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RESUME

Les médiateurs pro- et anti-inflammatoires modu-
lent activité anti-inflammatoire des glucocorticoides,
en partie parce qu’ils modifient la liaison de ces sté-
roides a des récepteurs spécifiques. La somatostatine
par exemple augmente la liaison des glucocorticoides
et la réponse que celle-ci entraine dans les macro-
phages. Les mécanismes de cette régulation n’impli-
quent pas une expression augmentée du récepteur

des glucocorticoides mais plutét une stabilisation des
heat shock proteins 90 qui y sont associées. C’est une
diminution de P’activité des calpaines qui en est res-
ponsable. C’est pourquoi P’inhibition pharmacolo-
gique des calpaines pourrait étre une nouvelle stra-
tégie pour augmenter ’efficacité anti-inflammatoire
des glucocorticoides.

SUMMARY Interactions between glucocorticoid and anti-inflammatory peptides

Both pro- and anti-inflammatory mediators regu-
late the anti-inflammatory actions of glucocorticoids,
in part by modifying the binding of glucocorticoids to
specific receptors. For instance, somatostatin has been
shown to increase glucocorticoid binding and signa-
ling in macrophages. The mechanism of this regula-
tion does not require an increased expression of

glucocorticoid receptors but, rather, a stabilization
of glucocorticoid receptor-associated heat shock pro-
tein 90. This is related to a decrease in calpain acti-
vitvy. Thus calpain inhibition may offer a new and
exciting possibility for enhancing the anti-inflamma-
tory efficiency of glucocorticoids.

LES MEPIATEURS DE L'INFLAMMATION
CONTROLENT LA LIAISON

DES GLUCOCORTICOIDES

A LEURS CELLULES CIBLES

La capacité des glucocorticoides d’interagir avec des
tissus cibles et de provoquer une réponse, en particulier
anti-inflammatoire, requiert la présence de récepteurs
spécifiques (GR). Il existe méme une corrélation directe
entre 1’expression de GR dans une cellule et la sensibi-
lité¢ de cette cellule aux glucocorticoides (Vanderbilt et
al., 1987). Or, cette expression est controlée, les méca-
nismes qui la modifient étant d’une grande diversité,
transcriptionnels, post-transcriptionnels et post-traduc-

tionnels (Bronnegard, 1996). Les médiateurs de I’inflam-
mation qui favorisent I’accumulation intracellulaire
d’AMP cyclique, comme la prostaglandine E, ou la pros-
tacycline, augmentent I’expression de GR par un controle
post-transcriptionnel, ¢’est-a-dire par stabilisation des
ARN messagers correspondants (Bronnegard, 1996 ;
Dong et al., 1989). Des cytokines pro-inflammatoires,
dont le second messager intracellulaire n’est pas I’ AMP
cyclique comme I’interleukine-(IL-)1 et le tumor necro-
sis factor-o. (TNFa), augmentent le nombre de GR res-
pectivement dans les cellules épithéliales bronchiques
humaines (Verheggen er al., 1996) et les cellules fibro-
blastiques murines (Costas er al., 1996). L’affinit¢ des
récepteurs pour le ligand est diminuée dans le premier
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cas et n’est pas modifiée dans le second. Comme I'IL-
1B, I'lL-4 (lorsqu’elle est associ¢e a I'[L-2) et I'[L-13,
deux cytokines anti-inflammatoires, augmentent le
nombre de GR dont elles diminuent ’affinité, respecti-
vement dans les lymphocytes et les monocytes humains
(Kam et al., 1993 ; Spahn et al., 1996).

La possibilité qu’un neuropeptide, la somatostatine,
ait le méme role régulateur que les cytokines a ¢té exa-
mince récemment par notre groupe (Baud er al., 1997).
Cette étude a été justifiée par I’observation que (1) la
somatosatine est exprimée dans les foyers inflammatoires
par exemple dans un modele d’inflammation aseptique
induite par I’administration sous-cutanée de carraghene
(Karalis et al., 1995), (2) les glucocorticoides augmen-
tent cette expression (Karalis e al., 1994) et (3) Ieffi-
cacité anti-inflammatoire des glucocorticoides est limitée
dans ces modeles d’inflammation lorsque la disponibilité
de la somatostatine est réduite par I’administration d’un
anticorps neutralisant (Karalis ef al., 1995). Nous avons
donc testé I’hypothese que la somatostatine amplifie la
réponse aux glucocorticoides en augmentant la liaison
spécifique de ces stéroides aux cellules cibles (Baud er
al., 1977). Les résultats de 1’¢tude ont montré que I’expo-
sition de macrophages murins de la lignée RAW 264.7
a la somatostatine amplifie leur capacité de liaison de la
dexaméthasone tritiée. Cette réponse est caractérisée par
une dépendance vis-a-vis de la dose — la dose la plus effi-
cace est de 10 nM —, et du temps — une augmentation
d’un facteur 2 est atteinte aprés 12 heures environ. Elle
est expliquée par une augmentation du nombre de sites
GR dont Iaffinité pour le ligand n’est pas significative-
ment modifiée. Les mécanismes moléculaires impliqués
sont en partie identifiés. La somatostatine ne modifie pas
I’expression de GR telle qu’elle peut étre mesurée par
Western blotting ou par RNAse protection assay, mais
elle stabilise la heat shock protein (Hsp)90, une molécule
chaperonne associée a GR et indispensable pour que le
ligand ait accés au domaine de liaison (Pratt & Toft,
1997). En effet, Hsp 90 B (ou Hsp:84) est détectable par
Western blotting en partie sous la forme d’une protéine
intacte de 90 kDa et en partie sous la forme d’un pro-
duit de dégradation de 75 kDa. L’utilisation, dans ces
expériences, de deux anticorps différents dirigés contre
le domaine C- ou N-terminal de Hsp 90 B a permis de
démontrer que c’est le domaine C-terminal qui est spon-
tanément tronqué dans les cellules de la lignée RAW
264.7. Cette dégradation est prévenue par la somatosta-
tine dont I'efficacité est maximale a une concentration de
10 nM. La dégradation d’Hsp 90 B est vraisemblable-
ment due a sa protéolyse par des calpaines, et la protec-
tion apportée par la somatostatine implique le blocage de
ces enzymes. En effet, (1) dans une étude antérieure,
Minami et coll. (Minami et al,, 1994) ont montré que
I’exposition de Hsp 90 purifiée a la m-calpaine entraine
le clivage du domaine C-terminal de la molécule et donc
la soustraction de 10 a 15 kDa. Cette protéolyse limitée
empéche ensuite Hsp 90 de se dimériser et de se lier a
GR. (2) Notre ¢tude a montré que I’exposition des cel-
lules de la lignée RAW 264.7 au N-acétyl-Leu-Leu-nor-
leucinal, ou a la calpeptine, deux inhibiteurs pharmaco-

logiques des calpaines, amplifie leur capacité de lier la
dexaméthasone tritiée. Lorsque les cellules sont exposées
a la fois a la somatostatine et au N-acétyl-Leu-Leu-nor-
leucinal, les réponses a chaque agent n’apparaissent pas
additives, suggérant que la somatostatine agit en partie
comme le N-acétyl-Leu-Leu-norleucinal, en limitant
’activité calpaine. Enfin, (3) notre étude a montré que
I’exposition des cellules de la lignée RAW 264.7 a la
somatostatine limite leur activité calpaine. Cette réponse
est caractérisée par une dépendance vis-a-vis de la dose
— la dose la plus efficace est de 10 nM —, et du temps —
une diminution des 2/3 de I’activité enzymatique est
atteinte apres 2 heures environ.

Ce mécanisme n’explique pas la régulation apportée
par tous les médiateurs pro- ou anti-inflammatoires. En
particulier dans une étude préliminaire, nous avons
observé que le transforming growth factor-p (TGF-B),
une cytokine anti-inflammatoire puissante, augmente,
comme la somatostatine, la liaison spécifique des gluco-
corticoides a des cellules mononucléées d’origine
humaine. Mais dans ce cas, la réponse n’est pas associée
a une limitation de ’activité calpaine.

LES MEDIATEURS DE L'INFLAMMATION
CONTROLENT LA REPONSE DE CELLULES
CIBLES AUX GLUCOCORTICOIDES

Il est trés remarquable que des modifications relative-
ment discrétes dans la liaison spécifique des glucocorti-
coides aux cellules cibles soient a I’origine de modifica-
tions importantes de la réponse de ces cellules aux
glucocorticoides. Trois types de réponses au moins sont
attendues. Apres liaison de I’hormone, GR peut former
un homodimére et interagir avec des séquences d’ADN
spécifiques ou « glucocorticoid-responsive elements »
(GRE) positifs dans les régions « promoter » ou « enhan-
cer » de geénes pour en induire la transcription. Il peut
aussi, sous cette forme de dimére, interagir avec des
GRE négatifs pour, au contraire, bloquer la transcription
Il peut enfin, en I’absence de dimérisation, former dans
le noyau des complexes moléculaires avec d’autres fac-
teurs de transcription comme NF-kB ou AP-1 dont I’acti-
vité transactivatrice est alors bloquée. Ce dernier méca-
nisme, appelé « interférence transcriptionnelle », est le
plus important, comme le montre I’efficacité persistante
des glucocorticoides chez les souris GRY™dm dont le
géne GR a été muté de sorte que la dimérisation de GR
et donc son interaction avec GRE sont impossibles
(Karin, 1998).

Les médiateurs de I’inflammation qui favorisent
I’accumulation intracellulaire d’AMP cyclique augmen-
tent la liaison spécifique des glucocorticoides et ainsi la
transcription de génes sous le controle de ces hormones
(Dong et al., 1989). Au contraire, les cytokines anti-
inflammatoires, IL-4 et IL-13, méme si elles augmentent
le nombre de sites GR, diminuent leur affinité pour le
ligand. Elles limitent donc 1’efficacité biologique des
glucocorticoides (Kam ef al., 1993 ; Spahn ef al., 1996).
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Le TNF-o pourrait modifier la réponse aux glucocorti-
coides indépendamment de ses effets sur I’expression de
GR : il peut amplifier I"activité transcriptionnelle de GR
en favorisant sa liaison a GRE (Costas ¢r al., 1996) ou
au contraire limiter cette activité en activant la c-Jun N-
terminal kinase (JNK) et en induisant ainsi la phospho-
rylation de GR (Rogatskv er al., 1998). Enfin la soma-
tostatine, en augmentant la liaison spécifique des
glucocorticoides, amplifie a la fois I'activité transcrip-
tionnelle de GR et I’interférence transcriptionnelle de
GR avec NF-xB.

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les médiateurs de I’inflammation, pro- et anti-inflam-
matoires, modulent ’efficacité anti-inflammatoire des
glucocorticoides, en particulier en modifiant la disponi-
bilit¢ de récepteurs spécifiques. La démonstration que
les calpaines cytosoliques limitent le nombre de récep-
teurs fonctionnels en provoquant le clivage des Hsp 90
qui y sont associées suggére une nouvelle voie théra-
peutique. Elle implique de bloquer pharmacologique-
ment ’activité des calpaines pour amplifier ’efficacité
anti-inflammatoire des glucocorticoides.
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