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INTRODUCTIO!

Les ultraviolets (UV), sont la composante la plus néfaste du rayonnement solaire. Ils
interagissent avec de nombreux composants cellulaires, et modifient ainsi leurs structures et
leurs fonctions. Les conséquences cliniques subséquentes a ces altérations sont plus ou moins
graves et vont du simple érythéme 2 la carcinogenése.

Les altérations de I’ADN par le rayonnement UV sont une des conséquences de ’irradiation
UV. L’étude de ces altérations, et de leur réparation font I’objet d’un intérét grandissant car il
est maintenant admis que I’incidence des cancers cutanés augmente avec le temps
d’exposition au soleil. La recherche d’une photoprotection adaptée permettant 1’épargne du

« capital soleil » individuel est en plein développement.

Des travaux précédemment réalisés au laboratoire ont montré que les effets délétéres des
rayonnements UV, notamment au niveau de I'ADN, sont augmentés dans les cellules

déplétées en zinc (Zn) indiquant un rdle important de cet oligoélément en photoprotection.

En utilisant une lignée cellulaire de kératinocytes humains (HaCaT) et un modele d'irradiation
solaire, nous nous proposons d'étudier 'un des mécanismes sur lequel repose la
photoprotection Zn-dépendante. Nous avons focalis¢é nos recherches sur les protéines
d’adaptation que sont les métallothionéines. Pour cela nous avons mis au point une technique

de western-blot permettant d’identifier les M T sans utilisation de radioéléments.
Les métallothionéines, de part leur induction cellulaire lors d’un apport de Zn, et leur

propriétés antioxydante et antiapoptotique seraient de bons candidats permettant d’expliquer

I’effet génoprotecteur du Zn .
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CHAPITRE 1 :
LES ULTRAVIOLETS, SONT GENOTOXIQUES

I) Les ultraviolets : Composants du rayonnement solaire

Le rayonnement émis par le soleil est un spectre continu, polychromatique constitué
de radiations électromagnétiques dont les longueurs d'onde sont comprises entre les rayons
gamma (10 -7 pum) et les ondes radio (2x1010 um). Chaque rayonnement comporte un double
aspect, ondulatoire et corpusculaire. Le rayonnement solaire est filtré au niveau de
l'atmosphere, surtout dans la stratosphcre gréce a la couche d'ozone qui permet 1'absorption de
I'ensemble des radiations inférieures a 290 nm.

Le rayonnement solaire mesuré a la surface du globe est donc différent par rapport au
rayonnement émis. C’est grice a cette « filtration» atmosphérique que la vie a pu se
développer a la surface du globe. |

Ainsi, au niveau du sol, le spectre solaire ne comporte que les radiations comprises
entre 290 nm et 3000 nm. Il est constitué¢ de 56% d'infrarouges (780-3000 nm), 39% de
lumiére visible (400-780 nm) et 5% d'ultraviolets. Le rayonnement ultraviolet est divisé en 3

SOuS groupes :
@ Les ultraviolets C (200-290 nm), sont absorbés en partie par la couche d’ozone.
@ [ cs ultraviolets B (290-320 nm), trés énergétiques représentant 2% des UV,
@ Les ultraviolets A (320-400 nm) traversant le verre, constituant 98% des UV et dont

I'énergie décroit en fonction de leur longueur d'onde. Ils sont eux-mémes subdivisés en UVA-

2 courts (320-340 nm) et UVA-1 longs (340-400 nm).

13




La composition quantitative et qualitative du rayonnement solaire varie en fonction de
différents paramétres qui sont I'heure, la saison, la latitude, I'altitude, la couverture nuageuse
et la pollution atmosphérique. Sous nos latitudes, en plein mois de juillet, le spectre est
particulierement riche en UVB entre 1 1h et 14h (heure solaire). Mais la quantité¢ d'UVA regue
est tres nettement supérieure en terme de dose puisque les UVA sont présents du lever au
coucher du soleil. Ainsi on peut admettre que lors d'une exposition solaire d'une journée sur
une plage frangaise, on regoit 100 fois plus dUVA que d'UVB.

La différence de longueur d’onde entre les UVA et les UVB refléte aussi une
différence dans la pénétration de ce rayonnement au niveau de la peau. Les UVB, plus
énergétiques que les UVA, n’atteignent que I’épiderme, alors que les UVA pénétrent jusqu’au
derme.

Fig 1: Pénétration des UV dans la peau

COUCHE
CORNEE

EPIDERME

DERME

D’une maniere schématique, les UVB sont capables d’interagir directement avec des
macromolécules cellulaires. IIs sont notamment absorbés par I’ADN. De part leur longueur
d’onde, les UVA ne peuvent pas interagir de maniére directe avec I’ADN car cette
macromolécule n’absorbe pas entre 320 et 400 nm. Les UVA peuvent toutefois endommager
I’ADN par un mécanisme indirecte, reposant sur la génération d’un stress oxydatif. (Il semble

toutefois exister des lésions mixtes, de type direct et indirect pour les UVA les plus courts).
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Les espéces réactives de I’oxygeéne (ERO) ainsi que certains radicaux engendrés lors d’un tel

stress sont responsables de ces 1ésions.

Fig 2 Modéle des différents types de Iésions induites par les UV a I’ADN cellulaire (d’aprés
Peak et Peak, 1986)

. Primary Mutagenle : Typo’ol
Wavelangth Chromophore Event Reacilon
~{nm)
250
N DNA Photon Energy Pho{c?p?:c?ducts
OV AV
T=T Dimers
i T-T Adducts
300r} (A-T, otc.) ( Dlrect
N -z
i
Mh‘tad
Near-Uv 0 J
350 0, ?
h .
AN > NonDNA. OH- > Mot Known Indlroct
Pholosa‘nsltlzors (ONA Breaks and
' U . -
400 ¢ 52Ufa' alc. 0; 5 | Protein Cross Links)
NADH 1 ~ )
Blue HADPH H,045 -
v fibollavine Reactlve Oxygen
450 vy Spoecles
[ Green
500

II) Les UV détériorent PADN cellulaire

Les UV,en pénétrant dans la peau, vont perdre leur énergie en interagissant avec les
constituants cellulaires et extracellulaires.

Nous nous intéresserons ici au cas de I’ADN

1°) Les ultraviolet générent des ERO

Aprés un bref rappel sur la genése des especes réactives de I’oxygene, nous nous interesserons
plus particuliérement aux lésions oxydatives UVA induites sur I’ADN.

Les UVA interagissent indirectement sur I’ADN, il a été décrit deux types de réaction ; les
réactions photodynamiques de type I et de type 1. Dans les deux cas ce sont des réactions de

photooxydation d”un substrat impliquant un photosensibilisateur et 1’oxygéne moléculaire.

e Réaction de type II : L’oxygene intervient au cours de la premicre étape

pr+iQ, — > P+ 10y
RH + 10;*___#,__> Substrat oxydé
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(il y a ici formation d’oxygene singulet, lors de la premiere étape, via un transfert d’énergie
entre le photosensibilisateur excité et le substrat. La deuxiéme étape correspond alors a
I’oxydation d’un autre substrat (comme 1I’ADN) par I’oxygene singulet.

La réaction de type II ne produit pas de radicaux libres mais des molécules activées.

e Réaction de type [ : I’oxygene intervient au cours de la seconde étape.

P+ RH ———» PH +R’

R'+°0; ——————p  Substrat oxydé

a) Genese des especes réactives de 1’oxygene

A TD’état fondamental, la molécule d’oxygene est un biradical possédant 2 électrons
célibataires. Cette molécule est le receveur universel d’électrons, au terme le la chaine
respiratoire mitochondriale. D’une grande stabilité elle peut néanmoins, sous I’effet d’un
apport d’énergie, arracher un électron a une molécule voisine, et ainsi donner naissance a
I’anion superoxyde (O;”) qui conduit secondairement a la production de peroxyde

d’hydrogéne selon les réactions ci dessous :

Elle peut aussi réagir énergétiquement avec des radicaux libres non oxygénés :

R+ 0, » ROO’

Les radicaux peroxydes ROO" ainsi formés peuvent se combiner, formant un pont tétroxyde
extrémement instable, qui se fragmente et libére 1’oxygéne singulet (‘O,) dont tous les

électrons sont appariés 'O, est aussi produit par transfert d’énergie (réaction de type II).
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L’oxygene singulet représente la forme active de 1’oxygéne la plus agressive dans les milieux
biologiques.

Bien que moins réactif que [’anion superoxyde, vis-a-vis des substrats biologiques, le
peroxyde d’hydrogéne peut néanmoins générer d’importantes 1ésions in vivo. En effet il peut
se décomposer en radical hydroxyle et en ion hydroxyle lors de réactions catalysées par les

ions Fe** (réaction de fenton).
b) UVA et espéces réactives de I’oxygene

Les UVA générent des ERO par des réactions de photosensibilisation qui nécessitent la
présence de chromophores endogénes spécifiques. Les porphyrines, les flavines, les
cofacteurs du nicotinamides (NADH et NADPH), les protéines a hémes, et certaines
molécules encore non identifiées permettent le transfert d’énergie vers la molécule d’oxygene,
apres absorption photonique (Fuchs et coll, 1991, Darr et coll, 1994).

Les porphyrines, les flavines et les quinones (photosensibilisateurs a 1’origine de réaction
photodynamique de type II) conduisent a la formation d’oxygéne singulet (*O2) espece
particulierement réactive. L’oxygene singulet serait le principal agent délétére généré par le
stress UVA (Peak et coll, 1991). Le peroxyde d’hydrogéne est générer lors de I’irradiation
UVA du tryptophane (McCormick et coll, 1976). Son action génotoxique a été mise en
évidence via la photoexcitation de la bilirubine, sur des cellules cutanées humaines (Rosentein
et coll, 1983).

En ce qui concerne le peroxyde d’hydrogéne, son mode d’action (direct ou indirect) reste mal
connu. Toutefois I’utilisation de cellules murines 1.1210 a permis de montrer I’implication de
H,0; dans la cytotoxicité du rayonnement UV A, mais aussi UVB (Bertling et coll, 1996).

La présence du Fe2+ et du peroxyde d’hydrogéne semble des éléments déterminants dans la
formation des dommages de I’ADN lors de I’irradiation UVA, via la formation de radical
hydroxyle (Shih et coll, 1996).

De plus il est a noter que le peroxyde d’hydrogene et I’anion superoxyde peuvent étre produits

par photooxydation du NADH et du NADPH.
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¢) UVA et lésions de ’ADN

La notion de stress oxydatif induit par les UVA est maintenant clairement établie. Plusieurs
cibles cellulaires peuvent étre oxydées, selon le site de production et la nature des radicaux
générés (Tyrrell, 1991). Outre les membranes cellulaires et les protéines nous nous
intéresserons plus particuliérement a I’ ADN.

Les dommages du matériel génétique et la mutagenése font de I’ADN la cible cellulaire la

plus étudiée.

Fig : 3 : Les bases de ’ADN
4 : Representation schématique de la double hélice d’ADN

Base pair
|_(_;ﬂ Guanine [r_g_;f Cytosine

_replaces Thymine in RNA__



Trois types de Iésions dépendantes de I’oxygene ont été décrits :

@® Les coupures de chaines : peu de techniques permettent de distinguer les coupures
franches des sites alcali-labiles. L’addition de catalase a des fibroblastes cutanés humains
normaux soumis a un stress UVA diminue le nombre de sites alcali-labiles, suggérant ainsi le
role du peroxyde d’hyrogene dans la genese de telles Iésions (Roza et coll, 1985).

Cependant, il semblerait que les coupures de chaines induites par le rayonnement UVA ou le
peroxyde d’hydrogeéne sont de nature différente (Rozen et coll, 1996). En 1990 Peak et Peak
montrent que des piégeurs du radical hydroxyle suppriment les cassures de brins de I’ADN
provoqué par le rayonnement gamma et les UVA (Peak et coll, 1990), le radical hydroxyle
serait donc lui aussi impliqué dans ce type de lésions. Le développement plus récent de la
« technique des cometes » ou « single cell gel electrophoresis » (SCGE) a permis d’étudier
ces dommages sur I’ADN intact. Grace a cette technique des travaux menés au laboratoire ont
montré qu’un piégeur du radical hydroxyle (N-acetyl-cysteine), diminuait de maniére
significative le taux de ces Iésions dans des fibroblastes cutanés humains en culture, soumis a
un stress UVA, confirmant ainsi le role intermédiaire de radical hydroxyle.

Des travaux antérieurs que nous avons menés ont montré que si [’on déplete totalement en
glutathion (GSH) des fibroblastes cutanés humain en culture, les Iésions génomiques induites
par une irradiation UVA sont treés significativement plus élevées, cela confirmant

I’importance du stress oxydant induit par I’irradiation UVA.
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Le role antioxydant des MT a aussi été montré, lors d’un stress UVA, I’induction des MT

dans la cellule permet de diminuer significativement les 1ésions oxydatives de I’ADN.

@ Les pontages ADN-protéines : ils ont été mis en évidence pour la premiére fois par
Gantt. R et coll (Gantt et coll, 1979). Ces auteurs ont démontré dans le méme temps que la
formation de ces 1ésions était strictement dépendante de 1’oxygéne, sans doute par le biais
d’un mécanisme indirect, impliquant I’intervention d’un photosensibilisateur. J. G Peak et
coll, ont ensuite démontré que le spectre d’action correspondant a la formation des pontages
ADN-protéines présentait deux maxima : le premier dans I’UV lointain a 254 nm, le second
dans le visible a 405 nm. Les flavines ont d&galement été évoquées comme
photosensibilisateurs(Peak et coll, 1985). Dans un travail plus récent Lai et coll confirment
I’existence de deux mécanismes différents selon la longueur d’onde utilisée, et suggére
également que des systémes de réparation différents seraient impliqués selon ces longueur

d’onde (Lai et coll, 1987).

@ Les bases oxydées de I’ADN : les modifications de bases par oxydations sont des
1ésions courantes au niveau de I’ADN et sont induites de maniére physiologique au niveau
cellulaire par le métabolisme aérobie. Certains travaux estiment que I’ADN cellulaire subirait
environ 1000 attaques oxydatives par jour, et environ 10 fois plus pour I’ADN mitochondrial.
L’induction de Iésions oxydatives par les UVA touche de nombreuses bases, la 1ésion
principale quantitativement et qualitativement, et qui reste la plus étudiée, est de loin la 8-
ox0-7,8-dihydroguanine (8-oxoGua). En effet la guanine étant la cible privilégiée des
réactions d’oxydation (Cadet et coll, 1998), cette base oxydée est aujourd’hui considérée
comme un bon marqueur du stress oxydant.

Je n’énumeérerais pas ict la totalité des lésions oxydatives mais je citerais les plus

représentatives :
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Fig 5 : structures de quelques bases oxydées
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2%) Les lésions de ’ADN dues aux UVB

L’ADN est la cible privilégiée des UV-B au niveau épidermique car c’est le
chromophore épidermique majeur. Les 1ésions induites majoritairement par les UV-B sont des
dimérisation de pyrimidines qui sont formées indépendamment de 1’oxygene. 11 est a noter
que depuis peu de temps les études montrent que les UV-B peuvent former par le biais de la
photoexcitation de la cytosine et de la guanine des Iésions de types 8-0x0dG. La formation de
ces lésions oxydatives lors de I’irradiation UVB apparait étre plus marginale, mais a souvent
€té sous estimé.

Nous nous focaliserons donc ici sur les phénomeénes de dimérisation. On distingue trois types

de diméres formés lors d’une irradiation UV-B :

¢ les cyclobutanes dipyrimidiques (CPD)
e Les pyrimidines (6-4) pyrimidones (6-4 PP)

¢ Les dimeéres de type dewear
a) Les cyclobutanes dipyrimidiques

Ce sont les CPD qui sont formés majoritairement lors de I’irradiation UV-B. Ils
résultent de la photoaddition de deux thymines adjacentes. Leur formation induit la distorsion
de la double hélice d’ADN. De plus récents travaux montrent aussi une induction de CPD lors
d’une irradiation UVA (Kuluncsics et coll, 1999).

L’élimination de ces 1ésions repose sur une voie appelée réparation par excision de
nucléotide.

L’élimination de ce type de Iésions est lente et incompléte (Friedberg et coll, 1995), ce qui
n’est pas sans conséquence sur la cytotoxicité et la mutagénicité.

Fig 6: Structure d’un CPD
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b) Les pyrimidines (6-4) pyrimidones (6-4 PP)

C’est le deuxiéme type le plus fréquent de photoproduits que 1’on retrouve aprés
irradiation aux UVB. Cette 1ésion se forme entre deux pyrimidines adjacentes. Il y a alors
distorsion de la double hélice d’ADN. C’est un type de lésion éliminé rapidement et
efficacement par la voie de réparation par excision de nucléotides (NER). En effet 24 heures
aprés ’exposition UVB on ne retrouve plus de 6-4 PP au niveau de ’ADN (Perdiz et coll,
2000).

Fig 7 : Structure d’un photoproduit 6-4

H

c¢) Les dimeres de type dewar (DewarPP)

IIs résultent aussi de la photoaddition de deux pyrimidines adjacentes. Ils sont induits
lors d’une irradiation UVB mais aussi lors d’une irradiation en spectre solaire total. Leur
production est d’ailleurs plus importante sous irradiation solaire.

L’incidence biologique de ce type de photoproduit est mal connue a I’heure actuelle. Les
travaux récents de Perdiz (Perdiz et coll, 2000), permettent toutefois de souligner leur
importance en terme de cytotoxicité et de mutagénicité, puisqu’ils sont éliminés lentement et

inefficacement par la NER
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Fig 8:Structure d’un isomére de valence Dewar

Les nombreux travaux réalisés a I’heure actuelle, sont en train de modifier le clivage
entre lésions de type UVA et de type UVB. En effet il apparait clairement que les diméres
peuvent étre induites lors d’une irradiation UVA (Kuluncsics et coll, 1999) et qu’inversement
des Iésions oxydatives de type 8-0x0dG sont détectées apres irradiation UVB.

L’effet direct du rayonnelﬁent UVA est encore mal connu, mais existe réellement (Douki et
coll, 1999).

De plus I'utilisation d’un modele d’irradiation mimant I’effet du soleil (spectre solaire total),
permet de mieux appréhender la véritable incidence des différents types de 1ésions et de
modéliser I’effet combinatoire des UVB et des UVA sur ’ADN. L’équipe d’Evelyne Sage a
ainsi démontré que lirradiation solaire combinant UVB et UVA laissait entrevoir une

conséquence biologique importante pour les photoproduits de type Dewar.
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réparations dans le maintient de Pintégrité
p

génomique.

L’ADN cellulaire étant en permanence soumis aux agréssions de nature endogéne ou
exogene, il existe des systémes cellulaires, enzymatiques ou non, permettant de prévenir
I’apparition de 1ésion génomiques ou de restaurer I’intégrité du génome.

Les systémes de défenses antioxydants de ’ADN sont de nature enzymatiques ou non
enzymatiques, inductibles ou constitutifs. Dans cet exposé je ne traiterais que les défenses
antioxydantes constitutives.

Les systémes de réparation sont quant & eux composés par des complexes enzymatiques et
font intervenir une cascade d’activité enzymatique permettant de situer, éliminer et enfin

resynthétiser la base ou la portion d’ADN lésée.

1°) Les systémes de défense antioxydante

Sous le terme de systémes de défense antioxydantes de I’ADN on regroupe :
¢ Des molécules antioxydantes : Glutathion et autres molécules a groupements thiols
(les métallothioneines, la NAC), les vitamines E, A, C, les caroténes, 1’acide urique, certains

acides aminés, cette liste n’est pas exhaustive, elle s’allonge d’ailleurs réguliérement.
;-4

¢ Des protéines antioxydantes, constitutives et ou inductibles comme les Heat Shock

Protein (HSP).

a) Les molécules antioxydantes non enzymatiques

Ces molécules sont présentes dans la cellule et fonctionnent comme des piégeurs de

radicaux libres. Le terme anglosaxon de scavenger est aujourd’hui passé dans le langage
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courant. Pour étre dénommé scavenger une molécule doit remplir un certain nombre de

fonctions : (Deby et Pincemail, 1986)

e Le produit de la réaction entre le scavenger et le radical ne doit pas étre de
nature radicalaire.

¢ L’affinité du piégeur pour le radical doit &tre supérieure a I’affinité entre le
radical et le substrat a protéger.

e Le piégeur doit montrer un certain degré de spécificité envers les radicaux,
sous-entendant qu’il n’est pas efficace contre toutes les espéces radicalaires.
Je ne ferai pas ici la liste exhaustive de tous les scavengers, je reprendrai simplement les

caractéristiques de certains d’entre eux, bien étudiés et identifiés.

al) Le glutathion et les thiols.

e Le GSH ou y-glutamyl-cystéinyl-glycine est le plus abondant thiol libre non
protéique dans les cellules de mammiferes, dont la concentration est comprise entre 0,5 et
10mM, alors qu’elle oscille entre 0,5 et 10 uM dans le plasma. Le glutathion existe en
équilibre entre deux formes, I’'une réduite (GSH) prépondérante dans le milieu intracellulaire,
et Iautre oxydée (GSSG). Il a été mis en évidence ’existence de deux pools de glutathion
intracellulaire dans des hépatocytes de rat, I’'un cytosolique labile et 1’autre mitochondrial
stable (Meredith et coll, 1982). Il existe aussi un pool nucléaire de GSH. Les cellules
préviennent 1I’accumulation du GSSG grice a un processus d’excrétion active assuré par la y-
glutamyl-transpeptidase. Ainsi dans les conditions physiologiques la cellule est capable de
maintenir un rapport GSH/GSSG élevé et de contrdler I’état redox.

La synthése intracellulaire de cette molécule implique deux réactions enzymatiques ATP
dépendante ( Fig 3). C’est la y-glutamyl-cystéine synthétase qui régule la biosynthese. Le
GSH ainsi formé va pouvoir avoir un effet inhibiteur sur cette enzyme.
La liaison y-glutamyl ainsi que la fonction thiol du GSH lui conférent un grand nombre de
fonctions. Nous pouvons retenir les suivantes :

¢ Transport des acides aminés

¢ Synthése de I’ ADN par le biais de la ribonucléotide réductase

» Synthése des cestrogénes, prostaglandines et leucotrienes.
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e Détoxification des métaux lourds et autres xénobiotiques, par action directe
ou indirecte.

Je détaillerai maintenant plus particuliérement le role du GSH comme défense antioxydante.

Le GSH est un piégeur d’espéces réactives de 1'oxygeéne car il réagit notamment avec le
g

radical hydroxyle (Bump et coll, 1990). De plus, dans un mode¢le in vitro, du GSH apporté a
des concentrations physiologiques (<10 mM) protége I’ADN contre 10, (Lafleur et coll,
1994). Ce travail est en accord avec celui de Sies et coll, qui démontre que 1’anion thiolate
(GS) est un piégeur de '0,. Dans certaines conditions aérobies ’action concomitante de la
superoxyde dismutase (SOD) peut étre nécessaire pour éliminer ’anion superoxyde formé par
la réaction entre I’anion thiolate, le radical thiyle et I’oxygéne.

De plus I’équipe de Tyrrell a montré I’existence d’une corrélation directe entre le taux de
glutathion endogéne et la sensibilité de fibroblastes et de kératinocytes irradiés aux UV-A
(Tyrrell et coll, 1986, 1988). Nous avons montré au laboratoire qu’une déplétion
intracellulaire du GSH induisait une forte augmentation des 1ésions de I’ADN suite a une
irradiation UV-A de fibroblastes cutanés humain en culture. A contrario une supplémentation
des cellules en NAC permet d’augmenter les taux intracellulaires de GSH chez ces
fibroblastes et de lutter contres ’apparition des lésions génomiques UV-A induites (Emonet et
coll, 1998). La modulation du taux intracellulaire de GSH permet de modifier non seulement
la sensibilité des cellules aux UV-A mais permet aussi de moduler les lésions génomiques

UV-A induites démontrant ainsi I’importance de cette molécule dans la lutte contre les ERO.

ILe GSH est aussi le cofacteur enzymatique des glutathion peroxydases sélénodépendantes

(GSH-Px). Cette enzyme antioxydante, dont 1’action antiradicalaire sera détaillée plus loin,
utilise le GSH comme source principale d’hydrogeéne. Cette réaction nécessite 2 molécules de

GSH et produit une molécule de GSSG.
Le GSSG ainsi formé est soit expulsé soit régénéré dans les conditions physiologiques par le

systéme glutathion réductase/NADPH. Les équivalents H' sont apportés par le shunte des

hexoses monophosphates.
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Le GSH contrdle le statut redox intracellulaire et le fonctionnement cellulaire,

Le statut redox intracellulaire est un parametre finement régulé qui confére a la cellule la
capacité a faire face a I’environnement extracellulaire hautement oxydant. L’homéostasie
redox intracellulaire est régulée par des molécules riches en groupement thiols, comme le
GSH et la thiorédoxine.

Les fonctions cellulaires essentielles, comme 1’expression des génes, sont influencées par la
balance entre pro et antioxydants. De part son abondance dans la cellule, le GSH est le thiol le
plus important dans la régulation du statut redox, dans des conditions physiologiques (cellules
non stressées), 99% du glutathion est sous forme réduite (GSH). Le GSH peut étre redistribué
dans le noyau, phénoméne pouvant etre amplifié par la protéine antiapoptotique Bcl-2
(Voehringer et coll, 1998).

Il est ayjourd’hui décrit que I’environnement redox intracellulaire module I’activité de
certains facteurs de transcription, notamment NF-xB, AP-1 ou encore p53 (Liste non
exhaustive).

e NF-kB, hétérodimére formé entre la protéine p50 et p65 se localise dans le
cytoplasme, sous forme inactive, par association a I-xB. Lors de son activation, il y a
dissociation entre NF-kB et I-kB. I-xB est alors phosphorylé puis dégradé par ubiquitination,
permettant ainsi la migration de NF-kB dans le noyau. Il y a alors transcription des génes
contenant des éléments de régulation kB. Les conditions induisant un état prooxydant sont
décrites comme permettant 1’activation de NF-xB. Inversement, les agents permettant une
¢élévation du GSH intracellulaire inhibent tous I’activation de NF-kB.

e AP-1 est un autre exemple de facteur de transcription dont 1’activité est modulée par
le statut redox intracellulaire. AP-1 ou « Activator Protein 1 » est une protéine induisant de
nombreux génes impliqués dans la prolifération cellulaire (Angel P et coll, 1991). AP-1 est un
dimére compose des protéines c-Fos et c-Jun (produits des protooncogénes c-fos, c-jun).
L’activation de AP-1 est régulée par un mécanisme extrémement complexe.

Une premiére étape de régulation est la synthése de c-Fos et c-Jun, qui génére AP-1.
L’activité d’AP-1 ainsi formé¢ varie en fonction du type d’association entre c-Fos et c-Jun car
AP-1 peut etre soit un héterodimére soit un homodimeére (c-Jun/c-Jun).

Les génes c-fos, et c-jun sont induits par des agents responsables d’une accumulation d’ERO
(UV, peroxydes...)(Lo et coll, 1995 ; Datta et coll, 1992). Toutefois le mécanisme d’induction

semble plus complexe car des résultats différents ont étés obtenus. En effet dans certaines
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condition la NAC prévient I’induction de c-fos et c-jun et dans d’autres conditions induit ces
genes.

e p53, genes supresseur de tumeur, souvent inactivé dans les cancers humains, joue un
role central dans la réponse cellulaire aux agents ou conditions génotoxiques. p53 permet
I’activation de la transcription de geénes controlant I’arret du cycle cellulaire ou 1’apoptose
(Ko,L et coll, 1996). La liaison de p5S3 a I’ADN ainsi que son activité transcriptionelle est

controlée par le statut redox.

Le GSH et les thiols participent donc au contrdle de I’équilibre Redox cellulaire et
joue ainsi un rdle important sur I’activité de facteurs de transcription comme p53, AP-1 et

NFxB et préviennent de I’apoptose (Fig 9).

Fig 9: Illustration schématique des voies d’induction de NF-kB, AP-1 et p53 et de I’influence
des thiols intracellulaire (d’apres Arrigo, 1999)
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a2) Les vitamines

Les travaux sur les vitamines parlent essentiellement de la vitamine E.

¢ Le tocophérol ou vitamine E est connu pour sa puissante activité antiradicalaire,
c’est d’ailleurs ’antioxydant lipophile le plus important. Il s’oppose principalement aux
phénomeénes de peroxydation lipidique car il est lipophile. Une molécule d’ a-tocophérol (a-
TH) peut protéger 3000 molécules d’acide gras ployinsaturés contre les attaques radicalaires

suivant la réaction suivante :

o-TH+ROO" __ , o-T"+ROOH

Le radical tocophéryl ainsi formé sera alors transformé en quinone-a-tocophéryl.

Il est & noter que la vitamine E agit de fa(;on complémentaire avec les glutathion peroxydases
sélénodépendantes car il y a production d’hydroperoxyde a chaque fin de réaction.

La vitamine C est aussi indispensable puisqu’elle permet la régénération de I’a-tocophérol.
Nous voyons ici ’étroite interrelation des molécules antioxydante : Vitamine E, vitamine C

avec aussi les GPX et le GSH (Chaudiére, 1994).

e La vitamine C ou acide ascorbique agirait aussi bien comme pi¢geur de radicaux ct

comme réducteur du radical tocophéryl

o Les caroténoides auraient quant 3 eux une action sur 'O, et protégeraient les

membranes de la lipoperoxydation en association avec la vitamine E.
a3) Les autres piégeurs

e L’acide urique interviendrait en inactivant 'O, et OH®, on lui preterais aussi des

propriétés de compléxation de fer.

e Certains acides aminés comme la taurine seraient des capteurs de OH".
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e La céruloplasmine agirait quand a elle de trois facons, soit par une activité
catalytique sur la dismutation de 1’anion superoxyde, soit en piégeant cet anion ou le radical

hydroxyle ou '0,, ou bien en limitant la réaction de Fenton.

b) Les enzymes antioxydantes

Ces enzymes sont présentes de manicre constitutive et permettent de protéger les
cellules contre les radicaux libres produits par le métabolisme cellulaire de maniére
physiologique. Leur rble est capital lors de I’amplification de 1’aggression radicalaire, par
exemple lors de I’exposition solaire ou de la prise de certains médicaments ou encore lors
d’aggressions virales. Les principaux systémes enzymatiques constitutifs comprennent les
superoxyde dismutases, la catalase, les péroxydases sélénodépendantes et le systéme

thiorédoxine/thiorédoxine réductase.

b1) Les superoxyde dismutases (SOD)

Ce sont des métalloprotéines ubiquitaires chez les procaryotes et les eucaryotes. Chez

I’homme il en existe trois types :

e La premiére est cytoplasmique, son poids moléculaire est de 32000 Da environ.
Cette enzyme est formée de deux sous unités contenant chacune un atome de cuivre et un
atome de zinc. C’est la cuprozinc superoxyde dismutase (CuZn-SOD), elle est sensible a

I’inhibition par le cyanure
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Fig 10: Représentation schématique de la CuZn-SOD. (structure tertiaire et primaire)

e La seconde est située au niveau mitochondrial, son poids moléculaire est d’environ
8000 Da. Cette enzyme comporte 4 sous unités contenant chacune un atome de manganese et

résiste assez bien a I’inhibition par le cyanure.

Fig 11: Représentation schématique de la Mn-SOD (structure tertiaire et primaire)

e La troisietme est une CuZn-SOD extracellulaire, qui est différente
immunologiquement de I’enzyme cytosolique. Elle est sécrétée exclusivement par certains

types cellulaires dont les cellules endothéliales et les fibroblastes (Stralin et coll, 1994).

Les deux formes de SOD catalysent la méme réaction enzymatique avec la méme efficacité.

Elles dismutent I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene.
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Le peroxyde d’hydrogéne ainsi formé est métabolisé par la catalase et les glutathion

peroxydases.

b2) La catalase

Cette enzyme catalyse la destruction du peroxyde d’hydrogene en oxygene et en eau

Ce qui permet de limiter la réaction de fenton.

Fig 12: Représentation schématique de la catalase (structure tertiaire)

Cette hémoprotéine est trouvée principalement au niveau des peroxysomes ou sont dégradés
des substrats organiques relativement peu réactifs et ou la concentration en peroxyde
d'hydrogene peut étre trés importante. Cette enzyme est largement présente au niveau
érythrocytaire ou elle joue un role essentiel en cas de déficience de I’activité¢ glutathion
peroxydase.

Son role dans la défense contre le stress oxydant UV induit est discuté, certain lui prétent un
role protecteur contre le peroxyde d’hydrogene (Sammatrtano, 1985) d’autre un rdle mineur

(Eisenstark, 1987).
b3) Les peroxydases sélénodépendantes
La glutathion peroxydase sélénodépendante (GSH-Px) décompose les hydroperoxydes

organiques et le peroxyde d’hydrogeéne. Elle est formée de 4 sous-unités contenant chaqune

un atome de sélénium sous forme de sélénocystéine qui constitue le site actif de 1’enzyme.

33



Son poids moléculaire est d’environ 9000 Da. Sa localisation est cytosolique et

mitochondriale (Zachara, 1992).

Fig 13: Représentation schématique de la GSH-Px (structure tertiaire et primaire)

Cette enzyme posséde une grande spécificité vis-a-vis du GSH, qui lui sert de source
d’hydrogene. Elle réduit un grand nombre de peroxydes avec des vitesses comparables, en fin

de réaction du GSSG est formé, il sera régénéré par le systeme glutathion réductase/NADPH.

La glutathion peroxydase est ubiquitaire mais sa quantité varie en fonction des especes
et des tissus. Son taux intracellulaire est étroitement li€ a la concentration en sélénium. La
glutathion peroxydase joue un rdle majeur de détoxification du peroxyde d’hydrogene produit
physiologiquement et continuellement par plusieurs systemes enzymatiques comme la SOD,
la monoamine oxydase, la xanthine oxydase, les systemes a cytochrome P450. Son action sur
les hydroperoxydes n’étant que partielle, surtout de part sa localisation cytosolique, elle

nécessite I’action concomitante de la phospholipase A2.

Plus récemment, une phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxidase a été isolée.
Un certain nombre de différence existe entre ces deux enzymzes :
e Poids moléculaire plus faible : monomere de 20000 Da
e ¢lle est lipophile
e e GSH n’est pas cofacteur
e Spécificité envers les hydroperoxydes lipidiques notamment les
hydroperoxydes phospholipidiques et de cholestérol

e Role unique contre la peroxydation lipidique (Thomas et coll, 1990)
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b4) Thiorédoxine et thiorédoxine réductase

La thiorédoxine est une petite protéine de 12000 Da, retrouvée dans le cytosol et la
mitochondrie, elle assure la réduction des groupements thiols protéiques. Sa régénération est
assurée par la thiorédoxine réductase qui est une enzyme monomérique de 58000 Da. La

thiorédoxine réductase utilise le NADPH comme cofacteur.

Fig 14:monomere de la thiorédoxine humaine sous forme réduite structure tertiaire et

primaire)

Fig 15: Représentation schématique de la thiorédoxine réductase (E.Coli) (structure tertiaire et

primaire)

Le systeme thiorédoxine/thiorédoxine réductase serait un systeme de défense antiradicalaire
clef au niveau épidermique et plus précisément au niveau membranaire, en assurant la

réduction des disulfides et I’élimination de I’anion superoxyde produit sur le versant
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extracellulaire des kératinocytes (Schallreuter et coll, 1986). De plus au niveau épidermique,
le systeme thiorédoxine/thiorédoxine réductase participe a la mélanogénése de part son

fonctionnement étroit avec la tyrosinase (Schallreuter et coll, 1994).

Fig 16 : Schéma récapitulatif des systémes de défense antioxydant intracellulaires
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2) Les systémes de réparation de ’ADN

Les 1ésions de I’ADN peuvent conduire a des processus de mutation. Afin de lutter
contre ces effets néfastes la cellule posséde un arsenal enzymatique permettant de repérer,
¢liminer et remplacer les portions génomiques lésées.

Les différents systémes enzymatiques de réparation de I’ADN sont classés en trois groupes en
fonction de leur mode de fonctionnement. On distingue :

e La réparation par excision de base (BER pour les anglosaxons) qui s’applique
pour des Iésions de type oxydatives ou des lésions n’entrainant pas de distorsions de la double

hélice d’ADN.
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e La réparation par excision de nucléotide (NER pour les anglosaxons), est
rencontrée pour la réparation des lésions induisant une distorsion dans la double hélice, les
bulky-lesion (pour le terme anglosaxon). Ce systéme est trés utile pour réparer les 1ésions UV-
B induites.

e La réparation par excision de bases mal appariées (MMR pour les

anglosaxons) permet de corriger les erreurs d’appariement et d’éviter ainsi

d’amplifier des 1ésions potentiellement mutagénes.

Nous nous intéresserons dans cette revue de la littérature uniquement aux systémes de
réparation rencontrés chez les mammiféres et donc chez I’homme. Ce sont des systémes
rencontrés chez la plupart des eucaryotes, mais qui peuvent varier. Par exemple le systéme de
photo réparation des lésions génomiques induites par les UV-B est trés répandu chez les
eucaryotes mais est inexistant chez les mammiferes de part 1’absence de la photolyase (Yasui
et coll, 1994). De ce fait la réparation directe des lésions génomique n’existe pas chez
I’homme. D’autres systémes comme la réparation par excision de nucléotide semble
universelle,

Je discuterais ici les systémes de réparation permettant d’éliminer les Iésions UV induites.

a) Réparation par excision de base (BER)

La réparation par excision de bases permet de corriger un grand nombre de 1ésions spontanées
ou induites par des agents environnementaux génotoxiques grace a un processus initi¢ par les
ADN glycosylases. Dans un deuxiéme temps une apurique/apyrimidique endonucléase coupe
Pextrémité 5° du site abasique et le processus de réparation est finalement terminé soit de
maniére courte ou longue en fonction du nombre de bases a remplacer.

Ce systeme permet de réparer spécifiquement les bases altérées, grace a la présence d’une

grande variété d’ ADN glycosylases.
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Tableau 1: DNA glycosylases chez les mammiferes.

Mammalian DNA glycosylases [1--3]

Name* Size Lyase Cellular Chromosome Known substrates”
(aa) activity localisation localisation
hUNG! 304 No Mitochondria 12q24.1 ssU>U:G>U:A, 5-FU (poor: 5-hydroxyU, isodialuric acid,
alloxan)
hUNG2 313 No Nuclei 12q24.1 ssU>U:G>U:A, §5-FU (poor: 5-hydroxyU, isodialuric acid,
alloxan)
mUNG! 295 No Mitochondria - U, 5-FU
mUNG2 306 No Nuclei - U, 5-FU
hSMUG! 270 No 12q13.1-q14 sU>U:A, UG
hTDG 410 No Nuclei 12q24.1 U:G>eC:G>T:G
hMBD4 580 ? - 3q21 U or T in U/TpG:5-meCpG
hUDG2 327 No - 5 U:A
hMPG 293 No - 16p (telomere) 3-mA, 7-mA, 3-mG,7-mG, 8-0x0G, hypoxanthine, €A, G
mMPG - No - - 3-mA, 7-mA, 3-mG :
hOGGI® 345 Yes Nuclei (1a) 3p25 Me-fapyG:C>» fapyG:C > 8-0x0G:C>» 8-0x0G: T
424 Yes Mitochondria (2a)
mOGGl 345 Yes - 8-0x0G:C>» 8-0x0G:T > 8-0x0G:G
hMYH¢ 521 Yes? Mitochondria 1p32.1-p34.3 A:G, A:8-0x0G> C:A, 2-OH-A
535 Yes? Nuclei 1p32.1-p34.3 A:G, A:8-0x0G> C:A, 2-OH-A
hNTHI 312(304)  Yes Nuclei (+mitoch?) 16p13.2-13.13 T/C-glycol, dihydrouracil, fapy,
mNTHI 300 Yes - 17A3 T-glycol, urea

*h=human, m = mouse,

®In mismatches, the target base is at the left.

“Thirteen alternative OGG] transcripts have been demonstrated, of which only 1a encodes a nuclear localisation signal.
4Ten alternative hMYH transcripts have been demonstrated.

Les dommages reconnus par ces glycosylases sont pour la plupart du temps le résultat d’une
instabilité « constitutionnelle » de ’ADN. Par exemple la desamination de la cytosine en
uracile, les erreurs dans la réplication, les alkylations et les 1ésions oxydatives.

Ces enzymes sont localisées au niveau nucléaire mais aussi dans la mitochondrie.

Ces enzymes sont souvent de petites protéines monomériques qui clivent la liaison N-C1’
entre la base et le désoxyribose, laissant ainsi place a un site abasique (cytotoxique et
mutagénique) qui sera alors pris en charge par d’autres enzymes.

Ce mécanisme s’applique pour les ADN glycosylases monofonctionelles. Certaines
glycosylases possedent plusieurs activités enzymatiques, c’est le cas de la 8-oxoG DNA
glycosylase (OGG1) et de I’endonucléase III (Endolll), qui possédent en plus une activité
lyase et qui clive le coté 3° du site abasique (Shinmura et coll, 1997, Radicella et coll, 1997).
Puis aprés I’élimination de la base endommagée et I’incision du site abasique deux
possibilités se présentent, une voie longue et une voie courte (long et short patch repair pour

les anglosaxons) (figure 18)

e Dans la voie courte il n’y a qu’un seul nucléotide a remplacer c’est le cas lors

du fonctionnement de I’enzyme hOGG1.
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Fig 17: Représentation schématique de la structure tertiaire de la protéine hOGGl1

Cette voie courte fonctionne préférentiellement avec I’ADN polymérase 3 méme si

cette enzyme est aussi retrouvée dans la voie longue.

¢ Dans la voie longue il y plusieurs nucléotides a remplacer, leur nombre varie

entre 2 et 8.

De plus il existe des interactions entre réparation par excision de base et réparation par
excision de nucléotides. En effet I’enzyme hNTH (Endo III) responsable de la réparation de
diverses pyrimidines oxydées, est stimulée par XPG, une endonucléase essenticlle au
processus de réparation par excision de nucléotides.

Les ADN glycosylases, de part leur fonctionnement créaient des sites abasique cytotoxiques
et mutagenes, des données ressentes montrent que la dissociation de la glycosylase ne se fait
qu’en présence de I’enzyme HAP1/APE1 (Waters et coll, 1999), qui est la plus importante
apurique apyrimidique endonucléase. De surcroit, HAP1 interagit avec I’ADN polymérase 3
qui agit juste apres (Xu et coll, 1998).

La réparation par excision de base résulte donc d’une action concertée dans laquelle les

différents intervenant interagissent de maniére fonctionnelle par interaction protéine/protéine.
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Fig 18: Représentation schématique des différentes types de BER
A et B: voies courtes initiées par les glycosylases monofonctionelles (B) ou
bifonctionelle (A).
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b) Réparation par excision de nucléotides (NER)

C’est un processus permettant de remplacer une grande variété de 1ésions distordant la
double hélice d’ADN, et notamment les 1ésions de type CPD et 6-4PPs. C’est un
processus universel et trés conservé chez les eucaryotes. Cette voie de réparation n’est
pas essentielle 4 court terme pour la survie, mais des mutations dans les génes
nécessaires a cette voie induisent une sensibilité considérable au soleil et notamment
des cancers cutanés photoinduits (Benhamou et coll, 2000) comme le montre la
maladie Xeroderma pigmentosum (XP) ou le syndrome de Cockayne (SC) ou encore

la trichothiodystrophie (TTD), (Robert et coll, 1999).
La NER est subdivisée en deux groupes :

¢ La réparation des génes transcrits ou TC-NER, qui comme son nom ’indique

se fait préférentiellement au niveau du brin transcrit des génes codant

e La réparation globale du génome ou GC-NER pour la réparation des brins

non transcrits des génes codant ou des génes non transcrits.

Mod¢le général :

Les bases moléculaires du mécanisme de la NER chez les eucaryotes ont tout d’abord
été travaillé chez la levure puis sur des cellules humaines et enfin modélisées in vitro.
Dans un premier temps, les protéines XPC-hHR23B agissent comme un détecteur de 1ésion,
qui se lie au niveau de la distorsion de la double hélice et qui va alors initier la voie de
réparation (Sugasawa et coll, 1998).
Dans un deuxieme temps XPA, RPA et le facteur général de transcription TFIIH
s’additionnent pour former un complexe ouvert. Les activités hélicases des sous unités XPB et
XPD de TFIIH sont mises a profit pour dérouler I’ADN.
Puis une activité nucléasique est recrutée par le complexe, ’incision coté 3’ est réalisée par la
protéineXPG et du coté 5° par le complexe formé entre XPF et ERCC1.
Finalement les nucléotides manquants sont synthétisés et liés a I’ADN pour former le brin

réparé.
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En ce qui concerne le premier temps c’est a dire la reconnaissance du dommage, une

alternative a ét¢ récemment proposée dans I’ordre d’assemblage du complexe d’excision.

Dans ce cas se sont les protéines XPA et RPA qui forment le complexe de reconnaissance de

la 1ésion et qui vont alors recruter TFIIH, XPC et hHR23B pour former le complexe ouvert.

Fig 19: Représentation schématique du complexe protéique intervenant dans la NER chez la

levure. Les 7 proteines representées en rouge sont les sous unités de la RNA Pol II (TFIIH)
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Tableau 2 : Proteines humaines et Proteines de la levure impliquées dans les différentes étapes

de la NER précédant la synthése et la ligation de I’ADN.

Yeast protein

Human homologue

Rad1
Rad10
Rad2
Rad4
Rad23
Rpa1
Rpa2
Rpa3
Rad3
Ssl1
Ssl2
Tfb1
Tfb2
Tfb3
Tfb4
Rad7
Rad16
Abf1

XPF

ERCCA1

XPG

XPC

HHRAD23A, HHRAD23B
Rpa1

Rpa2

Rpa3
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Fig 20: Représentation schématique de la NER chez la levure
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L’existence de cette deuxiéme voie se fonde sur les observations suivantes :

e Les génes transcrits sont réparés plus vites que les génes non transcrits (Bohr
et coll, 1985)

e Les Iésions sont remplacées plus rapidement sur le brin transcrit que sur le

brin non transcrit (Mellon et coll, 1987, 1989, Sweder et coll, 1992).
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e Le facteur général de transcription TFIIH joue un rdle dans I’initiation de la
transcription par la RNA Pol I et aussi dans la NER (Feaver et coll, 1993, Drapkin et coll,
1994)

¢ Des mutations au niveau des génes CSA et CSB des patients atteinds du SC
induit a un défaut dans la réparation du brin transcrit (Venema et coll, 1990, Tijsterman et

coll, 1997).

Modele courant pour la TC-NER au niveau des cellules humaine : (Friedberg, 1996 ; Sancar,

1996, de Laat et coll, 1999).

La protéine RNA Pol II s’immobilise au niveau de la lésion. Les protéines CSA/CSB se lient
au complexe probablement avec I’aide d’un facteur général de transcription (TFIIS). La RNA
Pol Il recule de la lésion sans libérer I’ARN. Les protéines CSA/CSB recrutent XPA et TFIIH
et provoquent ainsi la formation du complexe de réparation. Aprés 1’excision et la resynthése
d’ADN la RNA pol II reprends la transcription.

Chez les eucaryotes la réparation préférentielle du brin transcrit est trouvée chez les génes
transcrit par la RNA pol II, pour les génes transcrits par d’autres RNA ploymérases les
données sont plus controversées cela indiquant probablement d’autres fonctions pour les
complexes de transcription. Par exemple, les ARN r, transcrits par la RNA pol I ne montrent
pas ou peu de réparation dans les cellules humaines et de surcroit aucune évidence en faveur
de la TC-NER. Quant aux génes transcrits par la RNA pol III, ils ne montrent aucune

réparation préférentielle chez I’homme (Dammann et coll, 1997)

Le fait que seulement les génes transcrit par la RNA pol II subissent la TC-NER suggére que
ce processus de réparation couplée a la transcription existe pour assurer une réparation
extrémement efficace des génes existant en une seule copie ou des génes de grande taille. En
effet les génes transcrits par la RNA pol I1I sont de petite taille, ce qui limite le risque d’étre
1€s¢é, alors que les génes transcrits par la RNA pol I existent sous forme de nombreuses copies,

limitant ainsi le risque d’inactivation simultanée par ces lésions.
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Fig 21 : Représentation schématique de diverses voies de réparation. A : géne non transcrit,
B : géne transcrit, C: Géne transcrit et brin non transcrit comportant des lésions, D :

réparation par photoréactivation, E : TC-NER (brin transcrit) et GC-NER (brin non transcrit).
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¢) Réparation par excision des bases mal appariées (MMR)

Le taux de mutation d’un organisme est dépendant de la faculté de son systéme global
de réparation des erreurs d’appariement (MMR) a corriger les erreurs de réplication. De
nombreuses protéines vont interagir pour permettre a ce systéme de fonctionner.

Ce systeme de réparation est spécifique car il va dans un premier temps devoir reconnaitre le
brin fils néosyntétisé porteur du nucléotide incorrect, du brin d’ADN parental.

La voie humaine de réparation des bases mal appariée n’est pas encore reconstituée comme
un systéme bien défini. Cinq différentes activités ont été mises en évidence comme faisant
partie de cette voie. On retrouve chez ’homme des analogies avec la MMR de chez E.Coli, en
effet 1'utilisation de lignées cellulaires hyper mutables et résistantes a 1’action de certains
chimiques génotoxiques a permis de déterminer différents groupes de complémentation,
permettant de restaurer la MMR.

Ainsi hMutSa. un héterodimére humain homologue a MutS (bactérien) ( MSH2+MSH6) va se
lier aux deux bases mal appari€es. De plus MSH2 peut se lier avec MSH3 pour former un
autre hétérodimeére nomé MutSP qui va quant a lui pouvoir se lier aux erreurs de types
insertion ou délétion de bases. Il est a noter que les cellules génétiquement déficientes en
protéines MSH6, sous unité¢ de MutSa bsont déficiente dans la réparation des bases mal
appariées mais conservent une petite activité pour la réparation des erreurs de type insertion
ou délétion et cette activité est due au complexe MutSP (Drummond et coll, 1995). MutSp
aurait donc une activité limitée uniquement a la réparation des 1ésions de type insertion ou
délétion.

Il a aussi été isolé une activité hMutl, appelée MutLo. MutlL.a est ’homologue humain du
complexe MLHI1 et PMS2 (bactérien). Les cellules déficientes en MutLa ne sont plus
capables d’assurer la MMR que se soit pour des bases mal appariées ou des erreurs de type
insertion/délétion.

Il est permis de penser que MutLo fonctionne avec MutSa dans la MMR, mais aucune

interaction entre MutLo. et MuTSo ou MutSP n’a été mise en évidence chez I’homme.
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Fig 22: Représentation schématique de la MMR
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D’autres protagonistes ont été montrés comme ayant un rdle dans le processus de MMR, c¢’est
le cas de PCNA (antigeéne nucléaire de prolifération cellulaire) qui joue un role important dans
la machinerie transcriptionnelle eucaryote. PCNA est capable d’interagir avec PMS2 (Umar et
coll, 1996). Du fait du role de PCNA qui permet de stimuler I’activit¢ DNA pol durant la
transcription, des auteurs pensent que PCNA intervient dans 1'étape de resynthése de I’ADN
pour la MMR. Umar et coll. ont aussi démontré que PCNA intervient avant I’étape d’excision,

c’est a dire dans les étapes précoces de la MMR.

La recherche dans le domaine de la réparation de I’ADN est tres intense, et permet de
mieux cerner les différentes voies existantes.
Malgré cela de nombreux mécanismes restent inconnus, et réguliérement de nouvelles
protéines sont identifiées. La complexité¢ de ces phénoménes est mise en évidence par de
nombreux travaux, qui montrent I’imbrication des différentes voies de réparation de I’ADN,
notamment une interrelation entre BER et NER par I'intermédiaire de la protéine XPG

(Klungland A et coll, 1999).
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I) Présentation des MT

C’est en 1957 que Margoshes et Vallee découvrirent les métallothionéines, en isolant cette
protéine a partir d’une structure rénale équine.

C’est la spectroscopie qui révéla par la suite la nature du métal 1ié. Bien que le cadmium fut
présent en quantité importante, elle fut nommée Métallothioneine car la présence de zinc et de
cuivre etait tout de méme non négligeable.

Les premiers travaux de recherche furent dirigés par les toxicologistes, voyant un intérét
majeur pour cette protéine liant le cadmium, notamment comme biomarqueur, en raison de la
toxicité impdrtante de ce métal pour I’écosysteme. Mais au fur et a mesure de ’avancée de
ces recherches I’importance du zinc dans la composition de cette protéine a retenu I’attention
des biochimistes et immédiatement de nombreuses questions découlérent sur le role des
métallothioneines dans le métabolisme de cet oligo-élément indispensable au fonctionnement
cellulaire. En effet le zinc entre dans la composition de prés de 300 métalloprotéines.
Aujourd’hui Métallothioneine est le nom générique donné a une superfamille de protéines
possédants un type de liaisons particulier entre une protéine et un métal ;une liaison soufre /
métal. Chez ces protéines les liaisons avec le métal sont formées préférentiellement par la
coordination tétraédrique d’un ion métallique par les groupements thiols de cystéines
régulierement espacées le long de la structure primaire de la protéine.

Les ions métalliques présents dans la structure de ces protéines représentent plus de 20% de la
masse moléculaire totale. De plus les métallothioneines sont restées les seules protéines

capables de fixer du cadmium a I’état natif.
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Ce sont le zinc et le cuivre qui sont les principaux métaux liés aux métallothionéines dans des
conditions physiologiques, cela sous-entendant le role majeur de ces protéines dans le
métabolisme et le transport de ces oligo-éléments.

Les métallothionéines sont ubiquitaires dans le régne animal, les génes codant pour ces
protéines sont situés sur le chromosome 16 (chez 'homme). La majeure partie des tissus
exprime deux isoformes désignées par MT-I et MT-II. L’expression de la MT-III est
spécifique du cerveau (Palmiter et coll, 1992), la MT-IV n’est exprimée que dans les
épithéliums squameux différenciés (Quaife et col, 1994). Les caractéristiques communes a ces

protéines sont : ( Pountney et col, 1995)

e faible poids moléculaire
® teneur importante en métal

e composition particuliere en acides aminés : trés riche en cystéine
(30%) pas d’acides aminés aromatiques ni d’histidine.

® une seule séquence d’acides aminés de type Cys-X-Cys.
Le poids moléculaire des MT est de 6000 Da, mais peut varier de 6500 a 7000 Da. Cette
petite protéine est constituée de 61 acides aminés dont 20 cystéines, et comporte deux
domaines, un domaine 3 de I’acide aminé 1 a 30 qui contient 9 cystéines, et un domaine o, de
I’acide aminé 31 a 61 contenants 11 cystéines (Furey et coll, 1986, Hamer et coll, 1986). Les
deux domaines o et 3 sont globulaires

Fig 23: Représentation schématique des domaines o et B de la MT-II humaine (Cd7-Zn2-

MTII-A) Les atomes de Zinc sont verts, les atomes de Cd en marron.
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Les ions métalliques, 7 au maximum, sont liés exclusivement par des complexes de
coordination “ thiols-métal ” faisant intervenir 20 résidus cystéine. Dans les conditions
physiologiques les ions métalliques liés a la protéine sont du zinc (Zn) et/ou du cuivre (Cu),
ils peuvent étres remplacés par du cadmium (Cd) ou du mercure (Hg) lors d’intoxications par
ces métaux.

Fig 24: Représentation schématique de la MTII-A humaine, visualisation de la chaine

polypeptidique.

1°) Nomenclature et structure

L’apoforme des métallothionéines est nommée apométallothionéine ou thioneine, les
termes plus spécifiques comme cadmium-métallothionéines ou zinc-métallothionéine sont
exclusivement réservés aux métallothioneines ne contenant qu’un seul métal. Le contenu
molaire en métal peut étre spécifié par 1’utilisation d’un indice: Zn;-métallothioneine ou Cds-
métallothioneine. Quand les métallothionéines contiennent plusieurs métaux on peut les
nommer Cd,Zn-métallothioneine ou Cd,Zn-thioneine et méme utiliser un indice pour
exprimer la proportion de chaque métal : Cds 3,Zn; 7-métallothioneine ou Cds 3,Zn; 7-thioneine

si la protéine contient 5,3 mole de cadmium et 1,7 mole de Zinc par mole de métallothioneine.
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Lorsque le contenu exact en métal n’est pas connu, on se contentera du terme

métallothionéine.

Fig 25: Représentation schématique de la Cd,Zn-métallothionéine II-A humaine, visualisation

de la chaine polypeptidique et des 5 atomes de Cd (noir) et des 3 atomes de Zn liés (gris).

La majeure partie des tissus chez les vertébrés contient deux isoformes désignées par MT-I et
MT-II en raison de leur différence de temps d’élution par chromatographie d’échange d’ions,
entre ces deux isoformes seul un acide aminé est différent. Pour MT-I il existe des sous
groupes : MT-Ix, MT-I, etc.

La MT-III est uniquement présente dans le cerveau et differe de la MT-I par deux insertions,
une thréonine apres le quatrieme acide aminé, et six acides aminés a [’extrémité
carboxyterminale (Palmiter et al 1992). Cette MT-III est particuliere, elle est aussi nommée en
anglais « neuronal growth inhibitory factor » (GIF). Cette GIF est une protéine non inductible
(Palmiter et coll, 1992), dont les fonctions physiologiques sont différentes des autres MT. En
effet des expériences in vivo sur des souris surexprimant la GIF (dans de nombreux organes)
ont montré que ces animaux transgéniques mouraient en raison d’une atrophie pancréatique
(Quaife et coll, 1998).

La MT-IV comporte un glutamate apres la position quatre et n’est exprimée que dans les

épithéliums squameux différenciés (Quaife et al 1994).
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Chez les mammiferes les MT sont formées d’une seule chaine polypeptidique de 61 acides
aminés comportant 4 son extrémité amino terminale un résidus N-acetylméthionine et un
résidus alanine a son extrémité carboxy terminale. Les cystéines sont disposées en motifs
polypeptidiques hautement conservées au cours de 1’évolution, soit Cys-Cys soit Cys-X-Cys.
Ces motifs sont réguli¢rement distribués au long de la séquence polypeptidique de la protéine.
Le domaine o peut ainsi lier 4 atomes de zinc ou de cadmium ou bien 4 4 6 atomes de cuivre.
Les ions métalliques sont liés exclusivement par des complexes de coordination Thiols-Metal
qui font intervenir les 20 résidus cystéines. Ainsi la protéine native ne contient ni pont
disulfure ni groupement thiol libre. Tous les atomes de zinc et de cadmium liés & chaque
domaine sont a 1’état de valence +2 et sont coordonnés tetrahédriquement a 4 cystéines par
Pintermédiaire de leur groupements thiols. Les complexes résultants de cette association (
[métal*(cys)4]* ) sont chargés négativement et sont directement responsables de la charge
globale négative de cette protéine. Quand au cuivre il se lie a ’état de valence +1 et serait
coordonné de maniére trigonale avec trois groupement thiols. Les affinités relatives de chaque
ion métallique lourd pour la MT different. Par exemple la constante de stabilité pour le cuivre
est 100 fois plus élevée que pour le cadmium et 1000 fois plus élevée que pour le zinc. D’une
maniére plus générale on utilise la représentation suivante : Ag > Hg > Cu> Cd > Zn> Co =
Ni (Klaassen et coll, 1989). De plus il est 4 noter que certaines équipes ont mis en évidence
des différences d’affinités des métaux pour les deux domaines. En effet des études d’échange
d’ions entre une Zn;-MT et une Cd7-MT ont montré une redistribution de ces métaux entre les
deux types de MT pour former 2 MT mixtes, cela étant du a la fixation préférentielle du
cadmium sur le domaine o et du zinc sur le domaine B. Cette réaction d’échange d’ions
démontre que la liaison des métaux aux MT est réversible et rapide, sous-entendant une

signification physiologique importante.

2°) Organisation génique

Les geénes codant pour les MT sont composés de 3 parties dans lesquelles 3 exons sont
séparés par deux introns situés au niveau de régions hautement conservées. Les traditionnelles
boites TATA, régions riches en GC et les sites de polyadénylation sont bien définis (Glanville
et coll, 1981, Shworak et coll, 1993). Et les sites de régulations inductibles et constitutifs sont

bien identifié¢s (Andrews, 1990).
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Chez la souris les genes codant pour la MT sont situés en tandem sur le chromosome 8 et
I’expression de la MT-I et de la MT-II est régulée en coordination.

Chez I’homme les génes codant pour les MT sont situés sur le chromosome 16. Comme chez
la souris ces génes varient en position 11, mais chez I’homme, seul le géne MT-I possede une
micro hétérogénéité (Hunziker et coll, 1985). En conséquence seule une isoforme de la MT-II
a été identifiée (hMT-IIA) alors que I'on a 8 isoformes pour la MT-I (hMT-IA, -IB, -IE, -IF, -
IG, -IH, -IX, et MT-0) (Karin et coll, 1984, Soumillion et coll, 1992). Il existe aussi quelque
pseudogenes de MT ne codant pas pour des protéines fonctionnelles (Karin et coll, 1982,
Schmidt et coll, 1985, Stennard et coll, 1994).

3°) Synthése, dégradation : place des métaux

La synthése des meétallothioneines se fait de maniére préférentielle au niveau
hépatique. Quasiment toutes les autres cellules, méme les lymphocytes et les tissus
lymphoides sont capables, sous I’influence du bon stimulis, de produire cette protéine (Harley
et coll, 1989, Pauwels et coll, 1994). L expression des métallothioneines est influencée par
une grande variété¢ de stress, incluant les cations de métaux lourds, les cytokines pro-

inflammatoires, les radicaux libres et les composés organiques divers.

Un tableau non exhaustif permet de mieux comprendre la grande variété d’agents inducteurs.

i c S A A A A A A A A >

" lons métalliques Cd, Zn, Cu, Hg, Au, Ag, Co, Ni, Bi

Glucocorticoides, progestérone, estrogenes
Catécholamines, glucagon, angiotensine II

Hormones et seconds messagers _ R
Arg-vasopressine, adénosine

AMPc, DAG, Ca,

i Facteurs de croissance Insuline, IGF-1, EGF

IL-1, IL-6, INF-o, INF-y, TNF

LPS, carrageenane, dextran, endotoxine

Cytokines et agents proinflammatoires

(]
4
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Esters de phorbol
| Promoteurs tumoraux et oncogenes
ras

N T

/ Acide ascorbique, acide rétinoique, dérivé:
* Vitamines ; i :_
/ dihydroxylé de la vitamine D3

' Antibiotiques Streptozotocine, cycloheximide, mitomycine

P T G O TR

’
[

Hydrocarbures, éthanol, isopropanol, formaldéhyde, '
acides gras, butyrate, chloroforme, tétrachlorure de’

carbone, bromobenzene, iodoacétate, uréthane,

P T T

éthionine, di(2-ethylhexyl)phtalate, oc-Mercapto-B-'
#
Agents cytotoxiques (2-furyl)acrylate, 6-Mercaptopurine, 2

[ ]
diethyldithiocarbamate, penicillamine, 2,3-7

‘- Dimercaptopropanol, 2,3-Dimercaptosuccinate,
EDTA, 5-Aazacytidine, acetaminophéne, ;

indométacine

Infection, inflammation, laparotomie,  stress

;Conditions induisant un stress physique, radiation ionisante ( X ), tension en O;’

[
g - . - - ’
g élevée, radiations non ionisantes ( UV ) )
i [

A A A Sl A S A S A A A A A g A A A A % i

Bien sir, en fonction du tissu, ou du type cellulaire, il existe une plus ou moins grande
spécificité pour ces nombreux agents inducteurs. Dans nos travaux personnels nous nous
intéresserons plus particuliérement a I’effet d’une irradiation en spectre solaire total et aussi
au role du Zinc sur la synthese des MT.

La métabolisation des MT est tres variable et dépends pour beaucoup du type de métal li€.

Depuis trés longtemps on sait que le contenu en MT du foie, du rein, de I’intestin peut étre
fortement augmenté par une administration parentérale ou par I’apport nutritionnel de Cu ou
de Zn. Le mécanisme d’action de cette augmentation repose sur une élévation du taux de
transcription des genes codant pour la MT. Par exemple le zinc augmente le taux de
transcription du gene de la MT-1 dans le rein ou le foie de souris quelques heures avant
d’obtenir une accumulation d’ARNm de la MT-1 et par suite le taux maximum de synthése de

la MT-1.
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11 existe d’importantes différences, pour un méme métal, dans sa capacité a induire les MT, en
fonction du tissu (Durnam et coll, 1981), et dans un méme tissu. Cela démontre que
Pinteraction métal / tissu est importante dans la régulation de la synthése des MT. On
comprendra dans interaction métal tissu :
- la capacité du tissus a capter un métal particulier a partir de la circulation
systémique.
- L’accessibilité de ces différents métaux aux facteurs de régulations ( protéines...)
intracellulaire.
- L’inductibilité des génes des MT dans les cellules ( la potentialité des génes a étre

induit).

D’autre part des découvertes plus resentes indiquent que 1’isoforme majeur des MT peut étre
induite a différents moments par différents métaux, ceci serai fonctions des espéces et des
tissus. A I’heure actuelle, seul les métaux suivants, Cd, Zn, Cu, Hg, mais aussi, Ag, Au, Ni,
Co et Bi, sont connu comme pouvant réguler la transcription des génes de MT (Palmiter,
1987).

Certains de ces métaux agiraient de maniére indirecte par exemple en déplacant le zinc des
MT et ce zinc redevenant libre irait induire directement ou par I’intermédiaire d’un stress
associé¢ a I’administration de doses pharmacologique de ce métal..

Le nombre de génes codant pour les MT varie de deux chez la souris ( un pour chaque

isoforme ) 4 un nombre élevé chez le primate. Le nombre de séquences de régulation pour les
métaux (MRE : metal regulatory elements), pour chaque géne, varie aussi en fonction des
especes. Les MRE sont en amont du géne de structure et contiennent des séquences de bases a
proximité les une des autres. Le fait de posséder plusieurs copies de séquences de régulation
pour les métaux permet I’intervention de nombreux facteurs de régulation ( probablement des
protéines spécifiques) synthétisés par différents types cellulaires pour agir, entre eux, de
maniére coopérative ou antagoniste, sur I’induction de la synthese des MT.
Le mécanisme moléculaire par lequel les ions métalliques interagissent avec les MRE pour
induire la transcription, ne sont pas trés bien compris. Un des modeéles envisagé est la
présence d’une protéine de liaison, appelée MTF1 pour le Zn, liant d’une part le métal et
pouvant alors se fixer sur le MRE (Heuchel et coll, 1994, Radtke et coll, 1993).

L’expression des MT est, chez les animaux supérieurs, restreinte a un faible nombre
d’organes. Les MT sont exprimées majoritairement au niveau hépatique. Néanmoins les MT

peuvent étre induites dans quasiment tous les types cellulaires et tous les organes en réponse a
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une trés grande variété de stress aussi bien physiques que chimiques (Borghesi et coll, 1996).
De nombreuses études se sont intéressées & ce phénomeéne d’inductibilité; Les premiéres
rapportent un effet des métaux lourds comme Cd et Hg, qui induisent la protéine via une
séquence spécifique présente en amont du géne de structure et nommé Metal Responsive
Element (Dunn et coll, 1987). Les mécanismes d’induction des MT par d’autres agents sont
moins connus. Néanmoins I’induction par les agents cytotoxiques et carcinogénes est
démontrée. Les agents anticancéreux comme 1’adriamycine (Lazo et coll, 1998, Miyazaki et
coll, 1998) induisent un niveau de transcription élevé des ARNm codant pour la MT. Il en est
de méme pour le promoteur de tumeur, 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acetate (TPA) (Angel
et coll, 1986). La synthése des MT pourrait étre liée a la chute intracellulaire du GSH. En
effet, la déplétion partielle en GSH par des agents chimiques comme le frans-stilbene oxyde
(substrat de la glutathion-S-transférase) ou BSO permet dans certains modéles animaux
d’induire la MT au niveau hépatique (Masao et coll, 1995). Cette induction pourrait
¢galement étre médice par le déséquilibre de la balance antioxydante.

In vivo une induction des MT a été démontrée dans les fibroblastes de patients irradiés par de
faibles doses d’UVB. L’induction des MT se ferait via la libération de messager (tel IL-1) par
les kératinocytes basaux (Anstey et coll, 1996). En effet un certain nombre de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1) peuvent induire les MT (Cousins et coll, 1988). Lors d’une irradiation
plusieurs mécanismes d’inductions peuvent toutefois influencer la synthése de MT car il
existe une grande variété de motifs présents dans la séquence de régulation du promoteur de
leurs génes. Cette grande inductibilité laisse présager un rdle des MT dans I’adaptation
cellulaire aux différents stress. Cette hypothése est confirmée par la mise en évidence d’une
redistribution des MT du cytoplasme vers le noyau lors d’une irradiation UVB (Hanada et

coll, 1998).
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Fig 26: Mécanisme de I’induction des MT par le Zinc
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4°) Fonctions physiologiques des MT

a) MT et métaux

La fonction majeure des MT est a mettre en relation directe avec le métabolisme des
métaux car elles assurent la détoxification intracellulaire des métaux lourds (Lazo et coll,
1995). D’autres fonctions biologiques potentielles émergent a partir des données plus récentes
de la littérature. Les MT modulent les mouvements de Cu et de Zn. Elles se comporteraient
comme un réservoir intracellulaire de ces métaux et contrdleraient leur homéostasie en les
stockant ou en les échangeant avec d'autres structures ou protéines. Ce controle des
concentrations intracellulaires en Cu et Zn permet aussi l'adaptation entre les apports
nutritionnels et les besoins physiologiques de ces oligo-éléments. De plus, en contrdlant le
métabolisme de ces métaux, les MT auraient un role dans le développement feetal et dans
I’adaptation cellulaire a différents types de stress. Enfin leur ubiquité et leur induction par des
composés tres variés suggerent I’implication de ces protéines dans la protection cellulaire vis

a vis de stress physiques et chimiques (Pountney et coll, 1995).
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Fig 27 : Représentation schématique de la fonction et du métabolisme cellulaire des MT

( Selon Cousins et al ).
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b) Fonctions antioxydantes

Les métallothionéines participent a la protection intracellulaire contre les especes
réactives de ’oxygeéne (ERO). Leur activité de OH a été mis en évidence par Thornalley,

(1985). Connaissant I’'implication de ces radicaux dans 1’oxydation des bases de I’ADN, Abel
et De Ruiter (1989), ont étudi¢ la capacité des MT a inhiber la dégradation in vitro de I’ADN.

L’activité piégeur de chaque résidu cystéine des MT serait 38,5 fois plus efficace que le

résidu cystéine du GSH dans la protection de 'ADN vis a vis de l'attaque par le radical OH .
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In vivo effet protecteur des MT vis a vis des lésions oxydatives de I’ADN induites par le
peroxyde dhydrogeéne est également démontrée (Chubatsu et coll, 1993). Des résultats
similaires sont obtenus vis a vis des lésions de ’ADN et de la cytotoxicité de I’oxyde nitrique
(Schwartz et coll, 1995). Cette notion de protection de 'ADN suggére l'existence d'un pool
nucléaire de MT. Ainsi elles seraient un des antioxydants les plus importants du noyau, ce
dernier étant dépourvu d’enzymes antioxydantes de type catalase et superoxydes dismutases
(SODs).

La fonction de piégeur d’ERO des MT ne se limite pas au radical hydroxyle. Certaines
mutations spontanés induites par d’autres types ERO (peroxyde dhydrogéne, radical
superoxyde, oxyde nitrique, radicaux peroxyde) sont en effet inhibées par les MT
intracellulaires (Rossman et coll, 1998).

L’effet antioxydant des MT a également ¢été démontré vis a vis de la peroxydation des lipides
membranaires, induite par le systéme xanthine/xanthine oxydase (Markant et coll, 1996).
D'une mani¢re plus générale les propriétés de piegeur des métallothionéines sont 50 fois
supérieures a celles du GSH, (Miura et coll, 1996) et permettent de limiter les lésions
oxydatives cellulaires. L’effet antioxydant des MT pourrait aussi passer par la modulation de
divers systemes enzymatiques cellulaires comme la glutathion réductase et la Se GPX(Iszard
et col, 1995). 1l semble en fait difficile de pouvoir imputer aux MT la modulation de divers
systémes de défense antioxydant puisque dans cette études les MT ont été induites notament
par le Zn, qui posséde la capacité de moduler de tels systémes.

Ces activités antioxydantes des MT sont a prendre en considération dans la photoprotection.
En effet les rayonnements UV générent un stress oxydant (Peak et coll, 1989). Le
rayonnement solaire induit & la fois une augmentation de la production de ERO par
photosensibilisation (UVA) (peak et coll, 1989) et une action génotoxique directe (UVB)
(Peak et coll, 1989). Les rayons UV modulent également le potentiel antioxydant endogéne.
L’exposition & de fortes doses d’UVA diminuent les défenses antioxydantes: consommation
du GSH (Tyrrell et coll, 1990, Emonet et coll, 1997) inactivation de la GPX, des SODs, et de
la catalase tandis que ’exposition des cellules & des rayonnements de faible intensité
entrainent une modification de I’expression génique avec une néosynthése de protéines de
stress telle I’héme oxygénase (Lautier et coll, 1992) ou des HSPs.

L’étude de Dudek (1993) montre que des cellules exprimant de forts taux de MT présentent
une résistance accrue vis a vis du rayonnement UV A. La part des ERO dans la phototoxicité
des rayonnements UVB est sujet a contreverse. Cependant les MT semblent également

exercer une activité photoprotectrice vis a vis des UVB (Kobayashi et coll, 1994). L’induction
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de MT par application percutanée ou injection intrapéritonéale de 1,25-dihydroxyvitamin D3
permet une tolérance accrue vis a vis du rayonnement UVB avec une diminution du nombre
de sunburn cells (Hanada et coll, 1995).

Les études d’immunohistochimie permettant de localiser les MT viennent conforter
Phypothese que ces protéines ont un rdle actif au niveau cutané. En effet, ces protéines ont été
mises en évidence au niveau épidermique. Les kératinocytes basaux et les kératinocytes
granulaires ainsi que les mélanocytes expriment la MT, alors que dans le derme aucune
cellule ne I’exprime (Anstey, 1996). Cette localisation tissulaire particuliere suggere un role

important des MT en photoprotection (Hanada et coll, 1992).

¢) Prolifération, différentiation, et contrble redox des échanges de Zn

Les MT sont exprimées constitutionnellement chez les kératinocytes basaux, alors qu'au
niveau du derme les métallothionéines ne sont pas détectables (Anstey et coll, 1996), ce qui
suggére un role important des MT dans les tissus en prolifération. Lors de la différenciation
des cellules 3T3 (fibroblastes de souris) en adipocytes, une phase de prolifération s'engage.
Cette phase proliférative ne survient que si le taux de MT cellulaire augmente et qu'une
translocation nucléaire survient (Schmidt et coll, 1999). Si l'on soumet la peau de souris
transgéniques n'exprimant pas de MT, a un agent prolifératif, seule une faible prolifération est
mise en évidence, contrairement a un épiderme normal riche en kératinocytes exprimant les
MT (Hanada et coll, 1998). L'induction puis la translocation de la protéine au niveau nucléaire
serait due a un mécanisme actif nécessitant de I'énergie sous forme d'ATP ( Woo et coll,
1996). Effectivement il a été démontré plus récemment que les MT pouvaient lier I’ATP
(Jiang et coll, 1998). L’état énergétique de la cellule ainsi que le potentiel rédox semble
contrdler non seulement la distribution de Zn & partir des MT mais également la localisation
de la protéine. L'immunocoloration de cellules 3T3 a l'aide d'anticorps anti-métallothionéine a
permis de confirmer la présence de la protéine au niveau nucléaire a certaines phases du cycle
cellulaire (Schmidt et coll, 1999). Elles agiraient en captant ou en distribuant Zn aux facteurs
de transcription Zn-dépendants comme TFIIIA, SP1 (Zeng et coll, 1991, Zeng et coll, 1991).

Les diverses isoformes des MT ne sont pas impliquées de la méme maniére dans la croissance
et la prolifération cellulaire. Ainsi la MT III ne serait pas impliquée dans I’homéostasie du Zn

mais dans la modulation de la croissance des cellules neuronales (Palmiter et coll, 1995).
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Les concentrations intracellulaires en Zn doivent étre finement régulées pour
permettre le fonctionnement de plus de 300 métalloenzymes 4 Zn dont les facteurs de
transcriptions & doigts de Zn. Les MT exercent une régulation post-transcriptionelle de
I’activité de ces protéines.

En effet bien que les MT possédent une trés forte affinité pour le Zn (3,2 x 10), il a été
démontré qu’elles pouvaient libérer ces atomes et les échanger avec des apoenzymes. Le
processus inverse, ¢’est a dire la libération de Zn a partir des métalloprotéines, est également
possible et peut étre induit par les apométallothionéines (thionéines) (Jacob et coll, 1998).
C’est ainsi que les MT pourraient réguler les échanges intracellulaires de Zn. Les thionéines,
formées in situ lors de I’échange de Zn des MT vers d’autres protéines (Jiang et coll, 1998)
pourraient assurer le méme type de fonction en activant un groupe d’enzymes pour lesquels le
Zn est lié sur un site inhibiteur (Maret et coll, 1999). L’inhibition par les thionéines
d’enzymes a Zn est un processus nécessitant la coopération du GSH qui jouerait alors le role
d’intermédiaire pour le mouvement de Zn. En effet, le potentiel rédox module, par
I’intermédiaire du couple GSH/GSSG, le taux de transfert et le nombre final d’atomes de Zn
transféré (Jiang et coll, 1998). Le GSSG augmente de 3 fois le taux de zinc transféré; Quant
au GSH son rdle est bivalent, sans GSSG il inhibe la libération du zinc des MT alors qu’en
présence de GSSG il facilite ce transfert.

Enfin les thionéines pourraient agir sur la transcription de certaines protéines, en modulant la
liaison du facteur de transcription SP1 a I’ADN et en chélatant le zinc contenu dans le motif
en doigt de zinc de SP1. Des résultats similaires sont partiellement publiés concernant les

échanges métallothionéines et p53 (Meplan et coll, 2000).
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Fig 28: Régulation des genes et de la fonction des MT (d apres Davis et coll, 2000)
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1))

Effet génoprotecteur du zinc : place potentielle des

Le zinc est un oligo-élément présent de maniére ubiquitaire dans le régne animal. Son
intérét dans le fonctionnement cellulaire n’est plus a démontrer mais ses différents
mécanismes d’action restent encore a élucider. Nous rapporterons ici les résultats récents

montrant un impact du Zn au niveau du noyau.

1) Zinc et ADN

Le zinc intervient dans la structure et le métabolisme de 'ADN en interagissant avec les
groupements phosphates de la double hélice. Des études ont montré une modification de la
chromatine et des histones dans des cellules déficientes en Zn de l'algue Euglena gracilis
(Ref). Cet oligo-¢lément posséde en outre une activité antioxydante, qui s'exerce par la
protection des groupements thiols protéiques ou non protéiques. En effet la déplétion en Zn
intracellulaire par un chélateur diffusible spécifique le N,N,N’,N’tétrakis(2-
pyridylméthyl)éthylénediamine (TPEN), induit une chute significative du GSH (Parat et coll,
1998). Cet oligoélément protége I’ADN vis a vis des Iésions induites par les rayonnements
UVA et UVB: une diminution du nombre de cassures de chaines est observée dans les
cellules supplémentées (Leccia et coll, 1998; Emonet et coll, 1998) alors qu’une augmentation
de ces cassures est retrouvée dans les cellules déplétées en zinc par chélation chimique (Parat
et coll, 1997).

Les MT sont des acteurs potentiels pour expliquer le role de Zn en photoprotection car elles
protégent I'ADN en piégeant les ERO, et maintiennent le potentiel redox de part leur richesse

en GSH.
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2) Zinc et apoptose

Les cellules HaCaT déplétées en Zn par le TPEN entrent en apoptose sans stress
additif (Parat et coll, 1997). Par opposition il est rapporté une diminution de I’entrée en
apoptose des cellules irradiées aux UVB (Parat et coll, 1997) et aux UVA (Leccia et coll,
1999) lorsque celles-ci sont supplémentées en Zn. La supplémentation permet donc a la
cellule de renforcer ses défenses antioxydantes, alors que la seule privation en Zn, induit dans
un délai trés court, (6 heures), l'entrée en apoptose avec fragmentation de la chromatine. Une
des explications possible est l'inhibition par le Zn de l'endonucléase calcium-magnésium
dépendante, responsable du clivage internucléosomale de 'ADN, et que l'on retrouve dans
certaine forme d'apoptose (Marini, 1998). Zn agit aussi sur la phase précoce de 1’apoptose en
inhibant la caspase-3, protéase responsable du clivage de la poly(ADP-ribose)polymérase

(PARP) (Perry et coll, 1997).

3) MT et apoptose

Des modéles animaux “ MT- nul ” montrent un nombre plus important de sunburn cell
lors d'une irradiation UVB (Hanada et coll, 1998). Ces cellules sont décrites comme des
kératinocytes épidermiques apoptotiques (Baba et coll, 1996) ce qui suggerent un rdle anti-
apoptotique des MT. Cette hypothése est renforcée par le fait que le cadmium en induisant la
synthése des MT prévient la formation de ces "sunburn cell” dans I'épiderme d'animaux
(Hanada et coll, 1991). La présence des MT au niveau cutané permetirait donc de limiter la
survenue du processus apoptotique induit par une irradiation UV.

De plus des études de différentes équipes ont monté que dans des cellules en culture dont on
faient chuter le taux de MT par des antisens, on obtiens non seulement une inhibition de la
croissance mais aussi I’initiation d’un processus apoptotique (Tsangariset coll, 1998; Abdel-
Mageed et coll, 1997).

L’étude de I’équipe d’ Abdel-Mageed en 1997 a montré une interaction entre la sous unité p50
de NF-kB et des MT. Cette interaction a permis a cette équipe de proposer un mécanisme
original mod¢lisant I’action antiapoptotique des MT.

Cette action antiapoptotique des MT-I et MT-II serait donc médiée par I’interaction entre la

sous unité¢ p50 de NF-xB et la MT via 2 cysteines spécifiques de p50. Une fois activé au
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niveau cytoplasmique, NF-kB est transloqué vers le noyau. Les deux cystéines spécifiques
sont alors réduites par la thiorédoxine, c’est alors qu’une interaction avec les MT est possible.
Cette interaction va stabiliser la liaison de NF-xB avec I’ADN et permettre [’activation de

nombreux genes.

Fig 29 : Role antiapoptotique des MT-1 et MT-2 selon d’Abdel-Mageed et coll, 1997
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4) Zinc et MT

Le zinc induit les MT via le "MRE" situé en amont des génes de structure codant pour
les MT. Lors de leur synthése, les thionéines se lient a Zn pour former les Zn-MT contenant 7
ions Zn*". Les MT, seraient donc des réservoirs intracellulaires de Zn, contrélant finement la

concentrations, libres, ou liés, de ce métal, en adaptant les apports nutritionnels aux besoins
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cellulaires. Les souris transgéniques n'exprimant pas de MT, possédent une absorption
anormale de Zn due a une modification dans l'expression du transporteur transmembranaire:
le ZnT-1 (Davis et coll, 1998). Dans la cellule, les Zn-MT sont capables de libérer leur Zn
pour le donner aux apoenzymes afin de les rendre fonctionnelles (Cano-Gauci et coll, 1996,

Jacob et coll, 1998).
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ONEINES : PROTEINES INDUCTIBLES A

GROUPEMENTS THIOLS ASSURANT LA PROTECTION DU
GENOME LORS DE L’IRRADIATION ULTRAVIOLETTE.

I) Objectifs
L'objectif principal de ce travail est d’étudier la place des métallothionéines en

photoprotection.
Nous étudierons dans un premier temps :
@ La corrélation entre le statut en Zn et la synthése des MT
@ L’interdépendance entre Zn, glutathion intracellulaire et néosynthése des MT

Pour cela nous mettrons au point une méthode performante permettant de suivre I'expression

des MT et nous étudierons par immunocytochimie leur localisation.
Dans un deuxi¢me temps nous nous proposons d’étudier :

@ L'expression et la localisation de la protéine lors de I’irradiation en spectre solaire
dans les cellules kératinocytaires de la lignée HaCaT. Dans ces conditions nous étudierons les
conséquences d'un traitement des cellules par le Zn.

Enfin nous nous intéresserons a la fonction thiol de la protéine, en analysant dans les cellules

HaCaT déplétées en GSH, la capacité des MT a protéger le génome lors d'une irradiation

solaire.
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II) Matériel et méthodes

1°) Culture cellulaire

Le modéle cellulaire utilisé pour notre étude est une lignée kératinocytaire humaine issue d'un
explant cutané, spontanément immortalisée in vitro (HaCaTl), cultivée en monocouche
(Boukamp, 1988). Le comportement de ces cellules est identique aux kératinocytes humains
normaux (Schiirer, 1993). Les cellules sont cultivées dans du milieu RPMI 1640 (ATGC)
tamponné avec du bicarbonate de sodium, supplémenté en L-glutamine 7,14 mM
(SEROMED) et en sérum de veau foetal (SVF, 10%, ATGC). Afin de limiter la
contamination par des micro-organismes un mélange d’antibiotiques ( pénicilline: 1,25 U/ml
et streptomycine 0,0125 U/ml) (Boehringer Mannheim) est ajouté au milieu. L’amplification
des cellules se fait dans des flacons de culture de 75 cm?® (Falcon® plastics, Becton
Dickinson) dans un ratio de 1:6. Les cellules sont placées dans un incubateur (température

37°C) sous une atmosphére enrichie en CO, (5%).

2°) Irradiation en spectre solaire total

L’irradiation des cellules est réalisée en boite de pétri (Nalgéne® Nunc®, Dannemark), au
moyen d’un simulateur solaire Dermolum UM-W, équipé d’une lampe au xénon de 1000
Watt (Muller GmbH, Allemagne). Le flux lumineux délivré se rapproche du spectre solaire
naturel griace a différents filtres (Muller, Allemagne) : un filtre a eau pour éliminer les
infrarouges et un filtre WG305 pour éliminer les UVB les plus courts. Aucune augmentation
de température n'est décelable sur la durée d'irradiation utilisée dans notre travail. Le spectre
obtenu est voisin d’un spectre solaire d’altitude (contrdlé par le laboratoire de métrologie des
UV, EUDIL-USTL, France). La puissance délivrée est controlée au moyen d’un dosimétre
dont la sensibilité spectrale s’étend de 270 nm a 4 pm. La valeur moyenne de la dose
érythémale minimale, (DEM), définie comme la valeur permettant de quantifier la sensibilité
actinique individuelle, déterminée avec cette méme lampe sur un échantillon représentatif de
21 patients de phototype L, Il ouIll, est de 1,5 J/cm?.

Les irradiations se font dans un tampon phosphate pH 7,4 (PBS, sans Ca** ni Mg®*; 4ml par
pétri de 15 cm?), inerte aux UV. Les cellules témoins, non irradiées, sont laissées sur la
paillasse & I’abri de la lumi¢re dans le méme tampon et pendant un temps équivalent a celui de

I’irradiation.
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3°) Traitements chimiques

a) Traitement des cellules par le Zn

Une solution meére de chlorure de zinc (ZnCly,100mM) est préparée par dissolution dans de
I’eau millipore, puis stérilisée par filtration (0,22 pm). Une quantité suffisante de cette
solution mére est ajoutée au milieu de culture pour obtenir une concentration finale de 100

uM de ZnCl,,

b) Traitement des cellules par le Cadmium

Une solution mere de chlorure de cadmium (CdCl, , 6 mM) est préparée par dissolution dans
de I’eau millipore, puis stérilisée par filtration (0,22 uM). Une quantité suffisante de cette
solution mére est ajoutée au milieu de culture pour obtenir une concentration finale de 3 uM

de CdCl,.

¢) Traitement des cellules par le BSO

La synthése du glutathion (GSH) dans la cellule fait intervenir différentes enzymes. L. une des
plus importante est la glutathion synthétase, qui transforme la y-glutamyl-cystéine en
glutathion en présence d’ATP. Afin de diminuer le taux de GSH intracellulaire nous avons
traiteé les cellules pendant 18 heures avec le R-R buthionine R-S sulfoximine (BSO), a
différentes concentrations. Nous avons vérifié que ce traitement n’était pas cytotoxique aux
doses utilisées.

L'efficacité du traitement a été contrdlé par le dosage du glutathion intracellulaire selon la
technique décrite par Emonet-Piccardi et coll (1998). Les cellules sont cassées par
congélation/décongélation, les protéines sont précipitées par 1’acide métaphosphorique a 6%
dans un ratio 5/1, v/v, lysat/Ac métaphosphorique. Les thiols non protéiques sont mesurés
dans le surnageant obtenu par centrifugation (4000 rpm, 10 mn, 4°C). Les résultats sont
exprimés en pmoles de GSH par grammes de protéines totales (dosées par la technique décrite

par Shopsis et Mackay, 1984).
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Fig 30: Biosynthese du glutathion d’aprés Meister A. Action du BSO
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d) Traitement des cellules par ’actinomycine D

L’actinomycine D est un agent chimique permettant le blocage de la transcription de I’ADN.
L’actinomycine D permet, en bloquant la transcription, d’inhiber la néosynthése protéique. Le

traitement des cellules a ét¢ mené durant 24, 48, ou 72 h, a la dose de 0,5 pg/ml.

4°) Mise en évidence de I’expression des métallothionéines

a) Etude de la protéine: mise au point d'une technique de Western-blot

Il n'existe aucune technique de western-blot utilisant une révélation par anticorps spécifique
des MT dans la littérature, car la faible taille de la protéine, son manque d'antigénicité, et sa
richesse en groupement thiols rendent sa séparation et sa détection trés difficile (Cousins,
Methods in enzymology, Metallobiochemistry). La mise au point d'une technique, simple,

sensible n'utilisant pas de métaux radioactifs a €t€ I’'un des objectifs de ce DEA.

Les cellules sont trypsinées puis lavées deux fois dans du PBS (sans Ca’* ni Mgz*). Le culot
cellulaire est repris par un volume de 150ul de tampon de lyse (Tris 10 mM), contenant un
inhibiteur de protéase (Pefabloc, 1 mM) et un agent réducteur (DTT, 2 mM). Les cellules sont

cassées par congélation/décongélation (azote liquide/bain-marie 30°C, 5 cycles).
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L’échantillon est alors centrifugé a4 4000 rpm pendant 15 mn & 4°C. Le surnageant est
récupéré. La concentration en protéine est déterminée par la méthode de Bradford (ref). La
séparation des protéines en fonction de leur poids moléculaire se fait par électrophorése en gel
d’acrylamide 12% (SDS PAGE) une nuit 2 20 mA. Le transfert des protéines sur une
membrane nitrocellulose PROTAN® (Scleicher & Schuell, Dassel, Allemagne) se fait sous
une tension de 60V durant trois heures. La coloration au rouge ponceau de la membrane
permet de vérifier l'efficacité du transfert. Les sites non spécifiques sont alors bloqués par les
protéines du lait pendant deux heures (PBS-poudre de lait: 5%, NP40: 0,5 %).

La membrane est rincée trois fois dans du PBS (Ca?*, Mg2+) additionné de NP40 0,5%,
(Boehringer). et incubée une nuit & 4°C avec un anticorps monoclonal de souris (IgG1) anti
MT (Dako E9, dilution au 1/4600°™ dans du PBS-NP40: 0,5%, BSA: 1% ). Une série de
deux ringage dans le PBS NP40 est faite avant addition d’un anticorps secondaire monoclonal
anti IgG1 de souris marque & la peroxydase (dilution au 1/5000°™ dans PBS-NP40: 0,5%,
BSA: 1%). La révélation se fait par chimiluminescence (Kit ECL, Amersham pharmacia
biotech) sur un film photographique (Hyperfilm ECL, Amersham Life Science)._Pour
contrdler la spécificité de la bande MT, nous avons utilisé une solution commerciale MT-I,

MT-II (Sigma). La quantité déposée est de 6,25 pg de protéines commerciales.

b) Immunocytochimie: Etude de la localisation des métallothionéines

L’immunocoloration des cellules a été réalisée en collaboration avec le service de pathologie
cellulaire (Dr Labat-Molleur, Dr Guillermet, CHU Grenoble). Les cellules sont trypsinées et
remises en culture dans des chambres plastiques 4 puits (Lab-tek, NUNC). 5000 cellules sont
ensemencées par compartiment, et cultivées pendant trois jours. Au troisieme jour les cellules
sont traitées. La premiére étape de la technique de marquage est un lavage au PBS (sans Ca”"
ni Mg™), puis fixation et perméabilisation des cellules par le paraformaldéhyde 4% (10 mn,
t° ambiante) suivi de 10 mn dans le méthanol froid (-20°C). Aprés trois ringages dans le PBS
(pH 7,4) les sites protéiques sont saturés dans le régilait (PBS/poudre de lait 2%, Tween 20
0,1%, pH 7,4). Aprés élimination du régilait, on incube les cellules dans le premier anticorps,
anti-métallothionéine (Dako clone E9) (2 h, t® ambiante). Puis on incube les cellules avec un
anticorps secondaire F(ab)’2 anti-souris IgG (Jackson Immunoreasearch lab). Deux ringages
dans le PBS sont réalisés avant addition d'un complexe avidine/streptavidine (Dako, K0377).
La révélation de la coloration se fait grice au substrat de la peroxydase (tablettes FST Dab

peroxydase, Sigma). Une contre coloration & 1’haematoxylin est utilisée pour visualiser les

72




noyaux des cellules non marquées et les cellules des témoins négatifs. Les cellules exprimant
les MT apparaissent plus ou moins brunes en fonction de la concentration, les cellules MT
négatives apparaissent colorées en bleu au niveau du noyau.

Pour chaque condition opératoire, on réalise trois témoins: un premier témoin négatif, pour
lequel ’anticorps primaire (Ac I) est remplacé par un anticorps irrelevant de souris, afin de
mettre en évidence la spécificité de l'anticorps anti-MT. Un deuxi¢me témoin négatif ne
contenant pas d’Ac I, permet de vérifier la spécificité de l'anticorps secondaire. Puis un
témoin positif pour lequel on remplace I’Ac I par un autre anticorps spécifique de la cellule
utilisée. Le témoin positif utilisé est un anticorps dirigé contre une cytokératine de 56
kiloDaltons (KL1, IgG1 anti souris, Immunotech) exprimée notamment chez les kératinocytes

afin de vérifier que le marquage a la peroxydase fonctionne.

¢) Etude des ARNm (Northern-blot)

L’étude des ARNm est réalisée 3 heures apres les différents traitements apportés aux cellules.
Celle-ci sont trypsinées, lavées deux fois dans du PBS (sans Ca®* ni Mg®") et récoltées. La
purification des ARNm se fait sur le culot cellulaire grace au kit QuickPrep™ Micro mRNA
purification (Pharmacia). La concentration en ARNm est mesurée par spectrophotométrie. Les
ARNm sont récupérés par centrifugation (1200 rpm/20mn/4°C). Le culot est repris par de
I’eau DEPC. Les échantillons sont déposés & masse égale aprés dilution dans le tampon de
migration, (MOPS: 6mM, EDTA: 0,3mM, formaldéhyde: 8,35%) et addition de bromure
d’éthidium (BET). La dénaturation se fait par la chaleur (67°C, 15mn). Par électrophorése sur
gel d’agarose (1%), les ARNm sont séparés en fonction de leur taille. Les ARNm sont alors
transférés par capillarité sur une membrane de nylon (Hybond-N', Amersham) gréce a un
tampon de transfert (SSC 20X, Sigma). L'efficacité du transfert est vérifiée sous UV par
fluorescence du BET, puis les ARNm sont fixés sur la membrane.

La sonde utilisée pour I’hybridation avec I’ARNm recherché est un ADNc de MT-IIA
préalablement préparée a partir d’un plasmide MT-IA (amplifié dans Escherichia coli).
Cette sonde est alors marquée au phosphore 32 grice au kit Nonaprimer I 1I (Appligene®
Oncor®). L’hybridation entre I' ADNc et 'ARNm est réalisée a 45°C dans un tampon
d’hybridation (SSC 10X, Dernhardt’s 2X). La révélation des ARNm se fait par
autoradiographie (Hyperfilm **P ) aprés lavages successifs de la membrane dans un tampon

SSC de molarité croissante.
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5°) Evaluation des lésions de PADN par la technique Cométe en milieu alcalin

(Emonet-Piccardi, 1998, adaptation de la technique décrite par Alapetite, 1996)

Les 1ésions de I’ADN mises en évidence par cette technique sont de deux types : Les sites
alcali-labiles et les sites abasiques. La technique comprend une électrophorese de I’ADN
nucléaire sur cellules isolées dans une couche d’agarose. Les cellules cultivées en flask de 75
cm? sont récoltées puis mises en suspension dans l'agarose low melt a la densité de 20000
cellules par lame. Cette suspension est alors coulée sur une lame de verre dépolie
préalablement recouverte d'agarose (0,5% dans du PBS). Il est & noter que toutes ces étapes
sont réalisées a 1’obscurité afin de limiter au maximum I’influence de la lumiére de jour. Les
lames sont alors irradiées en spectre solaire total, la dose regue est de 1,5 J/cm? Aprés la lyse
in situ des cellules, on réalise une dénaturation de I’ADN en milieu alcalin fortement salin,
qui permet la décondensation de I’ADN ( expliquée en partie par la perte des proteines de
type histones). Les sites abasiques et alcali-labiles sont mis en évidence sous 1’ action d’un
champ électrique durant une électrophorése de 25V, 300mA, 30 mn. L’intercalation du
bromure d’éthidium (BET) rends I’ADN fluorescentqui est alors visualisé a 1’aide d’un
microscope a épifluorescence Zeiss Axioscope 20 (lampe a vapeur de mercure HBO JOW)
dont la longueur d’onde d’émission se situe entre 516 et 560 nm. Par lame, nous avons
analysé 75 noyaux a ’aide d’une caméra Plumix TM 765 reliée a un systéme informatique
d’analyse d’image Komet 3.0 (Kinetic imaging). Le tail moment défini par la formule
suivante est utilisé afin d’évaluer les dommages de I’ADN:
Tail moment = (D¢t~ Deg) X Q adn queue cométe
D¢~ D¢q représente la distance du centre de la téte a la queue de la cométe.

Q représente le % d'ADN dans la queue de la cométe.

6°) Evaluation de la cvtotoxocité: test au rouge neutre

Ce test évalue 1'intégrité des membranes lysosomales. Il est utilisé comme indice de la mort
cellulaire. Les cellules sont incubées 3h dans 3 ml de milieu contenant 50 mg par litre de
rouge neutre (Sigma). Apres aspiration du milieu, les cellules sont mises bri¢vement en
contact avec 2 ml de formaldéhyde 4%, CaCl, 1%, puis rincées par 1 ml de PBS. Le colorant

est extrait par 3 ml d’un mélange acide acétique 1%, éthanol 50%. L'absorbance ou densité
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optique (DO) est mesurée 4 540 nm. La détermination des pourcentages de survie est calculée
selon la formule suivante : % survie = [(I-B) /(T - B)] x 100
T, I, B représente respectivement la moyenne des DO des cellules témoins non traités, des

cellules irradiées, et des «blancsy.
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III) RESULTATS

1°) Effet du zinc sur les Iésions induites par une irradiation en spectre solaire

total.

Un prétraitement des cellules par le Zn (100 uM) est réalisé pendant 24, 48, et 72h. Les
cellules HaCaT, sont alors irradiées en spectre solaire total, a la dose de 1,5 J/cm? (1 DEM).
L’importance des I¢sions de type alcali-labiles et sites abasique est évaluée par la technique

comete. Les résultats sont exprimés par la moyenne du tail moment +/- écarts types (n=3).

Fig 31. Evaluation des Iésions de I’ADN apres irradiation solaire : Effet protecteur du zinc.
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Le tail moment passe de 5 dans les cellules contrdle a 18 (3,3 fois plus) pour une irradiation
de 1,5 J/em? ce qui confirme les effets déléteres immédiats du rayonnement solaire sur
I’ADN génomique. Une diminution significative des lésions de I'ADN s’observe des 24
heures de traitement par Zn alors que le tail moment n'est pas modifié dans les cellules témoin
Zn" non irradiés. La protection apportée par Zn est fonction du temps de traitement, aprés 72
heures I'augmentation du tail moment n'est plus que de 50 %. En présence d’actinomycine D

la génoprotection n’est plus retrouvée.
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Tableau 3. Effet de I’actinomycine D sur la protection médiée par le Zinc

Irradiation 1,5 J/em? CONTROLE
ACTINOMYCINE D 72 +/-1,5 35 +-17
ACTINOMYCINE D + Zn 65+/-3 32 +/-2

Ces résultats montrent que :

1. Le rayonnement solaire a Ia dose de 1,5 J/cm? est génotoxique.

2. Le zinc limite les Iésions de I' ADN induites par une irradiation solaire.

3. Cette protection de I'ADN est une fonction directe de la durée du prétraitement des
cellules avec un effet maximum pour 72 heures,

4. L’actinomycine D annule I'effet protecteur de Zn confirmant la nécessité d’une

néosynthése de protéines.

2°) Analyse de l'expression des métallothionéines.

Parmi les mécanismes d'action du zinc en photoprotection nous avons étudi€ la place des MT.

a) Analyse par northern-blot des ARNm

L'étude des ARNm spécifiques des MT permet de suivre ’induction de ces protéines. Le
traitement des cellules par Zn (100 uM) et Cd (3 uM) est réalis€ sur un temps court (3h), car
la transcription des génes étudiés est un mécanisme précoce.

Fig 32. Induction des ARNm de la MT Il par le zinc et le cadmium.
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Un faible taux d ARNm - MT est retrouvé dans les cellules HaCaT témoin. Le traitement par
Zn augmente fortement la transcription de ces genes, alors que dans nos conditions 'effet du
Cd est beaucoup moins important. Les ARNm de la GAPDH utilisés ici comme ARNm
témoins, permettent de confirmer cette induction.

Les résultats montrent :

1. Un faible taux de transcrit pour le gene de la MT dans les cellules HaCaT a D’état
basal.

2. Une forte induction de la transcription des ARNm de la MT par le zinc (100 pM, 3
heures).

3. Un effet inducteur moins important pour le cadmium (3 pM, 3 heures)

b) Cinétique de la néosynthése des MT lors d'un traitement par Zn.

a synthése des MT, a été étudiée par une technique de western-blot, mise au point au cours de
ce DEA; la quantité de transcrit présent dans la cellule n'est en effet pas directement corrélée
avec la synthése de la protéine correspondante. Le prétraitement par Zn est réalisé sur 24, 48,
ou 72 heures, les protéines sont extraites et séparées par électrophorese dénaturante comme

décrit dans le paragraphe matériel et méthodes.

Fig 33. Expression des MT dans les cellules cutanées.
33A Cinétique d’expression des MT dans les kératinocytes en fonction de la durée du

traitement par Zn.
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Les cellules HaCaT expriment la MT (contrairement aux fibroblastes). Le Zn augmente de
maniére importante la quantité de protéine dés la 24°™ heure. La quantité de protéine croit en
fonction du temps de traitement, avec une trés nette augmentation a la 72 °™ heure.

Nos résultats montrent ;

1. La présence de MT dans les cellules HaCaT témoins. Ces MT sont absentes dans les
fibroblastes.
2. Une corrélation entre le temps de prétraitement des cellules, et I'induction des MT,

avec un taux maximum de MT pour 72 heures de traitement,

3°) Localisation intracellulaire des MT: étude par immunocytochimie.

Le Zn induit une protection de I'ADN vis a vis d'une irradiation solaire, les MT pourraient étre
l'un des acteurs de cette protection. Nous avons donc étudi€ la localisation cellulaire des MT
apres 72 heures de traitement par Zn (Figure 34).

Les cellules contrbles (34A) sont trés faiblement marquées par la peroxydase ce qui confirme
la présence d'une faible quantit¢é de MT dans ces cellules. Celles-ci sont exclusivement
localisées dans le cytoplasme car les noyaux restent bleus (coloration a I'haematoxylline).
Apres 72h de traitement par Zn (34B) les cellules apparaissent fortement colorées en brun,
tant au niveau cytoplasmique que nucléaire. Toutes les cellules sont marquées, la coloration
est parfois trés intense. Les images sont uniformes sur toute la lame. Les différents témoins
(34C, 34D, 34E) réalisés permettent d'affirmer la spécificité du marquage.

Nos résultats montrent :

1. Une induction des MT dans les cellules traitées par le zinc.

2. Une répartition cytoplasmique et nucléaire des MT dans les cellules traitées.

4°) Redistribution cellulaire des MT lors d'une irradiation solaire.

L'irradiation en spectre solaire induit de nombreuses modifications dans le fonctionnement
cellulaire, et notamment la synthése de protéines de stress (comme les HSPs). La figure 35

montre une induction des MT lors d'une irradiation solaire.
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Fig¥# :Localisation intracellulaire des MT aprés 72 heures de traitement par Zn.

4A: Cellules témoins
4B: Cellules Zn" 72 h




Fig :Suite.

4C :Témoin négatif 1, 4D :Témoin négatif 2; 4E : Témoin positif
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Les cellules irradiées a la dose de 0,75 J/cm? sont colorées en brun (Fig 35A). Cette coloration
n'apparait pas de maniére homogene dans toutes les cellules. Pour les cellules fortement
colorées c'est le noyau qui est trés nettement marqué dénotant ainsi la forte quantité de MT
nucléaire. Le cytoplasme de ces cellules reste faiblement coloré (idem cellules témoins Fig
34A).

Sur la planche 34C dans certaines cellules, les noyaux bleus présentent une fragmentation de
la chromatine caractéristique des cellules apoptotiques.

Pour une dose d'irradiation plus faible (0,3 J/cm?), la méme distribution est observée avec une
intensité de coloration plus faible, et moins homogéne (Fig 35B). A cette dose, trés peu de
cellules présentent un noyau fragmenté, caractéristique de I'apoptose.

Les résultats montrent :

1. Une répartition essentiellement nucléaire des MT lors d'une irradiation solaire.

2. L'induction d'un processus apoptotique dans les cellules irradiées a 0,75 J/cm?.

5°) Effet du zinc sur 'expression et la localisation des MT lors d'une irradiation.

L’expression et la localisation des MT dans les cellules irradiées préalablement traitées par Zn
sont représentées sur la figure 36. Les cellules sont prétraitées 72 heures par Zn puis irradiées
a la dose de 0,75 ou 0,3 J/cm?. Les cellules sont toutes colorées en brun. La coloration est trés
intense, que ce soit au niveau cytoplasmique ou nucléaire. Les images sont trés homogénes
sur l'ensemble de la lame. Les cellules irradiées a la dose de 0,75 J/cm? (36A) sont plus
intensément colorées que les cellules irradiées a 0,3 J/cm? (36B). La comparaison par rapport
aux cellules témoin (34A) met clairement en évidence une induction nucléaire et
cytoplasmique. Aucune cellule apoptotique n'est visible.

Les résultats montrent :

1. Un taux de MT élevé dans le noyau des cellules traitées par le zinc lors d'irradiation.

2. L'absence de cellules apoptotiques.
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Fig® :Répartition cellulaire des métallothionéines aprés une irradiation solaire.
5A:0,75 J/em?; 5B : 0,3 J/em?; 5C : 0,75 J/cm?, mise en évidence des corps apoptotiques
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Fig%¥ :Expression et localisation des MT lors d’une irradiation solaire dans les cellules HaCaT
prétraitées par Zn.

36A:0,75 J/em?, 6B :0,3 J/cm?
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6°) Etude de la fonction thiol des MT en photoprotection.

De part leur composition extrémement riche en cystéine (30 %), les MT possédent de
nombreuses fonction thiols. Lors d'une irradiation solaire le glutathion réduit intracellulaire
(GSH) est consommé. La présence des MT dans le noyau pourrait jouer le rdle de "tampon"
thiol, et maintenir ainsi le potentiel redox intracellulaire limitant l'attaque de I'ADN
génomique.

Nous avons étudié l'effet protecteur des MT vis a vis des lésions de I'ADN dans des cellules

HaCaT dont nous avons modulé le taux de GSH par traitement par le BSO

Fig 37. Effet du traitement par le BSO sur les
teneurs en GSH intracellulaire des cellules HaCaT.
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La déplétion en GSH apparait pour des doses faibles en BSO (5 uM, 18h). Elle est maximale
pour un traitement des cellules par 80 uM de BSO (Figure 37)(cellules GSH’). Aucune
toxicité n’a été mesurée pour ces doses de BSO par le test au rouge neutre.

Les cellules GSH™ ont été ou non traité par le zinc avant irradiation. Nous avons alors étudié

les 1ésions de I'ADN.
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Fig 38 : Evaluation des Iésions de I'ADN lors d'une irradiation solaire dans les cellules HaCaT
déplétées en GSH.
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Les cellules traitées par le BSO non irradiées ne présentent pas de modification du tail
moment comparée aux cellules contrdles. L'irradiation des cellules déplétées en GSH n'induit
pas une élévation significative du tail moment, (comme nous l'avons observé pour des
fibroblastes déplétés a 98 % en GSH). Dans les cellules Zn"/ GSH’, le nombre de Iésions de
I'ADN reste plus faible que celui observé dans les cellules témoin ou GSH™. Ces résultats
suggerent un role prépondérant des MT, par rapport au GSH, dans la protection du génome

vis a vis du rayonnement UV.

Les résultats montrent que :

1. La protection apportée par le zinc est indépendante du GSH intracellulaire.

2. Le zinc compense partiellement la déplétion en GSH lors d'une irradiation.

Ces résultats suggerent qu'un traitement des cellules par le BSO ne modifie pas l'expression

des MT. Cette hypothése a été vérifiée par western-blot.
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Fig 39. Cinétique d’induction des MT par Zn dans les cellules déplétées en GSH par
traitement par le BSO.

" Zn Zn24 Zn Znd48  ZnZn72
24 GSH 48 GSH- 72 GSH

controle

Témoin GSH-

La cinétique d'induction des MT est indentique dans les cellules Zn" et Zn"/GSH'. La
modulation du potentiel rédox intracellulaire par un traitement chimique n’a aucune influence

sur ’induction des MT.
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1V) Discussion

Les MT sont présentes dans I’épiderme de peau non insolée. Leur role au niveau du
tissu cutané n’est pas élucidé. Dans ce travail nous avons mis en évidence i) une induction de
ces protéines dans les cellules exposées au spectre solaire ii) leur redistribution du cytoplasme
vers le noyau dans les cellules irradiées. Nous avons montré que la culture en présence de Zn
augmente a la fois I’induction des MT par les rayonnements UV et leur concentration dans le
noyau. Nous proposons donc les MT comme effecteurs cellulaires de la génoprotection
apportée par Zn.

Le modéle d’irradiation solaire combinant rayonnements UVB et UVA permet
d’étudier les effets additifs et/ou synergiques de ces rayonnements. L’augmentation
importante (3,3 fois) du tail moment dans les cellules insolées 4 la dose de 1,5 J/em® (1 DEM)
confirme que les effets délétéres du rayonnement solaire au niveau du génome sont
immédiats. Ces mémes modifications seraient responsables in vivo des processus de
photocarcinogenéese. En effet, les processus de cancérisation cutanée sont imputables aux
UVB (carcinomes) (Freeman et coll, 1978; Setlow et coll, 1993) et aux UVA qui
potentialiseraient les effets néfastes des UVB (Van Weelden et coll, 1986). Cependant, les
cellules ayant subi de nombreuses altérations de I’ADN peuvent se diriger vers la mort
cellulaire par apoptose, mécanisme qui limite la multiplication des cellules dont le génome a
¢té modifié. Des corps apoptotiques sont effectivement observés dans les cellules irradiées
(Fig 35C).

Les cellules soumises a des agressions engendrant des lésions de I’ADN, altérations
des membranes, consommation des antioxydants constitutifs (chute du GSH)... développent
des mécanismes d’adaptation tels la néosynthése de protéines de stress (HSPs, héme
oxygénase). Nous avons montré que les MT font partie de ces processus d’adaptation.
L’irradiation en spectre solaire induit les MT dans la lignée kératinocytaire HaCaT. Le
mécanisme de cette induction reste a élucider. La composante UVA du spectre solaire
pourrait agir par I’intermédiaire des ERO qui selon (Borghesi et coll, 1996) induisent la
transcription des MT. La composante UVB pourrait, quant a elle, agir en générant des
cassures de brins de ’ADN car d’autres génotoxiques induisent les MT (Takafoumi et coll,
1989). Cette induction par des radiations non ionisantes est retrouvée in vivo chez ’homme
(Anstey et coll, 1996). Des études récentes suggérent que ces protéines sont importantes en

photobiologie : le nombre de « sunburn cells » aprés irradiation UVB est plus grand chez les
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souris transgéniques n’exprimant pas le géne MT, que chez les animaux normaux (Hanada et
coll, 1998). Les MT présentes dans 1’épiderme limiteraient donc les effets délétéres des UV.
La protection apportée par les MT pourrait s’expliquer par leurs propriétés antioxydantes.
Leur teneur en groupement thiol leur permet de piéger les ERO (Hanada et coll, 1993) plus
efficacement que le GSH (Miura et coll, 1997). La localisation particuliére des MT cutanées,
notamment dans les kératinocytes basaux et supra-basaux, suggeére qu’elles font partie
intégrante de I’arsenal antioxydant de ces cellules, et exercent ainsi un r6le dans la protection
vis a vis des effets phototoxiques. Cette expression constitutive des MT est retrouvée dans les
cellules en culture de la lignée HaCaT alors que dans les fibroblastes issus de biopsie prélevée
en peau saine les MT ne sont pas détectables. Néanmoins, de maniére constitutive, les MT
s’expriment a faible taux et se répartissent de maniére homogeéne et diffuse dans le
cytoplasme.

Une des questions a résoudre dans la problématique des MT en photoprotection reste
leur localisation. En effet pour protéger ’ADN, les MT doivent traverser la membrane
nucléaire. Effectivement, les MT induites par I’irradiation se retrouvent a la 24éme heure
quasi exclusivement dans le noyau cellulaire. Le mécanisme de translocation des MT vers le
noyau, apres leur induction, pourrait s’expliquer selon deux théories. La premiére s’appuie sur
la possibilité de passage, par simple diffusion a travers la membrane nucléaire, de molécules
de moins de 20 kD. La deuxiéme s’appuie sur la présence d’un transporteur dans la membrane
nucléaire capable, en consommant de 1’énergie, de faire traverser la membrane aux protéines
globulaires de plus de 70 kD. La premiére théorie de diffusion libre ne permet pas d’expliquer
la rétention de MT dans le noyau 24 heures aprés son induction. La deuxi¢éme théorie est
aujourd’hui confirmée par les travaux de Jiang (1998), décrivant la possibilité d’une liaison
entre les MT et ’ATP, cette liaison permettrait le transport actif de la molécule a travers la
membrane nucléaire, et maintiendrait une concentration intranucléaire élevée.

Afin de mieux appréhender le role photoprotecteur du Zn, nous avons surexprimé les
MT en traitant les cellules avec Zn. La néosynthése des MT lors de 1’apport de Zn se fait par
fixation du facteur de transcription MTF-1 sur la séquence consensus MRE situé en amont du
géne de structure des MT (Bittel et coll, 1998). De nombreuses études menées au laboratoire
ont permis de montrer I’importance du Zn en photoprotection. Un traitement des kératinocytes
par Zn prévient I’apoptose induite par les UVB (Parat et coll, 1997), tout en diminuant les
Iésions de I’ADN, des résultats similaires ont été décrits dans les fibroblastes lors de
I’irradiation UVA (Emonet et coll, 1998). Dans ce travail nous avons montré que le traitement

des cellules par Zn stimule la transcription des génes codant pour les MT dés la 3¢éme heure.
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La quantité de MT s’accroit avec le temps et atteint un taux trés important a 72 heures. En
paralléle nous observons une diminution significative des lésions de I’ADN induites par
I’irradiation et le tail moment est diminué de 53% a la 72¢me heure de traitement par Zn (100
uM). L’effet génoprotecteur du Zn est plus grand & 72h qu’a 24h. Cette diminution
progressive des 1ésions de I’ADN permet de poser I’hypothése d’un mécanisme inductible,
impliquant notamment la synthése des MT. La protection médiée par Zn n’est plus retrouvée
si le traitement se fait en présence d’actinomycine D. Le blocage de la transcription des genes,
ne permet plus 4 Zn d’exercer son role génoprotecteur confirmant qu’il doit déclencher la
néosynthése de protéines pour ére actif. Les petites protéines a groupements thiols que sont
les MT sont les acteurs potentiels de cette protection. Elles pourraient participer au maintien
du potentiel redox intracellulaire. A ce jour, la question du lien entre GSH et induction des
MT n’est pas résolue. Dans les kératinocytes Zn' déplétés en GSH, la quantité de MT
observée est la méme que dans les cellules contrdles. La déplétion en GSH ne serait donc pas
par elle-méme un agent inducteur de MT. Ces résultats sont en contradiction avec ceux
observés par Sato (1995).

Une translocation des MT vers le noyau lors d’un traitement des cellules par le Zn seul
est retrouvée dans la lignée HaCat. Cette translocation n’a pas ¢été observée par 1’équipe
d’Hanada (1998) lors d’un traitement par le cadmium et les MT-Cd restent localisées dans le
cytoplasme. L’hypothése de I’induction d’une autre isoforme de MT ayant des propriétés
biologiques différentes pourrait étre posée. L’irradiation des cellules Zn' entraine une
importante translocation nucléaire de la protéine qui deviendrait alors I’antioxydant majeur du
noyau. Cette translocation s’accompagne d’une diminution voir une absence de cellules
apoptotiques. Zn exerce un effet antiapoptotique par inhibition des enzymes responsables du
clivage internucléosomal de I’ADN dans la phase tardive de ’apoptose ou par inhibition de la
caspase-3 a un stade plus précoce, le Zn diminue également le nombre de 1ésions de I’ADN.
La présence des MT dans le noyau suggére qu’en exergant leur réle piégeur de ERO elles sont
les effectrices de ce role antioxydant et génoprotecteur du Zn. La mesure des lésions de
PADN dans les cellules HaCaT Zn"/GSH™ montre que 1’apport de zinc permet de pallier
I’augmentation de la sensibilité aux UV des cellules GSH™. L.’étude par western blot des MT
dans les cellules Zn'/GSH ne montre pas de modification de la quantité de MT
comparativement aux cellules Zn'/GSH'. Ces résultats confirment que I’expression des MT
n’est pas affectée par le potentiel rédox cellulaire.

Les MT, de part leur présence nucléaire, pourraient également exercer un effet

antiapoptotique par redistribution du Zn vers des structures protéiques permettant de

86




maintenir une activité cellulaire optimum lors d’une irradiation. L’étude de Jacob (1998)
montre la possibilité pour les MT d’échanger des atomes de zinc afin d’activer des
apoenzymes comme la phosphatase alcaline ou la carboxypeptidase A bovines. Ces échanges
de zinc seraient sous le contrdle rédox du couple GSH/GSSG (Jiang et coll, 1998). La
présence de GSH limiterait la libération de Zn. Lorsque GSH est consommé ou lorsque GSSG
augmente, la libération de Zn est facilitée, tant par le nombre d’atomes transféré que par
augmentation de la vitesse de transfert (Jiang et coll, 1998). Lors de I’irradiation, le taux de
GSH chute (Emonet et coll, 1997). Nous pouvons donc émettre I’hypothése que le transfert de
Zn vers d’autres protéines comme I’endonucléase calcium, magnésium est facilité. Ces
hypotheses doivent étre vérifiées car elles ouvriraient de nouvelles voies d’approche de
I’étude de I’apoptose. Le transfert de Zn entre thionéine, métallothionéine et p53 est un sujet
d’étude important dans ce domaine. En effet la chélation du Zn déstabilise la molécule qui
prend alors une forme mutée non fonctionnelle tandis que 1’apport de Zn lui redonne a la fois
sa conformation ¢t sa fonctionnalité¢ (Hainaut et coll, 1998). Le transfert de Zn des MT vers
des enzymes de réparation de 1’ADN est une autre hypothése possible pour expliciter a la fois
le r6le génoprotecteur et anti apoptotique du Zn; il y aurait alors stimulation des mécanismes

de réparation des lésions induites par I’irradiation.
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Les MT sont des protéines a rdles multiples, & I’interface entre de nombreux systeémes
biologiques.

Bien que leur fonction physiologique soit de réguler I’homéostasie intracellulaire en zinc et en
cuivre, leur inductibilité permet I’adaptation cellulaire au stress génotoxique de par leurs
propriétés antioxydante et antiapoptotique et peuvent aussi maintenir le potentiel rédox

intracellulaire grace a leur nombreux groupement thiols.

Les MT, présentes in vivo dans la couche basale de 1’épiderme, appartiennent donc aux
systémes de défenses antioxydantes, permettant le maintien de 1’intégrité du tissu cutané lors
d’expositions solaires. En effet I’irradiation UV induit des Iésions génotoxiques participant a
I’émergence de cellules mutées au niveau cutané.

La présence de zinc est un facteur essentiel a la génoprotection médiée par les MT. En effet
I’induction de I’apoforme des métallothionéines (thionéines) dans des cellules déplétées en
zinc pourrait avoir des effets biologiques néfastes. I utilisation de cellules transfectées par le
géne MT dont le promoteur serait indépendant du zinc permettrait d’étudier le role de ces
thionéines dans des conditions de carence en Zn. La fonctionnalité de p53 dans ces conditions
est particuli¢rement importante a étudier car p53, en bloquant le cycle cellulaire en G1, est un
des mécanismes permettant le maintien de I’intégrité du génome.

Les nombreuses relations entre MT et certains facteurs de transcription comme NF-xB ou AP-

1 montre que les MT peuvent influer sur des étapes cléf régulant la « vie » cellulaire

Notre objectif actuel est donc de mieux comprendre le mécanisme d’action génoprotecteur
des MT. De recents résultats obtenus au laboratoire laissent penser que I’induction des MT
par le Zn permettrait premi¢rement de diminuer P’incidence des Iésions de I’ADN aprés
irradiation et aussi de stimuler la réparation de ces lésions, du fait que de nombreuses

glycosylases sont des enzymes a zinc.

Pour mieux comprendre I’effet des MT sur la réparation de I’ ADN, nous utilisons un plasmide

permettant la surexpression des MT dans les cellules HaCaT, sans addition de Zinc. De plus
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I’utilisation de fibroblastes provenant de souris transgéniques déficientes en MT nous
permettra de mieux cerner ’importance du couple Zn/MT, et la part de chacun d’eux, dans le

maintient de 1’intégrité génomique (lésion et réparation de I’ ADN) apres irradiation UV.
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CONCLUSION

THESE SOUTENUE PAR : Jourdan Eric

TITRE : Les métallothionéines : protéines inductibles sous irradiation ultraviolette

Les MT sont de petites protéines, riches en groupement thiol, exprimées

constitutivement dans les kératinocytes des couches supérieures de la peau. Leur role
physiologique principal est de réguler I’homéostasie intracellulaire du zinc et du cuivre.
En revanche leur capacité & étre induite par de nombreux stimulis sous-entends une fonction
dans le.s processus adaptatifs suite a un stress. Il apparait que le role de ces protéines a
longtemps été sous estimé, de part le manque de techniques sensibles permettant leur
détection. . |

Les études actuelles confirment I'importance de ces protéines dans 1’adaptation
cellulaire lors d’un stress physique ou chimique, bien que le mode d’action des MT. soit
encore mal compris.

Les travaux précédemment réalisés au Iaboratoiré ont démontré le réle clef du zinc en
photoprotection, notamment la protection de I’ADN suite a une irradiation UVB ou UVA, et
aussi une augmentation des lésion de I’ADN induites par les UV dans des cellules déplétées
en zinc.

L’objectif de notre travail a été d’évaluer la place des MT dans la photoprotection zinc
dépéndante.

Nous avons étudié 1’expression de cette protéine en fonction des apports en zinc et
avons corrélé cette expression a l’effet génoprotecteur du zinc. Nous avons observé une
corrélation entre la cinétique d’expression des MT et la diminution des lésions de ’ADN suite
a I’irradiation de cellules traitées par le Zn.

Le blocage de la transcription, lors de la supplémentation des cellules en zinc, a
permis de démontrer que la génoprotection zinc dépendante est due & un mécanisme

inductible.
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Par immunocytochimie nous avons observé I’induction et la redistribution nucléaire

des MT suite & un apport de zinc. Cette présence dans le noyau permet d’augmenter les

défenses antioxydantes nucléaire.
De plus nous avons montré que I’irradiation en simulateur solaire permet 1’induction

et la redistribution des MT vers le noyau.
Tous ces résultats sont autant de facteurs mettant en évidence que ’effet protecteur du zinc

serait médié en partie par ’induction des MT.

La relation entre GSH et MT est une question non résolue a 1’heure actuelle. 'Nous

avons donc étudié ce lien. |
Nos résultats montrent premiérement, que la synthése des MT dans les cellules HaCaT

est indépendante du taux intracellulaire en GSH, et deuxiémement, que P’induction des MT

- dans les cellules HaCaTﬂ‘Vaéplétées en GSH permettait de conserver un effet génoprotecteur du

zine,

Ce travail démontre que les MT participent a I’effet génoprotecteur du zinc.
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RESUME :

Les MT sont de petites protéines, riches en groupement thiol, exprimées constitutivement dans les
kératinocytes des couches supérieures de la peau. Leur role physiologique principal est de réguler
I’homéostasie intracellulaire du zinc et du cuivre.

En revanche leur capacité a étre induite par de nombreux stimulis sous-entends une fonction dans les
processus adaptatifs suite a un stress. Il apparait que le rdle de ces protéines a longtemps été sous estimé,
de part le manque de techniques sensibles permettant leur détection.

Les études actuelles confirment I’importance de ces protéines dans I’adaptation cellulaire lors d’un stress
physique ou chimique, bien que le mode d’action des MT soit encore mal compris.

Les travaux précédemment réalisés au laboratoire ont démontré le rdle clef du zinc en photoprotection,
notamment la protection de I’ADN suite a une irradiation UVB ou UVA, et aussi une augmentation des
Iésions de I’ADN induites par les UV dans des cellules déplétées en zinc.

L’objectif de notre travail a été d’évaluer la place des MT dans la photoprotection zinc dépéndante.

Nous avons étudié I’expression de cette protéine en fonction des apports en zinc et avons corrélé cette
expression a ’effet génoprotecteur du zinc. Nous avons observé une corrélation entre la cinétique
d’expression des MT et la diminution des lésions de I’ADN suite a I’irradiation de cellules traitées par le
Zn.

Le blocage de la transcription, lors de la supplémentation des cellules en zinc, & permis de démontrer que
la génoprotection zinc dépendante est due a un mécanisme inductible.

Par immunocytochimie nous avons observé I’induction et la redistribution nucléaire des MT suite a un
apport de zinc. Cette présence dans le noyau permet d’augmenter les défenses antioxydantes nucié:
De plus nous avons montré que ’irradiation en simulateur solaire permet I’induction et la redistiitirion
des MT vers le noyau.

La relation entre GSH et MT est une question non résolue a I’heure actuelle. Nous avons donc & ce
lien.

Nos résultats montrent premi¢rement, que la synthése des MT dans les cellules HaCaT est indépendanite
du taux intracellulaire en GSH, et deuxiémement, que l’induction des MT dans les cellules HaCaT
déplétées en GSH permettait de conserver un effet génoprotecteur du zinc.

Ce travail démontre que les MT participent a I’effet génoprotecteur du zinc.
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