Voo Tl

s

Cpenstaed vty BV

Cvtiaad capne gt

Avtrvartion of (6L

Vet i s Frec faedidien i

AT l‘h oS it of ol
il et

I .n;m Pt | b sl

The ot onaedivgn a

2 Loeads o Groweh Dinhdbition FATRY

=4

PRS0

78 LR TR N O O !

o i haman myofibroblastie HEC spreifivity and charactevization
n!'\, it aiedledt s B of feninhge FINE

Cppentod et BT NE0 e PN Sden
Th o el i.nl: e reainted e Gt i e dbee e

freor et s 4t ety

speedis v

Sk et ol
: e v

sy e

Rrgo g

Cen Pl

Crftig Mo vl fads

shgse i e repres '1»%,(M\u ] *!nru N P e

TENF o for
Wostte iy Blot a

The boveds wf 1B
be b5

(51«?1'« Tead M O

A B selvesed Dy

g B B o oam b
eEpeitted wide 6l 87 ki

g W R

s b e v thods A peotesn

< bl

with

= Lorpiiidtn s
A el

et of s Laved o TER Tread ngent ol
gty TISRC with BV 1 vesalted e dee mzszn‘um ol Tl a after
TV owny b bkeov@iig Wb e Biap voitae oF NE SR rtiViatien
it al revsy bt besdse o as sliserConk apors 3 h o prosatime st el iy

shorcod within 2

|3

Flopamduesd degradasmn o

et woih the
T Wi sttt he
NI-aB wan wniin

gy wetaed wWas el afer 5 avee K 3
papdd avtivation GF NGB by TN e

w b

At o ol
u‘i.“ﬂluﬂ of’ Ll
weecwdt Tor B priottagt 4 ooty atems of N el
sesrtbirv Lo thie o W protess B 8w found iy
Provareans U bl oo
vt drotkat vl faken Pl

P remgil s themioimir g o thizd bt i JT 1 aad TNF o

siw al Deddboo aovarmd

i eondd
Hhswever, ao

Ladped we arvesticned whethor deg

Al e

wep i ek @R s deteetod moun

nese ettt
Fragdisee
ghe depraskiaOne of Bl A evet than B aesardtad sl v
of N
NF b downs i i wfve bl

BT e

St et o

o Lo b 1B rarapdesnes The acviesion o

B CR

X
CHSC
sl B

gty Hos dre Bl o0 afthioble e TESE

u Figgbrliel €7 by
s {lun

1 T e

tit 7” viof f birnstart s

ey ey s prew by lpdbeilons o fy -Fare

g g 4

A B
Fedvi e e

i ;nx;d.}

kit T VP

Nt ~'~\|v§|,~5ux(§ W bt BT

wal
! il N s B cpean the pranmetsar

R S R P

”‘[f:u

i
SO A E B

b o v et of

s

.a;suf b
RIS BRI welvie s wose e ag i
¥ oraits
Pt
NN e

¢ b ot

tFelads b e

anied B fold sl
s Fig b4 The
bR e g
gt et worh it
Awtes at oy s CON 2 protem
ey Feytipren v N
FA

[ETIATCRR R TEL QO 3 TR e

sl penperened etevafed For e Bt

P o) 408X 2

arpngdueed sy Pl FPR apenied

(A PR R LSS A

S sk b e Tt oty Bloe bed byt ek se ey
F§asNs ohig
boepbu
. Tt whpemsopre Fiaadiy

[ETRE (R KO M N P VR SRTANINT SO O A G
PP whwts bt bited ©0IN 2 IR aned ptetian
P towies eomr s et rfor bacthd o4 BT b o 1A
N eogan s bl el e 0 Bt
ST By ot Bt cofb e e 1Y
[ R PEE

B ‘,(uﬂ it 1050
TP

AT PR
afee TN S el
kel npeat

i e el vy

3 T ey Bk e el
Piisner

TP SO e SYSI O

Cpare st

ard W e

S T g

ol B G TRGD e podst e

cenab vt b pe e essd i v by e T

63



HITRG

“F-1
60 180 360

me i ¥ 8§ 15

PO P6S Pnf
pSO/pS0 -

i Kinetiowof
o i by o nhatior
R T R e
Thre umals

sy fpee
CERUE

s et hM‘

st Proacedines” o

wiedkin gy e s
ey o
B

ertatiee of By coeperanents

IkB-ox

swshretan T b o

A B
ET-1
3060 180 0

Time
(min) ¢

5 IF

NE- B8 dlopendeont Avtrvation of O

St huinan mvotibroblastieH
fettiived o

R in“l"‘)"li‘ﬁ;
B

s Corerse e Trdler biibrovn

TNF-a
15 60 180 360

6 2 &

Tt JENT g
Sl I NF e fF

RO S PR TR ¢
Boer D g R R A G T
Fed prabe cntaordny e wde e el w8 e B

VTS LT Wy

a v in

FER RS

\

[k

T

B )
o

ey

Fon b

e [k o

ST

Wik et iy O med st < ol
Puliow antibaide (
(PN

it

SRR RS R

vl 32

Wi i tigtodd w bether NE «B e rvobod e upregulnsion
wt €% s BTV and TORE-

pritiasane ahilitor

o by e of twe .\I‘ w8 ilvidsi
M fogw e aiwed e W
willasmyatsre compennd sodium sadeslate Huth NV.ob
Feduced achivaion of XPal and 1eB o
aned BT it shoindt s Sadiven
~abrevtate sl M- Bhirsteel wrt i ation of COXo2 mRNA
Fap 34 C0OX P SE by KL R6E. e TNF
Fhe NF wl bobitoes alse provendod actin atwn of COX e
b, fddibrrrd as B
bt

pretin v

vars e

wdibitors effodtvaly

sdatan By TNF-o g 5

[

refeased L prosenee of
aeit (R gAr Thi

s pmltictend Oy thyose

arsi iy eRpPES o of E0

et
shuprofien an asdiomRaasters conpord
Nt
piintin

g S0 Fooaadly,
Pl smhiibits o
w125

N PR

vlaehygc e 226, 27 wd hout
LI i
sty

(P RE
e
coprdations, §7

aflieting el ton

Vit frdigetdiong of 0N iyt

vesle sk ey
G

woas adee measarod s PO
an el As sbwreow o B
fetuded Dt i PO
S TN, wl L'
s oM Sepdar reralta woere wabtaimed who asscnse
of WG

Aact vy

Bt esehordono 1y tese

1o catinid . B b

ahie by v sy el b iy 2 n

preenaontod By =
(O E SRR )
e Bl willeet
FT L oar BN
SRS TR

Wi

it b

an stimuiaton of COX aetiiy b

e FRO farise e of evopotions arieladon g aed

@ b dy idatat s CON
Blockarg activaten of he

sibss wsied detanpothasofie, Fron
tramser g e B

NP o NI HGE presed® i Pl CON 2 promoter aned

SR

ey o capbd dheetabitizacios et COX 2 N A S 120 B sbooid
bt orviitesd tbrad s vibsedd i recent steehis 02 dvsaaii -
sesppe Freod great dd net bt civher Tld o degradatinn o
NE w8 DNA bosdion sefhoation by BT0 aad ENF o not
=i, st deg) dEECET it etker dee o desainethasare widh

PE LA S EELU

prutern

icitons e il ui NI
rodvarad BT stoehieeoed OO
it ed

Fefeager by

Ehe s et iosinne
Gxpressa T have]s

Faaedeowy [E751 Stemwdatieg of

P

woitdy o woemiiady

prpatreated e e B
F O

i

LR
St shwead fllewdig Tieatiment
TONC LY

e

B

WS

K ety dfriden. o

64

Kinetios 6f IeB-o degradation by B0 and TNFo in human myofibrobiastic 133
II‘\l Bradde speiescend Dy ancedmTion ol s en medigronaer
; vxtog sy

e Blet ab s el o

Ly vl .
tor varivs Lomes worhe o gt
perfimed e diseribed apder “hsgermaestad
el Frome ignt fraitedd 1E88Y B

RS oI (R R S ]

] PivtBor meaated
BN B Do WA
SRR IR & IOV

sdied

svpre oy
abati

300 PR

Forrpevdd ripmrarion o

e b
o with

B

ET 1 g

s thoss

e bevels compaeabi

sodee et X Jmmd
Y 5SS (H’*f st 1"(5 o i:x,
dromatienth sedueed b

fevtrse CONZ mhilador SU58125. 1w iu’-f-(mw %

desammeth

e syl

(R

SRCEAER e

apved b

“;Th b b

et hasone thye i

WA

- Maureoser
wl )‘i
H.x-”}g\ Prickivatet Bt
1

1‘7‘\1 S

RTCERRTEIN {0 R TR
G g i);f
G4 Tl

!'C‘h‘lise’!i

R

S ERREEE Y N TRY SRE VT A3

whive thie PN 2 sedhadiirion <+
UJ RIS

e wger }; ea sl ety inne ¢

i

Al wfied

Akt N A e chlest TR pagiveesad i Biman mtoiibeablas

Fhese rosafl aafieste (hat RN

by ot audy

N salo

act oty Tl ales demonserade et Bamem B

[\l o pperesifade O 2
3 aerrataan

vie HE aned dhia the
trve 0N
FT-1 ot
vieby e N

T ‘/mm-'zhh ¢ diyvgirassy ¥ 00N Y Meagtei fhe
Civen ik ol bfooy Fleot o BT 1 ed TREF e Mg s Mt
firobhilpstee TRNC We Bave shaowors ot BT
of bpdied e dibitohleitge FISE 00

vy ereintd for L chiie bt

afrd this it o e

wrbvend < the @pewtla
effiet o TN P
i L TNE o

s sche pedeoet e v bobaked thic gresstls ol beeoran ae efibieabibos -
Vi FERET TR T G oty s ts et B L pateae e Do € of e extaio
Fpeatted B PRt TN B W
P CEN2 i
D aspie P80

“ial iyl

obal e

gt et Bredsty v et ered, N e B i

ONT W e tidde o w 0T oy fed G

ety o rwabaiak i eblo roerd it dnt of haiiagy sl g

Al of 28BN FRED ar il
b

T b

profleravion

s - T b b

LS BRG]
wiwd TNE

R
N

R TR R R TR SRS S SR

st ol poe dfeels o BT

Thivai 5o« [P Ao BT

Fatie by BT

Foibeng e ashietaesr of T

[H\ni(h
fi ?'m\x'n‘ by poted Vhued Dbt €90 0 el e il et dren
LS EAS oh dhesa i tRieaaie oo ] H By aed e iiesde
v i PR NN Gl el o an e ben 4
i i phinnecad POl

Cwebielr o e il

[RERRTRI4]

IR

ciid ter ke o

[

RINRIEES U vEL A
ETLRT:

pors i e b

sivis bl obibaetae | C FERREITE I

T IARRERER S AN .!' 'l"! 3 SR EFRE ZET RIS i b LTS R BCUEESL SR SRS 5 Kt ha ‘HXL:-‘IT‘ €
i ! 1T {venigt fugzen RS fees g0 B 1 X



oy

X ACTIVITY
Fofd over basal

i

!
b o el |
H i
VO gt

4§

o

FH

o

=
=
P
>4
=
e
&
e
&
=z

(Y
5:: T Contpat
BT [} ASESKEES

RE
e

e Presaacthassny

| _+Hsditin

[

Pros ity
GaNdaenase avhiv ity seduts

Fiferin of NF B inkibitors and of COX inbibduors an
e iy FEF and
SR

LR R A i

Foelpote o

G e, e ¥

M opEg

e i clpwathe B gt BT et A

vt A itcedente L TR e oF s bhidiaen acid wowe

[ES ST R E I PP T Shergo 9 0y et e

e SRR RIES Foofeheme e i

P

e E

R S ek
Y | .
R RRE SIS ESTAN
(it i #e B ! T

(RN PR R SR 0 & 6 F R AR

r—

. s
e (BT

i

EERN D et dy e i ey BV e i

IO NS EUIE N (TVIRI TSt S SNRL PRRTECS SVREL ve Fad

Wt ke ik

“iypnade prow sl e cebndos s
e

thot e o e

Aot gbsdrbung s Lo ity

visnifeddopee s by e e o pvbead apest ooy w

VRS o te et By B Eirgd e prevedn e v o Sl

Frort B vbed bt e i b B Redrgeee < B

Vit Bec Prod B teoh 801 featos o N wdd v beprteen mieoti

s o o L
PR el o O pere U

IRIRES SEEE T S R T e wl e Pl

Bt e e [EE EANY G & TP O L R FESRNT L SRUNG | U e

RN

V1 ared bevose s B dea ot ensed et

preedt e

Cr Ve e opel e

s e e

ceepe e cogepla ey oF O I e

thavptomtont o IS Pl e

wove BT RN oabeiiee FEMN § gud

PRI

[ IS LA TR B L TR

B I O N Y O T SV IS

R v 1 " § Gt b e e
O B A L RAR IR R SUNTRIFIY (RIS SECUIE S RUE SN PINS (F S E G R S R PRRE TS
Bt T o erbe e B b g R IR S & et D B

eoebmern S b e T ety B BT

yesdin e dee e cmed s e cova by YEae s

65

prc bk nd S frCEren o 60

2 Lecicds tor Cireneth Fodiehitiun

BBy

L35 % A TR )

R

X

1 AUHENE PN O RPIRAER

1]

et

o 3 EL ] §tie

NG 40 sndinh

misthasome aad SUGRIER reduee the growels sadyibe:
CEEY ol TRF o ontlaes ¢ ot
ey Berpomv el e e § ol s aeed tuet faew g

ot O

45 t

Payes

by v sded e gn

bt ot bpgen e o fo W enn

et orrs dhoeetierd g Foap Vb b wooee (B g i el vt b

LA

pbbiba R e

[REIA AT H ¢ LAl sersed

ST S
YDy

Yiereeael ol e

v st tbed an b DBt dpddied

sty

§ e Prtfebony

paEety

EAIE TR SR -'e,}“(‘.‘{r);{;"\q‘i,';ik

FNOF whibreer dngg

vty
s e

frler BLSL

JE TE8 & R

Yoh et i

L

Cad adust

el el
werp B rad e CORN
e BT B
e e st g nd VO e OO B (e

e et b

By

EOREMRE A Y ) wirenv e gaied eates f

e ed b .
v fevigyiofopad
b B

A4

L R e e R A

Gt b B R Pean g CORY

vy b e

P

e w4 §

Fug frwes Gidde o Chnent o aed T GO T A

prreita At

s i Lo 3w Bl di i mae Bt s boexyrd

8

e bntes A, L

e by

Pl i e T e et o B sfia s st s Bad

e NI s

Papedd oo Fosmov v gg By ety

reo s e oy vl t g e B 3

(X T

e 30 Bohaeers e st

[SRS S st o gy e ESRCE PRSI REFTTTE ST I

[IEEAN

RESE]

RN PRTTN PR AT ST P I

Lt




N wl3 dependeni Avttvation of COX22 Leads 1o Grometh Inbithition

R BTN o Biys
Fonty inhibitorns

(1
vt o PRe P

by o hizeriche By et of p@B antisense
A 4% 4

wlts ot severdd studivs wdicate that COX-2 sy be
dation of ol prabiteration Whernas mrost

(35

repert s sapport @ eate of CON-2 te m sigenm<is (38, 460 recem
shats b sbrw e thal CUEX0? mean o Iced i griaw th
sttt CFe 400 D nterestimgly . Boradelds iy o 007 has ¢ reeently
rEpmartedh TRal o eres e ssiin ol COXC2 i Baman anooth mas
ole veds b assnerated with o avrked vilibioes of pralderation
B Barsan TESET, Bluntugs COX-2 aethaty with dexaniethasonc
atl with the selective COX2 nbibior B0 1825 blocks the
arawth hahitory etfeer of FT-1 sred TNF o, madicating that
activatron of COXCZ by either factor s a key event o the
pathne b beadhing to ndabation of BSU profiforatien. We haive

i b fgiy

proviousts staavn e rapid production of prestaglandios feads
se e ox elie AMP and w the ldoekade of eadly ovenis
preceding kunso HSC profiferation sueh as witogien-activated

Tow ol {10 res

proteis Kinase twation 980 Our preliminary results saggest
Vheat s eagiied prodaetin of prostaglandins Would be ensared
b stmaalation of the CONXC2 aetivity espitssed 1 resting ihia-
yibrobdaste FIRC . I contrast, sduction of CON-2 mRNA and
prove by BT i TNF o woudd resull e a more sustinned

production et prostanioids il condd be involved o e b
ot of o distad events. suelt as cogidation of BT-1 seveptors”
died vegnd e of coll evele canypomerd s c48)

A dimeribed for COX 2 aftivation of N
bedbord 10 auitegeness B0 515 bat secent dita indicate

w3 has generath
bieisn
Fliat sl fetion off N5 B s alse associated swoith growth arrest
wisd collodbar dittersiticdiion BB Ta particalae, N &R stom-
shates e LURIDE SUPPFe-:0F gole Pl s and pBS inderavts
T e Abs ob oReNpression
o thie NF kB wember o el s the profiferstisn of Hela
eolke by antoradturg with p2 1 Tds Becatseof ghe evtatoxi
effoer of NE W B minbitors during peotonged coll grawtli exgrer
B e, the present soudy doss not provide o diree deimmii=tea
Pty Tor s code of NF w13

withy the ol evele mbubitar p2

WAk T

a the megeteve rogubaten of Buman
FISC grow th,. Nevartlelios it is temiplng to speealate that
Nt
TN plavs a mapor rele m the wegidres repalation of Bumian
nigtibpahiastie FIRE growrh,

The phyciopatbutogie:

sl by uperogaintimg CON2 G pesponst te KT T oamd

il sitegienees of onr fladings b the
coptest ol feer fThrosss remains to Be detormiaed. O the one
gt thiv
tich wre in

Fagrad, Pl cunsensus soquevce for NGB i

peeator o s Pad weties et ated by TR0 w
byl ty the andhimmiiters provess assotatod with e devel
apiet of I Theos For exasmple. wispoevte chemstacty

jraeeiers 1 et tevecd b adlesion meleeude boare exprossed in
Ak Bowever. TNE w
we for vt TESCT i3 O thie other Batmad, prostaghon

fat TIRET e g pepudatiod by PN o33

IR kS FRERTEE O

s b e it tiregeane wr ave o ce o madad of oo fibes

sind i Citee Sudies shros that o rat FISE prostag lnedeis
Fombibet ath coflagen 1 proditetion +5% 5 and cell proliferaten
sam, Those iad topither wiak the favt thay BT b oand
TNE oy fhatd the growth of hanas mivolibroblaste FSO, ol
lu\\:!n;j‘ \[
st o penalarary rale of thas pathw an s Beer Rhropenosas
¥ s
vla s ETR recop

bey stepmar . we shad hésre that taa prowth bitkator
trefes for Liaman wy edibeoblastie SO, T 3
o i TN o
CORE pesiang o idnbiten of B0 profiferation. These ve
s st theet NGB mie pliy an igiartant rele in the

Hrga e voessd e ot Bumie mavefibroblistu Hse
;;r'uhf( Pty

[N Yobbelob, A Xl 4 Macled! maadoN
bosta i o1 vie, sl Yoo didne

sldependedt COXN 2 mdaetion, would beom tavoer aof

sidiee NI a8 depedend up-regutaton of

B < ppnrt, Yy
LSRERREENE) SEEL

it SO Nbsse Basrer e dae b i s inslsotionsel th
gtz Gy aedpfid didc e Wee also achnowtedge 1

66

At faelpivpo s

aarist NF i 350 protein, S0 P

238G

Wi thank < Hawoure wal b
Hir s 17 Prvaoifie e opy

Coraiiderthirs [OF PR sitretng
o e N Blure Preasys s thie p

i P
Gl reaching o the
oAty W

Ly wt P

s

seitie e T

ol andibodies agerist Tl o seosd
st L TR ersty ol Dtader far the
e aea R Bt CONE L dind TP beitkeos ySer b S

Bl RN i

[RiHER

X

Wi g sord B ¥ R
3, B t
il A 8 Beediederfl N Paieea o B e e 4 arf

1o Hipees! 2% TN
TOAF O Bescr P ol W B0 BWRE Tl peses =3
s XM seenaeha] Le il 0 R 21
Jompimea iy O Mivier Poaosd dad e
4

whedd oo vl
Mol

spd Laateraat apg

Malse %

Bl

b

B

M. wev

Phad i, B 100

M, BT A

i TS AR, B o

"Plostesjix AFE Plaibpe, B Fordpmme vt -Beron yse B Vest T e
Lol B B T W, Feb

[ SURIER ROV SN P E PR S

i KT, L

i
56, Bhag

X

i Moo ai

Jerot X

Soths Wl Umwavtg WON L and BeNs . (0 B b 0 B e 2,
R A S
Nutnafiote BT Eedn N o Vasrsanesss & 010050 g £y

DTO, A AH G LA
L T P
8 s, K

Qs

e s ©
et

N OB
L,

i

W, At Tzt £ !
e KM L CHadaite 102 A e Bengir 35 Martin,
Prmpe XN Blonio averd Rt AR
P37 b
vl B Terenoazr BORY i Ravrder ROV PR N Db e B 1
IR R
CWeek B Fosttend Waigter 17 amd Dreaed N 108 P 232,

b g

st Finbest, ¥ FRA Pradedte: oH L d e 1

PP B By

bopaide s P and M leanr

wigh i MO T F B B
T Mg F e £
B v SRR

NN BV
et 2B, 85
S TR
Ce b A B, LI

B f
Mreladl 3 X Shayis

[ O B 1 R SR

b N

[ S S R £ T S PN
e A ¥ L O E A, Podiuge W La
£ ane Taakeor 1% PR fee Yl A G, BV
The £ [T S I S N 3 k)
S L T P N A e W FEaiy
31 W Pl N0 sl odhamita B eon porv o g TE T
[ B BN Bhegloam WL sad Ckaadfaef, ML T085 W S fodo o 9

DY 2 ¥R
Pap AR Pamae UL R Beivvenaid 10D Ve
ES A T :
S I | b B sy
Iy e
P 32/
P I N Bk apd e

el e BF0L LB N Tt
T R 1 S L N CTIS SR SR T AV
¢ TRLTEA SR
Thoeghanas S Padee gt e X A 1D e Woane A

b s

3w,

JES FETO & N ¥ W g ey YoFeaae B
Muare M Mauae Y sl LA A A
T &5
oo bR Flpe N e Br % iy s o
e g ‘

sob T 1

Fooshoia 1 + ooy Bees A% e
PR At OO S 1 ¢ S I O
B Ko dF Avveenet R e B I L ¥ VR R



E390 NE-sB-deperndent Actication of COX-2 Leads to Growth Tnbitbuion

vl My Xyt o Heed G BFY, RN B 0 el SRR e G0 Bewd UL BEL aabd

ISR ST G BN b B 1L Fisateii Latboiiis 30 67 Madvow, J 13 A felhae BB dase LR L anRd Sebedi-boes O 1 R TR Bl g NS
Coffes B, .4 CoBaBee BN snd Bbichs fege TOT3EROT VS g v I RS
ez P T [RScH] 3 Pegre, W Phge, o Rogl e 68 Baiteelh A Bratedt B hassche LR T

Jod awE e e 0 PEeead 274, Righs «oliiy Hacderhe, PO e Nounwoe 3 P o § fe

(TN S PV C Y S

Uit L r 97 1515
£ Bt ' AU Dk, e, N B headiig KO gt VR sl Nabier £ 2

el L aaptedt

korishs B o B ¥ R 290, D

b heomdhioees g0 G0 and Avbewd . 1T R G S

SETEON RS EP)

Fiooa o 818,

i
22 B osthese bR GRY Badddiimgs BT 180G IR

G Hild fhiaiud W B Peokesoen, P BHeenigee Jr % oo Hoppe B4
il b B Nomaapen 0 aiad ST U T - b RR AT & PA, LB B

AT Bend, B8OW Fapreadh B Fdebetens BN ang Plavee T8 810 s bl B i
“ar buond e e chagrtengae . N b B 17, 7o 714

RN Y W Beran TV app bR oed Dt B M c S0 el b et s s TR,

LY B 0 A s b Akl BU Jbnsiie B ED Begl A A aand Condny 4R SO

67



DISCUSSION

68




Dans cet article, nous avons montré que I’ET-1 et le TNF-a , deux facteurs inhibant la
prolifération des CEF myofibroblastiques, stimulent la translocation de NF—«B dans le noyau.
De plus, Pactivation de NF-«xB par I’ET-1 et le TNF-a conduit & I’induction du gene de la
COX-2 et a I’'inhibition de la prolifération des CEF myofibroblastiques. Ces résultats mettent
en évidence le role central de la COX-2, relayé par NF—xB, dans D'inhibition de la
prolifération des CEFm.

Activation et induction de la COX-2 en réponse a ’ET-1 et au TNF-c dans les
CEFm

Le role de la COX-2 dans la régulation positive ou négative de la prolifération
cellulaire a fait I’objet de nombreuses études. De nombreuses publications montrent un role
de la COX-2 dans les effets mitogénes (Martinez, Sanchez & Moreno, 1997; Sheng et al.,
1997). Cependant, la COX-2 pourrait étre impliquée dans I’inhibition de la croissance des
cellules (DuBois ef al., 1996). En effet, la surexpression de la COX-2 dans les cellules
musculaires lisses humaines provoque 1’arrét de leur prolifération (Bornfeldt et al., 1997).
Dans les CEF myofibroblastiques humaines, le blocage de D’activité COX-2 par la
dexamethasone ou le SC-58125 bloque I’effet antiprolifératif de I’'ET-1 et du TNF-o (figure
7). Ces résultats montrent que l’activation de la COX-2 par ces deux peptides est un
évenement clé¢ dans I’inhibition de la prolifération des CEF myofibroblastiques humaines.
Nos résultats constituent la premiére mise en évidence de la présence constitutive des deux
isoformes de COX dans les CEF myofibroblastiques 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 observe
que le prétraitement des CEF myofibroblastiques par de la dexamethasone et le SC-58125,
des inhibiteurs sélectifs de COX-2, ou avec I'tbuproféne un inhibiteur non sélectif de
COX-1/COX-2 bloque totalement et avec la méme efficacité la production de PGE2 (figure
6B). Ces résultats suggerent que les PGE2 synthétisées dans les CEF myofibroblastiques
humaines sont produites majoritairement, par la COX-2 constitutive. Nous avions
précédemment montré que I’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 I’activation de la voie de MAPK et
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I’induction de c-Jun, deux éveénements précoces dans la cascade mitogénique des CEFm.
(Mallat et al., 1996).

Nous démontrons également que la COX-2 est induite par P’ET-1 et le
TNF-a. L augmentation de I’ARNm de la COX-2 est observé aprés 45 minutes de traitement
par les deux agents et I’expression de la protéine est augmentée apres 3 heures. (figure 4). La
Sarafotoxine S6c, un agoniste ETB, reproduit les effets de ’ET-1, suggérant que 1’induction
du géne de la COX-2 est relayée uniquement par les récepteurs ETB (figure SA). L’induction
de la COX-2 par ’ET-1 et le TNF-a est associée a une production tardive de prostaglandines,
qui pourrait intervenir dans des événements 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 I’induction des récepteurs de ’ET-1 dans les
CEFm (article 3).

Mécanisme d’activation de la COX-2 par VET-1 et le TNF-¢ : role de NF—«xB

Nous nous sommes ensuite interessé au mécanisme d’activation de la COX-2. Nous
avons centré notre étude sur NF-B, car la promoteur du géne de la COX-2 contient deux
¢léments de réponse de NF—«B, qui sont essentiels dans 1’induction de la COX-2 par les
cytokines (Yamamoto ef al., 1995). L’activation de NF—B a été caractérisée par I’étude de la
liaison a I’ADN par retard sur gel, auinsi que par la dégradation de IxB dans le cytosol. Nous
avons observé que I'ET-1 et le TNF-a stimulent 1’activation de la haison d’un
oligonucléotide consensus de I’élément de réponse de NF—xB aux protéines nucléaires de
CEFm. Cette activation est rapide et transitoire. Elle corr¢le avec la dégradation de IkB-a
observée en réponse a la stimulation par I’ET-1 et le TNF-o.. La sarafotoxine Sé6c, un agoniste
des récepteurs ETB qui relaie les effets antiprolifératifs de ’ET-1, reproduit Pactivation de
NF-xB en réponse a ’ET-1 (figure 1A). La caractérisation des complexes activés par I'ET-1
et le TNF-a par des expériences de supershift nous a permis d’identifier le dimeére p50/p65

comme cible des deux facteurs (figure 1B).

Nos résultats montrent pour la premiére fois que I’ET-1 active NF—xB. Cette activation est

observée dés 5 minutes, atteint un maximum apres 15 minutes, et décroit a partir de 3 heures

(figure 2).
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L’activation de NF-xB nécessite la dégradation rapide et transitoire de IxB dans le cytosol
aprés une stimulation par I’ET-1 et le TNF-o. Il 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-o correle avec I’activation de NF—«B, suggérant que la dégradation de
IxB-a initierait la translocation de NF-kB dans le noyau en réponse a ’ET-1 et au TNF-a.
Les stimuli activant NF-xB dans les CEF myofibroblastiques sont encore mal connus.
Cependant, une augmentation de la liaison de NF—xB a I’ADN est observée au cours de
I’activation des CEF de rat en réponse au stress oxydatif (Lee et al., 1995). D’autre part,
contrairement aux activateurs classiques de NF—«B tels que les cytokines, les virus ou encore
le stress, la stimulation de NF-xB par des récepteurs couplés aux protéines G reste peu
décrite (Browning er 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 rdle dans la stimulation de la croissance
cellulaire, NF—xB a récemment été également impliqué dans I’arret de la prolifération (stoltz,
pnas, 1996 ; baldwin, mcb, 1991 ; bella, jci, 1995 ; brand, jei, 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-«xB 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
a I’inhibition de la prolifération consécutivement a une interaction avec p2 1 WAF1(bash, mcb,
1997). L’ensemble de nos résultats nous permet de postuler que dans les CEFm humaines
I’activation de NF-«B necessaire a 1’induction de la COX-2 joue un role majeur dans
I’inhibition de la prolifération par a I’ET-1 et le TNF-a..

Le réle de NF—«B dans I’induction de la COX-2 a ét¢ démontré a I’aide de deux inhibiteurs
de NF—«B : 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 stéroidien qui n’a
aucun effet sur ’activité¢ de la COX mais bloque ’activation de NF—xB par des mécanismes
qui ne sont pas clairement i1dentifiés (pallombella, cell, 1994 ; traenckner, embo, 1994 ; kopp,
science, 1994 ; mitchell, pnas, 1993). L’induction du gene de la COX-2 en réponse a ’ET-1
et le TNF-a est bloquée par ces inhibiteurs (figure 5). Ces résultats corelent avec les études
décrivant I’implication de NF-xB dans P’activation de la COX-2 par I’IL-1, le LPS ou le
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TNF-a (yamamoto, jbc, 1995 ; newton,bbrc, 1997 ;D’acquisto, febs, 1997 ; roshak, jbc,
1996).

Les conséquences physiopathologiques de nos résultats dans le contexte de la fibrose
restent a déterminer. En effet, 1’élément de réponse a NF—«B est présent dans de nombreux
genes activés par le TNF-a qui sont impliqués dans les processus inflammatoires associ€ au
développement de la fibrose. Par exemple, le « monocyte chemoatractique protein 1 »
(MCP-1) ou « I’intracellular adhesion molecule 1 » (ICAM-1) peuvent étre activé par NF—-«B
en réponse au TNF-a (marra, jci, 1996 ; hellerbrand, hepatology, 1996). Cependant, les PGE
sont antifibrotiques /n vivo et in vitro en inhibant la production de collagéne de type I (beno,
hepatology, 1993) et la prolifération des CEF chez le rat (beno, BBA, 1994). Ainsi, le fait que
I’ET-1 et le TNF-a inhibent la prolifération des CEFm humaines consécutivement a
I’induction du geéne de la COX-2 par un mécanisme impliquant NF—«B pourrait étre en faveur

d’une régulation négative de la fibrose par ces facteurs.
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VI. La voeie des sphingolipides

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
I’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. Synthése des sphingolipides

A. Les voies de syntheése

Les voies de synthése 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
réalis¢ dans le réticulum endoplasmique. Le céramide ainsi produit est transformé en
sphingomyeline par la sphingomyeline synthase qui est alors stocké dans les membranes. Lors
de I’activation de la voie des sphingolipides par les cytokines ou les facteurs de croissance, la
sphingomyeline stockée dans les membranes est convertic en céramide par la
sphingomyelinase (Figure 12). Le céramide accumulé dans ’espace intracellulaire peut étre
alors desacylé par la céramidase, pour former la sphingosine. La sphingosine ainsi formée
peut & son tour &tre phosphorylée par la sphingosine kinase pour former la sphingosine 1
phosphate (S1P) (Figure 12). Enfin, la S1P peut étre 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
I’activité de I’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 Mg”* dépendante est membranaire, alors que
la SMase neutre Mg®" indépendante est localisée dans le cytosol (Okazaki er al., 1994,
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Spence ef 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 étre produits dans

différents compartiments cellulaires selon I’isoforme de la SMase activée.

b) Céramidase et sphingosine kinase

Peu de données existent sur la céramidase. Quant a la sphingosine kinase, son clonage
récent par I’équipe de Sarah Spiegel, a permis de mettre en évidence plusieurs isoformes de

cette enzyme : la sphingosine kinase 1a et la sphingosine kinase 1b (Kohama et al., 1998).
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Figure 12 : Voie de synthése des sphingolipides

2. Sphingolipide : second messager

Les effets biologiques de chacun de ces second messagers sont différents. Si le
céramide fait figure de médiateur dans I’arrét de la croissance cellulaire et de 1’apoptose, la
sphingosine 1 Phosphate apparait en revanche étre un régulateur positif pour la prolifération
de nombreuses lignées cellulaires de mammiferes (Spiegel, Foster & Kolesnick, 1996;

Spiegel & Merrill, 1996; Spiegel & Milstien, 2000).
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A. Effets des céramides

Les céramides sont impliqués dans I’inhibition de la prolifération en réponse au
TNF-a dans les cellules Jurkat (Dbaibo, Obeid & Hannun, 1993) ou en réponse a privation de
sérum dans les cellules Molt-4 (Jayadev et al., 1995). De méme, 1’accumulation de céramide
conduit a la différentiation des HL-60 en réponse a la vitamine D3 (Okazaki et al., 1994). Par
ailleurs, le céramide est un important médiateur de ’apoptose induite par une kyrielle de
stimuli tel que le TNF dans les cellules U937 (Obeid er al., 1993) ou par 1’anti-fas dans les
cellules U937, les jurkat, 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 étre dus a sa conversion en céramide alors

que ses effets mitogéniques nécessiteraient sa phosphorylation en S1P (Zhang ef al., 1991).

3. La sphingosine-1-phosphate
La S1P exerce ses effets biologiques soit en se liant & 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 S1P : EDG

Le premier récepteur de cette famille, EDG-1 a été cloné en 1990 (Hla & Maciag,
1990) et s’est révélé étre le récepteur de la S1P en 1998 (Lee et al., 1998b). Actuellement,
cinq recepteurs spécifiques de la S1P ont été clonés EDG-1, EDG-3, EDG-5 et trés
récemment EDG-6, EDG-8 (Graler, Bernhardt & Lipp, 1998; Im 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 & 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 I’acide
lysophosphatidique (LPA) qui présente une homologie structurale avec la S1P (Masana et al.,
1995 Bandoh et al., 1999; Goetzl & An, 1998; Im et al., 2000b) (Figure 12). L’ensemble de

ces récepteurs appartiennent a la famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires
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couplés aux protéines G. Le type de protéine G associée & un récepteur donné dépend du

récepteur et du type cellulaire (Im et al., 2000a; Windh et al., 1999; Yamazaki et al., 2000).

B. La S1P, messager intracelulaire

La synthése de S1P nécessite 1’activation de la sphingosine kinase, I’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 (Bornfeldt ez 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 a des récepteurs couplés aux protéines G, les récepteurs muscariniques
(Meyer zu Heringdorf ef al., 1998) et ceux du formyl peptide (Alemany e al., 1999), utilisent
la S1P comme second messager.

Les effets de la S1P liés a Pactivation de ses récepteurs, et ceux attribuables a ses
actions intracellulaires restent difficiles a distinguer, en I’absence d’outils séléctifs, et en
particulier en 1’absence d’agonistes ou d’antagonistes sélectifs. Cependant, les effets
intracellulaires de la S1P sont généralement observés a des concentrations micromolaires du
sphingolipide et confirmés en microinjectant le sphingolipide. Les effets liés 4 ’activation
des récepteurs de la S1P sont observés a des concentrations nanomolaires du lipide. Les effets
intracellulaires de la S1P incluent la stimulation de la prolifération cellulaire, la régulation de
I’apoptose, ou Pexpression 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 (Bornfeldt et al., 1995; Goodemote et al., 1995;
Himmel et al., 2000; MacLennan et af., 2000, Pyne & Pyne, 2000; Sadahira ef al., 1992).
Bien que la S1P soit mitogénique dans de nombreux types cellulaires, une augmentation du
taux d’AMPc en réponse a ce sphingolipide a également été décrite. Ceci nous a conduit a
étudier I’effet de la S1P sur la prolifération des CEFm humaines.

Dans 1’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 premicre fois que la

S1P est un second messager de PET-1.
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Proliferation of hepatic myofibroblasts (hMF) is cen-
tral for the development of fibrosis during liver injury,
and factors that may limit their growth are potential
antifibrotic agents. Sphingosine 1-phosphate (81P) iz a
bioactive sphingolipid with growth-regulating proper-
ties, either via Edg receptors or through intracelular
actions. In this study, we examined the effects of S1P on
the proliferation of human hMF. Human hMF expressed
mRNAs for the S1P receptors Edgl, Edg3, and Edgs.
These receptors were functional at nanomolar concen-
trations and coupled to pertussis toxin-sensitive and
-insénsitive G proteins, as demonstrated in guanosine
3-0-(thio)triphosphate binding assays. S1P potently
inhibited hMF growth (ICy, = 1 pum), in a pértussis toxin-
insensitive manner. Analysis of the mechanisms in-
volved in growth inhibition revealed that S1P rapidly
increased prostaglandin E, production and in turn
cAMP; two growth inhibitory messengers for hMF; C,;:
ceramide and sphingosine, which inhibited hMF prolif-
eration, did not affect cAMP levels. Production of cAMP
by S1P was abolished by NS-398, a selective inhibitor of
COX-2. Also, SIP potently induced COX-2 protein ex-
pression. Blocking COX-2 by NS-398 blunted the antipro-
liferative effect of S1P. We conclude that S1P inhibits
praliferation of hMF, prebably via an intracellular
mechanism, through early COX-2-dependent release of
prostaglandin E, and ¢cAMP, and delayed COX-2 induc-
tion. Our resulis shed light on a novel role for S1P as a
growth inhibitory mediator and point out its potential
involvement in the negative regulation of liver
fibrogenesis.

5.

Laver fibrosis is characterized by inereased deposition and
altered composition of extracellular matrix during chrenie in-
jury: This fibrogenic response is characterized by intense pro-
liferation and accumulation of myofibroblasts that actively syn-
thesize extracellular matrix and preinflammatory eytokines; as
demoenstrated in experimental models and eulture studies (1)
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Evidence for heterogeneity in the liver myofibroblast populas
tion has been provided recently, and it has been described in
rat that two populaions of myofibroblasts with fibregenic po-
tential, hepatic stellate cells -and hepatic myofibroblasts, aceu-
mulate during chronic liver injury (2, 3), Given their greatly
enhanced mitogenic properties, identification of agents that
may regulate the growth of these cells has been the topic of
several recont studies, Accordingly, we have described the
growth inhibitory properties of ET-1, TNF-«,! and C-Lype na-
trigretic peptidés (4-7) i human hepatie myofibroblasts
(hMF1 Moreover, we have recently shiown that proliferation of
hMF is tightly controlled by cyclooxygenases (4-6), the rate-
Hugiting enzymes in the conversion of arachidomic acid inte
prostaglandins and thrombexane. Indeed, ET-1 and TNF-«
markedly inhibit proliferation of hMF through a pathway that
inveolvesinduetion of eyclooxygenase-2(COX-2) and production
of prostaglandin E, and prostaglandin I, (4-6),

Recent lines of evidence suggest that sphingolipids, i addi-
tion to being structural constituents of cell membranes, play a
key role as signaling molecules. In particular, metabolites of
sphingelipids, including ceramide, sphingosine, and sphingo-
sine l=phosphate (51P), have recently emerged as a new class
of lipid miessengers that regulate cell proliferation, differenti-
ation. and survival (811}, Ceramide-can be generated follow-
ing receptor-coupled activation of sphingomyelinase and has
been linked to vell growth arrest and apoptosis (8). In contrast,
S1P. a downstream metabolite of ceramide, produced by phos-
phorylation of sphingosine following activation of sphingesine
kinase. is mitogenic and regulates apeptosis in diverse cell
types (127, S1P modulates cell function by two distinet mecha-
nisms, either as an intracellular second niessenger or by acti-
vating the Edg tendothelial differentiation gene) receptors; a
newly identified family of G protein-coupled receptors, (9, 10,
12% The 81P second messenger action has been suggested by
the observations that sphingosine kinase activity is increased
in responsc to various stimull, such as oxidized low density
lipoprateing (13), ot to ligands that bind to various receplors,
including tyrosine kinage receptors (12, 13}, the TNF receptor
(14}, or G protein-coupled receptors (15, 16): Intraceilular ef
focts of S1P include cell proliferation, pesitive or négative reg-
ulation of apoptosis, expression of adhesion molecules, and
eytoskeletal remiodeling (12) and are mimicked by micromolar
concentrationg of the sphingolipid. On {he other hand, extra-

' he abbre dons used arer TNFE, tumior neécrosis, factor; RXTT-
PCR, reverse transeriplion-polyierase chain reaction; PBS, phosphate-
buffered saline; PG, prostaglundin B, COX; eyclovxygenase; PTX,
portussis toking, G'UPYS, puanpsine 5'-3-0-thioirphosphate; S1P,
sphingosine 1-phosphate; hMIF, hepatic myofibroblasts, hp; base pairs.

This aper is-available on line at httpy/Awww.jbo.org



Growth Inhibition of Hepatic Myofibroblasts by S1P

cellular actions of SIP are mediated by Edg receptors, which
form a large family of at least eight members, five of them
being High affinity receptors for S1P (Bdgl, Bdgd, Edgh, Edg6,
and Edg8), and the ethers which are selective for lysophospha-
tidic acid {17). Activation of Edg receptors by S1P has been
linked to stimulation of K* channels in myoecytes, neurite re-
traction, and cell rounding of neurons and stimulation of ¢ell
migration and of proliferation (10, 18, 19).

Although S1P s generally deseribed as a mitogenic agent, a
few studies recently showed that S1P also increases cAMP (20,
2719, which has antiproliferative preperties in wmany cell types,
including hMF (4}, This led usto investigate the roleof $1P as
a posdible growth inhibitory factor for these ¢ells: In thisstudy,
we report that human hMF express fanctional S1P receptors.
S1P inhibits proliferation of hMF, prebably vid anintracellular
mechanism invelving early COX-2-dependent release of PGE,
and cAMP and delayed COX-2 induction. Our results shed Jight
on a novel role for S1P a8 a growth iohibitory mediator and
pointout its potential involvement inthe negative regulation of
Iiver fibrugenesis.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Mterials—Sphingasine 1-phorphate, sphifigosine, Cy-ceramide, di-
hvslrosphingesine T-phosphate, and NS-398 were from. Biomol (Tebuy,
France). Bacterinl (Stropt sp.) sphingemyelinase was feom
Sigma (Francel. Stock solutions of S LP and dihydre-S1P were dissolved
in methanol and stored at <80 °C. Freshly made ditutions were per-
formed in 04% fatty acidfree bavine serum albumin, following evapo-
ration of methancl; resuspension in 0.4% fatty acid-free bovine serum
albumin; and sonication. Stock selutions of € -teramide and sphingo-
sing were dissolved in Me;80, and further dilutions weré made in
Waymouth mediim. Fetal ¢alf servin was from JBio Laberatories
{France), and pooled human AB-positive serum were supplied by the
National Transfusion Center. {mebayl=*HiThymidine (25 Ci/mmol] and
FSRIGTPYS were from ION (France). cAMP radioimmunoassay was
frony hmmunotech (Franeer: The protein sssay kil wasTrom Bio-Rad. All
other chemicals were from Sigma (France). CellTiter 96 AQ One
Solution Cell Proliferation Assay was from Promega.

Cell Isolation and Cultyre—Huoman hMF were ebigined by out-
growthof explants prepared from surgical speciténs of normal liver, as
described previotisly (221, This prevedure was performed in ascordince
with-ethical regulations imposed by the French legislation. Cells were
used between the drd and 7th passage, and all experiments were
performed an hM¥F made quiescent by a 3-day incubation in-serum-free
Waymouth medium, unless otherwise indicated.

The myofibroblastic nature of the eells was routinely evaluated by
eléctron microgcopy and positivity for smosth muscle wactin by immu-
nohisteehemistey, ag deseribed proviously 1223, The cultures were alse
found to express twe markers of rat hepatic myofibroblusts, 1ihlin-2
and interleukin:g, and not the protease P100, a marker for rat hepalic
stellate cells (21

Reserse Transeription and Amplification by Polymerase Chain Reav
tign for SIP Recaptm s—Total RNA was extracted from confluent qui-
cscert hME, using RNeasy kit(Qiagen, Promega, Fraoeed, RT-PCR was
perteried 6125 ng of RNA using thé access RT-PCR System (Promops,
Whrand twooligonueleotidey, the 3' reverse transeription ({BT) primier
and the 5 POR primer. Qligonucleotide priviers are as follows: 5°,
5 GGCTOG AAC TGC ATC AGT GCG C-3" and 8", 5"-GAG CAG CGC
CAC ATT CTC AGA GC-3’ for Edgl: 5, 5<GTG TTC ATC GCC TGO
TGG TOC C-3° and 3, 5-CCA QGU TGG ATG GAT GAG GC-8 for
Edgs: 5, 5-ATC GQC A( ¢ TTG TAC TCE GAG TAC CTG4" and 3,
5-CACTOG GOA ATEG TAC CTG TTT €-3' for Edgh and the predicted
PCR praducts of 223, 242, and 496 bp, respectively. The RT-PCRx for
Hdgl, Hdgd, and Edgh were perfarmed as follows: 45 min of reverse
transcription at 48 °C, denaturiation for 3 min at 94 °C, § ¢ycles of
*touchdown” (1 min at 84 °C, 1 min at 67°C, 1 min at 72 “C), and
varvingeyeles of PCR as shownvin Fig. 141 min at 94 °C, 1 min at 60 °C,
1 min at 72 °CL PR products were size-fractionated in a 2% agarose
gel and blotted onto Hybond N+ membrane. After a-prehybridization in
Express Hyb bufler (CLONTECH) for 3 b at 37 °Ci the membrane was
liybridized in the samve bulfer svermight at'37 “C with 50 ngrof oligenu-
clestides complimentary to sequences within the CDNA‘« fanked by the
PCR primers, labeled with T9 palyndcleotidi X dgl proba, §'-
COA CGO TCT TCA OTC TG C TTC TG-3'; Fdgd ])mhe 5 -CAT PGA
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TGT GUE CTG CAG GG-3'; Edgd probe, 5'-CAC TCG GCA ATG TAC
CTGTTTC-8") After washing in 2% S8C, 0.1% SDS for T b ot 37 °Coand
then for 1 h at 48 °C, membranes were subjected Lo Phosphorlnager
snnlysis (Molecular Dynamics, France).

[ SIGTPYS Binding Assay—Confluent hMF were made quiescént by
incubation in Waymouth medium: without-serum for 48 h, Cells were
then washed with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) medium,
seraped in bufler A {200mM Tris, pH 7.4, 500 1 phenylmethylsulfony!
fluoride, 1 gg/mlleupeptin, 1 pgfml aprotinin, 0. 5 ug/mi'pepstatin, and
homogenized with a Polytrons homogenizer. The homogenate was spun
5 minat 5500 % g, and the pellel was discarded. "The supernatant was
centrifigrod for 40° min at 43,060 % g, and the resulting psllet was
reauspendod i bulfer A and frozen al -80 *C until use: Memb‘mn@s‘i 10
ugof p‘mtein/.msav) were inehthated for 45 min a4 30 °C in buffer B120
ms Tris, pH T4, 5 mym MgCl, 1 mM EBTA, 1 mym EGTA, 100 am
phenylmethylsulony) flueride, ¥ pp/ml leupeplin, 1 ughnl aprotinin,
0.5 ug/ml pepstatin) containing. 3 p GDP unless otherwise indicated,
60 pm ISIGTPYS (05 uCifassay), and varying concentrations of §i-
arids. The samples were then rapidiy filtered on GF/B glass microfiber
{ilters {Whatman) presoaked in buffer € (20 m¥ Tris, pH 7.4, 10 mu
MgCly, 100 niv NaCl, and 1 my Banercaptoethanolh. The fillers were
washed three timres with 2 ml ¢f buffer € and counted: Spocific binding
was cajeulated as the difference in bound radicuctivity 1 tho dbsence oy
prosence of 10 wM unlabeled GTP+S and did ot exceed 20% o the total
binding.

Pertussis Taxin Treatment of Human MF—Conflient hMF wers
made guisseent by ineubation in Waymouth medium without serum for
48 h. Cellswere then treated for 24 h with either 3'or 100 ng/ml PTX or
vuhiele, and DNA synthesis was measured as doseribed below, Alter:
natively, membranies were prepured as deseribed sbove and used i
GTP¥3 binding assays.

Cyedic AMP Assay—Cells were seeded in 24-well plates, grown to
eonfluence, and sertim-deprived for 48 h in Waymouth medium. Pol-
lowing preincubation with 0:8 mM isobutylmethylxanthine for 15 min,
hMF were stimilated with PBS containing effectors. When indicated,
cells were preincubated for 60 min with either the eyelooxygenase-2
inhibitor NS-898:(5 uM)or velicle (Me,S0). Samples were procesied os
described previously (45 and cyclic AMP was assayed by a commercial
radiobmn v { Immunotech. Pr 3

Prostagleidin !wh wse-~Confluent monolayers in 88-well plates were
serum-deprived for 48 h, washed in PBS, and further incubated in
Wayimouth medium. Following pretreatment with & uym NB-398-0r ve-
hicle, cells were stimulated with thie indicated effectors: over various
times. Release of PGE, was ayed by a specific enyyme immunoassay
as deseribed previously (23).

BNA Synihesis and Cell Proliferation Assays—DNA synthesis was
measured in iriplicate wells by invorporation of [*H{thymidine, as de-
seribed previously (7): Confluent hMF were made quiescent by intubsa-
tion m Waymeuth mediuvm without serum for 48 h. Cells were then
gtimulated for 30 h with hmmm serum following pretreatment for 30
min with N$-398,d wive, vy vehicle. MHIThymidine (0.5 aCi
welll was added during the ]ast 84 of incubadicn.

Cell proliferation was assessed aw deseribed previsusly (73 Briefly,
cells: were seedéd in 986-well plates at low density (8000/well) in Dul-
becco’s modified Eagle's medium contining 0% human sérum and 5%
fetal calf serum (5:5), allowed to attach overnight, and made quidscent
by a-48-h ineubation in serum-free medium. Cells were then incubiited
foi- 3 days with 3% human serum in the absence er presonce of 10 uN
S1P that was renewed daily: The medium was changed for PBS, and
Gl Tiker 968 Al One Soluticon reagent was added to vach well, and
absprbanee was recorded. ot 498 nin.

Weatern Blotting: Anclysis off COX Proteii Expresstin—Confluent
BMEF in t2-well plates were made quiescent in: serum-free: Waymouth
medium over 3 days and were then incubated forvarious times with 10
psES1P. Whole cellexiraets were prepared, and Western-blotding anal-
ysig was performed as deseribed previously (6).

Statistics-—Resulls are expressed as mean + 5.E. of n experiments.
Resulls were analyzed by repedted measures analysis of variance or
twio-tailed Stadent's ¢ vest, as appropriate, with p <0 0.05 considered
significant.

mieths

RESULTS
Cliaracterization of Reveptors for S1P in Human hMF—lden-
tification of the S1P reeeptor subtypes present in human hMF
vns performed by RT-PCR analysis, with varying PCR eycles.
Bands of 228, 242, and 496 bp corresponding to the size of the
Edgl, Edg3, and Bdgb products wereidentified and quantified.
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iz 1. Expression of Edgl, Edg3, and Edgh mRNAs by human
hME. RT-PCR for Edgl, Edg3, and Fdgh were performed with varying
PUR ¢yelos. The PCR products were then size-Tractionnted and bloited,
and the membranes were hyvbridized with a labeled olignnuclectids
complementary to the respective StP recoptor sequences within the
¢DNA fanked by the PCR primers. Bands with 223, 942, and 496 bp
eorresponding to the size of the Bdgl, Edg, and Kdgh products were
identHied and guantified by Phosphorlmager analysis.

The results presented in Fig 1 indicate that transeripts for the
three Bdg recepiors are present in human hMFP (Fig. 11

Coupling of 81F receptors to G proteinsg was evaluated in
PEIGTPS binding nesays, which measure GDP-GTP ex-
change on the o subunit of the G protein and, therefore, the
initial steps of G protein activation by a receptor ligand. Opti-
mal conditions for S1Punduced stimulation of FUSIGTPS
binding were defined, in particular with vespeel to time de-
pendence-and to GDP eatiwentration, whichis addedto keep the
QG protein in the non-dissgeiated form. Binding was linear ap te
45 min. GDP dose-dependently decreased basal [SICTPHS8
hinding (Fig. 2, énset), and the concentration required for opti-
mal activation hy 81P was in the range of 110 wu (not shown ).
As shown in Fig. 2, B1I* dese-dependently intreased binding of
SSIGTP %8 to G proteins in membranes of human hMT, with
an BC, of 5 ny, in agreement with the re ported K; of S1P for
its receptors. Sphinganine l-phosphate (dihydro-51P% which
binds and signals through all 81P reveptors with a polency
similar to that of S1P(24), was as efficient as STV in enhancing

GTP¥S binding (Fig. 24). We alzo investigated the coupling of
S1P receptors o GG, proteing in human hMF by using per-
tussis Loxin (PTX), which ADP-ribosylales and inactivates the
o subunit of GG, therchy maintaining G/Go in a non-disse-
ciated form. Optimal GDI concentrations requived to keep the
G proteinsin a non-dissociated form were lower in PTX Areated
than in eontrol membranes (Fig: 2, inset). This is probably due
to the fact that PTX excludes G; proteins from the pool of G
proteing accessible to GDP. Under optimal conditions of GDP,
treatment with PTX 8 ng/ml partially abolished the stimula-
tory effect of S1P on GTPYS binding (Fig. 9B).

These results demonstrate that human hMF expross recep-
tors for 81P that are functionally coupled to pertussis toxin-
sensitive and -ipsensitive G proteins.
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Fus: 2. 81P and dihydro-S1P énhance GTPyS binding in ha-
man hMPF, via a pertussis toxin-sensitive and -insensitive path-
way. A, membranes from human hMF were assayed for [*°SIGTPyS
hinding assaye as described under “Experimental Procedures” with
vy ying umccmmlmxn of B1P *md dih\ dru HXP in the pxeuonw 01 4 ;x\'

oxpmxsed Pt perwm of cﬂntrnl p s 0()5 mmpamzl with cfmtwl E_
effect of PTX treatment on GTPyS binding in response to §1P. Human
HMF were treated with 3 ng/ml pertussis toxin orvehicle for 24-h, and
membranes Were prepared ag deseribed under “Experimental Proece-
dures.” GTPYS binding wad assayed in the presence of 3 it GBI for
vehivle membranes and 0.1 oM GDP for pertussis toxin-treated mem-
branes (see fnsef), Rosults are the mean of two experiments. Irséit,
inhibitory effect of GDP on, GTPYS binding in pertussis toxin-treated
and vehicle mombranes. [*SIGTPYS binding agsay was sssuyed in
pertussis toxif-treated and vehicle membranes, with varying congen-
teations of GDP. Resulis represent the mean * 5.E. of three
experiments:

Sphingosine 1-Phosphete Inhibits Proliferation of Hunan
hMPF in a Pertussis Toxin-insensttive Manaer—We investigated
the effects of §1P and of other sphingolipid metabolites on-the
proliferativn of human hMF. $1P had no mitegenic effects on
human hMF (not shown) but dose-dependently reduced serum-
stimulated DNA synthesis (Fig. 84) A maxinal 55% inhibition
was ohservedat 10 uaS1P, with-an 10, of 1 pm. The inhibitory
effeet of 1P was fully reproduced by sphinganine I-phosphiate
tdihydro-81P3 (Fig. 3AY. However, the 10, values of 81P and
dihvdro-S1P were 1 and 1.5 piM, réspectivély, r.e at least 200
times higher than their EC values to stimulate GTPYS bind-
ing (Pig. 23 and higher than the reported Ky value of STP for its
receptors (9, 10, 12). Direct asgessment of cell growth con-
firmed the untiproliferativeoffoct of S1P, with a 35% inhibition
of'cell growth being observed after 3 days (Fig. 3B The growth
inhibitory effects of S1P were insensitive to pertussis toxin
{(RFig, 30, althaugh pertussis toxin treatment was effective,
singe it reduced the mitogenic offeet of serum. Moreover, per-
tussts toxin was maximally effective since DNA synthesis in
response to serumowas reduced to the sameextent at 3 and 100
ng/mlof the toxin (Fig. 3C, fmsed). Finally, hMF DNA synthesis
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Fi: 3. 81P and other sphingolipids inhibit the proliferation of
human hMF. A, éffects of 531 or dibydro-81P on DNA synthesis of
human hME, Confluent cells wire mnde quigscént by incubdtion in
sermm-free medium over 3 days. Cells were stimulated for 30 h with
varying concentrutions of S1P or dibydro-S1P, in the presence of 6%
human serun PHIThymidine incorporation inte DNA was ineasured
as deseribed under “Experimental Procedures.” Results represent the
wean + K. of six experimentsiand are expressed aspercent of cantrol.
20006 compared with control for concentrations over 0.3 pa. B, effoct
ol B9 on hMEF growith. Cell growth wasassayed at day 0 and day 3 as
deseribed tunder “Fxperimental Procedures,” without or with 5% human
sorum in the dbsence or presence of 10 uM STP or vehicle, which was
added everyday, Rosultaure the miean & 8. of three sxperiments.p <
0.05 for S1P versus control. €, inhibition of DNA synthuesis by StP s
pertussis toxin-insensitive. Confluent quigscent cells were protreated
fur 24 h with-§ ngdml pertussis toxin orvehicle. DNAsynthesis was then
measured asdeseribed in A Results represenl the mean * S.E. of three
experintents. Theinhibitory effect of B1P was not significantly difleremt
in hMT treated with PTX or vehicle. The et shows the effects of 8 and
08 ng/ml pertussis toxin on DNA synthesis measured with 5% huian
serum. B, effects of adher sphingolipids on DNA synthesiz of hRME. DNA
synthesis was assayed as deseribed in A with varying concentrations of
eithor Cy-ceramide, sphingomyelinase (in units/mll, or sphingesine.
Results represent the mean * S:B. of'six experimentsand are expressed
aw porcentof contrel: p < 0.5 compiired witli ¢ontrol for concenirations
over 0.3 s lipid o 9:1 units/ml} sphingomyelinase.

.

was also inhibited by exagenous addition af other sphingalip-
ids; Co-coramiide, a perineant-analog of ceramide, sphingasine,
the immediate precursorimetabolite of S1P. and by bacterial
sphingomyelinase, the enzymie that. hydrolyzes sphingomyelin
to ceramide (Fig. 301, Concentrations higher than 10 jm Cs-
coramide caused hMF death (not shown).

The next series of vxperiments were performed to analyze
the signaling events that mediate inhibition of BMF prolifera-
tion by S1P,

COX-2 Mediates the Grawrh Inhibitory Effects of Sphingostne

I-Phosphate tn Human AMF—We firgt oxanined the effeéts of

S1P on PGE, and cAMP levels, two growih inhibitory media-
iors for human hMF (4-6). Fellowing addition of S1T. cAMP
production rose within 5 min, maximally inereased to 20-fold
by 10 min, declined after 15 min, and returned to basal levels
after 60 mintFig. 4A ) Stimulation of cAMP production by S1FP
was totally Blocked by the selective COX-2 inhibitor NS-398
Fig, 44> and unaffected by PTX treatmioent (Fig. 4B, These
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Fiiz. 4. 81P enhances cyclic AMP production through prostag:
landin synthesis in human hMF. A, 510 stimulates eyelic AMP
praduction via g COX-2-dependent. pathway. Confluent quiescent cella
wire pretreated for Lh with 5 uM NS-398 or vehicle (Me,S0) and were
further stinyulated with 10 wa S1Pfor the indicaled times. Results are
the miean © Sl of three-experiments and are éxpressod as fold guer
basal levels, NS-398, by lowering levels of endogbnous prostaglanding,
reduced Busal cAMP Tevels From 200« 249 s 68 + 14 fmolimig. p « 005
for NS-398-effeet. B, effect of pertussisLoxin treatment on the elevation
ol eAMP by 5 1P, Confluent quiescent colls werepretreated-for 24 hwith
3 ng/ml pertussis toxin or vehicle and further stimulated with 10 px
S18, Results are the mean * 5.1 of three experimenis and are ex-
prosied iig fold overbasal levels. p < 005 compared with vehiele for S1P
and with PTX for StP + PTX; values for S1P + PTX were not signifi-
eantly different from values for S1P. C, S1P enhances release of PGE,,
Confluent guieseent cells werg stimulated with 10 pM S1P over various
timus, POR, reloase was assayed by enzymeinimunoissay as described
under “Experiniental Procedures.” Results show a typical experiment
repeated twice. The inset shows the effects of & uM NB-398 on PGE,
production. Results ave the mean ¢ 8.1, of three experiments and are
exprossed asfoldvver basal Jevels, p = 0.05 for NS-398 effect. ; offects
of other sphingolipids vn cAMP production. Confluent guiescent cells
were exposed for 10/ min to 10 pM-81P; 10 pM Crcoramide (02:Cer), 1
unitim! sphingemyelinase (SMase), 10wy sphingosine (Sphl or the
respective eoncentrations of vehicle tMe, 80 for C,<«Cer and Sphi. Cyelic
AMP was exiracted and measured as described under “Experimental
Procedures.” Results are the mean = 8.8, of four experiments and are
expressed ag fold over basal levels. p < 0.05 campared with-control for
S values for ull other sphingolipids were not significantly different
from control

duta suggosted that 8TP raises cAMP following PGE, produc-
tion by COX-2. Accordingly, S1P caused a rapid 3-5-fold acti-
vation of PGE, production, which correlated with the time
course of cAMP production (Fig. 4C), and was blocked by NS-
398 (Pig. 4, inset). It should be noted that NS-398 decreased
basal PGI, production, in agreement with eur previous data
showing that COX-2 is constitutively exprossed in hMP isee
Fig. 541 and accounts for basal PGE, praduction in these colls
(6}, Therefore, these results demonstrate that S1P stimulates
an early COX-2-dependent production of PGE,; leading to
cAMP synthesis.

The effects of other sphingolipids were assessed on ¢AMP
levels, Sphingodine, which had no significant effeet after 10
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Fi. 5. STP induees COX-2 protein expression and activity in
human hMF. A, B1P induces COX-2 protein expression il has no
significant effect on COX-1. Wholecoll extractsobtnined from quiescont
HMP treated by 10 pus S1P for various times were analyeed by Western
blot of COX-2 or COX-1 proteins: Results show a typical experiment
repented three times. B, 81P stimulates PGE, relense. Conflient qul-
epcont colls weve protreated for 60 min with &5 v NS.398 or vehicle
Mo, SO wned were firther stimulated with 10 v SR over various
periods. PGE, release was agsayed by enzyme immunoassay as de-
seribed under “Experimental Procedures.” Rosults show o fypieal o
poriment ropeatod bwiee.

min of incubation {Fig. 403, caused only & 3-fold maximal
increase in cAMP lovels after 20 min (not shown); sphingemy-
elinase-ecaused a maximal 1.7-fold cAMP elevation anly alter 60
min of incubativn, whereas Cy-coramide did not affect cAMP
production. Therefore, these late effects of sphingosine and
sphingomyelinase, observed at delayed incubation time, are
probably related to some ainversion inte S1P.

Since COX-2 is alse an inducible enzyme, and given ity
central vele in the inhibition of hMF proliferation (4, 6), we
investigated the effect of S1P on COX-2 protein expression. As
shawn in Fig. 54, S1P caused a strong induction of COX-2,
wirich was maximal afterd h and remained-eloveted for at least
& h. In contrast, 511 did noet significantly affeet COX-1 expres-
stor. Induction of COX-2 was associnted with a 3-fold increase
in PGE, production, an effect totally blocked by the COX-2
mhibitor NS-898(Fig. 5.

Finally, we used NS-398 and dexamethasone, which selec-
tively inhitbit COX-2 activity and transeription (6), respeetively,
inorder to determine the roleof COX-2'1n the growth inhibitery
effect of SIP. As shown in Fig. 6, both agents blunted the
antiproliferative effect of 51P.

Taken together, these results suggest that 817 inhibits the
growth of himan hMF by a pathway involving bolk carly PGE,
aned cAMP productions, as well as delayed COX-2 induction.

DISCUSSION

Proliferation of myofibrablasts is central for the development
of liver {ibrosis during chronic liver diseases, The present study
shows that the growth of human hepatic myofibroblasts is
inhibited by 51F and constitutes the fivst evidenece for an an-
tiproliferative effect of this sphingelipid. These data suggost
that STP miny play a Key role das a negative regulater of liver
fibrogenesis.

Data concerning expression and function of Edg receptors in
liver are searce. Hepalic messenger RNAS for Edgt and Fdgs
have heen detected (25, 26), butl their cell distribution 1 un-
known. Regnvding hepatic actions o S1P, a receptor-mediatod
plycogenolytic effoct was deseribed in rat hepatoeytes (27). We
show bere that human hMP expross the mRNAs for the S1P
receptors Edgl, Bdg3, and Edgh. These reeeptors are functional
and coupled to G proteins with an affinity of 5 na, i keéping
with the apparent affinity of 81P for its veceplors. In addition,
dihydro-811, which binds the three 817 receptors with vqual
affinity (9, 10, 12y, alse cheits G protein activation, with an

82

Growth Inhibition of Hepatic Myofibroblasts by S1P

O CONTROL
B3 +NS-308

£ +DEX.
{1 4] =
2 "1 e
: /i
EE" |
5
Tl
;E- 6 4 *
E 2
2 ]
2 .
3 5
SiPp
(M)

Fia. 6. COX-2'mediates inhibition of hMF piroliferation by S1P.
Confluent colls were made guiescent by incubition in serum-fres mo-
diwm over 8 duys. hMF were pretreated:for 60 nan with 5 pM NS-898 or
18 v with 0.1 gl dexamethasone (EX) or their vehicles, Mo, 80 and
athanonl, respectively, and were further stimulated with 5% human
serum; together with 1 or'd pa SIP, PHI Thymidine incorporation inito
DNA was mipasured g deséribod under “Experimental Procedures.”
Resulls reprosent the méan © S of four experiments and are ex-
prassed as pereent of respective contrel (control, 11654 = 4749 cpny
NB-398, 22,761 ~ 7628 epny dexamethusone, 27,858 ¢ 2229 cpmb jp <
.08 for N8:398 and dexamethugene elfects

affinity similarto that of 81P. Finally, the invemplete offeet of
pertussls toxia on ["SICTFYS hinding indieates that Edg re-
ceptors are coupled to both G/G, proteins and to pertussis
toxin-insensitive G proteins, These findings ave in agreement
with the reported exclusive coupling of Edgl lo G proteins of
the GG, Family and the association of Edgl and Bdgh ta GJG,
and alss to G, G, and G4 (9, 10, 121

A maygor point of the present study isthat S1P exhibits potent
antiproliferative effects in human hMF, which contrasts with
its mitogenic properties in many other cells. Whether this
growth inhibitory effoct of SIP is linked to an intracellular
cffect or to its plasma membrane receptors remaing to dotar-
mined, allthough both effects are not mutually exelusive. The
intracellular role of S1P has been generally evaluated by using
micromaolar concenitrations of the sphingolipid exogenously ap-
plied to cell cultures and @mfirmed by microinjection of the
sphingolipid. Because of its highly Yipephilic nature, SIP is
taken up by the intracellular compartments and aets aw a
second messenger, as described for its precursor ceramide. In
contriwst, thi effetts linked to activation of S1P reeeptors oceur
at nanomslar conventrations of the lipid (9, 10, 121 In buman
AMF, several lines of svidence argue for an intracellular mech-
anism for 1P action. Fivst, growth inhibitery effécts of 81P
and dihydre<S1P are observed at micromolar conéentrutions,
whéreds G protein activation is observed at nanomolar concen-
trations. Second, in a separate study, we obtained evidence
suggesting thiat ET-T inhibits hMF growth via an intracellular
increase of S1P. Indeed, ET-1 stimulates sphingosine kinase in
human hMF 28). Moreover, the increase {n ¢AMP clicited by
BT-1 is blocked by selective inhibitors of sphingosine Kinasge,
dimethyl sphingesine and ni-threo-dihydrosphingosine, sug-
pésting a second Mmessenger role for S1Pin ET-1 action in these
coells (281

Growth inhibitery properties of 81P on human hMF rely on
a novel signaling pathway for the sphingolipid that involves
both early and delayed production of PGE,, Rapid production of
PQE, is ensured by eonstitutive COX-2; as shown by the dra-
mutic reduction of basal PGE., production by the seleétive
COX-2 inhibitor NS-398 (Iig. 4C). These data suggest that,
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alihough COX-1 Is constitulively éxpressed in buman hMP
(Fig. 5), the major pariof PGE; levels found in basal conditions
derives from covnstitutive COX-2. The rapid increase in PGE,
praduction in turn leads to elevation of cAMP, a growth inhib-
itory mediator that blocks sarly events involved in hMF prolif-
eration (4). Recent studies indicate that S1P generally de-
creases cAMP produetion (9, 10, 12), but $1Puinduded cAMP
elevation hias also been reported in & few instances {20, 29, 303,
Inteérestingly, i human vascular smooth muscle eells, 81P is
devoid of nitogenie properties, and stimulates cAMP produc-
tion (20} Moreover, in these cells, PGE, and cAMP gshow anti:
proliferative properties (31, 32), but whether S1F could pro-
voke growth arrest wag not investigated. Similarly,
Iysophosphatidic acid, which shares structural homology with
S1Pand hinds to recepiors of the Edg family, may also regulate
cell growth positively or negatively. Although generally promi-
togenic (10}, lysophosphatidic acid inhibits the growth of my-
elocytes via a eAMP-dependent. pathway (333

In human hMF, S1P alse ensures delaved PGE, secretion,
following COX-2 induction. These data constitute the first de-
seription of w regulation of COX-2 by B51P. Blocking CUOX-2 by
cither dexamethasone or NS-398 abrogates the antiprolifera-
tive effeet of S1P; indicating that COX-2 mediates the growth
inhibitory effect of §1P. Our recent studies indicated that ac-
tivation of COX-2 is a key event in the inhibition of WMF
proliferation. Indecd, we found that the antiproliferative eft
fects of ET-1 and TNF-q¢ jnvolve COX-2 (6). We also showed
that the nmiitogeénic effects of PDGF-BB and thrombin result
from a balanee between a promitogenie and a COX-2-depend-
ent growth inhibitory pathway (5). Therefore, the present data
further support acentral role of COX-2 in hMF growth inhibi-
tien. According to our previous data, early COX-2-dependent
¢AMPwill block early steps involved in hMF proliferation, such
as oxtracellular signal-vegulated kinase and e-~Jun NH,-termi-
nal kinase activations (4} The consequonces of COX-2 indue-
tion by S1P remain to be determined but may involve regula~
tion of more distal events, such as cell eycle ¢omponents (34).

In suminary, the present study brings out twb major find-
inigs, (1) the presence of Edg receptors in human hMF and (ii) &
novel role for S1P as a growth inhibitory bivactive sphingolipid,
via COX-2 activation. At present, our data rather faver the
hypothesis of an intracellular antipraliferative action of $1P. In
this context, biological functions associated with the presence
of Edg réceptors in human hMF remain to be éxplored. Accu-
mulation of hepatic myofibroblasts is central in the develop-
mient of liver fibrosis, as shown in experinyéntal models of liver
injury and in human chrenic liver diseases (35 Therefore, our
results point to a key role of 51F in the control of liver fibre-
genesis. An important issue would be to characterize the dis-
tribution of sphingosine kinase in the varieus liver cell types.
Evidenice for secrotion of S1P by other cells anid tissues 1%
limited, probably due to its lipophilic nature and/or a high S1P
degradative activity. Nevertheless, S1P release has been de-
tected in-activated platelets and in allergically stimulated mast
cells; and $1P concentration in serum is around 0.5 um (36, 3Tk
Whether hepatic production of S1P is altered during chronic
liver diseases is under investigation.
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Cette article constitue la premic¢re mise en évidence d’un effet antiprolifératif de la

S1P et de son rdle de second messager de I’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 I’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 uM), de la sphingosine (10 uM) et de la S1P (10 pM) sur I’incorporation de [*H}-
thymidine sur les CEFm. Comme cela avait ét€ 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
I’incorporation de {*H]-thymidine de plus de 50% (figure 3). D’autre part, la SIP inhibe
é¢galement 1’incorporation de [’H]-thymidine de fagon dose dépendante. Son effet maximal
est observé a une concentration de 5 uM, avec un IC50 de 1 uM. En revanche, elle n’a aucun
effet sur P’incorporation de [’H]-thymidine en 1’absence de sérum. La réduction
d’incorporation de [3H]-thymidine par la S1P est associée a une inhibition de la croissance
des CEFm (figure 3). Ces résultats indiquent que la S1P inhibe la prolifération des CEFm a
des concentrations micromolaires, suggérant une action intracellulaire du sphingolipide.

Ces résultats constituent la premiére mise en évidence d’un effet antiprolifératif de la
S1P. Jusqu’a présent, il avait seulement été observé que le LPA, qui posséde une homologie
de structure avec la S1P et se lie a 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, I’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 ef al., 1995).
Cet effet implique une activation soit de la voie Ras/Raf/ERK, soit celle de la phospholipase
C et de la protéine kinase C. L effet mitogénique de la S1P peut étre médi¢ par des récepteurs
Edg, notamment Edg-1 qui couplé a une protéine Gi/o, active la voie Ras/Raf/ERK (Wu,
Spiegel & Sturgill, 1995). 11 a également été attribué a une augmentation de S1P

intracellulaire en réponse a des facteurs de croissances (Olivera & Spiegel, 1993).
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Voies de transduction activées par la S1P dans les CEFm humaines

La voie PG/AMPc joue un rdle essentiel dans I’effet antiprolifératif, notamment de
I’ET-1, sur les CEFm (Mallat ef al., 1996). Nous avons donc étudié I’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 aprés 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 I’AMPc. Dans les CEFm, nous avons observé que 1’augmentation
d’AMPc activée par ET-1 est relayée par une production de PGE2 et de PGI2 (Mallat ef al.,
1996). Nous avons donc étudié I’implication des PG dans I’augmentation d’AMPc¢ stimulée
par la S1P en utilisant deux inhibiteurs de COX. L’ibuproféne, un inhibiteur non séléctif
COX-1/COX-2 qui bloque totalement le relargage de PGE2 en réponse a ’ET-1 (Article 1), et
le NS-398 qui inhibe séléctivement la COX-2 (Gierse et al., 1995). Dans les CEFm prétraitées
par I’ibuproféne 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 dés 10 minutes (figure 4C). D’autre part, elle la stimule
également apres 8 heures d’incubation, suggérant l’induction de la COX-2 dans ces
conditions. Effectivement, I’analyse par Western blotting montre que la S1P induit la COX-2
apreés 8 heures et 14 heures d’incubation (figure SA).

Enfin, nous avons étudié le role de la COX-2 dans I’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 1’inhibition de la prolifération des CEFm par la
S1P implique d’une part une production rapide de PG par la voie COX-2, conduisant & une
¢lévation du taux d’AMPc intracellulaire, et d’autre part une augmentation plus tardive de
I’expression de la COX-2. Une production d’AMPc en réponse a la S1P a déja été décrite
dans des cellules CHO surexprimant le récepteur EDG-5 (Gonda e al., 1999) ou dans les
cellules musculaires lisses artériclles (Bornfeldt er al., 1995). Cependant, la production
d’AMPc n'avait jamais été reliée a une inhibition de croissance, bien que I'AMPc soit un
second messager antiprolifératif dans de nombreuses cellules (Bornfeldt er al., 1997, Crespo

et al., 1995). 1l faut cependant noter que le LPA, qui possede une homologie de structure avec
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la S1P, inhibe la prolifération des myelocytes (Tigyi ef al., 1994) en augmentant la production
d’AMPc.

Nous avions démontré ’implication de la COX-2 dans I’inhibition de la croissance
des CEFm. Ainsi, I’'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 I’expression de
cette enzyme (Article 1 et 3). La S1P est donc un nouveau facteur antiprolifératif agissant par
I’intermédiaire de la COX-2. Ces résultats renforcent le rdle de 1a COX-2 dans la régulation

négative de la prolifération des CEFm.

La SIP est un second messager de VET-1 dans les CEFm humaines

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons étudié si la S1P pouvait étre le
second messager de ’ET-1 dans les CEFm humaines. Plusieurs arguments nous ont conduit a
émettre cette hypothése. Tout d’abord, la S1P emprunte les mémes voies de signalisation que
I’ET-1 pour inhiber la prolifération des CEFm. De plus, les effets antiprolifératifs de la S1P
sur les CEFm nécessitent des concentrations micromolaires de S1P, incompatibles avec
1”affinité nanomolaire des récepteurs EDG pour la S1P (Goetzl & An, 1998). Enfin, il a déja
été montré que I’ET-1 activait des enzymes de la voie des sphingolipides, puisqu’elle stimule
I’activité SMase dans le cortex cérébral et I’activité céramidase dans le cervelet (Catalan et
al., 1996).

Nous avons utilis¢ 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
I’augmentation de PGE2 et d’AMPc stimulées par ’ET-1 ou la Séc, un agoniste des
récepteurs ETB. En revanche, le DMS et le DLT ne modifient pas la production d’AMPc
activée par la S1P, ce qui montre leur spécificité d’action (Figure 14).
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L’ET-1 stimule la sphingosine kinase
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Figure 13 : L'ET-1 et la Sarafotoxine S6c¢ stimule I'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 S6¢ (Losange) pendant le temps

indiqué. Ces résultats représentent la moyenne de trois expériences.)

Nous avons également mesuré 1’activité sphingosine kinase dans des lysats cellulaires
stimulés pendant différents temps avec ’ET-1 ou la S6¢. Nous avons obervé que I’ET-1
stimule I’activité sphingosine kinase aprés 2 a S minutes d’incubation. Cette augmentation est
transitoire et son amplitude comparable a celle décrite pour d’autres agonistes se liant soit a
des récepteurs a activite tyrosine kinase, soit couplés aux protéines G. Par ailleurs, la
sarafotoxine S6c, un agoniste des récepteurs antiprolifératifs ETB reproduit I’activation de la

sphingosine kinase, montrant ainsi que le récepteur ETB est impliqué dans I’ activation de la
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sphingosine kinase (Figure 13). 11 avait déja été montré que I’ET-1 stimulait la SMase et

3
@ 1 O ET-1 ) .
- 114]¢ ET-1+DMS ;
7 ® ET-1+DL-T i
S = 9 L
\.J &
oS
=5
S 3
=g 57
-
= = 31
q:
=)
19-/
// ¥ T Y
0 10 49 8 7

ET-1{ ;log M)

B) 16

25 \
2 : \
& ? 4 ’ %‘
+ \
S o [ N\
bMs - F )
pLT - - +
© m EF

& LET-14DMS

)
i

|3
1

PGE2 PRODUCTION
(Fold over basal)

. | /r'-———-*/’
| T ¥ 1
0 9 8 7

ET-1 (-log M}

Figure 14 : Les inhibiteurs de sphingosine kinase bloquent la production de PGE2 et
d'AMPc stimulée par I'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 UM de DMS ou 20 uM de DLT. Les cellules sont ensuite stimulées

avec de ’ET-1 aux concentrations indiquées ou 100nM de Sarafotoxine S6¢ ou 10 uM de S1P 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 er al., 1996), mais les événements en aval de la cascade n’avaient pas été étudiés.

L’ensemble de ces résultats suggérent que I’ET-1 via son récepteur ETB active la
production de S1P. La S1P agirait comme second messager antiprolifératif de ’ET-1 en
augmentant la production de PG puis d’AMPc. 1l s’agit donc d’une nouvelle mise en évidence
du rdle de second messager de la S1P pour un récepteur couplé aux protéines G. Ces données
renforcent celles obtenues dans deux études récentes montrant que la S1P médie les effets
biologiques d’agonistes se¢ liant a des récepteurs couplés au protéines G. Ainsi, la
mobilisation du calcium stimulée par le formyl peptide dans les HL-60 (Alemany et al., 1999)
ou par P’acétylcholine dans les cellules HEK-293, implique P’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 I’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 'un des éveénements importants dans le
développement de la fibrose hépatique, nos résultats suggerent que la S1P 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 ef al., 1991) et leur expression est fortement augmentée au cours de la cirrhose tant
dans les modeéles expérimentaux que chez ’homme (Pinzami et al., 1996c Ostermann,
Kirchhof & Pott, 1982). Les voies de transduction impliquées dans I’activation de la
prolifération sont bien caractérisées pour le PDGF et incluent la stimulation de la voie
Ras/Raf/ERK. Cependant, il a ét¢ décrit que le PDGF-BB pouvait également augmenter
I’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 & des récepteurs couplés aux protéines G et inhibe dans la plupart
des cellules I’augmentation d’AMPc. Cependant, une stimulation de la production d’AMPc a
été observée dans quelques études (Asselin & Fortier, 1996; Pouyssegur & Seuwen, 1992;
Vittet et al., 1992).

Dans P’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 a ces deux facteurs. Ces résultats suggerent que ’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 Signals for Human Hepatic Stellate Cell Proliferation
ROLE OF A PROSTAGLANDIN/CYCLIC AMP PATHWAY AND CROSS-TALK WITH ENDOTHELIN RECEPTORS*
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Proliferation of myofibrablastic hepatic stellate cells
(HSC) in response Lo growth factors is essential for the
development of liver fibrosis. We have reported that
prostaglandins (PG) and cyelic AMP (¢AMP) inhibit
growth of human HSC. This PG/cAMP pathway trans-
duces the endothelin (ET) B-mediated antiproliférative
effect of endothelin-1 (ET-1) and up-regulates ETB re-
ceptors. Here, we show that platelet-derived growth fac-
tor (PDGF)-BB and thrombin, although mitogenic, gen-
erate growth inhibitory PGE; in myefibroblastic human
HSC. The two peptides elicit early PGE, and ¢cAMP syn-
thesis, and also promote delaved induction of eyclooxy-
genase (COX)-2. Both early and delayed production of
PGE, counteract the mitogenic effect of PDGF-BB and
thrombin because: (i) pretreatment with the COX inhib-
itor ibuprofen markedly enhances the mitogenic éffect
of both peptides; (ii) blocking early synthesis of PGE;
greatly enhances extracellular signal-regulated kinase
(ERK) activation by both growth factors; (iii) enhance-
ment of DNA synthesis by ibuprofen is enly lost when
the inhibitor is added after COX-2 induction has oe-
currved. Finally, PDGF-BB and thrombin raise ETB re-
ceptors through the PG pathway. Thus, ibuprofen
blunts growth factor-induced increase in ETB receptors.
Up-regulation of the growth inhibitory ETB receptors
by both mitegens may enhance the antiproliferative ef-
fect-of ET-1 and thereby establish a negative feedback of
their mitogenic effect. Our results shed light on novel
growth inhibitory signals evoked by two mitogenic
growth factors expressed during liver injury.
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(1, 23 Tey rosponse togrowih fuctors and eviokines expressed by
neighboring eclls, mvofibroblustic HSC display enhanced mito-
gonicily and synthesize inereased-amounts of extracellular ma-
trix 11 Experimental models of liver ingury have ghiawn that
inereased proliferation of myofibroblastic HISC results in aceu-
mulation of celis in the fiver 130 45, Among soluble Baetors that
enhanee HMSC proliferation, PDGF-BB is the most potent mito-
gen for myofibroblastic HSC in culture and its offects have been:
extensively stadiced 35, 6). Exprossion of PRGE and of its tyro-
sine kinase reveptors I8 induced during the process of activa-
tion. as showndn cirrhotic huwan hveryin experimental models
of fiver injury, and in cultured HSC (7294 Thrombin is alko
mittgenie 1o these colls, and myofibroblastic HSC show in-
erenased expression of ity receptor during Liver injury ¢10, 11%

Jrven the highly proliferative capacity of myofibreblastic
HBC., several studies have focused on factors thal may imit
thieir growth ( 12-15) We and athers hive recently shown that
PGE, und ¢cAMP inhibit praliferation of human mvefibroblastic
HBC (15, 16, Wealso found that binding of endethelin- 1 (8T-1)
to s ETB receptor stimulates productien of prostaglandins
thut in turn elevate cAMP, sosulting in a growth inhibitory
effect. of the peptide (13, 151 In addition. PG and ¢AMP up-
regulite ETE receptors, which may amplify the saintiprolifera-
tive effect of ET-1 (13, 151,

Although PDGRF-BE stimulates cell proaliferation by aet
ing key offectors, including ras, raf, snd the extracellular sig-
nad-regulated kinase (ERK)Y easeade (17), it bas dlso been re-
ported that the peptide may increase synthesis of cANMP (18-
221 Thrombin inhibits: adenvlyl cvelase in most cells, but
increases in cAMP production have ailse been reported i6 a few
mstances (28-261 In the présent study., we have wsed 1 model
of cultured human mivofibroblastic HSC that displays the phe-
notypic and funetional characteristics of FISC found v situ
during hepatic fibrogenesis. (26). We show that, in myofibro-
blastic HSC, thrombin and PDGF-BB evoke a growth inhibi-
tory PG/CAMP signal that reducestheir promitogenic effocts by
1 counteracting the transduction pathway stimulated by mi-
togenie signals and i inereasing the density of growth inhib-
ity BTB feceptons,
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Mitogens Generate Antiprotiferative
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frping 1o the total aumber of nnetei. Data fom 5t 1 riodmsi Tow
mugniticition flelds per eoliure were averaged

KRK Assavs - Conlluent culls in 60-mnrwellswore deprived of seruin
far 48 b and further stimulated witly growth faetors follewing proinci-
hation with ibuprofin 0 pr, 30mine or vehiele rethansly, This veaction
was berminated by washing ie cell cultires twice with 6 sl of ice-
chiflied PBS. Colls were Ivsod for 20 mig at 4 ¢ in 003 mil ol 50 sy
TERES, pH 7.4, containing 19 Piiten X-1000 100 glvecrol, 17 mm
Na€ Tl LR mre Mpei2s 10w NaF o) md dithiothreitol, 1 my 8OTAL S
st Eadbam ovthovanadate, v phenylimethdsolforsd Aueride, 10
pEfni teupeptin., 10 pgiml apeofinin. 50 pefml pepstating 40ms 8-glye-
criphnsplinte, and 1 mu paraniteophenylphosphate, Lysatoswere con-
triftiged at 1 ¢ for 15 min at 12000 - e The supernatanits wore oither
used direeibv or ffozen ot 700 Extracetlular sipnanl-vegulated ki-
nase aetivily was msgaved dosfy llowing slectrophioriss of egual
ameunts of eell b ) py of proteinsy, an 2 109 SPSopolyaicerd-
smnviche el copulvmcrized with 0.0 wig/m mvelin s pioiein, a8 de-
seribed: provieuslv 11 Phesplioivlated  gels were exposed 1o x-my
il and KRK setivity wis gosntitied by using o Phosphorlmager
tMoleeular Dynames Franecs

Wstorn Blanting b vsis of COX Pratein Expression Contlaent
FISCY G0 12wl plittesd wore made guieseent in seramdree Warmouth
mipdiint over 3 dags, HSC were 1hen imenbated for vardous poriads of
tie with either 200 ngd/ml PDUGIRE. 5 wnits/in] thrambin, 200 nghil
O 1 or vehiele, After a wash i ive-cold PBS, cells wore Lpsed for 15
mi o E T b whele eell extrattion buiffer 50 mat HEPES, plt 74,
coutaining .57 Naddet P10, 10 glveevol, THT ma Nacl, 1 ow FGTA,
Pl Se B e NaF, 1 i soibiom erthovanadate, 1 man PMSEF, 2 pghml
letupepting @ pefmt apratining 1 pgfind pepstatin AL 40ma1 f-glyeerophos-
plvite 1 mavdithiiothrgitoD, Tisates wero contrifuged at 20,000. < g fise
i a3 "Usndthe supernatants cwcholecell extract rwere stored at

67T i asi,

Atler clectioplinresivonadennturing SBNgel, profeins 120 ppfanies

ignals for HSC 27301
were cléetrillotivd oo nitradelltlese imembrapes aod blocked for 1T h
al voom temperilaie n 10 m Tk, pH B, containiog 150 my Nat'l
Q00 Twoprn 20, 5% skimmed milk, Detection ol COX 1 938 wad O0RY
P20 was performed after incubation for 2 h ot room temperature with
thetr speeific aatibody dilated 122000 and FARMIGARA. respoctivedy
After 1 h ool ineubation with 2000-feld dituted horseradish perosidias-
conpngated anti-fe amibody andextensive washings. mimunoitetectoed
profvins wete visialized by asingg oo enhanedd. chomilupmiuestonee
TEC Ly assav K tAieishamy dedorditg 1o the imstruetions of the
manudict aree

Bineling of FFET-T o a Particidale Eactiar of’ HSC- Confluent
wmionalaydis were doprived of sorum for A8 hoand subseguently stinn
Fated withgrawth faetors, llowing pretreatment with 50 g thupralon
o Voehicle fevhariol. A paiticalate fraction was ohiained 1 135 and bind-
g ol VU1 was measured.as deseribed previousty €300 Briedly. the
HSU pavtiendate fraction (510 g of protitinsd was incubated for 90 pnn
al 2270 in 200 gl of Keebw-Ringer medinm containing 20 o HEPES.
pll T4, U9 vwivr biovine serwm albomin, 300 pgfmd baeitvaging with
either 50 py "PLRTL aad varving concentrativns ol cold BT=1. sovats-
woxdn 86 me BQ T wompetition experimentss of varving tonesnt p-
vions ol POLETN 145 RO0 pa saturation experimentsl Nonspoei e
hinding was dotermined by gcabating @it U1 gy unlabeled KT-1
Patad from satiaration and dcompetition exporiments seee abhalyzed us-
g theninnlineai rogression prageim FOANTL

Asivay of Protoli Coidcend Fadion —PEotoid concontestion was wres
wred wElng G esimmoereia) reagont (Bie-Rad, Frioeed

Mpgtistive—Roesulls woiie analvaed by Z-way analysis of va
FANOVAY 1oy repeated mensurements, Wilkesen's signed rank Les
uipaired Rtadent s test, ns appropriate

RESUETS

PDGEF-BR and Thrombin Stimalate the Symthésis of the
Crowth Inhibitory. Messengers POE, and cAMP in Hinian
Myofibroblastic HSC—Treatment of human myefibroblastic
HSC with mijtogenic poncentrations of thrombin and PDGE-BB
imereased the produection of PGE, (g, 1AL Prostaglandia E.,
svithesis inercased within 2 min in the presence of thrombin
and wig maximally elovated by 4-fold over basal after 5 nin.
The time course of the effect of PDGF-BR on PGE, reloase was
slightly delaved. vising after o min and reaching a maxinial
4-fold inerease over basal at 30 min: The COX inhibitor ibu-
profen blunted the elevation of PGE, pruduction elicited by
PDGF-BB and thrombin. Both PDGF-BBE and thrombin also
stimudated ¢AMP production (Fig, I8 T the presvnge of
thrembin, cAMP concentration rose within 1 min, niaximally
increased (o T H-fold by 2 min, and rapidiy declined after 10
min. Pollowing PDGF-BB treatnient. cAMP inercased by 5-fold
within 10 min and decreased gradually theraafter, Thrombin
and PDGF-BB inereased ¢cAMP through prostaglandin prodae-
tion because ibuprofen hfunted the enhancement of eAMP pro-
duetion clicited by both peptides { Fig. 10). Simitar resulis were
obtained when colls werd stimulated with 5% human serum
instead of purified growth faclors tnot showir In eontrast.
TGF:T at o concentration mitsgenic for 1ISC ¢ 100 ng/ml) iy,
A% did nat affeet either PGE, or eAMP levels Thg. 1,4 and By
thaprofen alsa decreaged basal eAMP levels from: 330 to 60
fmolfimg peotein by blocking eadogenous svathesis of PG
tFig. 10

Taken together: these resulis indicate that PDGY-BR and
thrombin, but not IGP-1. stimulate svathesis and seeretion of
PGE, (Fiy. Do prestaglandin which inéreases eAMP produc-
tion in an autocrine fashion (150, Inasmuch s PGE, and ¢AMP
inhibit growth factar-stimutated proliteration of myofibroblas-
tie HSC (Fig. 18, /nset: Rell 150, our vesults indicate that both
PDGE-BR ind thrombin. although mitogenic for TISC, generate
sepind messongers that are growth Uihibitory for those cefls,

Struiebation of He PGTeAMP Patlhway by PDGE-RE. and
Thronchin Down-regulatos Their Mitogenie Effeets—Thu [bllow:
mg experimoents were undertaken to assess the consequencesof
thir stiminkation of the PGRAMD pathway on the mitogenie
properties of PRGF-BB and thrombin, Therefore, DNA svnthe-
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cAMP indivectly theough prostaglandin synthesis, whereas cAMP inhibits theiv-promi-

togenie offectsc ., time eourse of PGE2 praduction i vesponse (o PDGE-BB thramban, aod TERT, Contfhien giiescent ¢olls were pretreated with

i) !m ol or veliichs for 30 minamd sabseguent
varies perindsal thinge 12 60 mind, PG, release was a

simveth cepased t PDOF-RI G20 vpfeds, thrambin o5 unitnnbi) or YT 0200 ngfmbs o
syl by envymie nnmunuumu: as desertbed aonder “Fxperimenial Procedures.”

Resifis

show a evpical eaperiment repeatied twiee B, tnm‘(mnw of eAMP pandm Lien i1 respoanse o PRGI-RB. chrombin, and TGE | Confliem gquitadon?

TESC were exposedd ¢ PROF.RBR 020 aghnb; thivibin o5 Gnitsfmly or TOFCL 1000 ngfmb for various periods o tme. oAMP w

meastred as deseribed wder “Fxporimontal Procodigeos.”

exntracted and

Results are the mean of Deo independent experiments and ave exprossed as -fold svor
Prasad fovels 220 fmolfmyg prateins, faset, eAMP mbibils the mitogenic effedt of PDOEF- BB and theombin, ConBluent quiescont eells pretn

v wills

10y forskolinoor its vehicle wore strmulated willh PRDGF-BB 200wl or thiomibin o6 aritsiml vand putsed with PTHHEhyidine: PHIThyoidine

iurporition 1to B

st -Told over hignal 630 © QMbepn p - 005 for effect ol terskolim.

A war mensored as deseribed under ™ Fiepevimioodul Procoduires”
s

Results tinvan 0 45,00 4 3 4 expefiments e ospressed

ibuprofen bluats the offvet of PRGY-RB wrd thetnibin an-¢ANP produdtisn.

Conflient quicsvent eells swere prtreated for 30 min With 50 gy thuprofen ar vehide and were stimutatedswith PRGIS-8B 20 nghnt s thdombin

G unitsind cfer 10 min viiean ¢ KRt p

siw and KRK activiition wore dssaved following blogkade of this

0.05 compared with unteealed cells

AX
pathiaay by the COX inhibiter ibuprofen: |
It is well established that activation of BRK by greowih fac- 251 &
tors is an important early step preceding eoll proliferation 117, :ﬁ 26 f [ !:Pr?!sf:::a U¥m=‘“
315 PRDGF-BB raplidly stimulated BERK, indueing o maximal za | {r& + Ibupreten * i aproten
actieation within 5 to 10 min, followed by a decrease o o ;’,—_§ 154 3 \
sastained level for at Jeast 1 h (Fig. 240 Stimalaton of KRK by - = U:i \\ ]
thrombin showed a0 peak al 5-10 min and returned o basal E 2 w0 o N .
tevele withibe 1 I iFig, 2BY. Pretreadment of eells with ibuprofen 9 5 Poe o T \\“\\
e ) SO ¥ BT - . 4 4 T ——
pretreatmvnt piarkedly potentiated the activalion profile of =gl

ERK by PDGE-BB or thrombin. In the presence of the COX
inhibiter, peak getivation of HRK by PDGF-BB was achicved
after 10 min. The compound did net. affect stimulation of ERK
by PDGE-BB at esrly time points but synergistically enhanced

ERK activatiun froni 10 min onward (Fig 241 Activation of

FRK by thrombin was also markedly potentiaged by ibuprofen,
althotgh as envly as 5 min (Fig. 281 Fimally, the COX iahibitor
mederately eivhdanted basal ERK aclivity, by preventing endog-
enous release of PG R whiutd be noted that PDGF-BE has o
detuyed offeet on PGE, and cAMP s@rithesis, as compared with
thrembin (g, ¥, This time frame is a0 keeping with the
polestiating effect of thupreofen on BRK activavion by PDGE-BB
arid thrombin (Fig 29

Ihuprofen pretevativent syiiergistically cohatived the mitos
gonie effects of thrombin and PDOCEF-BE at all coneenteations
tosted (Fig, 3, A4 and ), The COX inhibitor tnéresised Bisal
DNA syivthosie by 2-(old. In contrast, ibuprofen pretreatmont
maxtmoly increased NINA ssthesis of PDGR:BB-trealed cells
by W-t-fold, as compared with the 4-Juld merease in eolls
exposed to. PDGE-BB .ﬂum' i 0.001 by 2-way ANOVA),
Thrombin alone ciatsed a 2<fold inerease of thymidine incorpo-
ration, which vose ta 7-foid following ibuprofen pretreatment
g 00T by s ANOVAL Savlar results were obtained
when cells werve stimmlated with 5%
purified grawth factors (ot showno Ax expected. the evelaoxy-
genase inhibiter did Aol potentinte the effect af TGE-1 on [INA

¢ hman sevum instead of

0 10 20 30 40 50 60 O 10 20 30 40 30 60

TIME (min)

Fii, 2 lhupioﬁ!n potentiates activation of ERK hy PDGI-BB
and thrombin in human mupf’hruhla tic HSC. Confluent gities-
eont, eelswere pretreated fur 30 wan with 50 pas 1hu;mdnn or it vishicle
and stimupdated with 20ngiml PDGE-BE cUror & awitsZml thrombin (81
for vartons periods of Ume, BREK activity was nwu\mvd as- deseribied
under “Experimental Procedures” and guantidied by phospheinager
apdvsie: Resultsace the mivcan * 8K of theee te B oxperiments.

Thie role of the PGARANP pathway way further supported by
exporimenis i which ibuprofen was added a1 varioos times
before or after the intreduction of growth factors, Ax <hown
ahove, intraduction of ihuprofen 30 min before the addition of
thrombin {30 miny maximally enhavced the mitogenic offisd
ofttie peptide tFig. 4 A Addition of ibaprofen 30 min after that
of theombin ¢ C360 ovint also syntrgistically enhidneed ils mito-
genje effoet although te a lower oxtent (5-fald at + 30 min, ax
compared with 9.5<46ld at 30 win, p G.001 by 2wy
ANOVAL The petentinting effeet of ihuproten was no longer
nh=ereed whon the eompound was added 6 b after thrombin,
Sinular results were obtained whenéells worb-stimadated with
PDEY-BB instead of thrombin (Fig. 484 These data indieate
that growt b factors stimulate carly as well as late production of
PGE,.

Late syvithesis of PGEL could be demonstrated by studying

syuthesiv (Rig. 50 The synergistic effect of ihuprofen on  the rogulation of nducible type 2 evelooxygenase (COX-21 ox-
PREF-BR or thrombin-induced nitogenosis was eonfirmned by pression. As showa in Figs B, a 6-h trestmoent with PDEP.RR

nucloar auteradivgraphy experiments (Mg, 3tH. Altagother,
these dati iidiente fhat In myotibroblastic HSC.PDGE-BE and
thiinibin stintilate o POCAM P pathway (hat reduces devivas

tro of ERE and decreises thiir effects on coll probiferation.

and theambin upsregulated COX-2 exprossion, whereas HGF-1
had noeffoet, In coritvast, PDGITBB and thrombin did net adter
CON-1 protedy exprossion (Kig

Altogether. thiese results shuw ll| at both edrly and Late pro-

95



Mitogens Generate Anfiproliferatioes Stgnals for HSC

A ;B
§ 5 ﬁ‘_g,;i § ;

@ n B0
g E +Houprofen 28| + Ihuprofer
&= & 2 | | ;’
oF 7 o5 i
= g ety E § e < ¢
g E T Control % 2
B £2 Gontrol

== O S
£ :
2 y LR s A E Sl i}
(] 0 20 3 4 k 3 4
C PDGF-BB{ng/ml) D Thrombin (Uimi)
. I - 50 FRQF_"_‘BB_
& 4 T Contral
E jg 0 { § 107 m + lbuprofen
§ 2 t +Ibupraten 5 Y‘Eﬂgi"
g8 . ] 3
G5 - S
55| £ % easa
=3 2 iz .
E” e h B
=8 = :
Qz'“ [ 3 Y4 g s { {“‘ l‘
0 100 200 300 300
1GF-1 {ng/mi)

Fii . thuprofen synervgistically enbances the mitégenic ¢f-
fect of PDGE-BRE and thrombin but not that of 1GF-1, A€, eflpet
ol ihiiprofen en HIthvmidine ineorpovation in response ta PDOF- R
A throiabisd 18T o HGE-1 €0 Confluent qatescent colls were proe-
ereated e A0-min with 50 pa ibuprefen oF its vehidle and stimulated
withy varying concentriations of PDGF-BE oA theonibin 880 or TG
i FHI T hyniidine incieparition it DNA wils assaved ax deseribod
under “Esperimentul Procedures” Résulis dive the migan © 5 E of Tive
experiments and are expressed as fold over basal lovels mioasared m
the ahgence of ibaprafin, 8L noelear autoradiography. Contlivent quivs-
cant cutls word raated 0 the sane conditions as above. withe 20 nginl

PRGRBI, & unitgml theambin oF 100 ngfm? 1GF, The nuniber of

vivplicative cell
dures” Shown is & typic

sl awdoseribed under " Faperimental Peage-
Toxperingent fepeated twice,
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Fiee, 4. Time course of the effect of ibuprofen on the mitogenic
sttion of PDGEF-BB and thrembin. Conlluent quieseont eplls wore
stimmulatedwith PRGEE-BRE 20 nginli O arthirombin (5 waiesimls (v
tive (1 Hsuprelvn 150 g wiis added to the phates either 307 min beluoe
ar at various times aftor mrroduction of grovwdy fadters P Thymidine
incorporation info DNA was assayed ab 30 he as deserihad wader “Kx-
perimental Frocodures.” fesults ave die mean © 5.6 of (v experi
merits amd are expressed as told over hasal Jevels measored 1y the
ahsence of ihiprefen. ¥ p - D05,

duction of prostuglaidin: dceownt for the nogetive cegulation of

the mitegenic effect of PDGF-BB and thrombin.

PRGE-BE and Thronsbin Up-regulate KT Recoptors cra o
ProstaglandinlcAMP  Patlhway e Huway  Myoftbroblasti
FISC- W have proviously shiown. that binding of ET:1 te iis
ETB receptors inlitbits protiferation ol human 80, and that
evageneasty applivd PGH, and/or cAMP ap-regmdate ETR pe-
coptors (Relk, 13 and 15 Figs 7 Therefore, we imvestipated

27303

2 &
N
) 4:\‘60 éﬁ \Qép

COX-2 » |48

COX-1 »

i

Fi A PRDGE-BE and thrombin, but not 1G4, indace COX-2
protein expiession. Conflueni serum-deprived HEC were stimulated
for 6 b witly PDOCTRE 0209 ngany, tisombin (5 andsfmi), ar JEES vty
rigfed, feeset 1 Cell Tesates fimd Woktern blot anidasis weore perforied as
deseribed under “Experinmwntal Prscedures” mving oo solostive amtibsdy
directed wither agadnst CONCL ar COXY proteins A tvpioal tiradin
ram ¢ whown, which wies reproduced fawice:

whether PDGF-BB and thrombiin may ingrease the growth
inhibitery TR recoplors via the PGRAMP pathway,

Treatment of RO for 24 h with PDOF-BB (20 ng/mli ov
theanibin th units/mb inereased KT-1 binding sites by
1.3-old, resspectivelyv, whereas IGF:T had no effect iFig 64
There was no signifieant charge 10 the K, with either poptide
et shownt, The increase in BT roceptors wis Unie-depeident.
In PDGF-BB-treaited cells, the mamber of receptors rose by
2.2-01d within 14 b and remained clevated antil 24 b oFig, 644
I thronhin-treated cellss a maximal 15fold inerease was
found wfter 3 ke whith way anchanged over 24 h (Figl 685 We
alse assessed the effeet of PDGIF-BR and thrombin on the
distribution of ETA and ETB receptors. In continl celbs, ETA
and ETB receptots woere present in a propurtion of 55460
CGrowith frclors did not modidy the proportion of ET dedeptors
{A0:500, so that bath ETA and ETB receptons were ap-rogulated
by 2.2« and LHfeld in PDGRBE and thirombin-wreated cells,
respoctively (Fig T

Wo next oxamined the vofe of the PG pathway Wy the rogu-
latton of ET receptors, In unstimulated eolls, ihuprolen alone
did not affect the number of ETA roeeptors reontrel: 211
fusol/mg pratein: ibuprofen: 191 fmol/myg proteiny but selec:
tively down-ropulated BTHB rocoptors by 50 from 180 malimg
pritein in contesl cells to 90 fnsl/ing protein in ibuprefen-
pretreated eells) by preoventing endogenous PG roelese. Upe
vegalation of ETA recoplors by PROF-BB and throwmbin was
nit modificd following ibuiprofen pretreatntent (2,00 and 1.5-
foldd. respoctivelyy (Fig. Tr hn conteast, ibtpreofon totally down-
regulated BTH weceptors i PDGEF-BB and Uirdmbin-treated
cells (Fig, Ti. Collectively these results indicgte that PDGF-BE
and thrombin inerease both BTA and FTB receptors in myoft-
brablastic HSC, However, blockade of the POARAMP pathway
specifcally blants the ep-reguliation of TTH receptors hy huth
peptides.

2- s

IR RSTON
B the present study . we domsist rate that in hwman myofi-
hroblastic HSC, PDGF. BB, and thiombin goivrate growth in-
hibitory signals by stimulating a PGEANMEP pathway. Activa-
fion of this signal connmteracts  thelr aitagenic effects by
Blorking the transduction pathway leading to HSC profitera-

96



27304

B

A €1 BASAL
* POGF-B8

L)

(]
Bmax
{fold over bagafy
-
n
B

* THROMEIN
20 400 600 800 1000 0 100 200 500 400 H00 600
{1251 ET-1 BOUND (fmoVing proti

o

\bk" 2 (3PDGF-BB ;
5 & = # THROMBIN A
3 s
g 82 T
=6 &
ot o
5 p-]
: S
2 cBasAL  ¢n g
* IGF:1 a
L e e Y RS S i ¥ T ¥ 3
9 W00 200 300 40 500 600 o 5 " 185 20 25
[¥25I<ET-1 BOUND {fmotmg prot) TIME (hours)

Fic. 6. PDGF-BRand thrombin up-regulate ET veceptors. Coi-
uent serann-deprived eclls wers expased either to medium alone or to
Sbagiml PRGEF BR G 5 andts/m! thrombia o), ar 108 nghu] 1GF-| o9
foi 4 b Slioven 3% 8 tvpieal ssperiment. fosets, mean = S ol B,
v b expreased as old over basad v334 ¢ 88 Foolfmg peatoiny p
08 as compared with hassl B thing-couiso of this offect of PDGF-BR
aned thrombitn on IWF hivwding sitos. Resodts areddid s of e ok per-
il Binding of LI was measared onaspartieutato fretion, ax
desertbed wider “Kxperimental Procedures,” The titad sowidisr of Biod-
bygrsiten (B, wits detesmiined al each time prmnt by Scatehard anal-
vl of <l prat jon GXpErTmETis.

£l ETA
| ETB
1000 |

. 8og

ET RECEPTORS
{tmolmg prof)

IBUPROFEN - + - + -« &

Fri 7, PDGF-BBand thrombin up-regulate both ETA and KT8
receptorsand ibuprofen bluntsup-regulation of ETH receptors,

FAA and B Baeceptors were determined incompoLition oxpernents of

PEEETT binding, uing sirving concentralions of the ETBR agonst
st -SEC and e ETA aatagonixn BO 20wy deseribed wodey
slaxperimental Procedures” Rosulte show a tupieal oxperiment e
peatind twico,

tion and by up-regidating BTR recoptors (0 the grawth mbib-
itory peptide IT=1 ¢ K.

Binding of PRGE-BE to its Lyrosine kinase recoptor and of

thiromibin to ite G protein-colipled rceeptor stimulate prolifora-
tion of & namber of cells, inceludiog pvolibrobilistic HSC o7,
29 A siriking point of the present stady s taat, altheuph
mitogenic, PDOFBE and thrombin also generate growth: in-
hibitory PG, in bunian myvolibreblastic HSC 0153 The two
peptides cheit carly PG, production by aetivating basal COX.
vesulting o cAMP scevmutation (Fig. 1. dand dlke peromole
delaved induction of COX22 Buth carvly and delaved product ing

Mitogens Generate Antiproliferatice Sighiads for Hi

of PGE, megatively regulate the mitogenic offoet of PDGE-BR
atd thrembin, The rale of the early wynthesix of PGE., s dem-
onsirated by two Hines of evidencer (0 addition of ibuprofen
afwer the ocewrrende of the early reledse of PGE, ¢ - 30 iiin. see
Fig. 41 redoves the potentinsing offert of rhe COX inhibitoy on
DNA synthesis: and iy ibuprefen pretreatment enhances ERK
activiation by both growth foctors within minutes (Fig: 2. The
grawth inhibitory signal ovoked by PDGF-BB and thrombin
also involves delived inductivn of COX-2 expressiom: thus. the
potentiat ingeeffeet of thupreofen-on DNA svnthests ivsuppréssid
only wlien the COX inkibitar iswdded after induction of COX-2
tiy bath poptides has oeeurred (Fig, 4% Inagroement with these
data, we recently observed that induction of COX2 s taviolved
iy the antiproliferative offeet of ET-1 and TNF-o in hunan
nivofibroblastic HSCH We conclude that the mitogeniv effecs
of PDGF-BB and thrembin result from sinnuliancous stimuta-
tory and inhibitosy signals: a growth eshaneing pathovay, nv
valving activation of EREK; and a growlh inhihitors signal me-
diated by a PGAAMP pathw whiteh reduces the mdogenic
offeet of both growil (actors. It should be neted that setivation
of the PGIeAMP pathway s not & general feature of {vrosine
leinase receptor activation, Thisg FGR-1 does not ealamee carly
production of PGEand cAMP either in human H8C (Fig. Lror
in human vascular smoath musele cotls (T80 neither does [GF-1
affect COX-A priatein expression (Fig. 51

In keeping with our results, recont studioy provade eviderice
that prewth factors may positively and negatively regulate cetl
profiferation, via PG and/or ¢AMP. T COS-T eells. ixaprotere-
unl vakses cAMP and BRK activity, and activation of EREK by
isoprotereniol is enhanced when blocking the ¢AMP pathway
24 In human vasealar smooth musele colls, PDGRRB (s
mitogenic but also stimulates syathesis of growth inhibitery
PGOOIR, 3% Finallyv, oy hunidn fetad lung fibreblasts. inde-
methavin supresses the amtipralifeeative offect of TGFE and
restores its miftogenic effect (341 Thess ahiservations, togethicr
with the results of the presemt study . strongly suggest thiat o
PO andfor cANMP pathway negatively regidates e mitogenic
offoers of certain growth fnctors. Biterestingly, in NIH3TS i
brohlasts, PDGF-BB activates STRPad proteins, which in turn
cowmterael the mitogemic cffect of the peptidetidn ), Whether PG
and cAMP may activate SIRPw 1 proteins i humuan HSC re-
fding to be determined.

We tiive previously shovwn ehat 19T-1 tahihits prolifevationof
haman myefibreblastic HSC vid its ETB reeeptors. The peeasnt
study  demwnstrates  that  the PG palhway  activaied by
PDOF-BE and thirambin upregutates ETH receptors. Thus,
both growih factors ¥aise the ntmmberof ETE binding sites. and
ibagproden blunts this imcrease. These resalts are in line with
our previeus finding that exegenously added PGE, and POL,
up-tegulate BTB receptors in thess cells (153 In eontrast,

‘ 2 proteit expression and prostag-

JGE-T dacs not alfect €
tandin production and hag no offear ofi the number of ETB
receptors. These results clearty estabiiadi that PG oprodustion
plays a centrad role in the regulation of ETB receplors in
bunian nivefibroblistic HSC. Upvegulition of growth inhibi-
1ory reeptors by midagens s an iinportant step is the negative
controlof coll proliferationt 361 Fer instoice, épidoioind growth
faetor up-vegulates sommtostatin receptors and enhaness the

reetlvt 36

antiprodiferative of somatestatin in pasereatic cam
Adso. traislorming growth fretor B inhibits proliferationol vat
HSC and, devronscs PO vocoptors 1371 Therefore, it muy be
suggggested  thal up-regulation of BTB vecoptors by PDGE-BR
andd thrembin enhanees the antiproliferative effvet o ETP-1 dand

Tadllens, 00, Hubih, As Tae. Jd. Maetloodd S Mablae AL awd
Lotersetn, S 0V988 1 Moed oo 23, IR0 20100
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Mitogens Generate Antiprotiferative Signals for HSC

thereby establishes « negative feedback of their promitegenic
offect. Along this line. 1t should be noted that PDGR-BBR and
thrombin stimulate seevetion of ET-1 in 4 pamber of cells,
imeluding human HSC, and that expression of ET-1 15 markedly
inereased in the liver daring chironie liver diseases (385

Besides ETB recepto human myofibroblastic HRC

alse

vepiess ETA roeoptors, which mediate the contractile offect of

ET-1 13, 395, PDGI-BB and thrombin inerease KTA binding
sites by o mechanism unrelated to PG produetion. Interest-
ingly, thrombin evhances contractility of myofibreblastic HSC
401 In this respect, besides its direcl contractile effect. the
peptide moy also indireetly inerease HSC contraction by en-
haneing the offeet of ET-1 following up-regulation of BETA
reeeplors.

It experimental models of liver injury and in human chronie
bver disease, myolibroblastic HSC proliferate and accinmdate
i response to ovtokines and growth factors produced locally
11 Aceordingly, PDGF expression is increased in infiltrating
inflammatory cells and within fibrous septa and several lines of
evidence suggest that thrombin ix also generated in response to
Hver ingury (§—100, Moreover, myelibrablastic HSC show in-
ereased levels of PRGF and thrembin receptors during liver
mjury, and expression of the PDGF receptor has been corre-
lated to the activity of the fibroproliferative process 8-10%
Several studies Have forused on the wialecalar mechanisms
responsible for the growth-enhancing elfeets of PDGF-BB and
thrombin in human mysiibreblastic HSC. Our findings shed
light on novel growth inhibitory pathways evoked by these
peptides: We show that, wm fact. the
PHGF-BB and thrombin arises
posilive and negative signals; the latter transduced by PG and
cAMP. The promitogenic signal is counteracted by two PGade-
pendent mechamismes (9 a diveet negative pathway that inhib:
its ERK activation and mare delayed events involved in prolift
eriation: aud G an indiveet feedback thal wiay amplify the
antiproliferative effect of ET-1 by up-regulating ETB roceptors.
Our results may have implicalions for the comprehension of the
physiopathology of liver {ibrosis. They suggest that the final
profiferative respbnse dépends on the balance of conflicting
positive and negative signals ohieited simultaneously by a sin-
gle growth factor. Further studies are needed to better under-
stand factors that may shift the balance toward growth inhibi-
tian dnid theveby timit proliferation of mvefibroblastic SO
during chronie lver disease.
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La thrombine et le PDGF-BB, facteurs mitogénes et antiprolifératifs

De fagon surprenante, le PDGF-BB et la thrombine & 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'ibuprofene, suggérant
I’implication des COX. Par ailleurs, ces deux peptides induisent également I’expression du
géne de la COX-2 et une production tardive de PGE?2 (figure 5). Ces résultats suggérent que
bien que mitogéniques, le PDGF-BB et la thrombine stimulent une voie conduisant a
I’inhibition de la prolifération des CEFm. Afin de confirmer cette hypothése, nous avons
étudié I’effet de I’ibuproféne sur la prolifération des CEFm stimulées par le PDGF-BB et la
thombine. Nous avons observé une potentialisation de I’incorporation de [*H]-thymidine par
ces deux mitogenes lorsqu’on bloque I’activité COX par I’ibuproféne (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 mitogénes pour les CEFm, le
PDGF-BB et la thrombine, générent 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 & tous les facteurs mitogénes. En effet, I'IGF-1 ne stimule ni la
production d’AMPc (fig 1) ni ’induction de I’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, I’isoprotérenol augmente P’AMPc et I'activité ERK.
L’activation de ERK par 1’isoproterenol est potentialisée lorsqu’on bloque 1’augmentation
d’AMPc (Crespo et al., 1995). Dans les cellules musculaires lisses vasculaires, le PDGF-BB
est mitogéne mais active également la production de PG antiprolifératives (Graves et al.,
1996; Bornfeldt et al., 1997). Enfin, dans les fibroblastes pulmonaires foetaux humains,
I’indométacine, un inhibiteur de 'activité COX, supprime I’effet antiprolifératif du TGF-$ et
révele un effet mitogene (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 I’ET-1 inhibe la prolifération des CEFm en se liant a ses

récepteurs ETB (Mallat et al., 1995a). Au cours de ce travail, nous avons également démontré
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que ’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 a2 une augmentation du
nombre de récepteurs ETA et ETB de 2 a 3 fois. Le prétraitement des CEFm par I’ibuproféne
réduit séléctivement 1’augmentation du nombre de récepteurs ETB par le PDGF et la
thrombine, sans modifier ’augmentation du nombre de récepteurs ETA. Nous avions
précédemment montré que les PGE2 et les PGI2 augmentent le nombre de récepteurs ETB
(Mallat e al., 1996). L’ensemble de ces résultats démontrent que les PG jouent un role clé
dans la régulation de I’expression des récepteurs ETB dans les CEF myofibroblastiques
humaines. L’interaction entre des récepteurs relayant des effets antiprolifératifs et des
mitogeénes est un processus important dans la régulation de la prolifération de nombreux types
cellulaires (Vidal ef al., 1994). Ainsi, 'EGF augmente le nombre de récepteurs de la
somatostatine et augmente 1’effet antiprolifératif de ce peptide dans les cellules cancéreuses
pancréatiques (Vidal er al., 1994). De méme, le TGF-B qui inhibe la croissance des CEF de
rat, décroit 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 I’inhibition de la prolifération des CEFm par 'ET-
1 et établissent ainsi un rétrocontrdle négatif a leurs effets promitogéniques.

Nous avons €galement observé une augmentation du nombre de récepteurs ETA en
réponse au PDGF-BB et a la thrombine par un mécanisme indépendant de la production de
PG. Les conséquences de cette régulation restent a explorer mais il faut noter que les
récepteurs ETA relaient la contraction des CEFm en réponse a I’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 ’hypothése que outre, son effet contractile direct, la
thrombine peut également favoriser la contraction des CEFm indirectement en augmentant

I’expression des récepteurs ETA.

Implication dans un contexte physiopathologique

Au cours des maladies chroniques du foie, les CEF proliféerent en réponse a des
cytokines et aux facteurs de croissances produits localement (Friedman, 1993). D’ailleurs, on
observe une augmentation de ’expression du PDGF-BB par les cellules inflammatoires et
dans les bandes de fibrose. De plus, ’expression de la thrombine, du PDGF-BB et de leurs

récepteurs augmente au cours des maladies chroniques du foie (Pinzani et al., 1996¢ ;
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Gressner, 1996). Enfin, dans les CEFm, on observe une augmentation de I’expression des
récepteurs du PDGF-BB et de la thrombine (Pinzani ef al., 1994; Pinzani et al., 1996¢ ; Marra
et al., 1998). Les mécanismes moléculaires impliqués dans les effets mitogéniques du
PDGF-BB et de la thrombine ont ét¢ largement décrits et mettent en jeu ’activation de ERK
et de la PI3Kinase (Marra et al., 1997 ; Krymskaya et al., 1999). Nos résultats mettent en
évidence que I’effet mitogene du PDGF-BB et de la thrombine est la résultante de 1’activation
de deux voies de transduction exergant 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
I’inhibition de la voie ERK; 1i) une voie indirecte qui pourrait augmenter [’effet
antiprolifératif de ’ET-1 en augmentant le nombre de ses récepteurs ETB. L’ensemble de nos
résultats sugere donc que I’effet du PDGF-BB et de la thrombine sur la prolifération des

CEFm résulte de la balance entre 1’activation de voies promitogéniques et antiprolifératives.
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103




La fibrose hépatique est la complication majeure de la plupart des maladies
chroniques du foie. Elle est caractérisée par I’accumulation de la matrice extracellulaire dans
I’espace de Disse, entrainant un blocage de la circulation sinusoidale et ainsi une
dégénération hépatique. Il est maintenant bien établi que les CEF jouent un réle important
dans le développement de la fibrose. Au cours de ce processus, ces cellules acquiérent un
phénotype myofibroblastique dans lequel elles proliférent 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 role majeur de la COX-2 dans
’inhibition de la prolifération de ces cellules par ’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 mitogene. L’étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation
de la COX-2 nous a permis de démontrer le role du facteur de transcription NF-xB. Les
perspectives de ce travail sont doubles. D autre part, nous poursuivons dans 1’étude des effets
de la S1P sur les CEFm et d’autre part, 1’étude du réle de la COX-2 dans la fibrogénése et la

carcinogénese hépatiques.

La S1P, un nouvel acteur dans la fibrose hépatique ?

Nous poursuivrons donc 1’¢tude des fonctions de la S1P en tant que second messager
et en tant que ligand des récepteurs Edg dans les CEF myofibroblastiques.
I existe peu de données concernant le role de la S1P dans le foie. Nous poursuiverons donc
1‘étude des fonctions de la S1P en tant que second messager et ligand des récepteurs EDG.
Dans un premier temps, nous approfondirons 1’étude des voies antiprolifératives de la S1P
notamment en caractérisant les mécanismes par lesquels la S1P augmente ’expression de
COX-2. Nous déterminerons également si I’induction de la COX-2 fait intervenir NF-kB
comme nous ’avons décrit dans ’article 1.
Par ailleurs, la S1P peut également exercer des effets par 1’intermédiaire de récepteurs a sept
domaines transmembranaires couplés aux protéines G : les récepteurs Edg. Nos résultats
préliminaires montrent que ces récepteurs a la SI1P sont présents a la surface des CEF
myofibroblastiques. Cependant leurs roles restent a déterminer. Nous étudierons en particulier
Peffet de la S1P sur la contraction et la migration des CEFm. Enfin, nous déterminerons

I’origine de la S1P se liant aux récepteurs Edg. Actuellement, les seules cellules connues pour
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sécréter de la S1P sont les plaquettes (Yatomi et al., 1995). Ces cellules sont activées et
nombreuses lors de la fibrogénése. Cependant, on ne peut exclure le fait que d’autres cellules
hépatiques sécrétent de la S1P, qui agirait ainsi de fagon autocrine ou paracrine sur les CEF

myofibroblastiques.

Rale de la COX-2 dans le développement de la fibrose hépatique

Ces trois articles nous ont permis de démontrer le role central de la COX-2 dans
I’inhibition de la prolifération des CEF myofibroblastiques humaines. Notre hypothése est
que Dl’induction de la COX-2, en empéchant 1’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 collagéne 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 réle majeur dans la régulation de la prolifération des CEF
myofibroblastiques, de nombreux points restent encore obscurs. En particulier, les voies de
signalisation impliquées dans ’activation de la COX-2 et les cibles activées par la COX-2
restent a déterminer. Par ailleurs, les prostaglandines ont elles également des récepteurs
nucléaires et quels sont leurs roles ?

Enfin, dans de nombreuses cellules, les facteurs antiprolifératifs sont souvent des
stimuli apoptotiques (Evan & Littlewood, 1998). Nous étudierons donc I’effet apoptotique
des facteurs induisant la COX-2 ainsi que celui des prostaglandines se liant a des récepteurs
membranaires des prostaglandines ou aux récepteurs nucl€aires. Nous caractériserons
¢galement les conséquences du blocage pharmacologique de COX-2 sur I’apoptose de ces

cellules. Cette étude sera poursuivie par la définition 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 ’expression de la COX-2 in vivo afin de confirmer nos hypothéses. Dans deux
modéles de fibrose expérimentale, la ligature du cholédoque ou I’administration prolongée de
tétrachlorure de carbone, nous examinerons I’effet de I’administration prolongé d’inhibiteurs
de COX-2 (NS-398 ou SC-58125) sur I’expression du collagene I et ¢galement par analyse
histologique afin d’examiner le role de la COX-2 dans la fibrose hépatique.
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Réle de la COX-2 dans le développement des carcinomes hepatocellulaires

Il n’existe que trés peu de données concernant le réle des COX et particuliérement de
la COX-2 dans le développement des cancers primitifs du foie. Nous nous proposons
d’¢étudier le role de la COX-2 dans la carcinogenése hépatique. Notre hypothése 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 carcinogenése hépatique.
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