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RÉSUMÉ
 

Les maladies pulmonaires graves touchent plus de 3 millions de Canadiens, 
indépendamment de leur âge ou de leur sexe. Parmi ces maladies, nous retrouvons l'asthme, la 
maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC), le cancer du poumon et la fibrose kystique. 
Ces dernières peuvent être déclenchées par la présence chronique d'un stress oxydatif et par 
conséquent, elles font partie des pathologies associées à une exposition à l'acroléine. On retrouve 
l'acroléine dans notre alimentation et dans les produits de combustion organique. L'acroléine, un 
aldéhyde alpha,bela-insaturé très réactif, est également une des substances toxiques qui résulte de 
la peroxydation des lipides endogènes, lors d'un stress oxydatif. 

Notre laboratoire a évalué les mécanismes toxiques de J'acroléine induits in vitro, en 
utilisant la lignée cellulaire A549. Le choix de ce modèle cellulaire pour l'étude provient du fait 
qu'elles sont des cellules humaines, d'origine pulmonaire, soit le premier organe ciblé par une 
exposition à l'acroléine. Cette étude vise donc à comprendre les mécanismes impliqués dans 
l'induction de la mort cellulaire par apoptose: 1) la voie des récepteurs de mort, 2) la voie du 
« cross-talk» et 3) la voie mitochondriale induites par l'acroléine. 

L'exposition des cellules A549 à des doses d'acroléine de 0 à 50 flM a activé la voie des 
récepteurs de mort. L'acroléine a causé une augmentation d'expression du ligand FasL (FasL) et 
a induit la translocation de la protéine associée au domaine de mort de Fas (FADD) et du 
récepteur de protéine (RlP) à la membrane cytoplasmique, en plus de l'activation des caspases 
initiatrices 2 et 8. Par ailleurs, cette exposition a causé une augmentation du domaine 
interagissant par BH3 tronqué (tBid) à la mitochondrie. Il semble que l'acroléine peut déclencher 
la voie du « cross-talk » par l'activation des caspases-2 et -8, qui clivent la protéine Bid en tBid. 

Pour ce qui est de la voie mitochondriale, l'acroléine a causé une hyperpolarisation de la 
membrane mitochondriale et une surproduction d'espèces réactives de l'oxygène (ROS). Notre 
étude a aussi démontré que l'acroléine a induit l'activation de p53, la translocation de la protéine 
X associée à Bcl-2 (Bax) à la mitochondrie, le relâchement du cytochrome c dans le cytosol, 
J'activation de la caspase initiatrice 9 et la translocation du facteur inducteur d'apoptose (AlF) au 
noyau. De plus, l'inhibition des ROS générées par l'acroléine grâce à l'antioxydant PEG­
catalase, a empêché l'augmentation de J'expression totale du FasL, l'hyperpolarisation de la 
membrane mitochondriale ainsi que l'activation des caspases-3 et -8. Par conséquent, les ROS 
sont préalablement requises pour que l'acroléine induise l'apoptose par la voie des récepteurs de 
mort et par la voie mitochondriale, chez les cellules A549. En conclusion, l'acroléine peut 
induire les trois voies apoptotiques étudiées chez ces cellules. L'acroléine provoque l'exécution 
de l'apoptose via l'activation des caspases effectrices -3, -6 et -7, l'externalisation de la 
phosphatidylsérine, la condensation de la chromatine et le clivage de la polyADP-ribose 
polymérase (PARP). 

Par contre, l'acroléine induit aussi certains mécanismes de survie cellulaire comme 
l'augmentation de la phosphorylation d'AKT, de Bad et de l'expression des clAP 1/2. Même si 
les protéines antiapoptotiques sont activées, l'acroléine peut encore induire la mort cellulaire par 
apoptose chez les cellules A549. 

Ces recherches sont pertinentes dans plusieurs contextes de toxicité à l'acroléine tels que 
l'action pharmacologique et/ou les effets secondaires de la cyclophosphamide, un agent 
anticancéreux où l'acroléine est l'un de ses métabolites, la régulation de la prolifération cellulaire 
et de la croissance tumorale par les polyamines, la maladie d'Alzheimer, ainsi que la toxicité 
causée par les expositions environnementales à de faibles doses d'acroléine. Cependant, il est 
important de poursuivre les recherches pour améliorer nos connaissances sur les mécanismes de 
toxicité de cet aldéhyde, considérant l'étendue de l'exposition des humains à l'acroléine. 

MOTS CLÉS: Acroléine, apoptose, caspase, mitochondrie, récepteurs de mort. 



CHAPITRE I.
 
INTRODUCTION
 

1.1 Maladies respiratoires graves 

1.1.1 Introduction et statistiques canadiennes 

Les gens ne s'attardent normalement pas sur la respiration, l'une des principales 

fonctions vitales de notre corps. C'est une action involontaire qui se produit environ 12 fois 

par minute (Santé Canada 2001). Chez un individu sain, l'épithélium à l'intérieur des voies 

respiratoires procure une barrière à l'environnement externe et est capable d'initier une 

variété de réponses, par exemple lorsqu'elle est endommagée, elle initie rapidement les 

processus de réparation. Lorsqu'il ya présence d'une blessure, il est essentiel que les cellules 

de cet épithélium soient capables de se déplacer, de proliférer et de se redifférencier pour 

maintenir une fonction respiratoire normale et ce, pour toute la vie (Wang et al., 2001). Par 

conséquent, s'il Y a des changements dans ces processus de réparation et de renouvellement 

de l'épithélium des voies respiratoires, ils peuvent engendrer de graves maladies pulmonaires 

en limitant la circulation de l'air lors de la respiration. 

Au Canada, plus de trois millions de personnes souffrent de graves maladies 

respiratoires, telles que l'asthme, la maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) 

(Kirkham et Rahman, 2006), le cancer du poumon, la grippe, la pneumonie, la bronchiolite, 

la tuberculose, la fibrose kystique (FK) et le syndrome de détresse respiratoire. Le tableau 

1.1 présente les cinq maladies respiratoires graves les plus fréquentes, qui touchent environ 

trois millions de Canadiens. Ces dernières affligent normalement les gens de tout âge, 

indépendamment de leur sexe. Les maladies respiratoires graves représentent la troisième 

cause d'hospitalisation et de décès au Canada, après les maladies cardiovasculaires et le 

cancer. En 1993, ces dernières ont eu de graves répercussions économiques sur le système 

canadien de soins de santé, en totalisant pour près de 12,18 milliards de dépenses par année. 

Ce montant englobait les coûts directs de 3,79 milliards de dollars (en médicaments, en soins 
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médicaux et hospitaliers et en recherche) ainsi que les coûts indirects de 8,39 milliards, 

associés à l'incapacité et à la mortalité. il est intéressant de noter que ce montant de dépenses 

directes en soins de santé attribuées aux maladies respiratoires s'est classé au troisième rang 

parmi les principaux problèmes de santé, soit après les maladies cardiovasculaires et les 

troubles mentaux (Santé Canada 2001). 

Tableau 1.1 

Nombre de Canadiens touchés par une maladie respiratoire 

Maladie Nbre de 

Canadiens selon 

Pathologies associées à l'ACROLÉINE les estimations 

Asthme ­ diagnostiqué par un médecin (prévalence ENSP. 1998-1999) 2474400 

MPOC - diagnostiquée par un médecin (prévalence ENSP, 1998-1999) 498400 

Cancer du poumon (nouveaux cas ­ 1996) 18441 

Fibrose kystique (prévalence du registre - 1997) 3 142 

Tuberculose (nouveaux cas ou cas de réactivation - 1998) 1 798 

Légende: les quatres pathologies encadrées en rouge sont associées à une exposltlOn à 
l'acroléine, un aldéhyde a,~-insaturé produit entre autre lors de la combustion incomplète de 
matière organique (Santé Canada 200 t). 

1.1.2 Asthme 

L'asthme est une maladie pulmonaire chronique qui se caractérise par une difficulté à 

respirer causée par la présence d'une inflammation systémique, d'un stress oxydatif et d'une 

inflammation chronique de la paroi des voies aériennes (Kirkham et Rahman, 2006). En 

2003, 287 Canadiens sont décédés de l'asthme (Association pulmonaire du Canada, 2007). 

Les symptômes et les crises d'asthme sont généralement déclenchés par l'exposition à des 

allergènes, les infections respiratoires virales, l'exercice ou l'exposition à des vapeurs ou à 

des gaz initants. Ces facteurs causent une inflammation localisée dans les poumons et un 

rétrécissement anormal des voies respiratoires, qui entraînent ainsi les symptômes d'asthme 

(Santé Canada 2001). Plus les voies aériennes hypersensibles d'un individu asthmatique sont 

enflées, plus les muscles qui entourent ces dernières fibrillent et se contractent brusquement 
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(Association pulmonaire du Canada, 2007). La figure 1.1 présente les voies respiratoires 

d'une personne asthmatique versus celles d'une personne saine. 

Why asthma makes it hard to breathe 

AIr enters the r6SpJratory system 
Irom the rose and mouth and 
Iravels Ihrough the broo:t*l1 tltles. 

ln anorrasthmatlc person. 
the muscles around theln an asthmalic person, the 

bronchial tubes are relaxedmuscles of Ihe brorchialtubes 
and the tissue Ihin.tighten and thicken. and the 

allowing lor easyair passages becom6 
airllow.Intlamed and mucus­

fille<!. maklng il 
dllliclllllor air 10 1T'()Ve. 

Inllamed branchial tube 
01 an asthmatic Normal bronchial tube 

Certains éléments rendent une personne plus susceptible à l'asthme. Pour les enfants, 

cette susceptibilité à l'asthme semble être déterminée durant le développement du fœtus et au 

cours des trois à cinq premières années de la vie (Santé Canada 2001). Les facteurs de risque 

potentiellement liés au développement de cette maladie comprennent les antécédents 

familiaux d'allergies comprenant les affections allergiques (asthme, rhume des foins ou 

eczéma), l'exposition importante au cours de la première année de la vie des enfants 

susceptibles à des allergènes inhalés (animal de compagnie, acariens, coquerelles, 
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moisissures), l'exposition à la fumée de tabac (y compris l'exposition in ~tfero), les infections 

respiratoires fréquentes au cours des premières années de vie, le faible poids à la naissance et 

le syndrome de détresse respiratoire (Santé Canada 2001; Association pulmonaire du Canada, 

2007). 

Chez les adultes, l'asthme peut être déclenché par une exposition professionnelle à des 

sensibilisants de faible masse moléculaire (exemple: présence d'animaux, d'isocyanates, de 

poussières), ou par une exposition simultanée à des agents infectieux, à des allergènes et à la 

pollution (Santé Canada 2001; Kirkham et Rahman, 2006; Association pulmonaire du 

Canada, 2007). En ce qui concerne la pollution atmosphérique, y compris la fumée de tabac, 

elle ne peut être considérée comme étant la cause primaire de l'asthme, mais plutôt comme 

un facteur aggravant de la maladie. 

Les éléments susceptibles de déclencher l'asthme, chez les enfants et les adultes, 

peuvent générer un stress oxydatif en favorisant l'augmentation de la production d'espèces 

réactives de l'oxygène (ROS) dans leurs voies aériennes. Les ROS sont des molécules 

instables ayant généralement un électron non apparié porté par l'atome d'oxygène comme Je 

superoxyde (02'-) et le radical hydroxyle (HO·), mais le peroxyde d'hydrogène (H20 2) fait 

aussi partie de ces espèces. Il y a principalement deux sources de production de ROS dans 

les poumons: par des réactions métaboliques endogènes ou par des polluants exogènes. La 

production endogène est réalisée par J'activation de certaines enzymes comme la NADPH 

oxydase des cellules inflammatoires et épithéliales présentent dans les poumons en réponse 

au pathogène ou à l'irritant (Rochelle et al., 1998; van der Vliet, 2007). Cette production 

cellulaire des ROS provient de différentes réactions: la respiration mitochondriale (via la 

chaîne de transport des électrons), du système xanthine / xanthine oxydase, mais 

majoritairement de la NADPH oxydase. Ces réactions ont pour effet de relâcher le 

superoxyde des macrophages et des éosinophiles activés. La production exogène des ROS 

provient des gaz et des particules de l'air pollué. Il faut noter que ces derniers peuvent 

engendrer la production de ROS in situ. Ces molécules instables ont toutes la capacité 

d'initier les réactions d'oxydation des protéines, de l'ADN et des lipides qui peuvent causer 

directement des dommages aux tissus, comme la peroxydation des phospholipides de la 
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membrane plasnùque (voir section 1.3.6), ou induire une variété de réponses cellulaires, en 

augmentant la signalisation pro-inflammatoire ou en changeant la fonction de certaines 

enzymes (Gutteridge, 1995). Toutes ces modifications causées par la présence des ROS 

peuvent donc significativement interférer avec la fonction de la cellule pulmonaire (Poli et 

al., 2004). 

Considérant que les poumons sont dans un environnement riche en oxygène et remplis 

de vaisseaux sanguins, ils sont donc très vulnérables aux dommages occasionnés par le stress 

oxydatif (Kirkham et Rahman, 2006). Ce dernier est reconnu comme étant une partie 

intégrale du processus d'inflammation dans plusieurs maladies pulmonaires associées à une 

inflammation chronique des voies respiratoires, comme l'asthme et la MPOC. Les ROS 

peuvent donc initier et amplifier une réponse inflammatoire dans les poumons menant aux 

symptômes de l'asthme (Kirkham et Rahman, 2006). En effet, l'inflammation systémique et 

pulmonaire chronique cause l'influx et J'activation de cellules inflammatoires (macrophages, 

neutrophiles, éosinophiles, lymphocytes et mastocytes), qui génèrent des médiateurs 

inflammatoires tels que l'interféron gamma (INF-y) (Gern et Busse, 1999), l' interleukine-13 

(IL-13) (Ford et al., 2001), le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a.) (Halayko et 

Amrani, 2003), et ces évènements causent des dommages importants aux cellules épithéliales 

des voies respiratoires. Pendant ces processus, il y a libération de l'acide arachidonique 

(reconnu comme médiateur dans les processus d'hypersécrétion de mucus), contraction des 

muscles lisses des voies respiratoires, augmentation de la réactivité et de la sécrétion de 

mucus des voies aériennes, augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins et 

augmentation de la synthèse des molécules chimioattractantes (Owen et al., 1991; Sadeghi­

Hashjin et al., 1996). Alors, la présence et l'intensité du stress oxydatif, qui provient de la 

production massive de ROS et qui conduit à l'inflammation chronique locale et systémique, 

ont d'importantes conséquences sur la pathologie, la sévérité et même le traitement de 

l'asthme (Kirkham et Rahman, 2006). 
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1.1.3 Maladie pulmonaire obstructive chronique 

La MPOC est une affection qui progresse lentement et qui est normalement 

irréversible (s'éteint souvent par le décès). Elle est caractérisée par des difficultés 

respiratoires causées par l'essoufflement, la toux, la perte d'élasticité et de la forme des voies 

aériennes et des alvéoles, la perte de l'intégrité de la paroi des alvéoles, l'épaississement et 

l'inflammation des parois des voies respiratoires ainsi que la surproduction de mucus (Santé 

Canada 2001; Kirkham et Rahman, 2006; Association pulmonaire du Canada, 2007). Ses 

symptômes ne se manifestent habituellement pas avant l'âge de 55 ans mais les changements 

au niveau du poumon débutent avant. La MPOC englobe quelques maladies pulmonaires. 

Les plus courantes sont la bronchite chronique et l'emphysème. Plusieurs personnes atteintes 

de la MPOC ont ces deux maladies en même temps. La bronchite chronique est une 

inflammation chronique de la muqueuse des bronches. L'emphysème, de son côté, est 

caractérisé par une dilatation anormale et permanente des alvéoles pulmonaires pouvant 

entraîner la rupture de leurs parois et l'infiltration gazeuse du tissu cellulaire (Santé Canada 

2001; Association pulmonaire du Canada, 2007). 

La cause principale du développement de la MPOC est, dans 80 à 90% des cas, la 

cigarette. Cependant, il existe d'autres facteurs pouvant augmenter les risques de souffrir de 

cette maladie. La seconde cause en importance est l'exposition professionnelle aux 

poussières et à certaines fumées (par exemple: cadmium, poussière d'or, de charbon, de 

céréale). Les polluants de l'air peuvent accroître le risque de déclencher la MPOC. Des 

antécédents d'infections pulmonaires répétées durant l'enfance et l'exposition à la fumée de 

tabac peuvent prédisposer l'individu à la MPOC (Santé Canada 2001; Kirkham et Rahman, 

2006; Association pulmonaire du Canada, 2007). 

Tout comme pour l'asthme, chez les personnes souffrant de la MPOC, il y a une forte 

augmentation du stress oxydatif dans leurs poumons qui provient de la surabondance des 

particules oxydantes inhalées et des ROS générées par les cellules inflammatoires, 

immunitaires et structurales présentent dans les voies respiratoires (Corradi et al., 2004; 

Kirkham et Rahman, 2006). Par conséquent, chez le fumeur, la hausse importante du nombre 
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de palticules oxydantes inhalées provient de la fumée de sa cigarette qui contient environ 1014 

molécules oxydantes et 3000 ppm d'oxyde nitrique (NO) par inhalation (Church et Pryor, 

1985). Plusieurs de ces substances contenues dans la fumée de cigarette, incluant les ROS 

tels que l'oxyde nitrique (NO-), le dioxyde d'azote radicalaire (NO l -), un mélange de 

semiquinones, d'hydroquinones et de quinones (Pryor et al., 1983), sont soupçonnés d'être 

responsables du processus d'inflammation dans la MPOC (Facchinetti et al., 2007). Il faut 

aussi noter que les autres facteurs de risques pour la MPOC (l'exposition aux poussières, les 

polluants de l'air, les infections pulmonaires répétées) ont tous la capacité d'induire un stress 

oxydatif. 

Pour conclure, la MPOC est caractérisée par un stress oxydatif, qui stimule les 

macrophages des alvéoles à produire et à relâcher plus de ROS ainsi que certains médiateurs 

comme le TNP-a, permettant l'infiltration massive de cellules inflammatoires, comme les 

neutrophiles, dans les poumons. Tout ceci conduit à l'inflammation chronique des voies 

respiratoires et aux dommages irréversibles des cellules pulmonaires (Kirkham et Rahman, 

2006; Facchinetti et al., 2007). 

1.1.4 Fibrose kystique 

La fibrose kystique (FK) a été décrite pour la première fois à la fin des années 1930. 

À ce moment, on ne la reconnaissait qu'après le décès de l'enfant, souvent pour cause de 

malnutrition ou à la suite d'une pneumonie (Fondation canadienne de la fibrose kystique 

2007). Cette maladie respiratoire chronique est la plus répandue des maladies héréditaires 

mortelles chez les jeunes canadiens de race blanche. Environ un Canadien sur vingt-cinq est 

porteur du gène défectueux responsable de la FK et un nouveau-né sur 3600 en est atteint 

(Santé Canada 2001; Fondation canadienne de la fibrose kystique 2007). Les symptômes 

apparaissent généralement au cours des premières années de vie. Elle affecte plusieurs 

organes mais principalement les poumons et l'appareil digestif. Dans les poumons, la FK 

amène une surproduction et une accumulation de mucus épais qui rend donc l'élimination des 

pathogènes aériens plus difficile. Ceci est à l'origine des cycles d'infection pulmonaire grave 

et d'inflammation qui endommagent les tissus des poumons (Santé Canada 2001; Fondation 
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canadienne de la fibrose kystique 2007). Dans l'appareil digestif, cette maladie freine 

grandement la digestion et l'absorption d'éléments nutritifs en quantité suffisante. Le mucus 

épais obstrue les conduits du pancréas et empêche ses enzymes d'atteindre les intestins pour 

faciliter la digestion des aliments (Santé Canada 2001; Fondation canadienne de la fibrose 

kystique 2007). 

La sécrétion excessive de mucus est un processus commun à plusieurs pathologies 

pulmonaires comme l'asthme, la MPOC et la FK (Lundgren et Shelhamer, 1990). Ces 

désordres pulmonaires peuvent être causés ou aggravés par la présence de pathogènes ou 

d'irritants dans les voies aériennes, tels que les aldéhydes de la fumée de cigarette. Les 

personnes souffrant de ces maladies présentent certaines anomalies dans leurs glandes 

submucosales et à la surface de l'épithélium pulmonaire dues à l'inflammation, à 

l'augmentation du nombre de cellules mucosales et à l'excès de mucus présent dans les voies 

respiratoires. Cette inflammation pulmonaire cause l'influx et l'activation de cellules 

inflammatoires, qui génèrent des médiateurs inflammatoires. Certaines classes de ces 

médiateurs comme des cytokines (TNF-a.) (Cohan et al., 1991; Levine et al., 1995), des 

protéases (Klinger et al., 1984; Sommerhoff et al., 1990), des ROS (Adler et al., 1990) et des 

métabolites de l'acide arachidonique (Marom et al., 1983; Enss et al., 1997) sont impliquées 

dans le processus d'hypersécrétion de mucus (Borchers et al., 1999). 

1.1 .5 Cancer du poumon 

Le cancer du poumon est responsable du développement de cellules anormales, qui se 

multiplient et prennent le contrôle des tissus sains de cet organe (Association pulmonaire du 

Canada, 2007). Au Canada, le cancer du poumon est la principale cause de décès par cancer 

étant à l'origine d'environ 30% des décès attribuables au cancer chez les hommes et de 20% 

des décès dus au cancer chez les femmes (Santé Canada 2001). Le cancer du poumon est 

classifié en deux types, selon sa formation et sa progression différente. Le tableau 1.2 

présente la classification des types et des sous-types de ce cancer. 
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Le premier type, le cancer du poumon « non à petites cellules », est la forme de cancer 

du poumon la plus répandue (de 85 à 90% des cas) mais qui évolue plus lentement que l'autre 

type. TI en existe trois sous-types car lorsqu'on observe les cellules cancéreuses sous un 

microscope, elles diffèrent par leur taille, leur forme et l'expression de certains marqueurs 

chimiques (American Cancer Society, 2007; Association pulmonaire du Canada, 2007). 

Le deuxième type, le cancer du poumon à petites cellules, une forme plus rare, compte 

pour environ 15% de tous les cancers pulmonaires. Ce type prend souvent naissance dans les 

bronches. Même si ces cellules cancéreuses sont très petites, elles peuvent se multiplier 

rapidement et former de grandes tumeurs qui peuvent envahir d'autres parties du corps. Ce 

type de cancer est très rare chez une personne qui n'ajamais fumé (American Cancer Society, 

2007; Association pulmonaire du Canada, 2007). 

Tableau 1.2
 

Classification des types et des sous-types du cancer du poumon.
 

Cancer du Dournon non à Delites cellules Cancer du Doumon à Detites cellules 
Adénocarcinome Carcinome à petites cellules 
(environ 40%) (cellules en grains d'avoine) 
Carcinome épidermo'ide Carcinome mixte à petites et à grandes 
(25-30%) cellules (cellules intermédiaires) 
Carcinome à grandes cellules indifférenciées Carcinome mixte à petites cellules 
(10-15%) 
UlcaHsation: dans n'importe quelle partie des Localisation: alvéoles, bronches, bronchioles, 
poumons tissus de soutien des poumons 

Légende: les pourcentages mdiqués dans le tableau sont l'mcidence de ce sous-type par 
rapport à tous les cancers du poumon. (American Cancer Society, 2007; Association 
pulmonaire du Canada, 2007) 

TI existe plusieurs causes qui augmentent les risques de cancer du poumon, telles 

que la présence de certaines lésions pulmonaires qui touchent surtout le tissu cicatriciel des 

poumons, l'exposition à des substances mutagènes ou cancérigènes (comme l'amiante, 

l'arsenic, le chrome, la silice, le nickel, l'uranium, le radon et certains produits pétroliers) en 

milieu de travail ou dans l'environnement, mais la première cause est le tabagisme. Au 

Canada, le tabac est responsable d'au moins 70 à 80% de tous les cas de cancer du poumon 

chez les femmes et de 90% des cas chez les hommes (Santé Canada 2001; Association 
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pulmonaire du Canada, 2007). Le risque augmente de façon marquée avec le nombre de 

cigarettes fumées par jour et encore plus avec le nombre d'années d'usage du tabac (Santé 

Canada 2001). La fumée de tabac contient plus de 4000 produits chimiques reconnus comme 

étant dangereux, dont plusieurs sont cancérigènes (Gomes et al., 2002; Association 

pulmonaire du Canada, 2007). Par exemple, l'acroléine est un des aldéhydes les plus 

abondants, réactifs et mutagènes de la fumée de cigarette. Cette molécule a la capacité de 

causer directement des dommages à l'ADN en plus d'inhiber les mécanismes de réparation 

de l'ADN. Ces deux effets peuvent conduire à plus de mutations dans les cellules 

pulmonaires et par conséquent, à déclencher un cancer du poumon (Feng et al., 2006). Donc, 

la meilleure solution pour diminuer au maximum le risque de ce cancer est de ne pas fumer et 

d'éviter l'exposition à la fumée secondaire, sans oublier qu'il n'est jamais trop tard pour 

arrêter de fumer (Association pulmonaire du Canada, 2007). 

1.2 Facteurs de risque pour les maladies respiratoires graves 

1.2.1 Qualité de l'air extérieur 

Le lien entre qualité de l'air et la santé est difficile à distinguer, dû à la complexité des 

rapports entre les nombreux facteurs: les expositions personnelles, la génétique, les maladies 

latentes, les habitudes de vie et alimentaires, l'emplacement géographique et le climat. 

Malgré tout, des recherches sur les effets des niveaux actuels de la pollution de l'air extérieur 

et les troubles respiratoires ont révélé l'existence d'un lien avec les décès prématurés et le 

nombre accru d' hospitalisations (Santé Canada 2001). Santé Canada estime que, dans Il 

grandes villes canadiennes, la pollution atmosphérique est responsable de 5000 décès 

prématurés. De plus, environ 80% des hospitalisations liées à la pollution de l'air extérieur 

ont été attribuées à un mélange gazeux (S02' N02, CO, l'ozone troposphérique) et 20% 

seraient attribuables aux particules. Les effets de ces polluants sur la santé sont plus sévères 

chez les gens souffrant de maladies respiratoires graves (Santé Canada 2001). 
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Par conséquent, ces polluants gazeux ou ces particules qui affectent la qualité de l'air 

au Canada proviennent de l'utilisation de combustibles fossiles, des fonderies, des centrales 

thermiques et des industries. L'ozone troposphérique se forme par des réactions chimiques 

entre la lumière solaire, le N02 et des composés organiques volatils. Malgré que sa 

concentration semble diminuer avec les années, plusieurs régions du Canada, dont le corridor 

Windsor-Québec, dépassent la norme actuelle de 82 ppb en matière de qualité de l'air. Les 

concentrations de particules dans l'air sont dues à une combinaison de sources naturelles et 

anthropiques. Elles sont composées de diverses substances chimiques comme les sulfates, les 

nitrates, des composés organiques (dont l'acroléine). Tous ces polluants forment le smog et 

les pluies acides (Santé Canada 2001). 

Cette pollution atmosphérique provenant d'un mélange gazeux et de particules génère 

la source de production environnementale d'espèces réactives de l'oxygène (02.-, H20 2, 

HO·), auxquelles les poumons sont exposés lors de la respiration. De plus, en pénétrant dans 

les poumons, les gaz oxydants comme l'ozone, le S02, le N02, le CO ainsi que les particules 

de l'air, ayant un diamètre inférieur à 10 micromètres, peuvent aussi mener à une production 

in situ de ROS. Par conséquent, l'augmentation du taux de ces oxydants peut amplifier la 

réponse inflammatoire dans les maladies respiratoires graves (Kirkham et Rahman, 2006). 

1.2.2 Qualité de l'air intérieur 

La qualité de l'air intérieur est influencée par les concentrations de polluants 

intérieurs, les appareils de combustion, les sources personnelles (tabagisme, ammaux 

domestiques), les produits de consommation et les matériaux de construction. Par ces 

multiples expositions simultanées, la pollution de l'air intérieur peut aggraver et même 

causer des maladies respiratoires graves. Pour ce qui est de l'asthme, il existe un rapport de 

cause à effet entre l'exposition aux aUergènes produits par les acariens détriticoles et cette 

pathologie. De plus, plusieurs polluants de l'air intérieur sont liés à l'exacerbation de 

l'asthme dont l'exposition à la fumée de tabac, à de fortes concentrations de N02, aux 

allergènes (d'animaux, d'acariens et de coquerelles), aux champignons et aux rhinovirus 

(Santé Canada 2001). 
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La pollution de ce milieu provient de différentes sources comme l'air extérieur, la 

fumée de tabac ambiante, les matières biologiques, les produits de combustion et les matières 

radioactives. Naturellement, tous les polluants de l'air extérieur peuvent se retrouver à 

l'intérieur et dans le cas des particules fines, le CO et le NOz, ils se retrouvent tous à des 

concentrations supérieures à l'intérieur qu'à l'extérieur. Pour ce qui est des contaminants 

biologiques (bactéries, virus et allergènes), ils sont souvent responsables d'affections 

allergiques, d'asthme et de symptômes respiratoires. Les produits de combustion au gaz, au 

bois ou à l'huile, généralement constitués de CO, NOz, SOz et de particules respirables 

(comme l'acroléine), peuvent augmenter le risque de maladie respiratoire jusqu'à 30%. Pour 

les matières radioactives, l'exposition au radon est considérée comme la deuxième cause de 

cancer des poumons, après la cigarette. Par conséquent, la qualité de l'air intérieur est un 

facteur de risque important pour les maladies respiratoires graves car selon l'étude intitulée 

« Canadian Human Activities Pattern Survey », les Canadiens passent environ 90% du temps 

à l'intérieur (Santé Canada 2001). 

1.2.3 Tabagisme 

Le tabagisme et la fumée secondaire sont les principaux facteurs de risque évitable des 

maladies respiratoires graves. Selon Santé Canada, en 2001, un Canadien sur quatre fume 

des cigarettes à tous les jours. Chez l'adulte, l'exposition directe ou indirecte à la fumée de 

tabac aggrave les risques d'asthme, de la MPOC et de cancer du poumon. Chez les enfants, 

cette exposition augmente les risques d'asthme, de bronchite, de bronchiolite, de syndrome 

de mort subite du nourrisson et de syndrome de détresse respiratoire du bébé (Santé Canada 

2001). 

Les maladies respiratoires telles que les bronchites, l'asthme et la FK, peuvent être 

causées ou aggravées par des particules oxydantes de la fumée de cigarette (Shephard, 1992; 

Troisi et al., 1995). Ces molécules peuvent pénétrer facilement dans les cellules el inhiber 

leur migration, leur prolifération et leur redifférenciation, empêchant ainsi la réparation des 

tissus pulmonaires, ce qui peut potentiellement compromettre les fonctions respiratoires 

(Wang et al., 2001). 
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D'un autre côté, les cellules des VOles respiratoires in vitro peuvent reprendre 

efficacement leur processus de réparation si elles ne sont plus exposées aux molécules 

oxydantes de la fumée de cigarette. Ceci permet d'expliquer qu'en général, les personnes qui 

cessent de fumer peuvent grandement diminuer leurs risques de développer des maladies 

respiratoires et plus ce renoncement dure longtemps, plus la réduction des risques est 

importante (Santé Canada 2001; Wang et al., 2001). 

1.3 Acroléine 

1.3.1 Généralités (utilisation et production) 

Le nom acroléine provient des mots latin acer et olere signifiant respectivement aigre, 

âcre et sentir, qui caractérise très bien l'odeur mordante et suffocante de cette molécule. Son 

suffixe vient du mot glycérine puisque sa synthèse est obtenue par déshydratation de la 

glycérine (Robert, 1991). Pour l'humain, l'acroléine est hautement toxique pour les voies 

respiratoires, les yeux et la peau pouvant causer la nausée, la diarrhée, l'irritation sévère au 

lieu d'exposition, la détresse du système respiratoire, l'œdème pulmonaire, la dermatite, la 

nécrose tissulaire, l'inconscience et parfois même la mort (Ghilarducci et Tjeerdema, J 995; 

Worid Health Organization, 2002). La plupart des gens ne peuvent pas tolérer une exposition 

à l'acroléine de 2,2 ppm ou plus, pour plus de deux minutes, tandis qu'une exposition aux 

concentrations au-dessus de 8,73 ppm peut être fatale (Einhorn, 1975; Kirk, 1991; World 

Health Organization, 2002). 

L'acroléine est principalement utilisée comme herbicide aquatique dans les canaux 

d'irrigation et comme microbiocide dans l'eau produite pour l'exploration d'huiles. 

L'acroléine est rapidement métabolisée par les organismes et elle ne se bioaccumule pas. Par 

conséquent, il est peu probable que cette dernière soit transportée sur de longues distances à 

cause de sa grande réactivité et sa courte demi-vie estimée dans l'eau et dans l'air 

(Ghilarducci et Tjeerdema, 1995; World Health Organization, 2002). Selon les rapports de 

« International Programme on Chemical Safety » en 2005, la demi-vie globale de l'acroléine 
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basée sur sa réactivité est estimée de 30 à 100 heures dans l'eau et de moins de 10 heures 

dans l'air (Mackay et al., 1995). 

En plus d'être utilisée comme biocide, l'acroléine est produite et utilisée 

exclusivement par l'industrie chimique comme intermédiaire dans la production d'additifs de 

la nourriture pour les animaux, d'agent pour teindre le cuir et d'ingrédient actif pour 

récupérer le sulfure d'hydrogène des liquides obtenus des opérations pétrolières. L'acroléine 

peut aussi solubiliser les dépôts de sulfure ferreux qui obstruent les puits, les citernes et les 

barils (World Health Organization, 2002). Elle est utilisée entre autres comme intermédiaire 

dans la production d'acide acrylique, de polymères d'acrylate, de la DL-méthionine 

(Ghilarducci et Tjeerdema, 1995; Kehrer et Biswal, 2000) et de l'immunosuppresseur 

FR901483 (Maeng et Funk, 2001). Ainsi, les travailleurs dans diverses industries sont 

exposés à l'acroléine. 

1.3.2 Structure et propriétés chimiques 

L'acroléine (CAS 107-02-8) est aussi connue sous les noms: 2-Propenal, prop-2-enal, 

acraldéhyde, acrylaldéhyde, aldéhyde acrylique ou allylique, aqualin et magnacide. Sa 

formule chimique est C3tLO et son poids moléculaire est de 56,06 g/mol (World Health 

Organization, 2002). Sa structure est représentée à la figure 1.2. À la température de la 

0\\ pièce, l'acroléine se retrouve sous forme d'un liquide 
H 

~c _ H clair, très volatil avec une odeur âcre et irritante (World 
=c 

Health Organization, 2002). Quelques autres propriétés /'"'"c 
'\.

HH 

physiques et chimiques de l'acroléine sont un point
Figure 1.2 La structure chimique 
de l'acroléine présentant un d'ébullition de 52,1 à 53,5 Oc à 101,3 kPa, une 
système conjugué. 

solubilité dans l'eau de 206 à 270 g/litre à 20 oC, une 

pression de vapeur de 29,3 à 36,5 kPa à 20 Oc et dans l'air à 25 Oc et JO 1,3 kPa, 1 ppm 

d'acroléine représente une concentration de 2,29 mg/m3 (World Health Organization, 2002). 

Ce produit est mutagène et génotoxique (International Agency for Research on 

Cancer, 1995). L'acroléine est un aldéhyde a,~-insaturé hautement réactif et sa toxicité 
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provient du système conjugué dans cette molécule (représenté à la figure 1.2), la rendant 

extrêmement électrophile (Beauchamp et al., 1985; Witz, 1989; Kehrer et Biswal, 2000). 

1.3.3 Sources potentielles d'exposition 

L'acroléine est un polluant omniprésent dans l'environnement et l'humain s'expose de 

façon considérable à cet agent toxique dans plusieurs situations (Kehrer et Biswal, 2000). 

C'est une particule relâchée naturellement dans l'atmosphère comme produit des processus 

de fermentation et de mûrissement (World Health Organization, 2002). De plus, l'acroléine 

est générée lors de feux de forêt ou de maison comme produit de la combustion incomplète 

de la matière organique (Lipari, 1984; World Health Organization, 2002) et elle est formée 

par l'oxydation photochimique des hydrocarbures de l'atmosphère (Ghilarducci et 

Tjeerdema, 1995; World Health Organization, 2002). La principale source anthropogénique 

d'émission d'acroléine, dans l'environnement au Canada, est suspectée de provenir des 

activités de combustion, par exemple l'incinération des ordures, les fournaises, les foyers, les 

centrales électriques, la combustion de végétaux ou de plastiques de polyéthylène et la 

cuisson de la nourriture. Par contre, l'émission de ['acroléine provient majoritairement de la 

combustion d'essence et du diésel des véhicules motorisés (Ghilarducci et Tjeerdema, 1995; 

World Health Organization, 2002). Le tableau 1.3 représente les sources et les quantités 

estimées d'émission d'acroléine dans l'atmosphère au Canada. Dans les villes canadiennes 

entre 1989 et 1996, la moyenne des concentrations d'acroléine dans l'atmosphère était 

généralement inférieure à 0,2 ~g/m3. Malheureusement, de 1990 à 1999, les concentrations 

d'acroléine ont augmenté dans l'atmosphère de 0,4 à 1, 1 ~g/m3 dans les villes et les banlieues 

du Canada (World Health Organization, 2002). 
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Tableau 1.3 

Sources et estimations d'émission d'acroléine dans l'atmosphère au Canada. 
(World Health Organization, 2002) 

Sources	 Estimated releases (kg/year) 

Natural sources: fermentation, forest tires Unknown 

Road motor vehicles	 209 000-2730000' 

Off-road motor vehicles, b including aircraft Unknown, could be greater than road vehicle release 

Oriented-strand board (OSB) industry	 3 208-25 664< 

Pulp and paper (kraft) mills	 3747-18735d 

Waste incineration	 2435e 

Coal-based electric power generation plants 467-17504' 

Other combustion sourcesg	 Unknown 

Atmospheric production from other pollutants Unknown 

By-product of vinyl acetate production Negligibleh 

a	 Estimated based on emissions test data from Howes (1989a,b). BUA (1994), L.A. Graham (personal communication, 1996), 
and IPCS (1996). mulliplied by the estimated 1995 mileage for on-road motor vehicles in Canada (Environment Canada, 
1993). This estimate also considers that about 90% of light-duty gas vehicles in Canada have catalytic converters, which 
reduce emissions (L. King, personal communication. 1998). 

b	 The.se include aircraft, railway anda mrine vehicles, other off-road motor vehicles, and gas-powered lawnmowers and 
snowblowers, most of which are expected to have greater emission rates than on-road vehicles because of a lack of pollution 
control feature.s (L.A. Graham, personal communication, 1998). 

c	 The lower estimate corresponds to the total emissions of acrolein in 1995 reported by two OSB companies responding to the 
CEPA Section 16 Industrial Survey (Environ ment Canada. 1997) and one OSB company reporting to the Accelerated 
ReductionlElimination of Toxics (ARET) program (ARET Secretariat, 1998). The larger value is the total emission estimated 
for ail 24 such plants in Canada (D. Halliburton, personal communication, 1998), assuming an average emission rate of 1070 
kg/year pel' mill. 

d	 The lower estimate corresponds to the total emissions of acrolein in 1995 reported in response to the CEPA Section 16 
Industrial Survey by nine Canadian pulp and paper (kraft) mills (Environ ment Canada, 1997). The larger value is the total 
emission estimated for ail 45 such kraft mills in Canada (D. Halliburton, personal communication, 1998). assuming an 
average emission rate of 416 kg/year pel' mil!. 

e	 Based on the estimated emission rate of acrolein from one municipal incinerator in Ontatio (Novamann International, 1997), 
the nameplate capacity of Canadian hazardous waste incinerators, and the amount of municipal. hazardous, and biomedical 
waste incinerated in Canada in 1996. 

Bascd on US emission rates (Lipari et al., 1984; Sverdrup et al., 1994), high heating value of fuel. and Canadian coal 
consumption in 1995 (D. Rose, personal communication, 1998). 

g	 Indudes prescribed burning, wood-burning fumaces and fireplaces, natural gas fumaces, other e1ectric power generation 
plants, and other industries (e.g., smelters). 

h	 The unintentional production of 2700 kg of acrolein was reported in 1995 by one vinyl acetate producer in the CEPA Section 
16 Industrial Survey. Related releases of acrolein are estimated to be negligible. because it is reponed that impurities such as 
acrolein are separated and processed for recovery or disposai (Environment Canada. 1997), 
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Il est intéressant de noter qu'au Canada dans l'air ambiant de nos foyers et lieux de 

travail, l'acroléine se retrouve à des concentrations approximativement 2 à 20 fois plus 

élevées que celles dans l'atmosphère (World Health Organization, 2002). Pour expliquer 

cette différence, l'acroléine peut provenir de diverses sources dont la combustion de matières 

organiques, la fumée de cigarette ainsi que la nourriture (Kehrer et Biswal, 2000). Pour ce 

qui est de la fumée de cigarette, elle est responsable de la formation de 10 à 500 !1g ou 50 à 

90 ppm d'acroléine par cigarette (Borchers et al., 1999; Kehrer et Biswal, 2000). Dans la 

nourriture, l'acroléine est produite pendant la cuisson par la vaporisation de corps gras, dont 

on a rapporté de sévères cas de toxicité chez l'humain (Beauchamp et al., 1985; World 

Health Organization, 2002). Elle peut aussi être formée lors du mûrissement des fruits 

(Hayase, 1984; World Health Organization, 2002). De plus, l'acroléine a été détectée dans 

certains fromages, le caviar, le veau (Feron et al., 1991), le poulet cru ou cuit (Hrdlicka et 

Kuca, 1965), la noix de cacao, les liqueurs de chocolat (Boyd et al., 1965) et les mélasses 

(Hrdlicka et Janicek, 1968). Lors de la fermentation de l'alcool ou de l'entreposage et de la 

maturation des produits alcoolisés, l'acroléine peut être formée comme sous-produit 

indésirable (Feron et al., 1991; World Health Organization, 2002). Cette molécule toxique 

peut aussi provenir de la dégradation thermique des cellophanes et des thermoplastiques de 

polystyrène utilisés pour emballer les aliments (Zitting et Heinonen, 1980; World Health 

Organization, 2002). 

En plus de ces sources d'expositions exogènes, l'acroléine esl produite en petite 

quantité in situ, lors du catabolisme intermédiaire normal de divers acides aminés et des 

polyamines (Alarcon, 1976; World Health Organization, 2002). De plus, elle est formée 

pendant le métabolisme de l'alcool allylique ou de la cyc\ophosphamide, un agent 

chirniothérapeutique (Cox, 1979; Ghilarducci et Tjeerdema, 1995; Ramu et al., 1996). 

L'acroléine est aussi produite lors de la peroxydation des lipides membranaires générée par 

un stress oxydatif, qui est impliqué dans plusieurs désordres pulmonaires (Nath et al., 1997; 

World Health Organization, 2002). Par irradiation aux ultra-violets, la trioléine, un lipide de 

la peau, peut être dégradée en acroléine (Ghilarducci et Tjeerdema, 1995). Elle peut aussi 

être formée à partir de l'oxydation de la thréonine par la myéloperoxydase du neutrophile aux 

sites d'inflammation (Anderson et al., 1997). En plus, l'acroléine est générée via le 
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métabolisme de ['al1ylamine, une toxine cardiovasculaire (He et al., 1998). La figure 1.3 

présente quelques voies métaboliques de la production endogène d'acroléine. 

CH 1= CH' CH I OR CH I = CH'CHPH 

allyl ester ailyi alcohol pancrealic esterase liver cylosol 
intestinal mucosa +NAD' 
liver 

a > ~ 
}'J~ P450 Donenzymatic 3a> 

A 

N-P.=O ~- - - - - ~ 
/ ~+

\ ~Iimination + N-P\,O 
a 0 a 0­

cyclopbosphamide [acrolcinl phospboramide mustard 
B 

Désamination olCYdative 
Polyamines catalyseur: enzyme BSAO 

(contenant amines primaires) (exemple) 

exemples: spennine. sllermidine 

Instable = ~-élimination 

c 
Figure 1.3 Voies métaboliques de la production endogène d'acroléine (identifiée en encadré
 
rouge). A) Métabolisme de l'alcool allylique en acroléine (Kaye, 1973). B) Métabolisme de la
 
cyclophosphamide (Ramu et al., 1996). C) Catabolisme des polyamines (Tabor et al., 1964;
 
Alareon, 1970; Tabor et Tabor, 1984). NAD+ : nicotinamide adénine dinucléotide, P450:
 
cytochrome P450, BSAO : amine oxydase de sérum de bovin.
 

1.3.4 Métabolisme de l'acroléine 

Il a été rapporté dans la littérature chez le rat que l'acroléine est métabolisée en 

glycidaldéhyde et en glycéraldéhyde par différentes enzymes, telles que l'époxydase et le 

cytochrome P450 des microsomes du foie et des poumons. De plus, l'acide acrylique est 

formé à partir de l'acroléine par l'aldéhyde déshydrogénase, l'enzyme contenue dans le 

cytosol et les microsomes du foie (Patel et al., 1980). Toutefois, en se basant sur les 

métabolites les plus fréquemment identifiés dans l'urine des animaux exposés à cette 

molécule toxique, la voie prédominante pour le métabolisme de l'acroléine semble impliquer 

sa conjugaison avec le glutathion suivi de sa modification en composés N-acétylcystéine 

(Patel et al., 1980; World Health Organization, 1991). Ces voies métaboliques pour 

l'acroléine sont démontrées à lafigure 1.4. 
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epo"idase o 
".oH. NAD' l ,

CH,~ CHCOOH ........- _ cytochrome P-450, NADPH ~ 
H,C -CHCHOCH,~ CHCHO 

aorylic liver cytosol and acrolein liver and lung glycidaldehydemicrosomesaoid microsomes 

1 GSH1GSH-s-tranferase 1 epo"ide 
.. hydrolase 

GSCH,CH,CHO CH,OHCHOHCHO
INTERMEDIARY S- (2-formylethyl) glutathione glyceraldehyde
METABOLISM 

... 
HOOCCHNH,CH,SCH,CH CHO 

s- (2-formylethyl) oysteine 
NTERMEDIARY+-
METABOLISM 

HOOCCHNHRCH,SCH,CH,CHO 

N-acetyl-S-(2-formylethyl)cysteine 
[S-(2-formylethyl)mercapturic acid] 

HOOCCHNHRCH,SCH,CH,COOH---­ HOOCCHNHRCH,SCH,CH,CH,OH
 

S·(2-carbo"ylethyl)-mercapturic acid S-(3-hydro"ypropyl)·mercapturic acid
 

~ /' 
URINE 

Figure 1.4 Voies métaboliques proposées pour l'acroléine chez le rat (Patel et al., 1980; World 
Health Organization, 1991). GSH. glUlathion, GS.- glutamylcystéinylglycine, ADH.- aldéhyde 
déhydrogénase, R = COCH3. 

1.3.5 Propriétés biochimiques: interactions au niveau cellulaire 

1.3.5.1 Réaction d'addition de Michael 

La réactivité primordiale de l'acroléine provient de sa liaison carbone-carbone a,l3­

insaturée. Cet aldéhyde va réagir par addition de Michael en présence de nucléophile pour 

former un adduit alkylé (Butterfield et al., 2002). À lafigure 1.5, la réaction démontre cette 

addition conjuguée d'un 

énolate nucléophile à unR~R - composé carbonyle 
~ acroléine 

o insaturé, l'acroléine (Maeda et 
O~ 

Kraus, 1997). De plus, la 
Figure 1.5 La réaction d'addition de Michael entre un énolate 
etl'acoléine (Maeda et Kraus, 1997). toxicité de l'acroléine est 

basée sur le fait qu'elle peut se lier aux acides aminés, aux thiols comme le glutathion (Ohno 

et Ormstad, 1985), à la chromatine nucléaire (Marano et Demestere, 1976) et qu'elle peut 

former de multiples adduits avec l'ADN (Marinelli et al., 1990; Smith et al., 1990b; Nath et 

al., 1996), tout ceci par la réaction d'addition de Michael (Butterfield et al., 2002). 
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1.3.5.2 Modifications des acides nucléiques 

L'acroléine a la capacité de réagir, par addition de Michael, avec les sites nucléophiles 

de l'ADN, ce qui modifie les bases d'ADN en formant des adduits exocycliques (Nath et 

Chung, 1994; Nath el al., 1996; Kehrer et Biswal, 2000). Elle peut s'additionner à une 

guanine, adénine, cytosine et thymidine, mais la majorité des adduits cycliques sont formés 

de l'acroléine-désoxyguanosine (Adibhatla et al., 2006). Cet adduit, détecté dans l'ADN des 

tissus animaux et humains, peut se retrouver sous la forme de stéréoisomères : les isomères R 

NI' (Chung el al., 1984; Khullar c:XN

NNAN et al., 1999; Kanuri et al., 
l "-H dR 2002). L'addition de 

2
1, N -Propano-a-OH-PdG l'acroléine à la guanine 
2 '-de o:~"yguanosine 

entraîne des erreurs lors de (pdG) 
la réplication de l'ADN 

dans les cellules humaines 

en substituant cette guanine ~):) ~ \~)::~ 
en thymine ou en adéninel "- H dR

H dR 
2 (Burcham et Marnett, 1994; 

2 N -(3- Oxoprop'l.rl)-
1-Hyd:ro:~..y-l,N -propano- • - J. 

2' d . 2 -deoxyguanosme Moriya et al., 1994; 
. - eoxyguanosme 

(1 -OH-PdG) Kawanishi el a!., 1998; de 

los Santos et a!., 2001). 
Figure 1.6 Structures des exocycles formés par l'addition 
de Michael entre la désoxyguanosine de l'ADN et l'acroléine 
(Kanuri et al., 2002; Yang et al., 2002). Par conséquent, la 

présence d'exocycles, dont l'acroléine désoxyguanosine, empêche l'appariement normal des 

bases de type Watson-Crick, ce qui peut inhiber la synthèse de J'ADN (de los Santos et al., 

2001; Yang el a!., 2002). Ces adduits cycliques peuvent former des mutations spontanées 

dans les cellules de mammifères et être fortement impliqués dans les processus de 

vieillissement et de cancer (Yang et al., 2002; Liu et al., 2005; Feng et a!., 2006). En plus de 
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causer des dommages à l'ADN, l'acroléine inhibe plusieurs processus tels que l'enzyme 

polyADP-ribose polymérase (PARP) impliquée dans la réparation de l'ADN (Dypbukt et al., 

1993; Grafstrom et al., 1994) et la protéine anti-tumorale p53, un facteur de transcription, 

gardienne du génome (Feng et al., 2006). L'impact des modifications des acides nucléiques 

par l'acroléine permet donc d'éclaircir son activité mutagénique et sa génotoxicité chez 

diverses espèces, comme la drosophile (Sierra et al., 1991), et chez l'humain (Curren et al., 

1988; Feng et al., 2006). 

1.3.5.3 Modifications des acides aminés 

Parmi les multiples biomolécules avec lesquelles l'acroléine peut réagir, notons qu'elle 

peut s'additionner aux groupements sulfhydryl de la cystéine, imidazole de l'histidine et 

A r'h amine de la lysine des protéines (Esterbauer et al., 1991). 

HOOC~N~O De plus, il a été démontré que cet aldéhyde est 
Ac H 

rapidement incorporé dans les protéines et génère ainsi 
B 

des dérivés carbonylés (Uchida, 1999). 

c Toujours par addition de Michael, l'acroléine peut ACNH'Ç 
réagir avec l'un ou l'autre ou les deux atomes d'azote de 

O~N~N l'anneau imidazole de l'histidine pour former deux 

adduits dont la structure est montrée à lafigure 1.7 (Gan Figure 1.7 Structures chimiques 
de l'acroléine-lysine et de et Ansari, 1987; Pocker et Janjic, 1988). En plus, un 
l'acroléine-histidine. 
A) W-acétyl-FDP-Iysine mécanisme est proposé pour la réaction de l'acroléine 
B) W-acétyl-N"-formylélhylhislidine 
C) W-acétyl-N'-formylélhylhislidine avec la lysine. L'acroléine devrait être sensible à une 
(Uchida el al., 1998a) 

addition nucléophile au groupement amine primaire de la 

lysine, à la double liaison (C-3), pour former un dérivé avec une amine secondaire et le 

groupement aldéhyde. Cet()CHO 
intermédiaire instable réagit de&'"'NH2 NAcrolein N GSH 

1 1 • 1 préférence avec une autre 
.".",.Lys - • - Lys-- -Lys­

fDP-Iyslne molécule d'acroléine vIa 

Figure 1.8 Mécanisme de la glutathiolation de protéines l'addition de Michael et génère un 
modifiées par l'acroléine (Furuhata et al., 2002). 
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dérivé imine. Après la condensation de l'aldol suivie d'une déshydratation, la réaction est 

complète et génère le dérivé NE-(3-formyl-3,4-dehydropiperidino)lysine ou FDP-Iysine 

comme produit majoritaire (Esterbauer et al., 1991; Uchida et al., 1998a). Par contre, 

puisque ce dérivé FDP-Iysine contient encore un aldéhyde a-~-insaturé, il n'est pas le produit 

final, mais plutôt un intennédiaire qui lie, de manière covalente, les groupements thiols des 

composés tels que la N-acétylcystéine et le glutathion. Le mécanisme proposé de la 

thiolation des protéines est démontré à la figure 1.8 entre l'adduit acroléine-lysine (FDP­

lysine) et le glutathion conduisant à la formation d'un nouveau conjugué protéique (Furuhata 

et al., 2002). 

1.3.5.4 Interactions avec les thiols et les facteurs de transcription 

L'acroléine lie et épuise rapidement les nucléophiles cellulaires particulièrement ceux 

contenant un groupement thiol tels que le glutathion (Kehrer et Biswal, 2000). En participant 

à la réaction d'oxydoréduction via l'oxydation réversible de sa fonction thiol active, le 

glutathion (OSH) maintient l'équilibre entre les forces oxydantes et réduites de la cellule 

(Dickinson et Forman, 2002), la protégeant ainsi contre les molécules oxydantes et les 

électrophiles (Kehrer et Biswal, 2000). En plus, le glutathion est impliqué dans la régulation 

des signaux de transduction d'oxydoréduction de plusieurs fonctions biologiques dont la 

prolifération cellulaire, l'inflammation et l'apoptose (Sen, 2000; Biswal et al., 2002; 

Filomeni et al., 2002). Lafigure 1.9 montre le mécanisme de production et de régulation des 

formes réduites et oxydées du glutathion. 

Par contre, la thiolation de certaines protéines liées à l'acroléine altère l'équilibre 

d'oxydoréduction de la cellule lors d'un stress oxydatif, par lequel ce dernier génère en plus 

une surproduction d'acroléine et de protéines adduites. Ces dernières à leur tour aggravent le 

stress oxydatif déjà présent via l'épuisement du glutathion de cette cellule (Furuhata et al., 

2002). En inhibant la glutathion réductase, l'acroléine empêche de régénérer la forme réduite 

du glutathion (OSH) lorsque ce dernier est oxydé en disulfide de glutathion (OSSO) 

(Nunoshiba et Yamamoto, 1999). L'épuisement des thiols par J'acroléine perturbe plusieurs 

voies de signalisation cellulaire impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (Filomeni et 
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al., 2002), la prolifération et la différenciation cellulaire. En plus, cet épuisement inhibe 

certains facteurs de transcription sensibles à l'état d'oxydoréduction (Arrigo, 1999; Allen et 

Tresini, 2000) de la cellule tels que le facteur nucléaire-KR (NF-KR) et la protéine activatrice­

1 (AP-I) (Horton et al., 1999; Biswal et al., 2002). La régulation par l'état d'oxydoréduction 

des facteurs de transcription se produit par leur activation dans le cytosol où ils sont alors 

relocalisés au noyau, ou encore en affectant leur liaison au promoteur à l'intérieur du noyau 

même. Ce processus requiert de la cystéine au domaine de liaison de l'ADN. En liant cet 

acide aminé nucléophile, l'acroléine peut affecter directement la transcription de ces facteurs 

ou indirectement, en diminuant le glutathion (Kehrer et Biswal, 2000). L'acroléine peut aussi 

exercer ses effets antiprolifératifs en se liant à l' ARN polymérase, causant ainsi une 

restriction sur la transcription (Moulé et al., 1971; Horton et al., 1997). 
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Figure 1.9 Voie de production et de régulation des/ormes réduites et oxydées du glutathion. 
Protein disulphide isomerase (POl) is used as an example of how the levels of reduced glutathione 
(GSH) or oxidized glutathione (GSSG) are maintained in the endoplasmic reticulum (ER). (I) 
Free cysteines are introduced into the ER in the form of newly translocated proteins. (2) 
Disulphide bonds are formed by POl, which is reduced. PDI is oxidized by Erol, which is 
oxidized by O2, a process that generates reactive oxygen species (ROS). Detoxification of ROS 
can lead to an increase in GSSG. POl might also be oxidized by GSSG leading to an increase in 
GSH. (4) POl is reduced by GSH, which leads to an increase in GSSG. (5) Influx and effiux of 
GSH or GSSG from the ER may control their ratio. Cytosolic GSSG is reduced by glutathione 
reductase. Similar activity might occur in the ER lumen (Chakravarthi et al., 2006). 
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1.3.6 Pathologies associées 

L'acroléine est associée à plusieurs maladies respiratoires graves telles que l'asthme 

(Samet et Cheng, 1994), la MPOC (Hogg, 2001), qui inclue souvent la bronchite chronique et 

l'emphysème (Saetta, 1999), la FK (Samet et Cheng, 1994; Witschi et al., 1997) et le cancer 

du poumon (Feng et al., 2006). Les ROS générées par l'acroléine, comme l'anion 

superoxyde et le radical hydroxyl, sont responsables du déclenchement d'une inflammation 

chronique (Facchinetti et al., 2007) et d'une hypersécrétion de mucus dans les voies 

respiratoires (Borchers et al., 1999). De plus, lorsqu'inhalée, l'acroléine est une substance 

toxique, hautement sélective pour les voies respiratoires (Astry et Jakab, 1983; Aranyi et al., 

1986), induisant des lésions à tous les niveaux des voies aériennes (Beauchamp et al., 1985). 

L'exposition à cet aldéhyde est aussi reconnue pour affecter les processus inflammatoires­

immunitaires (Li, L. et al., 1997a; Finkelstein et al., 2001; Nguyen et al., 2001) qui 

contribuent aux déficiences documentées dans la défense du poumon contre les infections 

chez les fumeurs (Jakab, 1977; Green, 1985). 

L'acroléine a aussi la capacité d'initier la peroxydation lipidique (Patel, 1987; Adams 

et Klaidman, 1993), qui altère les lipides des membranes cellulaires. Cet aldéhyde a été 

identifié comme un des sous-produits cytotoxiques formés par cette peroxydation lipidique, 

mais tous les métabolites de cette réaction dont la malondialdéhyde et le 4-hydroxynonénal 

(HNE) ont la capacité de se lier de manière covalente aux protéines cellulaires, modifiant 

ainsi leurs fonctions (Calingasan et al., 1999; Adibhatla et al., 2006). En effet, les adduits 

acroléine-protéines ont été trouvés chez des patients souffrant de maladies chroniques qui 

sont soupçonnées d'être reliées en partie au stress oxydatif et à l'élévation de la peroxydation 

lipidique, telles que la néphropathie diabétique (Suzuki et Miyata, 1999), le Parkinson (Coyle 

et Puttfarcken, 1993), la maladie d'Alzheimer (Calingasan et al., 1999; Arlt et al., 2002) et 

l'athérosclérose (Uchida et al., 1998b). 

En conclusion, l'acroléine cause généralement une inhibition de la prolifération 

cellulaire (Agostinelli et al., 1994; Agostinelli et al., 1996; Biswal et al., 2002) qui induit la 

mort par nécrose (Rudra et Krokan, 1999), par oncose (Kem et Kehrer, 2002) ou par 
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apoptose (Li et al., 1997a; Nardini et al., 2002; Tanel et Averill-Bates, 2005; Tanel et 

Averill-Bates,2007a). 

1.4 Nécrose 

1.4.1 Introduction et propriétés morphologiques 

Le nom nécrose provient du mot grec ncKpaç signifiant la mort (Robert, 1991). C'est 

la forme principale de mort cellulaire lors d'accidents traumatiques, suite à certaines 

pathologies ou lors de déficits métaboliques (Malhi et al., 2006). Le tableau 1.4 décrit les 

caractéristiques métaboliques et morphologiques de la nécrose. Elle se distingue par des 

amas de cellules, qui agissent ensemble dans un tissu, où des dommages irréversibles se 

produisent à leur membrane plasmique, leur cytoplasme et parfois aussi leurs organelles telles 

que la mitochondrie, le réticulum endoplasmique et l'appareil de Golgi qui se gonflent 

(Kroemer et al., 2005) et commencent à se désintégrer rapidement (Grooten et al., 1993; 

Fiers el al., 1999; Potten et Wilson, 2004; Malhi et al., 2006). 

Dans la cellule nécrotique, c'est la déplétion de l'ATP qui est responsable du 

gonflement des organelles et des altérations au cytosquelette comme la formation de petites 

protrusions dans la membrane plasmique (Lemasters et al., 1983; Gores et al., 1990; Malhi et 

al., 2006). De plus, l'ADN dans ce type de mort cellulaire se condense de manière 

irrégulière et se dégrade aléatoirement (Potten et Wilson, 2004; Festjens et al., 2006), par la 

DNase 1 présente dans le milieu extracellulaire (Napirei et al., 2004) ou par la DNase Il des 

lysosomes (Tsukada et al., 2001), formant ainsi différentes longueurs de fragments d'ADN 

(Higuchi, 2003). Après plusieurs minutes ou heures, un état métastable se développe, 

caractérisé par une dépolarisation mitochondriaie, une désintégration Iysosomale, une fuite 

bidirectionnelle d'anions et des échanges ioniques rapides (Herman et al., 1988; Zahrebelski 

et al., 1995; Malhi el al., 2006). À ce moment, l'activité métabolique, la synthèse de 

protéines et leur phosphorylation cessent dans la cellule nécrotique (Potten et Wilson, 2004). 
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L'état métastable accélère la formation de protrusions et le gonflemment de la cellule via les 

forces osmotiques (Malhi et al., 2006) et culmine par la rupture des protrusions de la 

membrane plasmique (Herman et al., 1988). Cette rupture est responsable de la perte des 

gradients électriques et ioniques à travers la membrane plasmique ainsi que de la dispersion 

des enzymes cytosoliques et des intermédiaires métaboliques dans le milieu extracellulaire 

(Malhi et al., 2006). Le contenu de la cellule nécrotique relaché dans l'espace extracellulaire 

endommage les cellules avoisinantes et cause une forte réaction inflammatoire au tissu 

correspondant (Proskuryakov et al., 2003; Potten et Wilson, 2004; Festjens et al., 2006). 
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Tableau 1.4 

Différences entre la mort cellulaire par apoptose et par nécrose 

Apoptosls 

Cenera/ 

Affects isolated cells 

No inflammatory response 

Metabollc 

Early increase in protein & RNA 

synthesis 

Cell membrane remains intact 

Affected by protein & RNA 

synthesis inhibitors 

Endonuclease activation (calcium- & 

magnesium-dependent) 

ArP-dependent 

Morpho/ag/ca/ 

Loss of celt to cell contact. early 

Shrinkage of cell 

Membranes remain intact (no 

enzyme leakage) 

Organelle structure maintained, late 

Condensation of cytoplasm 

Condensation and margination of 

chromatin 

Sharp edges to chromatin masses 

Nuclear fragmentation 

Cytoplasmic budding and 

fragmentation 

Phagocytic removal 

Necrosis 

Affects c1usters in cells 

Inflammatory ceIls invade tissue 

Switching off protein synthesis 

and phosphorylation 

Cell membrane becomes leaky 

ATP-depleted 

Loss of cell contact. late 

Swelling of cell (sodium ions and water 

taken up by cell) 

Membrane defects (internai & external) 

(enzymes leak out) 

Organelle structure /ost. early 

Cytoplasm becomes c1ear 

Mitochondria swell and acquire 

dense bodies. 

Lysosomes disrupted (release of enzymes) 

Irr~ular edges to chromatin masses. 

No fragmentation 

Légende: Les différences générales, métaboliques et morphologiques entre la mort cellulaire 
par apoptose et par nécrose sont décrites dans ce tableau (Potten et Wilson, 2004; Kroemer et 
al., 2005; Festjens et al., 2006). 
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104.2 Voies biochimiques 

Les mécanismes moléculaires de la nécrose restent à clarifier, mais ils semblent être 

reliés au manque d'AIP dans la cellule (Eguchi et al., 1997; Leist et al., 1997; Kern et 

Kehrer, 2002). Les niveaux d'AIP cellulaire sont contrôlés par trois paramètres: la matière 

fournie (1'entrée de glucose), la synthèse d'AIP (principalement dans la mitochondrie) et sa 

consommation (Ueda et Fujita, 2004). 
Death 

receptors TLR DNA damage 

~J, ~ 
RIP 1 , .... ==::=:=====~)_ ~ MAPKNF-o<B 1~IL-6 
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NECROSIS 

Figure 1.10 Voies biochimiques de la nécrose. 
Necrotic cell death is the result of interplay between several signaling cascades. RIP 1 
appears to be a central initiator of necrosis. RIPI has been implicated in the generation of 
ceramide upon TNFa-induced necrosis, and its kinase activity was shown to be crucial for 
Fas-, TNF-Rl- and TRAIL-R-induced necrosis. Necrotically dying cells can actively 
release inflammatory cytokines due to the activation of NF-ICB and MAPKs, a process in 
which RIPI is also implicated. ROS and Ca2+ are main players during the propagation and 
execution phases of necrotic cell death. ROS can be produced in the cytosol when the 
glycolytic rate is high, but mitochondria are the main producers of ROS. An increase in 
cytosolic Ca2+ concentrations can increase oxidative stress by activating NOS, or by 
affecting mitochondrial respiration. On the other hand, Ca2+ contributes to the activation of 
proteases, cPLA2 or Iipoxygenases (LaX), which in turn disrupt organelle and cell integrity 
by damaging protein structures or Iipid bilayers (Festjens et al, 2006). 

Pour ce qui est de la diminution de la synthèse d'AIP, elle semble être reliée à une 

surproduction de ROS et aux dommages subséquents aux membranes des mitochondries 

(Ueda et Fujita, 2004). Les ROS et le calcium sont les principales molécules impliquées dans 

les phases de propagation et d'exécution de la nécrose. Les ROS peuvent être produites dans 
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le cytosol si le taux de glycolyse est élevé, mais elles sont généralement formées par la 

mitochondrie. Les concentrations élevées en calcium cytosolique peuvent augmenter le 

stress oxydatif en activant l'oxyde nitrique synthétase (NOS) ou en affectant la respiration 

mitochondriale (Festjens et al., 2006). Il a été démontré que la protéine BNIP3 (ou Nip3), 

une protéine cytotoxique de la famille Bcl-2 (lymphome de cellules B de type 2), ouvre les 

pores mitochondriales de perméabilité transitoire (PTP) et s'en suit un influx d'eau et de 

calcium à la mitochondrie (Vande Velde et al., 2000). Cette élévation de calcium 

mitochondrial stimule de manière excessive le cycle de Krebs, ce qui augmente l'influx 

d'électrons dans la chaine respiratoire, causant ainsi une surproduction de ROS (Festjens et 

al., 2006). Cette surcharge de calcium est aussi reliée à l'activation de la phospholipase A2 

calcium-dépendante (cPLA2) et à la destruction de la membrane mitochondriale, rendant ainsi 

impossible la synthèse d'ATP (Malis et Bonventre, 1988; Ueda et Fujita, 2004). 

L'activation excessive de PARP par des processus tels que l'ischémie-reperfusion, 

l'inflammation, les dommages induits par les ROS et l'excitotoxicité du glutamate, est liée à 

l'augmentation de la consommation d'ATP (Festjens et al., 2006). Cette baisse du taux 

d'ATP affecte l'activité de la Na+-K+ATPase, qui consomme aussi 70% de l'ATP cellulaire. 

L'accumulation de sodium dans la cellule due à la diminution de l'activité de la Na+­

K+ATPase cause un influx de calcium par l'échangeur Na+-Ca2+. Cette baisse d'ATP affecte 

aussi l'activité de la Ca2+_Mg2+ATPase, ce qui diminue l'efflux de calcium. Donc, les 

problèmes osmotiques engendrés par les dommages à la balance ionique sont impliqués dans 

la destruction de la membrane plasmique (Ueda et Fujita, 2004). De plus, l'activation de 

protéases, la cPLA2 ou les lipoxygénases (LOX), bouleversent à leur tour l'intégrité de la 

cellule par des dommages aux protéines ou aux bicouches lipidiques (Festjens et al., 2006). 

Par exemple, ce surplus de calcium cytosolique mène à l'activation des calpains, protéases 

intracellulaires, qui médient la lyse des lysosomes (LMP) par le relâchement de cathepsines 

(Yamashima et al., 1998; Festjens et al., 2006). 

Donc, la nécrose n'est pas due à une seule cascade de signalisation bien définie, mais 

elle est plutôt le résultat de l'interaction entre plusieurs mécanismes intracellulaires. La 

figure 1.10 illustre cette affirmation. Le récepteur de protéine 1 sérine/thréonine kinase 
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(RIFl), qui possède un domaine de mort (DO), semble être l'initiateur central des voies 

biochimiques de la nécrose (Festjens et al., 2006). Il a été impliqué dans la génération de 

céramides durant la nécrose induite par le facteur de nécrose tumorale alpha (TNP-a) (Thon 

et al., 2005) et son activité kinase est essentielle pour la nécrose induite par les récepteurs de 

mort tels que le récepteur associé au fibroblaste (FasR), le récepteur du facteur de nécrose 

tumorale 1 (TNP-Ri) et le récepteur ligand inductible d'apoptose associé au TNP (TRAILR) 

(Holler et al., 2000; Chan et al., 2003). De plus, RIFt est impliqué dans la mort cellulaire 

par nécrose induite par la stimulation des « toll-like receptor » ( TLR) et par les dommages à 

l'ADN (Shen et al., 2004; Ma et al., 2005; Xu et al., 2006). Finalement, en plus d'induire 

une réponse inflammatoire lors de la lyse et le déversement de leur contenu, les cellules 

nécrotiques peuvent aussi relâcher activement des cytokines inflammatoires (interleukine-6, 

fi.,-6) dû à l'activation de NP-1CB et des protéines kinases activées par mitogènes (MAPKs) 

(Vanden Berghe et al., 2006), un processus qui implique aussi RIFI (Kelliher et al., 1998; 

Devin et al., 2003; Lamkanfi et al., 2005). 

104.3 Lien entre nécrose et acroléine 

C'est la grande réactivité de l'acroléine qui est à la base de sa cytotoxicité chez toutes 

les cellules exposées à de fortes concentrations, car elle cause une destruction massive de la 

structure et de la fonction cellulaire (Kehrer et Biswal, 2000; Kern et Kehrer, 2002). En 

effet, l'acroléine cause une inhibition de croissance (Marano et Puiseux-Dao, 1982), une 

augmentation de la perméabilité membranaire et une diminution du taux de glutathion 

(Grafstrom et al., 1988; Patel et Block, 1993), de protéines sulfhydryles (Patel et Block, 

1993) et des enzymes contenant des groupements thiols, en plus de la formation d'adduits 

avec l'ADN (Horton et al., 1997). Par conséquent, de fortes doses d'acroléine, supérieures à 

50 I1M, conduisent les cellules vers une mort par nécrose (Tanel et Averill-Bates, 2005). 
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1.5 Apoptose 

1.5.1 Introduction et propriétés morphologiques 

Le nom apoptose fait référence à la chute programmée des feuilles à l'automne et 

dérive des deux mots grecs, apo pour éloignement et ptose pour chute (Kerr et al., 1972). Ce 

suicide cellulaire est un processus important et complémentaire à la mitose lors du 

développement embryonnaire, en plus du maintient de l'homéostasie tissulaire chez l'adulte 

et de la régulation du système immunitaire (Jacobson et al., 1997; Schwarz et al., 2007). Le 

tableau 1.4 décrit les caractéristiques métaboliques et morphologiques de l'apoptose et 

démontre les différences entre cette mort cellulaire et la nécrose. Chez la cellule apoptotique, 

son activité métabolique est maintenue pour initialement modifier la synthèse de l'ARN et de 

certaines protéines et pour finalement moduler leur activation (Jeffrey et al., 2002; Potten et 

Wilson, 2004; Malhi et al., 2006). Par exemple, l'activation des récepteurs de mort recrute 

des protéines adaptatrices telles que RIP, qui stimule la « inhibitor of kappa light chain gene 

enhancer in B cells» (lJeB) kinase et la dégradation protéosomale d'IJeB, permettant ainsi 

l'activation et la translocation nucléaire de NFJeB (Barnhart et Peter, 2003; Malhi et al., 

2006). De son côté, NFJeB induit l'augmentation de l'expression des gènes de survie comme 

le lymphome de cellules B extra long (Bel-XL) et la protéine inhibitrice de l'apoptose liée au 

chromosome X (XIAP) (Yin et Ding, 2003b; Malhi et al., 2006). De plus, l'apoptose est 

caractérisée par une série de changements morphologiques et biochimiques distincts chez la 

cellule tels que la perte de contact avec ses cellules avoisinantes, la fragmentation de l'ADN 

en 180-200 paires de bases par l'activation d'endonucléases, la condensation de la 

chromatine et du cytoplasme, l'exposition de la phosphatidylsérine à l'extérieur de la 

membrane plasmique, le rétrécissement du volume de la cellule, le maintient des structures 

des organelles et le bourgeonnement de la membrane cytoplasmique (Wyllie et al., 1980; 

Potten et Wilson, 2004; Kroemer et al., 2005). Éventuellement, la cellule apoptotique sera 

fractionnée en corps apoptotiques qui seront phagocytés par les cellules avoisinantes et les 

macrophages (Malhi et al., 2006). 
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La santé des organismes multicellulaires dépende de l'élimination des cellules 

endommagées ou indésirables tout au long de leur vie. Ceci est assuré par l'apoptose, qui est 

un processus actif nécessitant de l'énergie sous forme d'ATP, où les cellules sont 

individuellement enrayées de manière ordonnée et contrôlée, minimisant ainsi les réponses 

inflammatoires et la perte d'organelles dans l'espace extracellulaire (Malhi et al., 2006). Par 

des signaux extracellulaires et intracellulaires, une grande variété de stimuli tels que les 

ligands des récepteurs de mort, les dommages à l'ADN et le retrait de facteurs de croissance 

peuvent initier les cascades de signalisation de l'apoptose (Antonsson, 2003; Festjens et al., 

2006; Malhi et al., 2006). Trois voies de signalisation apoptotique ont été identifiées: une 

extrinsèque, les récepteurs de mort et deux voies intrinsèques, une impliquant la 

mitochondrie et l'autre le réticulum endoplasmique. 

1.5.2 Voies apoptotiques 

1.5.2.1 Voies des récepteurs de mort et du « cross-ta] k » 

Les récepteurs de mort sont des récepteurs de cytokines à la surface des cellules 

appartenant à la superfamille du facteur de nécrose tumorale / facteur de croissance nerveux. 

Chez les mammifères, la majorité des membres de cette famille sont impliqués dans le 

développement, le maintient et le fonctionnement des cellules immunitaires et des organes 

Iymphoïdiques secondaires, mais ils participent aussi dans d'autres processus comme 

]'homéostasis des os (Locksley et al., 2001). Lorsque ces récepteurs de mort lient un ligand 

trimérique ayant une structure similaire ou certains anticorps spécifiques (ex. TNFa), ceci 

déclenche la voie de signalisation de l'apoptose (Nagata, 1997; Ashkenazi et Dixit, 1998; 

Locksley et al., 2001; Mollinedo et Gajate, 2006). 

Les ligands de cette famille TNF sont des protéines transmembranaires de type-II avec 

un domaine homotrimérique extracellulaire, homologue à la partie C-terminale du TNF, qui 

est fréquemment tronqué en une cytokine soluble (Bodmer et al., 2002; Curtin et Cotter, 

2003). Les récepteurs de mort sont normalement des protéines transmembranaires de type-l, 

caractérisés par la présence d'un à quatre domaines extracellulaires N-terminaux conservés 
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contenant deux à cinq motifs répétitifs riches en cystéine, une seule région transmembranaire 

et un domaine de mort intracellulaire, C-terminal aussi conservé d'environ 60 à SO acides 

aminés, qui lient les protéines adaptatrices et initient l'apoptose (ldriss et Naismith, 2000; 

Guicciardi et Gores, 2003; Mollinedo et Gajate, 2006). Considérant qu'il existe plusieurs 

récepteurs de mort, seuls les mécanismes de signalisation des récepteurs transmembranaires 

de type-I TNF-R 1 (Gray el al., 1990) et Fas (Itoh el al., 1991) seront décrits. 

De façon générale, la transduction du signal par les récepteurs de mort est initiée, suite 

à la liaison du domaine extracellulaire avec son ligand et par l'agglomération du récepteur à 

la membrane plasmique, ce qui déclenche immédiatement la juxtaposition des domaines de 

mort intracellulaires (DD) (Curtin et Cotter, 2003; Malhi el al., 2006; Mollinedo et Gajate, 

2006). Lafigure 1.11 montre de multiples mécanismes de mort déclenchés par la voie des 

récepteurs de mort. Pour la voie de signalisation du récepteur de mort Fas, cet évènement 

mène au recrutement de différentes protéines adaptatrices telles que la protéine associée au 

domaine de mort de Fas (FADD), le récepteur de protéine (RIF) et/ou la protéine associée au 

domaine de mort (Daxx) à la membrane plasmique, où elles peuvent s'associer au récepteur 

de mort par des interactions homophiliques entre les DD du récepteur et leur propre DD 

analogue. Par la suite, Daxx active la voie de signalisation Askl -JNK kinase, qui conduira 

les cellules à mourir par apoptose de manière caspase-indépendente (Charette el al., 2001; 

Song et Lee, 2003; Khelifi el al., 2005). 

En ce qui conserne la protéine adaptatrice RIF, elle peut initier deux voies de 

signalisation distinctes. RIP peut recruter la protéine associée au domaine de mort de RlP 

(RAIDD) ainsi que la procaspase-2 initiatrice aux agglomérations du récepteur Fas, ce qui 

activera cette caspase et conduira la cellule vers une mort par apoptose (Fan el al., 2005; 

Lavrik el al., 2006; Stevens et Maier, 200S). Par contre, RIF peut aussi initier la voie 

nécrotique, caspase-indépendente, médiée par la formation de ROS, telle que décrite à la 

section 1.4.2 (Holler el al., 2000; Festjens el al., 2006). 

Pour ce qui est de la protéine adaptatrice FADD, contenant aussi un domaine effecteur 

de mort (DED), elle recrute des caspases (caspase-S et/ou caspase-l 0) par association avec un 
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DED correspondant, situé dans le pro-domaine de la caspase initiatrice inactive (Guicciardi et 

Gores, 2003; Fan et al., 2005). Le complexe qui résulte de toutes ces interactions est appelé 

le complexe inducteur de signal de mort (DISC) (Mollinedo et Gajate, 2006). La proximité 

de plusieurs molécules de caspases recrutées au récepteur de mort permet l'auto-activation de 

celles-ci, probablement par une faible activité protéolytique que possèdent les procaspases 

(Guicciardi et Gores, 2003; Fuentes-Prior et Salvesen, 2004). L'activation des caspases 

initiatrices entraîne une cascade d'activation de caspases effectrices (caspase-3, caspase-6 et 

caspase-7), qui sont directement ou indirectement responsables du clivage et de la 

dégradation de plusieurs protéines cellulaires essentielles à la survie de la cellule (polyADP­

ribose polymérase (PARP), inhibiteur de la DNase activé par caspase (lCAD), lamin A, 

actine, fodrin, ... ), et à l'exécution de cette mort (Guicciardi et Gores, 2003; Fan el al., 2005; 

Timmer et Salvesen, 2007). 

Une voie alternative pour les récepteurs de mort Fas et TNF-R 1 est l'initiation de la 

dysfonction de la mitochondrie, communément appelée la voie du « cross-talk ». Les 

caspases-2, -8 et -10 initiatrices, activées par la voie des récepteurs, ont la capacité de cliver 

Bid (agoniste de mort interagissant par domaine BH3), une protéine cytosolique 

proapoptotique membre de la famille de Bel-2, en tBid (Bid tronqué) (Fan el al., 2005; 

Lavrik et al., 2006; Stevens et Maier, 2008). Une fois tronqué, le tBid est transloqué à la 

mitochondrie et induit l'activation des caspases effectrices par le largage de facteurs 

proapoptotiques de la mitochondrie (Malhi el al., 2006; Youle et Strasser, 2008). 

La voie de signalisation du récepteur de mort TNF-R 1 diffère de celle du récepteur Fas 

par les différentes caractéristiques suivantes. L'association de FADD et de RIP à 

l'agglomération du récepteur TNF-R 1 requière une autre protéine adaptatrice, la protéine 

associée au TNF-R 1 avec un domaine de mort (TRADD) (Strasser el al., 2000; Fan el al., 

2005). De plus, le récepteur TNF-R 1 peut initier une voie apoptotique caspase-indépendente 

médiée par la cathepsin B, qui amplifie le signal de mort via la voie apoptotique 

mitochondriale (Guicciardi el al., 2000; Holler el al., 2000; Sandes el al., 2007). 
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Figure 1.11 Multiples mécanismes de mort déclenchés par les récepteurs de mort. 
Death-receptor signaling is initiated by ligand-induced receptor trimerization. (A) Receptor death 
domains (DD) of Fas then recruit FADD, RIP, and/or Daxx to the receptor complex. Caspase-8 is 
activated after recruitment to FADD via death effector domain (DED) interaction, and triggers 
effector caspases either directly or through a Bid-mediated rnitochondrial pathway (black arrows) 
(Strasser et al., 2000). RIP initiates a caspase-independent (red arrows) necrotic pathway mediated 
by the formation of ROS (Holier et al., 2000). Daxx activates the Ask l-JNK kinase pathway 
leading to caspase-independent apoptosis (Yang et al., 1997; Chang et al., 1998; Charette et al., 
2000; Charette et al., 2001). (B) Tumor necrosis factor receptor 1 (TNF-R 1) signaling differs from 
that of Fas on the following steps. 1) Binding of FADD and RIP to the receptor complex requires 
the adaptor protein TRADD (Strasser et al., 2000). 2) Binding of Daxx to TNF-R 1 has been 
demonstrated and the Ask I-JNK pathway is also activated by ROS (blue line, caspase involvement 
unc1ear) (Yang et al., 1997; Shinoda et al., 2003). 3) The RIP-mediated necrotic pathway is 
inhibited by caspase-8 (Holier et al., 2000). 4) TNF-R 1 can initiate a caspase-independent direct 
cathepsin B-mediated pathway (Ho11er et al., 2000). 5) Cathepsin B can enhance the mitochondrial 
death pathway (Guicciardi, M.E. et al., 2000). 6) The final execution of the death-that is, 
phosphatidylserine exposure, chromatin condensation, and loss of viability-is brought about by 
effector caspases, the serine protease AP24, or cathepsin B in a cell-type-specific manner (Wright 
et al., 1997; Guicciardi, M.E. et al., 2000; Strasser et al., 2000; Foghsgaard et al., 2001; Jaattela et 
Leist, 2003). 
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1.5.2.2 Voie mitochondriale 

La voie de signalisation intracellulaire mitochondriale de l'apoptose peut être activée 

par une variété d'insultes cytotoxiques, telles que les infections virales, le dommage à l'ADN 

ainsi que la privation de facteurs de croissance, mais elle est strictement régulée par les 

protéines de la famille Bcl-2 (Youle et Strasser, 2008). L'activation des membres 

proapoptotiques de cette famille, tels que la protéine X associée à Bcl-2 ( Bax) ou tBid, 

induisent la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie et causent le 

relâchement de ses protéines solubles dans le cytosol cellulaire. Ces protéines vont 

promouvoir l'activation des caspases et la mort cellulaire (Schwarz et al., 2007; Youle et 

Strasser, 2008). 

Le mécanisme précis par lequel ces protéines apoptogéniques, incluant le cytochrome 

c, l'endonucléase G (endoG), le facteur inducteur d'apoptose (AlF), la protéine liante de 

l'IAP avec un dérivé de la mitochondrie activateur de caspase (Smac/DIABLO) et la protéine 

A2 haute température requise / endoprotéase régulée par le stress (HtrA2/0mi) sont larguées 

de la mitochondrie au cytosol de la cellule, est encore controversé. Cependant, différents 

modèles ont été proposés, dont plusieurs impliquent la perméabilisation de la membrane 

externe de la mitochondrie où le pore mitochondrial de perméabilité transitoire (PTP), formé 

d'une protéine « translocateur de nucléotide d'adénine» (ANT), d'un canal anionique voltage 

dépendant (VDAC), du récepteur de la benzodiazépine et de la cyclophiline D, semble avoir 

un rôle important (Belzacq et al., 2002; Kim et al., 2003; Bras et al., 2005). C'est l'ouverture 

du PTP qui est responsable de la dilatation de la mitochondrie et de la rupture de sa 

membrane externe, menant au largage non spécifique des protéines de son espace 

intermembranaire (Marzo et al., 1998b; Bernardi et al., 2006; Kinnally et Antonsson, 2007). 

Une variation de ce modèle a été proposée via la démonstration d'une interaction entre la 

protéine proapoptotique Bax avec ANT (Marzo et al., 1998a; Schwarz et al., 2007) et VDAC 

(Shimizu et al., 2000; Banerjee et Ghosh, 2004; Schwarz et al., 2007). Des investigations 

subséquentes sur les structures de Bax (Antonsson et al., 1997; Schlesinger et al., 1997), de 

Bcl-2 (Schendel et al., 1997) et de Bid tronqué (Schendel et al., 1999) ont révélé une habileté 

similaire à former des canaux dans la paroi de la membrane externe de la mitochondrie et à 
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réguler leur ouverture (Muchmore et al., 1996; Minn et al., 1997; Youle et Strasser, 2008). 

Lafigure 1.12 illustre le rôle central de la mitochondrie dans la régulation de l'apoptose. 

Une fois ouvert, le PTP permet le largage du cytochrome c dans le cytosol de la cellule 

où il se lie au facteur activateur de protéase apoptotique-I (Apaf-l) (Liu et al., 1996; Li et al., 

1997b; Youle et Strasser, 2008). Apaf-1 est une protéine cytosolique contenant un domaine 

recruteur de caspase (Tinel et al.) et un site de liaison nucléotidique. La formation du 

complexe Apaf-I avec le cytochrome c augmente l'affinité pour le dATP, ce qui entraîne un 

changement de conformation dans la protéine Apaf-l menant à son oligomérisation et à 

l'exposition de son domaine CARD (Adrain et Martin, 2001; Acehan et al., 2002; Antonsson, 

2003; Jin et EI-Deiry, 2005). Par la suite, la procaspase-9 peut se lier à chacun des sept 

monomères d'Apaf-I par des interactions CARD-CARD (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004). 

Ce complexe de haut poids moléculaire est un apoptosome et sa formation promouvoit 

l'activation de la caspase-9, due à \' augmentation de la concentration locale de la caspase-9 

zymogène (Li et al., 1997b; Zou et al., 1999; Youle et Strasser, 2008). De plus, Apaf-1 

semble avoir un rôle de régulateur allostérique de la caspase-9, car la caspase-9 protéolytique 

libre possède peu d'activité enzymatique (Murphy et Martin, 2003). Il semble que seul un 

monomère de chaque dimère de la caspase-9 soit catalytiquement actif (Renatus et al., 2001; 

Acehan et al., 2002). Une fois activée dans l'apoptosome, la caspase-9 propage la cascade de 

caspases par l'activation de la caspase-3 et de la caspase-7 (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004; 

Timmer et Salvesen, 2007). La caspase-3, à son tour, active la caspase-6 et ces deux 

dernières promouvoient l'activation des caspases-8 et -10 (SIee et al., 1999; Fan et al., 2005). 

La caspase-3 participe aussi à une rétroaction d'amplification qui promouvoit davantage 

l'activation de la caspase-9 (Srinivasula et al., 1998; Siee et al., 1999; Timmer et Salvesen, 

2007). Donc, il est évident que lorsque la caspase-9 est activée dans l'apoptosome, il y a une 

amplification rapide du signal de mort apoptotique par l'activation d'une panoplie de 

caspases différentes (Murphy et Martin, 2003). 
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Figure 1.12 l/lustration schématique du rôle central de la mitochondrie dans la régulation de 
l'apoptose(Jin et El-Deiry, 2005). 
The BH3-only proteins, such as Bax and tBid, trigger apoptosis in response to developmental eues, 
insufficient trophic support, and intracellular damage. As for the loss of Bim, it renders ceUs refractory 
to cytokine deprivation, calcium flux, Taxol, and the T-cell receptor signais that kill selfreactive 
lymphocytes, but not to y-irradiation (Harada et Grant, 2003). Conversely, the p53-induced Noxa and 
Puma may mediate the response to genotoxic damage. Additionally recent studies support a 
transcriptionaily independent pathway involving localization of p53 to the mitochondria, followed by 
binding and inhibition of Bel-xl and/or bcl-2 or activating Bax directly (Chipuk et Green, 2003). As for 
Bad, it is regulated by its phosphorylation and sequestration by 14-3-3 proteins. Deprivation from 
growth factors or cytokines results in the inactivation of AKT (Datta et al., 1997), which induces the 
dephosphorylation and activation of Bad. As for Bid, it remains inactive until eleaved to expose its BH3 
domain. Cleavage of Bid in death receptor-mediated apoptosis results in its translocation to 
mitochondrial membranes (Luo et al., 1998; Li et al., 1998b). As for Bmf, it may have role in the 
suspension-induced apoptosis (anoikis) (Bouillet et al., 1999). 

Death signais activate sorne BH3-only members of the Bcl-2 protein family and other proteins, which in 
turn induce oligomerization of the pro-apoptotic, BH 123 proteins like Bax and Bak to insert into the 
outer mitochondrial membrane (OMM) or to forrn a "megachannel" also known as the mitochondrial 
perrneability transition pore (MPT pore) (Hampton et Orrenius, 1997). Bax and Bak appear to 
perrneabilize the OMM, allowing efflux of apoptogenic proteins (Newmeyer et Ferguson-Miller, 2003). 
AIF and endoG are released from the mitochondria into the cytosol where they translocate to the 
nueleus and generate DNA fragmentation. Subsequent binding of released cytochrome c to Apaf-I 
results in the formation of an apoptosome complex in the presence of ATP/dATP. The apoptosome can 
recruit procaspase-9 and thereby activate it through oligomerization which then leads to the activation 
of executioner caspase-3, -6 and -7 and ultimately to apoptosis (Zou et al., 1997; Li et al., 1997b). As 
for inhibitors of apoptosis protein (lAPs), they act as a brake for apoptosis by inhibiting activated 
caspases. SmaclDIABLO and HtrA2/0mi bind lAPs in a manner similar to caspases, therefore 
functioning as competitive inhibitors (Du et al., 2000; Suzuki et al., 2001; Hegde et al., 2003). 
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Plusieurs protéines résident normalement dans l'espace intermembranaire de la 

mitochondrie et sont relâchées dans le cytosollors de l'apoptose, où elles ont toutes un rôle 

soit dans l'initiation ou dans la propagation de la cascade signalétique de l'apoptose. Ces 

protéines peuvent être catégorisées en deux groupes. Le premier groupe unissant le 

cytochrome c, SmaclDIABLO et HtrA2/0mi active ou promouvoit l'activation des caspases 

(Youle et Strasser, 2008). Le second groupe, comprenant l'endoG et AIF, transloque au 

noyau et induit la dégradation de l'ADN indépendamment des activités des caspases (Jin et 

EI-Deiry, 2005). Donc, les protéines relâchées de la mitochondrie peuvent initier au moins 

deux voies différentes de signalisation apoptotique, une caspase-dépendante et l'autre 

caspase-indépendante (Antonsson, 2003). 

1.5.2.3 Voie du réticulum endoplasmique 

Le réticulum endoplasmique (RE) est depuis peu considéré comme un régulateur 

crucial de la mort cellulaire, avec la découverte d'une caspase ancrée à sa membrane et de 

son activation par des agents qui ciblent spécifiquement le RE (Nakagawa el al., 2000; 

Faitova et al., 2006). Plusieurs conditions, comme la perte d'un environnement oxydant dans 

la lumière du RE ou de l'homéostasie du calcium, l'hypoxie/ischémie, la privation de 

nutriments et l'accumulation de protéines dans le RE, peuvent empêcher son bon 

fonctionnement et causer une accumulation de protéines dépliées (Faitova et al., 2006). Ces 

protéines ont tendance à s'agréger par des interactions hydrophobiques et peuvent conduire à 

l'activation d'une réponse aux protéines dépliées (UPR) (Gething et Sambrook, 1992; Price 

et Calderwood, 1992; Faitova et al., 2006). 

La réponse UPR est une voie de signalisation qui sert à limiter l'accumulation de 

protéines dépliées au RE. Elle réduit la synthèse générale de protéines, mais active 

sélectivement l'expression de protéines ayant la capacité de faciliter les activités de 

chaperonne (Mori, 2000; Faitova et al., 2006). Les premiers effets de l'activation de la 

réponse UPR sont désignés à protéger le RE, mais ils servent aussi à limiter les dommages 

aux autres organelles et à protéger l'organisme en éliminant les cellules exposées à un stress 

prolongé (Faitova et al., 2006). Dans des conditions sévères de stress au RE où les cellules 
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ne peuvent s'adapter, la réponse UPR déclenche alors l'apoptose (Breckenridge et al., 2003; 

Faitova et al., 2006; Sundar Rajan et al., 2007). La réponse UPR comporte au moins quatre 

systèmes distincts à ce jour (Liu et Kaufman, 2003; Sundar Rajan et al., 2007). La figure 

1.13 démontre les voies de signalisation de la réponse du RE au stress. 

Le premier système de la réponse UPR consiste en l'atténuation de la translation pour 

réduire la charge de la biosynthèse et donc prévenir l'accumulation additionnel de protéines 

dépliées (Sundar Rajan et al., 2007). Trois récepteurs transmembranaires du RE, l'inositol 

requis 1 ( IREl), l' « activating transcription factor 6)) (ATF6) et le « PKR-like ER 

kinase ) (PERK), répondent à l'accumulation de protéines dépliées dans le lumen. Elles sont 

normalement gardées dans un état inactif par une association avec la chaperonne, protéine de 

liaison luminale (BiP), dans le lumen. Dans les conditions de stress au RE, BiP se dissocie 

(lui permettant maintenant de lier les protéines dépliées) et IREI ainsi que PERK s'homo­

oligomérisent et stimulent leur trans-autophosphorylation dans leurs domaines 

sérine/thréonine kinase (Breckenridge et al., 2003; Faitova et al., 2006). Dans le cas de 

PERK, son activation mène à la phosphorylation de l' « eukaryotic translation initiation 

factor)) (eIF-2a), qui a pour effet d'inhiber la synthèse générale de protéines (Sundar Rajan 

et al., 2007) et d'arrêter le cycle cellulaire à la phase GI (Shi et al., 1998; Harding et al., 

1999; Faitova et al., 2006). PERK est aussi requis pour l'activation de NF-lCB, qui régule 

positivement les protéines antiapoptotiques comme Bcl-2 durant le stress au RE, contribuant 

ainsi à la balance entre les signaux de survie et de mort (Jiang et Wek, 2005; Faitova et al., 

2006). 

Lors d'un stress au RE, la protéine BiP se dissocie aussi du domaine luminal de ATF6, 

permettant ainsi la translocation d'ATF6 à l'appareil de Golgi (Chen et al., 2002), où elle 

sera clivée par deux protéases, SI P et S2P (site- l, -2 proteases) (Sundar Rajan et al., 2007). 

Cette protéolyse expose le domaine cytosolique d'ATF6 qui migre alors au noyau cellulaire, 

où il transactive les promoteurs en aval (Faitova et al., 2006). ATF6 induit la transcription de 

la « X-Box protein-l )) (XBP1) (Yoshida et al., 2001; Sundar Rajan et al., 2007). 
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Figure 1.13 Le mécanisme de la réponse du RE au stress. The adaptive phase of the unfolded 
protein response, The coordinated action of three systems is required for the elimination of protein 
aggregates accumulating in ER stress. 1) The PERKJPKR, system upon protein aggregation, 
attenuates protein synthesis by phosphorylating the eIF20'. translational initiation factor. 2) Grp78, 
which inhibits translocation of ATF6 to the Golgi apparatus, dissociates from ATF6 and 
associates with aggregating proteins. The free ATF6 translocates to the Golgi, where it is 
activated by proteolysis. The active ATF6 enters the nucleus, where it initiates the expression of 
ER-Iocalized chaperones and XBP 1 transcription factor. The transcribed XBP 1 mRNA is 
processed in the cytosol by the endoribonuclease activity of IREI, The resulting mRNA is 
translated into a XBP 1 protein with an active transactivation domain, which translocates to the 
nucleus and induces its own expression as weil as that of other chaperones. 3) The ERAD (ER 
Associated Protein Degradation) mediates ubiquitination and elimination of denatured proteins 
from the ER (Szegezdi et al., 2003; Kadowaki et al., 2004; Faitova et al., 2006). 
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Pour IRE 1, sa trans-autophosphorylation active son domaine cytosolique 

endonucléasique, qui peut alors cliver l'ARNm (acide ribonucléique messager) de XBPI 

(Calfon et al., 2002; Faitova et al., 2006). Ceci cause une augmentation de l'expression des 

gènes de la dégradation associée au RE (ERAD) dont la «ER degradation-enhancing 0.­

mannosidase-like protein » (EDEM), qui est impliquée dans la dégradation de protéines mal 

repliées (Yoshida et al., 2003; Sundar Rajan et al., 2007). De plus, le clivage de l'ARNm de 

XBP1 permet la synthèse du facteur de transcription à haute activité « basic-leucine zipper» 

(bZIP) qui stimule la transcription de gènes de protéines chaperonnes (exemple: BiP, 

GRP94) du RE (Lee et al., 2003; Faitova et al., 2006). 

Le second système implique l'augmentation d'expression de gènes codants les 

protéines chaperonnes du RE telles que BiP/GRP78 et GRP94 (protéine de liaison luminale 1 

protéine régulée par le glucose). Ce mécanisme permet d'augmenter l'activité du repliement 

de protéines et prévient leurs aggrégations dans le RE (Sundar Rajan et al., 2007). 

Le troisième système est la dégradation de protéines mal repliées par l'ERAD. Les 

protéines mal repliées qui ne peuvent être repliées correctement dans le RE sont alors rétro­

transloquées dans le cytosol et dégradées par le protéasome (Sundar Rajan et al., 2007). 

Le quatrième système est le mécanisme de signalisation apoptotique du RE déclenché 

lorsque le stress est trop sévère. L'apoptose dans le RE comporte au moins deux principales 

voies d'activation: l'une dépend de certains facteurs de transcription et l'autre est caspase­

dépendante (Szegezdi et al., 2003; Sundar Rajan et al., 2007). La figure 7.74 illustre les 

mécanismes de signalisation apoptotique du RE. 

Pour ce qui est de la première voie, IREI, ATF6 et PERK sont soupçonnés d'avoir une 

fonction proapoptotique, possiblement par l'augmentation de la régulation du facteur de 

transcription, l'arrêt de croissance et dommage à l' ADN/CIEBP protéine homologue 

(GADD153/CHOP), qui peut, à son tour, amplifier le signal proapoptotique (Zinszner et al., 

1998; Sundar Rajan et al., 2007). Ce mécanisme altère la balance entre Bcl-2 et Bax, en 

faveur de l'apoptose (Wang et al., 1998; Ghribi et al., 2001; Faitova et al., 2006). Une autre 
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alternative est que IREl peut activer les éléments proximaux de la voie c-jun N-termimal 

kinase et induire l'apoptose en recrutant la protéine adaptatrice facteur 2 associée au TNFR 

(TRAF2) et la kinase «apoptosis signal-regulating kinase-l » (ASK-l) (Urano et al., 2000; 

Yoneda et al., 2001; Sundar Rajan et al., 2007). 

Le RE peut aussi initier la mort cellulaire par l'activation des caspases. Cette voie, où 

la caspase-12 semble être en charge de la signalisation, est indépendante de celle de la 

mitochondrie et des récepteurs de mort. Des investigations sur le mécanisme d'activation de 

la caspase-12 ont révélé plusieurs modèles (Szegezdi et al., 2003; Faitova et al., 2006). La 

procaspase-12 pourrait interagir avec Ire l ex via la protéine adaptatrice TRAF2. Lors d'un 

stress au RE, la procaspase-12 serait libérée de TRAF2, formerait un homodimère et 

procèderait à une autoactivation (Yoneda et al., 2001; Faitova et al., 2006). Un autre 

mécanisme proposé serait que le largage de calcium du RE lors d'un stress activerait la m­

calpain, qui, à son tour, serait transloquée du cytosol au RE et cliverait la procaspase-12 en 

caspase active (Rao et al., 2001; Sundar Rajan et al., 2007) et la protéine Bid, toutes deux 

pouvant contribuer à l'activation de la caspase-9 (Morishima et al., 2002; Szegezdi et al., 

2003; Faitova et al., 2006). En plus de ces mécanismes d'activation de la caspase-12, la 

caspase-7 peut aussi cliver la procaspase-12 au milieu de son prodomaine, ce qui entraîne son 

autoactivation (Rao et al., 2001; Szegezdi et al., 2003). Alors, l'activation de la caspase-12 

est un processus complexe qui peut dépendre des types cellulaires et de la nature du stimulus 

apoptotique (Szegezdi et al., 2003). Cependant, une fois activée, la voie de signalisation de 

la caspase-12 reste la même. Cette caspase initie une cascade de caspases, en clivant 

directement la procaspase-9, qui, à son tour, active la caspase-3 effectrice (Morishima et al., 

2002) et culmine à la mort cellulaire par apoptose (Sundar Rajan et al., 2007). 
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Figure 1.14 Voie apoptotique du RE. 
The postadaptive phase of UPR. Upon prolonged ER stress the proapoptotic 
CHOP/GADD \53 transcription factor is induced and activated. 
CHOP/GADD 153 and/or other processes may be responsible for the down­
regulation of Bel-2, which results in mitochondrial cytochrome c release. A 
parallel pathway involving caspase-12 activation converges with the transcrip­
tion-dependent pathway, both leading to caspase-9 and then caspase-3 
activation, and finally cell death. Furthermore, disruption of calcium 
homeostasis can contribute to the activation of both pathways (Szegezdi et al., 
2003; Sundar Rajan et al., 2007). 
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1.5.3 Famille Bel-2 

De multiples signaux apoptotiques peuvent modifier la conformation, l'activité et la 

localisation de plusieurs protéines de la famille Bcl-2, formant ainsi un réseau de 

signalisation intracellulaire qui maintient la balance délicate entre la vie et la mort (Adams et 

Cory, 2001; Yin et al., 2003a; Lalier et al., 2007). La famille Bel-2, composée de groupes de 

protéines proapoptotiques et antiapoptotiques, est illustrée à lafigure 1.15. 

Les protéines de la famille Bcl-2 peuvent être localisées à la mitochondrie de façon 

constitutive ou par induction (Gross et al., 1999; Puthalakath et Strasser, 2002; Youle et 

Strasser, 2008). De plus, certaines de ces protéines ont aussi été retrouvées dans d'autres 

lieux subcellulaires tels que le noyau et le RE. Ainsi, elles peuvent donc réguler la 

contribution de ces organelles au processus apoptotique (Akao et al., 1994; Lithgow et al., 

1994; Youle et Strasser, 2008). Par contre, les protéines de la famille Bel-2 semblent 

contrôler l'apoptose principalement par leurs effets sur la mitochondrie (Yin et al., 2003a; 

Youle et Strasser, 2008). 

Un point commun des protéines de la famille Bel-2 est qu'elles partagent toutes des 

séquences homologues dans quatre domaines d' homologie à Bel-2 (BH [, 2, 3 et 4), mais ce 

ne sont pas tous les membres de cette famille qui possèdent tous les domaines (Hunter et al., 

1996; Huang et al., 1998; Lalier et al., 2007). Des études ont révélé que ces domaines sont 

importants pour la fonction de ces différentes protéines et pour les interactions protéiques 

entre les membres de cette famille ou avec d'autres protéines. Les domaines BH 1 et BH2 

sont nécessaires pour la fonction de répression de la mort dans les molécules 

antiapoptotiques, tandis que le domaine BH3 est requis pour que les molécules 

proapoptotiques puissent accomplir leur rôle en provoquant la mort cellulaire (Gross et al., 

1999; Puthalakath et Strasser, 2002; Wang et al., 2007). Pour ce qui est du domaine BH4, 

qui est principalement présent dans les protéines antiapoptotiques, il est aussi important pour 

les fonctions d'inhibition de la mort cellulaire (Denis et al., 2003; Wang et al., 2007). 
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Figure 1.15 Représentation schématique de la structure des protéines de la famille Bcl-2 et des 
protéines à un seul domaine BH3. 
Green bars depict <x-helical segments from the determined structures (when labelled by Protein 
Data Bank (PDB) identified in parentheses) or from secondary structure prediction (as predicted 
using PSIPRED). Red lines label regions of predicted transmembrane (TM) domains (as predicted 
using TMHMM). Sequence homologies of the BHl (brown lines), BH2 (grey lines), BH3 (blue 
lines) and BH4 (orange lines) regions are shown. The BHl, BH2 and BH3 domains fold to line a 
hydrophobic pocket that can bind BH3-only peptides. The BH3 domain, particularly among the 
BH3-only proteins, mediates interaction between the BH3-only proteins and core Bel-2 family 
proteins and thereby promotes apoptosis. The upper five proteins (Bel-2, Bel-XL, Bel-W, AI and 
MCU) are generally anti-apoptotic. The three proteins in the shaded area are less weil studied and 
cannot be categorized at this time. The lower 12 proteins are considered to be pro-apoptotic. 
MULE contains a ubiquitin-associated domain (UBA), the Trp-Trp-Glu interaction module 
(WWE) and a HECT ubiquitin ligase domain. Bid has a unique role as both a Bel-2 homologue 
and a BH3-only protein and links the intrinsic and extrinsic apoptosis pathways. BIM (also known 
as BOD), Bad and BMF are unstructured proteins (Youle et Strasser, 2008). 
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Le type d'interaction protéique le plus commun est l'interaction entre les membres 

antiapoptotiques et proapoptotiques de cette famille, tel que Bcl-2 versus Bax (Oltvai et al., 

1993; Kim et al., 2004; Youle et Strasser, 2008) ou Bid (Wang et al., 1996; Youle et Strasser, 

2008). Cette interaction peut mener à des actions antagonistes pour les deux types de 

protéines et par conséquent, pourrait déclencher un processus rhéostat de contrôle de la mort 

cellulaire, basé sur la balance délicate des facteurs pro-vie ou pro-mort (Oltvai et Korsmeyer, 

1994; Jin et EI-Deiry, 2005). 

Un autre type d'interaction peut se produire entre deux membres proapoptotiques, 

habituellement avec une protéine à un seul domaine BH3 et une protéine à multiples 

domaines, comme par exemple Bid avec Bax (Wang et al., 1996; Youle et Strasser, 2008) ou 

l'antagoniste/tueur homologue à Bcl-2 (Bak) (Wei et al., 2000; Willis et al., 2007; Youle et 

Strasser, 2008). De telles interactions pourraient être importantes dans l'activation des 

molécules exécutrices à multiples domaines, Bax ou Bak, par les protéines à un seul domaine 

BH3 qui peuvent déceler les signaux de mort périphériques (Cheng et al., 2001; Wei et al., 

2001; Zong et al., 2001; Willis et al., 2007). Ce processus ressemble d'une certaine façon à 

la cascade de caspases, où la molécule initiatrice Bid activerait la molécule exécutrice Bax ou 

Bak. 

Le dernier type d'interaction est la multimérisation de la même protéine de la famille 

Bcl-2. Ce phénomène a été décrit dans les deux types de protéines, les proapoptotiques 

(Gross et al., 1998; Eskes et al., 2000; Wei et al., 2000; Youle et Strasser, 2008) et les 

antiapoptotiques (Hanada et al., 1995; Diaz et al., 1997; Zhang et al., 2004). Cette habileté 

de Bax ou de Bak à s' oligomériser est considérée comme un facteur important pour que ces 

protéines soient capables de former des canaux dans la paroi de la mitochondrie pour larguer 

les molécules proapoptotiques, comme le cytochrome c (Eskes et al., 2000; Wei et al., 2000; 

Youle et Strasser, 2008). Tandis que, l'homodimère ou l'homo-oligomérisation de protéines 

antiapoptotiques permet d'amplifier leur bioactivité (Wang et al., 2008a), par exemple une 

étude in vitro a démontré que les dimères de Bcl-2 peuvent encore interagir avec Bax et 

neutraliser ainsi ['activité proapoptotique de Bax (Zhang et al., 2004). 
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En plus de la capacité d'ouvrir le PTP, les protéines de la famille Bcl-2 semblent avoir 

un autre rôle soit la régulation du transport de métabolites essentiels, comme l'ADP et l'ATP, 

à travers la mitochondrie et donc le contrôle indirect des fonctions de cette organelle (Vander 

Heiden et al., 1999; Schwarz et al., 2007). TI est donc primordial que les protéines de cette 

famille soient très bien régulées puisqu' elles ont un rôle important et décisif sur la vie ou la 

mort de la cellule. 

Cette régulation des protéines de la famille Bcl-2 se fait via des modifications post­

translationnelles, souvent par clivage protéolytique ou par phosphorylation (Yin et al., 2003a; 

Youle et Strasser, 2008). Par exemple, lorsque la protéine Bid est activée par un clivage 

protéolytique médié par la caspase-8 active, sa forme tronquée (tBid) induira des dommages 

à la mitochondrie (Luo et al., 1998; Li et al., 1998b; Youle et Strasser, 2008). Un autre 

exemple est l'activation de la protéine antagoniste de mort cellulaire de Bcl-2 (Bad), par la 

perte de son groupement phosphate en réponse à une privation de facteurs de croissance, qui 

favorise la mort cellulaire par apoptose en antagonisant l'activité de Bcl-2 et de Bcl-xL (Zha 

et al., 1996; Youle et Strasser, 2008). 

Une autre façon de réguler l'activité des protéines de la famille Bc\-2 est par leur 

interaction avec d'autres types de protéines. Par exemple, la régulation de l'activité de la 

protéine Bad peut se faire via sa phosphorylation par les kinases Raf ou la protéine kinase B 

(AKT). Une fois phosphorylée, la protéine 14-3-3ê viendra se lier à Bad et induira sa 

séquestration dans les membranes riches en cholestérol, empêchant ainsi sa fonction 

proapoptotique à la mitochondrie (Zha et al., 1996; Datta et al., 1997; Rapp et al., 2007). Un 

autre exemple d'interaction protéique implique le récepteur de cellules B associé à la protéine 

31 (Bap31) au site du RE. Bap31, activé par la caspase-8 active, régule l'apoptose médiée 

par le RE en induisant la fragmentation des membranes cellulaires et le relâchement du 

cytochrome c de la mitochondrie. Par contre, la liaison de Bap31 à Bel-2 ou à Bel-xL 

empêche son activation et sa fonction proapoptotique (Ng et al., 1997; Stojanovic et al., 

2005; Faitova et al., 2006). 
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1.5.4 Caspases 

Les caspases (pour çysteinyl-Qillartate-cleaving proteases) sont un groupe d'enzymes 

protéolytiques qui utilisent la cystéine comme groupement nucléophile pour le clivage de 

leurs substrats et brisent les liaisons peptidiques du côté carboxylique des résidus de l'acide 

aspartique (Cohen, 1997; Villa et al., 1997; Nicholson, 1999; Timmer et Salvesen, 2007). 

Une fois activées, les actions coopératives des caspases produisent des changements à la 

cellule qui sont reconnus comme étant le phénotype de l'apoptose (Martin et Green, 1995; 

Nicholson et Thomberry, 1997; Salvesen et Dixit, 1997; Fan et al., 2005). 

Les caspases chez les mammifères peuvent être divisées en deux grandes familles: 

celles dont le rôle principal est la régulation des cytokines (caspases-l, -4, -5, -Il, -13, -14 et 

-15) et celles qui ont un rôle central dans l'apoptose (voir tableau 1.5). La famille des 

caspases impliquées dans l'apoptose peut être subdivisée en caspases initiatrices et en 

caspases effectrices selon la longueur de leur prodomaine. La base de cette classification est 

que les caspases possédant de long prodomaine sont plus susceptibles d'agir comme caspases 

initiattices, car elles peuvent être recrutées par des protéines activattices de caspases (comme 

FADO ou Apaf-l) grâce au domaine recruteur de caspases (CARO, des caspases-l , -2, -4, -5, 

-9, -II, -12) ou DED des caspases-8 et -10. Les caspases à plus petits prodomaines 

(caspases-3, -6, -7) ne peuvent faire d'interactions protéine-protéine et elles sont donc moins 

aptes à être activées hâtivement dans le mécanisme de mort par apoptose (Murphy et Martin, 

2003; Fan et al., 2005; Lamkanfi et al., 2007). 

Les caspases sont synthétisées sous forme de proenzymes inactives qui requièrent un 

clivage aux résidus aspartiques internes pour obtenir leur pleine activité catalytique. Leur 

structure est organisée en trois régions, un prodomaine, une sous-unité p20 et une plO 

(Eckhart et al., 2005). Toutes les caspases contiennent un pentapeptide entourant le site actif 

de la cystéine, formé d'une structure générale des acides aminés suivants: QACxG, où x est 

soit R, Q ou G (Murphy et Martin, 2003; Fan et al., 2005). Lors de l' activation des caspases, 

il se produit deux clivages au niveau des liaisons Asp-X, un entre le prodomaine et la grande 

sous-unité et l'autre entre les deux sous-unités. Les caspases actives sont généralement 
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tétramériques, composées de deux grandes et de deux petites sous-unités, et possèdent donc 

deux sites actifs. La présence de ces résidus aspartiques internes aux sites de clivage permet 

à certaines caspases de s'autoactiver ou d'être activées par d'autres caspases, ce qui fait partie 

du processus d'amplification du signal de la cascade de caspases. Ces mécanismes 

d'activation de caspases semblent impliquer la formation de complexes contenant plusieurs 

procaspases, via l'intervention de protéines adaptatrices (Salvesen et Dixit, 1999; Shi, 2004; 

Lamkanfi et al., 2007). 

Tableau 1.5 

Classification des caspases selon leur fonction 

Caspases (autres nomenclatures) Fonctions 
Caspase-I (ICE) Proinfiammatoire 
Caspase-2 (ICH-I) Proapoptotique 
Caspase-3 (CPP32, Yama) Proapoptotique 
Caspase-4 (ICErel II, TX, ICH-2) Proinfiammatoire 
Caspase-5 (ICErel III, TY) Proinfiammatoire 
Caspase-6 (Mch2) Proapoptotique 
Caspase-7 (Mch3, ICE-LAP3, CMH-I) Proapoptotique 
Caspase-S (FLICE, MACH, Mch5) Proapoptotique 
Caspase-9 (ICE-LAP6, Mch6, APAF-3) Proapoptotique 
Caspase-IO (Mch4) Proapoptotique 
Caspase-II Proinfiammatoire 
Caspase-12 Proapoptotique/ Proinfiammatoire 
Caspase-13 Proinflammatoire 
Caspase-14 (MICE) Pro inflammatoire 
Caspase-15 Proapoptotique / Proinflammatoire 

Légende: Les caspases-2, -S, -9, -10 et -12 sont des caspases initiatrices de la caspase 
protéolytique proapoptotique, qui mène à l'activation des protéases exécutrices de !'apoptose, 
les caspases-3, -6, et -7. Ces dernières clivent de nombreuses protéines requises pour la 
survie de la cellule. La fonction première des caspases-I, -4 et -5 en plus de leurs 
homologues non-humaines caspases-I 1 et -13 est de transformer les proformes de 
l' interleukine-l ~ et interleukine-IS en deux cytokines proinfiammatoires (Martinon et 
Tschopp, 2004). La caspase-l4 est activée lors de la différenciation des kératinocytes 
épithéliaux, mais elle n'est pas impliquée dans les processus apoptotiques (Lippens el al., 
2000). La caspase-15 est une protéase proinflammatoire et proapoptotique, pouvant induire 
le clivage de Bid et de la procaspase-3 (Eckhart et al., 2005). 
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L'activation des caspases cible différentes protéines cellulaires pour modifier et réguler 

leurs activités. Les caspases reconnaissent normalement les motifs DEVD, YVAD et DEAD 

(P4-P3-P2-P 1) tétrapeptidiques de leurs substrats, en clivant le lien entre le résidu PI et le 

côté C-tenninal de l'acide aminé adjacent dans la chaîne peptidique (Nicholson et 

Thornberry, 1997; Villa et al., 1997; Murphy et Martin, 2003). Plusieurs protéines du 

cytosquelette et/ou du noyau sont des substrats bien connus des caspases, comme la gelsoline 

(Kothakota et al., 1997), la fodrine (Martin et al., 1995b), les lamines A (Takahashi et al., 

1996) et B (Neamati et al., 1995), la Gas2 (Brancolini et al., 1995), la kératine 18 (Caulin et 

al., 1997), la ~-catenine (Brancolini et al., 1997) et ICAD (Liu et al., 1997; Enari et al., 

1998), responsable de la dégradation de l'ADN une fois clivées. Le clivage de ces substrats 

contribue à la réorganisation du corps cellulaire et même dans certains cas, à la formation des 

corps apoptiques (Murphy et Martin, 2003; Fan et al., 2005). 

Pour maintenir une balance entre la vie et la mort de la cellule, une famille de 

protéines inhibitrices de l'apoptose ( IAP ) permet de réguler la cascade d'activation des 

caspases, le cycle cellulaire et la transduction du signal des récepteurs de mort. Les membres 

de cette famille sont capables d'abolir l'activité des caspases en les éliminant de la cellule par 

la voie de dégradation du protéasome via une ubiquitination et/ou en inhibant directement 

leur activité enzymatique (Riedl et Shi, 2004; Vaux et Silke, 2005; Eckelman et al., 2006). À 

présent chez l' humain, les membres de la famille des LAP sont cLAP 1 (protéine cellulaire 

inhibitrice de l'apoptose), clAP2, hILP2 (human LAP-like protein 2), ML-LAP (melanoma 

IAP), XIAP (protéine inhibitrice de l'apoptose liée au chromosome X), NArP (protéine 

neuronale inhibitrice de l'apoptose), Survivin et Apollon. Tous les membres de cette famille 

contiennent un à trois domaines N-terminaux {AP répétés du baculovitUs (BIR) et cinq 

d'entre eux contiennent à leur extrémité C-terminale un domaine RING (protéique « doigt à 

zinc »). Les domaines BIR sont responsables de l'abolition de l'activité enzymatique des 

caspases car ils bloquent leur poche catalytique. Pour ce qui est du domaine RING, il 

possède une activité ligase E3 de l'ubiquitine et il dirige alors la dégradation des caspases 

cibles par le protéasome (Fan et al., 2005; Eckelman et al., 2006; Mufti et al., 2007). 
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1.6 Présentation du projet 

1.6.1 Introduction 

L'acroléine est un polluant omniprésent dans l'environnement et l'humain s'expose de 

façon considérable à cet agent toxique dans plusieurs situations. On retrouve l'acroléine dans 

notre alimentation, par exemple dans la vapeur d'huile de cuisson, et dans les produits de 

combustion organique. C'est un composé majeur de la fumée de cigarette, un produit généré 

lors de feux de forêt ou d'habitation et un constituant des gaz d'échappement des véhicules 

motorisés. De plus, ce produit toxique est utilisé en industrie comme matière première pour 

la fabrication de polymères d'acrylique, dans la production d'acide acrylique et comme 

herbicide. L'acroléine, un aldéhyde a.,~-insaturé très réactif, est un des produits toxiques de la 

peroxydation des lipides endogènes lors d'un stress oxydatif. Le stress oxydatif a été 

impliqué dans plusieurs maladies pulmonaires et neurodégénératives. En plus, les patients 

traités avec la cyclophosphamide, un agent chimiothérapeutique pour le traitement de 

différents cancers, sont exposés à l'acroléine comme métabolite de ce produit. L'acroléine 

générée in situ est probablement responsable en grande partie de la toxicité de la 

cyclophosphamide et des dommages qu'elle cause aux tissus sains, comme dans le cas de la 

vessie. Plusieurs recherches ont été réalisées sur les effets biochimiques aigus de l'acroléine. 

Par contre, mon projet de recherche vise à investiguer divers mécanismes d'apoptose activés 

par de faibles doses d'acroléine chez la lignée cellulaire pulmonaire AS49. 

1.6.2 Choix du modèle 

Pour approfondir les voies de signalisation de mort initiées par une exposition à 

l'acroléine, la lignée cellulaire AS49 a été choisie. Il s'agit d'un adénocarcinome humain du 

type de cancer du poumon le plus répandu, « non à petites cellules». Cette lignée a été isolée 

en 1972 et a été obtenue des cultures de l' «American Type Culture Collection» (ATCC). Le 

choix des cel1ules AS49 comme modèle pour l'étude provient du fait qu'elles sont des 

cellules humaines, bien caractérisées, stables, immortelles, à prolifération rapide et d'origine 

pulmonaire. 
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L'exposition des cellules A549 à de faibles concentrations d'acroléine a été réalisée 

dans le milieu a-MEM avec 10% de FBS et non pas dans le milieu de culture DMEM car il 

est connu que l'acroléine réagit avec les composés du DMEM (Grafstrom, R.C., 1990; 

Horton, N.D. et al., 1999). Cette exposition durait 30 minutes, 1,2,4 ou 24 heures à 37°C. 

Les concentrations d'acroléine variaient de 0 à 50llM pour représenter les concentrations 

retrouvées in vivo, puisque les niveaux estimés d'acroléine dans le sérum d'un humain sain 

peuvent atteindre 50llM (Satoh et al., 1999) et 80llM dans les fluides des voies respiratoires 

d'un fumeur (Eiserich et al., 1995). 

1.6.3 Objectifs spécifiques 

TI est connu qu'à des concentrations non létales, l'acroléine diminue la prolifération des 

cellules pulmonaires cancéreuses humaines (Ramu et al., 1996; HOlton et al., 1997; Rudra et 

Krokan, 1999) et induit l'apoptose chez certaines lignées cellulaires, telles que les 

macrophages alvéolaires (Li et al., 1997a), ainsi que les cellules épithéliales des bronches 

(Nardini et al., 2002). Récemment, chez les cellules ovariennes d'hamster chinois (CHO) en 

prolifération, il a été démontré que l'acroléine active la voie mitochondriale (Tanel et Averill­

Bates, 2005) et la voie du récepteur de mort Fas (Tanel et Averill-Bates, 2007a) de 

l'apoptose. De plus, toujours chez les cellules CHO, il a été établi que l'acroléine médie 

l'induction de l'apoptose par p38 et par la kinase régulatrice de signal extracellulaire (ERK) 

de la voie de signalisation des MAPKs (Tanel et Averill-Bates, 2006). Par contre, chez les 

cellules CHO, cette induction de la mort cellulaire peut être inhibée par l'antioxydant N­

acétylcystéine (Tanel et Averill-Bates, 2007b). 

Considérant qu'il n'est pas nécessairement possible de faire des extrapolations entre les 

espèces, nous n'avons pas poursuivi les recherches dans un modèle animal. Étant donné la 

pertinence de l'exposition à l'acroléine pour la santé humaine, nous nous sommes attardés sur 

l'induction de l'apoptose et de ses mécanismes de signalisation chez les cellules pulmonaires 

humaines, soit le premier organe ciblé par une exposition à l'acroléine. 
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Par contre, ces études précédentes permettent d'élaborer certaines hypothèses. Il est 

donc probable que l'acroléine à faibles doses induit l'apoptose, par la voie du récepteur de 

mort Fas en plus de la voie mitochondriale chez les cellules A549 en prolifération. 

L'objectif principal de cette recherche est d'évaluer les mécanismes de toxicité induits 

par l'acroléine in vitro, sur la lignée cellulaire tumorale A549. En premier lieu, on 

déterminera si l'acroléine induit la mort cellulaire soit par apoptose ou par nécrose. En 

second lieu, on investiguera si ces mécanismes de toxicité impliquent la voie du récepteur de 

mort Fas de l'apoptose et initie la dysfonction de la mitochondrie par la voie du «cross­

talk ». En troisième lieu, l'activation de la voie mitochondriale de l' apoptose par l'acroléine 

sera évaluée. 

1.6.4 Approches expérimentales 

En premier lieu, les événements de la phase exécutrice d'apoptose ont été déterminés 

par l'activation des caspases-3, -6 et -7 effectrices par fluorimétrie, et par le clivage d'un des 

substrats de ces caspases, le polyADP-ribose polymérase (PARP) par la méthode du Western 

blot, en utilisant l'anticorps spécifique correspondant (Bettaieb et Averill-Bates, 2005). 

L'activité enzymatique de chaque caspase sera mesurée selon le protocole de Hampton et 

Orrenius avec quelques modifications (Hampton et Orrenius, 1997; Tanel et Averill-Bates, 

2005) en utilisant un substrat fluorescent pour chacune d'elles (les substrats employés sont 

mentionnés au tableau 1.6). En ajoutant en excès ce substrat à un lysat de cellules, il est 

possible de suivre la réaction cinétique d'une caspase active par fluorimétrie. Lorsque la 

caspase active rencontrera son substrat, elle le clivera pour libérer ainsi une petite molécule 

(AMC (7-amino-4-methylcoumarin), AFC (7-amino-4-trifluoromethylcoumarin) ou MCA (7­

methoxy coumarin-4 acetyl» pouvant être détectée par le fluorimètre. L'activité 

enzymatique de la caspase est proportionnel à la fluorescence émise par ces petites 

molécules. 
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Tableau 1.6 

Liste des substrats fluorescents pour mesurer l'activité enzymatique de chacunes des caspases 

Caspases Substrats 
Caspase-2 Z-VDVAD-AFC 
Caspase-3 Ac-DEVD-AMC 
Caspase-6 Ac-VEID-AMC 
Caspase-7 MCA-VDQVDGWK(DNP)-NH2 

Caspase-8 Z-IETD-AFC 
Caspase-9 Ac-LEHD-AFC 

Légende: L'activité enzymatique de chaque caspase est mesurée selon le protocole de 
Hampton et Orrenius avec quelques modifications (Hampton et Orrenius, 1997; Tanel et 
Averill-Bates, 2005). 

De plus, cette phase exécutrice de l'apoptose sera suivie au microscope à fluorescence 

pour la condensation de la chromatine dans le noyau cellulaire grâce à la molécule de 

Hoescht No. 33258 (Lee et Shacter, 1997; Tanel et Averill-Bates, 2005) et en cytométrie de 

flux pour l'exposition de la phosphatidylsérine à la membrane cytoplasmique externe de la 

cellule par marquage à l'annexin V-FITC (van Engeland et al., 1998; Averill-Bates et al., 

2005). L'iodure de propidium (PI), imperméable à la membrane plasmique (coloration rouge 

en microscopie à fluorescence), a été utilisé dans ces deux méthodes comme indicateur pour 

la nécrose. 

Le Hoescht No. 33258 est un colorant fluorescent perméable aux membranes 

cellulaires et est reconnu pour s'intercaller entre les bases d'ADN, donnant ainsi une 

coloration bleutée au noyau cellulaire en microscopie à fluorescence. Le comarquage au 

Hoescht et au PI nous permet de classifier les cellules selon différents critères. Les cellules 

vivantes ne peuvent être marquées au PI car leur membrane plasmique est intacte, mais le 

Hoescht les pénètre et marque légèrement leur noyau avec une chromatine structurée, à 

coloration bleu pale. Les cellules apoptotiques ont une membrane plasmique intacte et ne 

peuvent pas être marquées au PI, mais le Hoescht les pénètre et marque fOltement leur noyau 

car la chromatine est maintenant condensée ou fragmentée, ce qui donne une coloration bleu 

intense. Les cellules nécrotiques ont une membrane plasmique perforée, alors le PI peut 
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maintenant les pénétrer et s'intercaller entre les bases d'ADN, donnant ainsi une coloration 

rouge avec un noyau élargie ayant une structure lisse et normale. 

Pour ce qui est de l'annexin V-FITC, elle a une grande affinité pour la 

phosphatidylsérine (PS) des bicouches lipidiques, mais elle ne peut pas franchir la membrane 

plasmique (van Engeland et al., 1998). Lors de l'apoptose, la PS, qui était normalement à la 

sutface interne de la membrane plasmique, est transloquée la sutface externe, où l' annexin V 

peut maintenant la lier. Grâce au comarquage annexin V-FITC et PI, il est possible de 

distinguer quatre populations de cellules par cytométrie de flux sur deux détecteurs différents. 

Les cellules vivantes ne sont pas fluorescentes car leur membrane plasmique est intacte et ne 

subissent aucun marquage. Les cellules apoptotiques à membrane plasmique intact 

expriment la PS à la surface extracellulaire et sont donc marquées par 1'annexin V. Les 

cellules apoptotiques à membrane plasmique petforée expriment la PS à la surface 

extracellulaire et sont donc comarquées par l' annexin V et le PI. Les cellules nécrotiques ont 

une membrane plasmique perforée mais n'expriment pas la PS à la surface extracellulaire, 

donc elles ne sont marquées que par le PI. 

Nous allons aussi étudier l'effet de l'acroléine sur le cycle cellulaire des cellules A549 

en cytométrie de flux pour évaluer si ce polluant peut accumuler les cellules dans une phase 

du cycle cellulaire et/ou induire la fragmentation de l'ADN (Krishan, 1975). 

En second lieu, le rôle de la voie du récepteur de mort Fas sera démontrée par la 

translocation des protéines adaptatrices FADD et RIF du cytosol à la membrane 

cytoplasmique par fractionnement cellulaire suivit de la méthode du Western blol (Bettaieb et 

Averill-Bates,2005). De plus, l'activation des caspases-2 el -8 a été évaluée par fluorimétrie 

(Hampton et Orrenius, 1997; Tanel et Averill-Bates, 2005). Nous allons aussi vérifier si une 

exposition à l'acroléine peut induire des variations d'expression du récepteur Fas (Cifone et 

al., 1994) et de son ligand FasL (Kayagaki et al., 1995) pour promouvoir la voie apoptotique 

par cytométrie de flux (Filion et al., 2004). À l'aide d'anticorps monoclonaux fluorescents 

tels que (FITC)-étiqueté anti-FasR et (PE)-étiqueté anti-FasL, il est possible de suivre leur 

modulation d'expression à la surface extracellulaire des cellules exposées à l'acroléine par 
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rapport aux cellules non traitées grâce à la cytométrie de flux. Cet appareil mesure l'intensité 

de fluorescence présente chez 10 000 cellules et plus cette intensité est élevée, plus il y a 

d'anticorps fixés sur ces cellules et donc plus il y a de récepteurs Fas ou de ligands FasL à 

leur surface extracellulaire. 

Afin de déterminer si la voie de « cross-talk » entre les voies des récepteurs de mort et 

de la mitochondrie est aussi activée, le clivage de la protéine pro-apoptotique Bid en tBid et 

sa translocation à la membrane mitochondriale seront évalués par fractionnement cellulaire 

suivit de la méthode du Western blot (Bettaieb et Averill-Bates, 2005). 

En troisième lieu, la voie mitochondriale sera démontrée par différents facteurs. Le 

changement du potentiel de sa membrane et l'augmentation de la production de ROS, suite à 

une exposition à l'acroléine, seront démontrés en cytométrie de flux par le colorant Rho 123 

(Rhodamine 123) (Bettaieb et Averill-Bates, 2005) et la sonde H2DCFDA (Denning et al., 

2002), respectivement. La Rho 123 est un colorant cationique lipophile. L'incorporation du 

colorant dépend principalement du potentiel de membrane (en raison de sa charge). Le 

potentiel interne de la mitochondrie étant 2 à 3 fois plus élevé que celui de la membrane 

plasmique, l'accumulation du colorant est majoritairement mitochondriale. La Rho 123 se 

fixe aussi dans une moindre mesure en fonction de sa solubilité dans la membrane interne de 

la mitochondrie et dans la matrice. Cette fixation potentielle dépendante s'accompagne d'un 

« quenching» de fluorescence et d'un léger déplacement des spectres d'excitation et 

d'émission, ce phénomène est mis à profit pour effectuer des mesures quantitatives du 

potentiel de membrane mitochondrial (Shapiro, 1994). Par conséquent, plus l'intensité de 

fluorescence est faible, moins il y a de Rho123 à la mitochondrie, et plus le potentiel de 

membrane mitochondrial est faible. De son côté, le H2DCFDA est une sonde spécifique aux 

ROS et perméable aux membranes cellulaires. Elle devient fluorescente seulement au 

moment où ses groupements acétates sont clivés par les estérases intracellulaires lors d'un 

stress oxydatif. Donc, plus l'intensité de fluorescence en cytométrie est élevée, plus il y a de 

H2DCFDA clivés et plus il y a de ROS. 
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La libération des facteurs pro-apoptotiques de la mitochondrie au cytosol a été réalisée 

par fractionnement cellulaire et par Western blot, où il a été possible de suivre l'impact d'une 

exposition à l'acroléine sur la translocation de différentes protéines telles que le cytochrome c 

et l'AIF (Bettaieb et Averill-Bates, 2005). Il a aussi été possible d'étudier le ratio de Bax 

versus Bcl-2 par cytométrie de flux (Del Poeta et al., 2003; Filion et al., 2004) et en plus, 

l'activation de la caspase-9 par fluorimétrie (Hampton et Orrenius, 1997; Tanel et Averill­

Bates, 2005). Il a été suggéré que le ratio Bax/Bcl-2 était plus important que la modulation 

de l'expression de ces deux protéines individuelles pour déterminer si la mort par apoptose 

sera initiée (Stoetzer et al., 1996). Par contre, les techniques conventionnelles telles que 

l'immunocytochimie et le Western blot, ne peuvent pas donner un résultat quantitatif et elles 

sont donc inadéquates pour calculer le ratio BaxIBcl-2 (Ong et al., 2000). La cytométrie de 

flux est particuliairement bien adaptée pour la mesure précise, semiquantitative de 

l'expression de Bax et de Bcl-2, ainsi que pour l'estimation de l'hétérogénéité cellulaire 

(Campos et al., 1993; Ong et al., 2000). En fait, il est possible de fixer et de perméabiliser 

les cellules pour détecter intracellulairement l'expression totale de Bax et de Bcl-2 en 

utilisant des anticorps monoclonaux fluorescents spécifiques à ces deux protéines par 

cytométrie, permettant ainsi de calculer le ratio (Del Poeta et al., 2003). 

En conclusion, puisqu'il y a peu d'études sur la voie de signalisation biochimique que 

ce polluant déclenche, il est important de poursui vre les recherches pour augmenter nos 

connaissances sur l'acroléine, considérant l'étendue de l'exposition des humains à cet agent 

toxique et de ses impacts sur la santé humaine. Ces études sur la toxicité de l'acroléine sont 

pertinentes dans plusieurs contextes affectant la santé humaine, comme l'action 

pharmacologique et/ou les effets secondaires de la cyclophosphamide, un agent anticancéreux 

où l'acroléine est l'un de ses métabolites, la régulation de la prolifération cellulaire et de la 

croissance tumorale par les polyamines, les maladies pulmonaires graves et 

neurodégénératrices (maladie d'Alzheimer), ainsi que la toxicité provenant d'expositions 

environnementales aux faibles doses d'acroléine. 



CHAPITRE II. 
RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX 

2.1 Préface 

Ce chapitre inclut un article scientifique décrivant les résultats expérimentaux de ce 

projet, qui a été réalisé au cours des deux années dans le laboratoire de la Dre Diana A. 

Averill-Bates. Le manuscrit intitulé "A549 Adenocarcinoma Cells Undergo Apoptosis by 

Activation of the Death Receptor Pathway upon Exposure to Acrolein" sera soumis sous peu 

à la revue Chemico-Biological Interactions. Ce manuscrit a été rédigé par moi-même et a été 

révisé par la Dre Diana A. Averill-Bates. De plus, j'ai effectué toutes les expériences pour 

cet article, à l'exception des résultats présentés à la Figure 9 portant sur la PEG-catalase, qui 

ont été réalisés par Ahmed Bettaieb. Cette étude in vitro, sur la lignée cellulaire tumorale 

A549, porte sur l'évaluation des mécanismes de toxicité induits par l'acroléine et sur la voie 

apoptotique du récepteur de mort Fas qu'elle déclenche. 
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2.2 Article 

A549 ADENOCARCINOMA CELLS UNDERGO APOPTOSIS BY
 
ACTIVATION OF THE DEA TH RECEPTOR PATHWAY UPON EXPOSURE TO
 

ACROLEIN
 

Julie Roy, Ahmed Bettaieb and Diana A. Averill-Bates 1.2 

Département des sciences biologiques, Université du Québec à Montréal, CP 8888, 
Succursale Centre-Ville, Montréal, Québec, H3C 3P8, Canada. 
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Abbreviations: Bax: Bcl-associated X protein; Bcl-2: B-cells lymphoma 2; Bid: BH3­
interacting domain death agonist; BSA: bovine serum albumin; CHAPS: 3-[(3­
cholamidopropyl)dimethylammonio]-2-hydroxy-l-propanesulfonic acid; COPD: chronic 
obstructive pulmonary disease; DISe: Death-inducing signaling complex; DMEM: 
Dulbecco's modification of Eagle's medium; DTT: dithiothreitol; EDTA: Ethylene diamine 
tetraacetic acid; EGTA: ethylene glycol tetraacetic acid; ERK: extracellular signal-regulated 
kinase; FACS: Fluorescence activated cell sorter; FADD: Fas associating death domain; 
FasR: Fibroblast-associated receptor; FasL: Fas ligand; FBS: fetal bovine serum; FITC: 
Fluorescein isothiocyanate; GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; aMEM: 
minimum essential medium alpha; MOPS: 3-(N-morpholino)-propane sulfonic acid; PARP: 
Poly(ADP-ribose) polymerase; PBS: phosphate-buffered saline; PE: phycoerythrin; PI: 
propidium iodide; PIOD: p53 induced protein with a death domain; PS: phosphatidylserine; 
PVDF: polyvinylidene difluoride; RAIOD: RIP-associated ICH-I/Ced-3 homologous protein 
with a death domain; RIP: receptor-interacting protein; ROS: reactive oxygen species; SDS­
PAGE: sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis; tBid: truncated Bid; 
TNFR: tumor necrosis factor receptor; TRAIL: TNF-related apoptosis- inducing ligand. 

Running title: Acrolein and Apoptosis 
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2.3 Résumé 

L'acroléine est un polluant omniprésent dans l'environnement et l'humain s'expose de 
façon considérable à cet agent toxique dans plusieurs situations. On retrouve l'acroléine dans 
notre alimentation, par exemple dans la vapeur d'huile de cuisson, et dans les produits de 
combustion organique. L'acroléine, un aldéhyde alpha,heta-insaturé très réactif, est un des 
sous-produits toxiques de la peroxydation des lipides endogènes lors d'un stress oxydatif. La 
peroxydation des lipides a été impliquée dans plusieurs désordres, dont celtaines maladies 
pulmonaires, cardiaques et neurodégénératives. Notre laboratoire a concentré ses efforts sur 
l'évaluation des mécanismes de toxicité induits par l'acroléine in vitro, sur la lignée cellulaire 
A549, un adénocarcinome pulmonaire humain. Plus précisément, nous avons étudié les 
mécanismes impliqués dans l'induction de l'apoptose par l'acroléine via la voie du récepteur 
de mort Fas. L'exposition des cellules A549 à l'acroléine (0 à 50 !lM) a causé une 
augmentation de l'expression du ligand FasL et la translocation des protéines adaptatrices 
FADD et RIP à la membrane plasmique. À ces concentrations subléthales, l'acroléine a 
induit l'activation des caspases initiatrices, caspases-2 et -8. De plus, la voie du « cross­
talk» entre les récepteurs de mort et la mitochondrie est initiée par le clivage de Bid. 
L'acroléine a aussi causé l'augmentation de l'activation de p53 par phosphorilation et 
déclenché la phase d'exécution de l'apoptose chez les A549 par l'activation de la caspase-7 
effectrice, l'externalisation de la phosphatidylsérine et la condensation de la chromatine 
nucléaire. La surproduction d'espèces réactives de l'oxygène induite par l'acroléine est 
responsable de l'augmentation du ligand FasL et de l'activation de la caspase-8. Cette étude 
démontre que l'acroléine induit la voie extrinsèque de \' apoptose. Ces études améliorent nos 
connaissances sur les mécanismes de toxicité de cet aldéhyde, qui a des répercussions 
importantes sur la santé humaine. 

MOTS CLÉS: Acroléine, apoptose, récepteurs de mort, caspase, Bid. 



63 

2.4 Abstract 

Acrolein is an omnipresent environmental pollutant to which humans are exposed in 
many situations. It is present in food, vapors of overheated cooking oil, and is a product of 
organic combustion. Acrolein, a highly reactive alpha,beta-unsaturated aldehyde, is a toxic 
by-product of endogenous lipid peroxidation resulting from oxidative stress. Lipid 
peroxidation has been implicated in many pulmonary, cardiac and neurodegenerative 
diseases. The aim of this study is to evaluate the toxic mechanisms induced by acrolein in 
vitro, in human lung adenocarcinoma A549 cells. More precisely, we investigated the 
mechanisms implicated in the induction of apoptosis by acrolein via the death receptor 
pathway. Exposure of A549 cells to acrolein (0 to 50 IlM) caused upregulation of Fas ligand 
(FasL) and translocation of adaptor proteins FADD and RIP to the plasma membrane. 
Acrolein induced activation of the initiator caspases-2 and -8. Moreover, the cross-talk 
between the death receptor and the mitochondria was initiated by the cleavage of Bid. 
Acrolein also caused activation of p53, and triggered the execution phase of apoptosis by 
activation of effector caspase-7, externalization of phosphatidylserine and condensation of 
nuclear chromatin. Increased production of reactive oxygen species induced by acrolein 
appeared to be responsable for upregulation of FasL and caspase-8 activation. This study 
demonstrates that acrolein induces the extrinsic pathway of apoptosis in A549 cells. These 
findings increase our knowledge on the toxic mechanisms of this aldehyde, which has 
important repercussions for human health. 

KEYWORDS: Acrolein, Apoptosis, Death Receptor, Caspase, Bid. 
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2.5 Introduction 

Acrolein, an a.,~-unsaturated aldehyde, is an omnipresent environmental pollutant and 

humans are exposed to this compound in many situations (Kehrer et Biswal, 2000). It is 

released naturally to the atmosphere as a product of fermentation, ripening processes, and 

generated during forest and house fires as a product of the incomplete combustion of organic 

material (Beauchamp et al., 1985). A major source of acrolein generation is cigarette smoke 

and second-hand smoke. In addition to exogenous sources of exposure, acrolein is also 

produced in situ, during the normal intermediary catabolism of various afiÙno acids and 

polyamines (Alarcon, 1976) and when allylic alcohol or cyclophosphamide are metabolized 

(Ghilarducci et Tjeerdema, 1995). Furthermore, acrolein is a product and initiator of lipid 

peroxidation associated with oxidative stress (Kehrer et Biswal, 2000). Acrolein, by 

depleting antioxidant defenses such as glutathione (Yang et al., 2004) and increasing 

generation of reactive oxygen species (ROS), causes an increase in oxidative stress (Luo et 

Shi,2004). 

Acrolein is mutagenic and genotoxic to bacterial and human ceUs (Kehrer et Biswal, 

2000). This has been attributed to its high1y reactive and extremely electrophilic proprieties 

(Beauchamp et al., 1985), which permits it to bind cellular nucleophi1es (Kehrer et Biswal, 

2000). Acrolein can mediate cigarette smoke induced macrophage activation, which could be 

responsible for the induction of chronic inflammation (Facchinetti et al., 2007) and mucus 

hypersecretion in the respiratory track (Borchers et al., 1999). Hence, acrolein is a highly 

selective airway toxicant (Aranyi et al., 1986), which is capable of inducing respiratory tract 

les ions (Beauchamp et al., 1985). As a consequence, acrolein exposure has been associated 

with many lung diseases such as asthma (Samet et Cheng, 1994), chronic obstructive 

pulmonary disease (COPD) (Hogg, 2001), chronic bronchitis, emphysema (Saetta, 1999), 

cys tic fibrosis (Witschi et al., 1997) and lung carcinogenesis (Feng et al., 2006). 

Exposure to doses of acro1ein higher than 50 f1M causes cells to die by necrosis (Tanel 

et Averill-Bates, 2005). Necrosis is a form of cell death resulting from traumatic accidents, 

certain pathologies or metabolic deficiencies (Ma1hi et al., 2006). It is characterized by 
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irreversible plasma membrane damage and organelle breakdown, which leads to leakage of 

cellular contents into the extracellular environment, and often results in inflammatory 

reactions (Festjens et al., 2006). Exposure to doses of acrolein exceeding 50 IlM causes 

massive disruption to structure and function of cells (Kehrer et Biswal, 2000; Kern et Kehrer, 

2002). In fact, acrolein inhibits cell growth (Marano et Puiseux-Dao, 1982), increases cell 

membrane perrneability, alters levels of glutathione, protein sulfhydryls (Patel et Block, 

1993) and thiol-containing enzymes, as weil as forming adducts with DNA (Kehrer et 

Biswal, 2000). 

It was reported that at doses inferior to 50IlM, acrolein decreases the proliferation of 

human lung carcinoma cell lines (Rudra et Krokan, 1999) and induces apoptosis in several 

cell types, such as alveolar macrophages (Li et al., 1997a), bronchial epithelial cells (Nardini 

et al., 2002) and Chinese hamster ovary (CHO) cells (Tanel et Averill-Bates, 2005; Tanel et 

Averill-Bates, 2007a). However, induction of apoptosis by acrolein is cell-type dependent. 

Acrolein inhibits apoptosis in neutrophils (Finkelstein et al., 2001) and in proB lymphocytes, 

it induces oncosis/necrosis (Kern et Kehrer, 2002). 

Apoptosis is essential for normal embryonic development, tissue homeostasis and 

immune regulation (Schwarz et al., 2007). It is characterized by a series of distinct 

morphological and biochemical alterations such as phosphatidylserine externalization, DNA 

fragmentation, chromatin condensation and cellular fragmentation into apoptotic bodies 

(Malhi et al., 2006). Apoptotic signal transduction of death receptor Fas can be initiated by 

the engagement of its ligand (FasL) to its extracellular domain, which triggers 

oligomerization of the Fas receptor upon juxtaposition of its intracellular domains (Guicciardi 

et Gores, 2003; Malhi et al., 2006). This event results in the translocation of adaptor proteins 

such as Fas associating death domain (FADD) and/or receptor-interacting protein (RIF) to the 

cytoplasrnic membrane, which leads to recruitment and subsequent activation of initiator 

caspases-8 and -10 (Guicciardi et Gores, 2003). These newly functional initiator caspases 

trigger a cascade of caspase activation by processing and activating the effector caspases-3, ­

6, and -7 (Youle et Strasser, 2008), which are directly or indirectly responsible for the 

cleavage and degradation of several crucial cellular proteins (inhibitor of caspase activated 
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DNase (ICAD), lamin A, actin, fodrin ... ) and for the execution of cell death (Guicciardi et 

Gores, 2003). Altematively, caspases-8 and -10, once activated by the death receptors, can 

interconnect with the mitochondrial pathway of apoptosis through cleavage of other 

substrates such as Bid, a Bcl-2 related protein (Fan et al., 200S). Once cleaved, truncated Bid 

(tBid) inserts itself in the mitochondrial membrane and triggers the release of proapoptotic 

mitochondrial factors, such as cytochrome c, which leads to activation of initiator caspase-9 

and then effector caspase activation (Youle et Strasser, 2008). 

One of major routes of exposure to acrolein is the lung via inhalation. Therefore, with 

the aim of advancing our knowledge on the death pathways initiated by acrolein, the A549 

adenocarcinoma cell line was chosen for this study for its human pulmonary origin. Given 

the widespread exposure of humans to low doses of acrolein, this research is important for 

improving the understanding of its toxic mechanisms, amongst those implicating the death 

receptor signaling pathway of apoptosis. 

2.6 Material and Methods 

2.6.1 Cell culture 

AS49 cel1s (ATCC #CCL-18S) were grown in monolayer in Dulbecco's modified 

Eagle's medium (lnvitrogen Canada, Burlington, ON, Canada) containing 10% fetal bovine 

serum (FBS) (Invitrogen Canada), 2 mM L-glutamine, 3.7 g/I sodium bicarbonate, 1.0 mM 

sodium pyruvate and 1% penicillin (SO U/ml)-streptomycin (50 ",g/ml) (Flow Laboratories, 

Mississauga, ON, Canada), in tissue culture flasks (Starstedt, St-Laurent, QC, Canada). The 

cells were grown to near confluence in a hUITÙdified atmosphere of S% CO2 in a water­

jacketed incubator at 37°C and were then incubated for 24 h with fresh culture medium. 

Confluent cells were harvested using 0.2S% (w/v) trypsin-0.02% (w/v) EDTA solution, 

washed by centrifugation (1000 g, 3 min) and resuspended in minimum essential medium 

alpha (aMEM) plus 10% FBS for experimental studies (Grafstrom, 1990; Horton et al., 

1999). 
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2.6.2 Flow cytometric analysis of FasR and FasL extracellular expression 

Briefly, 1x106 cells were resuspended in aMEM plus 10% FBS and incubated with 

acrolein (0 to 27 flM) in a final volume of 1.0 ml at 37°C. After 1 h of exposure, the cells 

were washed three times by centrifugation (1000 g, 3 min) to stop the incubation and 

resuspended in 100 fll of PBS-1 % FBS. Cells were then incubated either with 20 flg/ml of 

(FITC)-labeled anti-FasR (Cifone et al., 1994) or 20 flg/ml of (PE)-labeled anti-FasL 

(Kayagaki et al., 1995) (Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA) for 30 min at room 

temperature in the dark (Fil ion et al., 2004). After washing them three times, 10 000 cells 

were analysed by flow cytometry using a FACScan (Averill-Bates et al., 2005) equipped with 

an argon laser (488 nm) and analysed using Lysis II software (Becton Dickinson, Oxford, 

UK). Anti-FasR-FITC fluorescence was detected on the FL-l detector and anti-FasL-PE 

fluorescence on the FL-2 detector. The extracellular expression of FasR and FasL was 

compared with untreated cells. 

2.6.3 Total FasL expression 

Cells were pretreated with or without 300 flM polyethylene glycol catalase (PEG­

catalase) (Sigma-Aldrich Canada, ON, Canada) for 3 h and then exposed to acrolein for 1 h 

or 2 h. Then, ceIls were fixed with 1% formaldehyde for 20 min and permeabilized with 

saponin buffer (20 mM Hepes/ 138 mM KCI/ 4 mM MgCl 2/ 0.2 mg/ml saponin/ 1% bovine 

serum albumin/ 1 mM ATP/ 3 mM phalloidin) for 1 min. Cells were washed twice in 

saponin-free buffer and labeled for 1 h at 4°C with 20 flg/ml of (PE)-Iabeled anti-FasL 

monoclonal antibody (Caltag laboratories, Burlingame, CA, USA). After washing ce lis three 

times, total expression of FasL in 10 000 cells was analysed by FACScan (Vitriol et al., 

2007). 

2.6.4 Preparation of whole celllysates 

Following treatment with acrolein, cells were washed in buffer A (100 mM sucrose, 1 

mM EGTA, 20 mM 3-(N-morpholino)-propane sulfonic acid (MOPS), pH 7.4) by 
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centrifugation (lOOO g, 3 min). Briefly, the supematant was discarded, pelleted cells were 

resuspended in Iysis buffer H (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCI, 10% glycerol, 80 mM ~­

glycerophosphate, 10 mM EGTA, 0.5 mM EDTA, 1 mM Na3V04, 5 mM N~P207, 50 mM 

NaF, 2% SOS, 1% Triton X-I00, 1 mM dithiothreitol (OTT) and 1% cocktail of protease 

inhibitors) and incubated on ice for 1 h, vortexing cells every 15 min. Then, by a 10 min 

centrifugation at 2500 g, the proteins of whole cell Iysates were isolated in the supernatant 

(Bettaieb et Averill-Bates, 2005) for the immunodetection of FasR, p53 and anti-p53 Ser l5p . 

2.6.5 Preparation of subcellular fractions 

The subcellular fractions were prepared as described (Bettaieb et Averill-Bates, 2005). 

Following treatment with acrolein, cells were washed in buffer A and resuspended in buffer 

B (buffer A plus 5% Percoll, 0.01 % digitonin, 1 mM phenylmethylsu1fonyl fluoride (PMSF), 

1 mM OTT and 1% cocktail of protease inhibitors: 10 !lM aprotinin, 10 !lM pepstatin A, 10 

!lM leupeptin, 25 !lM calpain inhibitor 1). After a 30 min incubation on ice, Iysates were 

homogenised using a hand potter (Kontes glass CO, Duall 22, Fisher, QC, Canada). 

Unbroken cells and nuclei were pelleted by centrifugation at 2500 g for 10 min. The 

supematant was centrifuged further al 15000 g for 15 min to isolate the mitochondrial 

fraction. The pellet was subsequently washed with 500 IlL of buffer A and centrifuged at 

15000 g for 15 min. The final pellet containing the purified mitochondrial fraction was then 

resuspended in Iysis buffer H for the detection of tBid. 

The supematanl was centrifuged at 100 000 g for 1 h. The resultant supematant was 

designated as the cytosolic fraction, which was used for the detection of FADO, RIP and Bid. 

The pellet was resuspended in Iysis buffer H and designated as the microsomal fraction, 

which was used for the detection of translocation of FAOO and RIP to the plasma membrane. 

2.6.6 Immunodetection 

SOS-polyacrylamide gel electrophoresis (SOS-PAGE) of the cellular proteins was 

carried out according to Laemmli (Laemmli, 1970). Proteins (40 !lg) were quantified 
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according to Bradford (Bradford, 1976) and then solubilised in Laemmli sample buffer. The 

samples were boiled for 5 min at lOO°C and loaded onto a SDS-polyacrylamide gel. 

Electrophoresis was carried out at a constant voltage of 125 V. Cellular proteins were 

transfelTed electrophoretically to a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane using a 

MilliBlot Graphite Electroblotter 1 apparatus (Mil li-pore, Bedford, MA, USA) (Tanel et 

Averill-Bates,2005). The transfer buffer contained 96 mM glycine, 10 mM Tris, and 10% 

methanol. The transfer was carried out for 1.5 h at constant amperage of 80 mA/gel. 

Hydrophobic or nonspecific sites were blocked ovemight at 4°C with 5% powdered skim 

milk in Tris-buffered saline (50 mM Tris and 150 mM NaCl) containing 0.1 % Tween-20 

(TBS-T). Membranes were washed four times for 15 min in TBS-T. The blots were probed 

with the primary antibodies: anti-FasR, anti-FADD, anti-RIP, anti-Bid, anti-p53, anti­

GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), and anti-tBid, anti-p53 Ser l5p 

(Stressgen, San Diego, CA, USA) in TBS-T, 1% bovine serum albumin (BSA) for 1 h at 

room temperature. Membranes were washed four times for 15 min and incubated for 1 h at 

room temperature with peroxidase-conjugated secondary antibody (1: 1000) in TBS-T 

containing 5% milk powder. Secondary antibodies consisted of horseradish peroxidase 

(HRP)-conjugated anti-mouse, anti-rabbit, and anti-goat IgG (Biosource, Camarillo, CA, 

USA). PVDF membranes were washed four times for 15 min and were detected using the 

ECL plus chemiluminescence kit (PerkinElmer, Boston, MA, USA). Purity of mitochondrial, 

cytosolic and microsomal fractions were verified using antibodies to cyc100xygenase IV 

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), glutathione S-transferase (Calbiochem, 

La Jolla, CA, USA) and calnexin (BD Biosciences Canada, Mississauga, ON, Canada), 

respectively (data not shown). For verification of equivalence in protein loading, blots were 

probed with the anti-GAPDH antibody and by coloration of the membrane using Coomassie 

blue (Bettaieb et Averill-Bates, 2005). Protein expression was analysed using a scanning 

laser densitometer, relative to GAPDH (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). 

2.6.7 Determination of caspa<;e activity by fluorescence spectroscopy 

The activity of caspases was measured according to Hampton and Orrenius (Hampton 

et Orrenius, 1997), with minor modifications. Cells were pretreated with or without 300 fJM 
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PEG-catalase for 3h and then exposed to acrolein for 30 min, 1 h or 2 h. After incubation, 

cells were washed three times by centrifugation (1000 g, 3 min) in cold PBS and resuspended 

in 75 !JI of reaction buffer (20 mM piperazine-N-N-bis-(2-ethanesulfonic acid), 100 mM 

NaCl, 10 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.1 % 3-(3-cholamidopropyl-dimethylammonio)-2­

hydroxy-l-propane sulfonic acid and 10% sucrose, pH 7.2). Cells were 1ysed at -80°C for 30 

min. The kinetic reaction was followed for 30 min, after addition of the appropriate caspase 

substrate at a final concentration of 50 IJ,M, at 37°C (Bettaieb et Averill-Bates, 2005) using a 

Spectra Max Gemini spectrofluorimeter (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

Caspase-2 activity was measured by cleavage of the fluorogenic peptide substrate Z-Yal-Asp­

Yal-Ala-Asp-AFC (Z-YDYAD-AFC) with À-max excitation wavelength at 400 nm and À-max 

emission wavelength at 505 nm. For caspase-8, the substrate was Z-Ile-Glu-Thr-Asp-AFC 

(Z-IETD-AFC) with À-max excitation at 400 nm and À-max emission at 505 nm, and for 

caspase-7, the substrate was MCA-Yal-Asp-Gln-Yal-Gly-Trp-Lys-(DNP)-NH2 (MCA­

YDQYDGWK(DNP)-NH2) with À-max excitation at 325 nm and À-max emission at 395 nm 

(Calbiochem, La Jolla, CA, USA). 

2.6.8 Determination of cell death by Annexin Y-FITC staining 

Extemalized phosphatidylserine (PS) on the outer surface of the cytoplasmic 

membrane becomes labeled by fluorescein (FITC)-labeled Annexin Y (BD Biosciences 

Canada, Mississauga, ON, Canada), which has a high affinity for PS-containing phospholipid 

bilayers (van Engeland et al., 1998). To analyse apoptotic cell death by fIow cytometry, 

A549 cells (1 x106/m1) were incubated for 4 h with acrolein (0 to 27 !J.M). Cells were then 

washed twice with PBS and resuspended in 1 ml of binding buffer (10 mM HepeslNaOH, pH 

7.5, 140 mM NaCI, and 2.5 mM CaCh). A volume of 500 !J.I of cell suspension was 

incubated with 5 !J.I of Annexin Y-FITC and 10 !J.l of propidium iodide (PI) for 10 min at 

room temperature in the dark. Cells (10 000) were then analysed by fIow cytometry (Averill­

Bates et al., 2005). Annexin Y-FITC fluorescence was detected on the FL-l detector and PI 

fluorescence on the FL-3 detector. Four populations of cells were analysed: live control cells 

in the lower-left quadrant (Annexin Y-/Pl); early stage apoptotic cells in the lower-right 

quadrant (Annexin y+/Pl); late stage apoptotic cells in the upper-right quadrant (Annexin 
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Y+lPt); necrotic cells in the upper-Ieft quadrant (Annexin Y-IPt). The results are reported 

as the fraction of total apoptotic ceUs (early and late stage apoptosis). 

2.6.9 Morphological analysis of apoptosis 

To visualize nuclear morphology and chromatin condensation by fluorescence 

microscopy (Lee et Shacter, 1997), A549 cells were exposed to acrolein (0 or 14 /lM) for 4 h 

at 37°C in aMEM plus 10% FBS. CeUs were then washed twice with PBS and Hoechst 

33258 (60 /lg/nù) was added for 15 min to stain apoptotic ceUs. CeUs were washed and PI 

(50 /lg/nù) was added to stain necrotic ceUs. Images obtained by fluorescence microscopy 

(Carl Zeiss Canada Ltd, Montreal, QC, Canada) were analysed by Northern Eclipse software 

and pictures were taken by digital camera (camera 3CCD, Sony DXC-950P, Empix Imaging 

Inc, Mississauga, ON, Canada). CeUs were classified using the following criteria: a) live 

ceUs (normal nuclei, pale blue chromatin with organized structure); b) membrane-intact 

apoptotic cells (bright blue condensed or fragmented chromatin); c) necrotic cells (red, 

enlarged nuclei with smooth normal structure). The fractions of apoptotic and necrotic cells 

were determined relative to total cells (obtained using bright field illumination). A minimum 

of 200 ceUs was counted per dish (Tanel et Averill-Bates, 2005). 

2.6.10 ROS generation 

The generation of pro-oxidants was measured as described by Denning and coworkers 

(Denning et al., 2002), with modifications. CeUs were pretreated with or without 300 /lM 

PEG-catalase for 3 h and then exposed to acrolein for the indicated periods of time. 10 /lM 

of 2'7'-dihydrodichlorofluorescein diacetate (H2DCFDA) was added. H2DCFDA produces a 

green fluorescence when it becomes oxidized in the presence of hydrogen peroxide. Levels 

of hydrogen peroxide in 10 000 ceUs were determined by flow cytometry using the FL-1 

detector. 
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2.6.\\ Statistics 

Data represent means±SEM from at least 3 independent experiments. When not 

shown, error bars lie within symbols. Comparisons among multiple groups were made by 

one-way ANOVA, which measures the \inear contrast of means. The Bonferroni-Holmes 

adjustment was used to control for the Family-wise error rate at a desired level (a=5%). 

Software used was JMP Statistical Discovery 4.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). For 

significant differences, P<0.05. (*)P < 0.05, (**)P < 0.01 as compared with control (0 !-lM); 

(8)P < 0.05, (8 8)P < 0.01 as compared with cel1s non pretreated with PEG-catalase at the 

same concentration of acrolein. 

2.7 Results 

2.7.1 Initiation of the death receptor pathway by acrolein 

A549 cells were exposed to concentrations of acrolein varying from \ to 50 !-lM to 

represent in vivo values, since the level of acrolein in the serum of a normal human was 

estimated to reach 50 !-lM (Satoh el al., 1999) and up to 80 J.lM in respiratory track lining 

fluids in smokers (Eiserich el al., 1995). The death receptor pathway of apoptosis can be 

initiated by ligation of the receptor Fas (FasR) to its ligand, FasL, which results in receptor 

aggregation (Mollinedo et Gajate, 2006). To determine the potential for toxicity of acrolein 

through the Fas death receptor pathway in A549 cel1s, we evaluated the modulation of 

expression of FasR and FasL by flow cytometry (Fig. 1A-I E). There was a 4 to 29 % 

increase in FasL expression at the extracel1ular surface of the plasma membrane following a 

1 h exposure to acrolein concentrations ranging from 1 to 27 !-l M, compared to the untreated 

control (Fig. 1A, 1C). Under the same conditions, extracellular FasR expression decreased 

by 24 to 42 %, compared to the untreated cells (Fig. lA, lB). Since the extracellular FasR 

expression decreased fol1owing exposure to acrolein, we further investigated if there were 

changes in the total expression of this receptor. The immunodetection of FasR in A549 
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whole celllysates after 1 h of exposure to acrolein (3-14 f.JM) showed no significant changes 

in the total expression of FasR (Fig. 1D, 1E). 

2.7.2	 Acrolein causes translocation of adaptor proteins FADD and RIP to the plasma 
membrane 

Once death receptor signaling is initiated, the death domains of FasR then recruit 

adaptor proteins FADD and/or RIP to the receptor complex at the cytoplasmic side of the 

plasma membrane (JaatteUi et Leist, 2003). Acrolein induced the translocation of FADD and 

RIP to the A549 cell membrane (Fig. 2A, 2C and Fig. 3A, 3C), which resulted In a 

corresponding reduction in their levels in the cytosol (Fig. 2B, 2C and Fig. 3B, 3C). The 

recruitment of FADD and RIP to the cytoplasmic membrane was optimal after 1 h of 

exposure to acrolein. The maximum increase in translocation to the plasma membrane for 

FADD reached 3.2 and for RIP 1.93 times the levels in untreated controls. 

2.7.3	 Acrolein induces activation of initiator caspases 

The initiator procaspases-8 and -10 are recruited by adaptor proteins and accumulate at 

the membrane death-inducing signaling complex (DISC), resulting in their spontaneous 

activation by autoproteolytic cleavage, which initiates apoptotic signaling (Guicciardi et 

Gores, 2003; Mollinedo et Gajate, 2006; Stevens et Maier, 2008). Exposure to acrolein, for 

30 min to 2 h, led to activation of initiator caspase-2 (Fig. 4A) and caspase-8 (Fig. 4B) in 

A549 cells. Caspase-IO was not acti vated by acrolein exposure (data not shown). The 

increases in enzymatic activity of caspase-8 were more pronounced than for caspase-2. The 

enzymatic activity of caspase-2 was higher than for untreated cel1s (maximum increase 14 %) 

after exposure to 0 to 7 f.JM of acrolein, for 30 min to 2 h. After 30 min exposure to acrolein 

(0 to 27 f.JM), the activity of caspase-8 increased from 22 to 55 %, compared to the untreated 

control. Caspase-8 also remained active after 1 h exposure to acrolein, with a decline in 

activity after 2 h at higher concentrations (14 to 27 )..lM). 
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2.7.4 Induction of the cross-talk pathway by acrolein and implication of pS3 

Once procaspases-2 and/or -S are activated, they can induce a cross-talk pathway 

between the death receptor and the mitochondrial pathways, through their ability to cleave 

Bid (Lavrik et al., 2006; Youle et Strasser, 200S). Exposure of AS49 cells to acrolein for 30 

min caused a small increase in mitochondrial tBid, which was more pronounced after 1 h 

(Fig. SA, SC). In addition, acrolein induced a dose-dependent increase in cytosolic 

expression of fulliength Bid up to 2.2-fold, relative to the untreated control after 30 min (Fig. 

SB). Following 1 h exposure, acrolein caused cleavage of Bid to form tBid, which was 

detected at mitochondria. This was apparent as the high cytosolic Bid expression after 30 

min returned to control levels after 1 h, and there was a corresponding increase in levels of 

cleaved fragment tBid in the mitochondrial fraction. After 2 h of exposure, the mitochondrial 

tBid expression returned to control levels, but cytosolic Bid levels decreased with increasing 

acrolein concentrations (Fig. SA-SC). 

It is weil known that pS3, once activated through phosphorylation or acetylation, can 

induce apoptosis mediated by activation of caspase-2 (Maiuri et al., 2007) and genes such as 

Bid (Sax et al., 2002; Bras et al., 2005). To determine the ability of acrolein to modulate the 

expression of pS3 and its phosphorylation, AS49 ce11s were exposed to low concentrations of 

acrolein ranging from 0 to 14 ~M, for 30 min and 1 h. Acrolein (7 ~M) induced an increase 

in the total cellular expression of pS3 and phospho pS3(serlS) by about 22 % after 30 min 

(Fig. 6A-6C). 

2.7.5 Acrolein induces activation of effector caspase-7 

Once activated, the initiator caspases can process directly or indirectly, through Bid 

and/or the mitochondrial pathway, downstream effector caspases such as caspases-3, -6, and ­

7, which are responsible for the execution of cell death by apoptosis (Youle et Strasser, 

200S). The downstream event investigated from caspases-2 and -S activation in the apoptotic 

cascade initiated by acrolein was the effector caspase-7 (Ho et al., 2005). The enzymatic 

activity of caspase-7 was analysed by exposing AS49 cells to acrolein at concentrations 
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ranging from 0 to 27 IlM (Fig. 7). There was increased enzymatic activity of caspase-7 when 

cells were exposed to acrolein for 30 min to 2 h, compared to untreated controls. The 

maximum increase in activity was 48 %, which was reached after 2 h, at acrolein 

concentrations of 3 and 7 IlM. 

2.7.6 Activation of the execution phase of apoptosis by acrolein 

After investigating the initiation of the death receptor pathway by acrolein, the 

execution phase of apoptosis was analysed to determine the potential toxic effect of this 

aldehyde in A549 cells. Two characteristic changes occurring during apoptosis were 

evaluated by Annexin V-FITC labeling of externalized PS on the plasma membrane (Fig. 8A­

8C) and by the fluorescent probe Hoechst 33258 (blue-green coloration), which labels 

condensed nuclear chromatin (Fig. 80, 8E). PI was used as a counterstain for necrosis. 

There was a 3.1 to 3.7-fold increase in Annexin V-positive cells following a 4 h exposure of 

A549 cells to acrolein (Fig. 8A, 8C), compared to the untreated control (Fig. 8A, 8B). By 

Annexin V staining, apoptosis increased by about 15.4%, compared to the untreated cells, in 

the presence of acrolein (Fig. 8A-8C). By Hoechst staining, apoptosis increased to about 20 

% in A549 cells exposed 4 h to 14 f.!M of acrolein, compared to the untreated control (Fig. 

80,8E). Under these conditions, levels of necrotic cells remained low (-5 %) (Fig. 8A). 

2.7.7 Role of ROS in activation of the receptor pathway by acrolein 

The subsequent step was to determine how acrolein can activate the death receptor 

pathway. We therefore investigated the role of acrolein-induced ROS production on the 

upregulation of FasL and on the increased activation of caspase-8. ROS production was 

detected by an increase in H20CFOA fluorescence (Fig. 9A). There was a ]4 to 34 % 

increase in ROS production in A549 cells exposed to low concentrations of acrolein, for 30 

min to 1 h, when compared to the untreated cells. The acrolein-induced increase in 

production of ROS, upregulation of FasL and activation of caspase-8 were significantly 

attenuated by pretreatment of cells with 300 f.!M PEG-catalase, a well-known ROS 
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scavenger, which detoxifies hydrogen peroxide (Fig. 9A-9C). These findings suggest that 

ROS generated by acrolein are responsible for activation of the death receptor pathway. 

2.8 Discussion 

2.8.1 Initiation of death receptor pathway by acrolein 

Acrolein-induced apoptosis is clearly cell type dependent (Kern et Kehrer, 2002). This 

study was carried out in proliferating A549 cells, a human pulmonary adenocarcinoma, to 

establish whether acrolein ean induce apoptosis by the death receptor pathway. This was 

partial!y confirmed in acrolein-exposed A549 cells by increased expression of FasL, which 

was also shown in CHa ceUs (Tanel et Averill-Bates, 2007a), and decreased expression of 

FasR by acrolein at the extraeellular membrane, while total cellular content of FasR remained 

stable. These results imply that increased FasL expression at the extraeellular membrane 

encumbers FasR by specifie binding, thereby preventing its detection by the anti-FasR-FITC. 

The decrease in FasR at the extraeellular membrane could also be explained by 

internalisation of the FasL-FasR cluster fol!owing receptor activation (Henkler et al., 2005). 

These results suggest that aerolein induees binding of FasL and FasR that triggers the death 

receptor pathway. Furthermore, activation of the death receptor pathway was confirmed by 

the translocation of FADD and RIF to the plasma cell membrane and caspase-8 activation. 

2.8.2	 Acrolein induces translocation of adaptor proteins FADD and RIF to the plasma 
membrane 

It is weil established that TNF-induced cell death can take the form of either apoptosis 

or necrosis (Laster et al., 1988). The ability of Fas to induce neerosis-like programmed cel! 

death, in addition to apoptosis, has also been described (Holler et al., 2000). The complexity 

of death-receptor-induced cell survival, apoptotic and necrotie signaling networks now 

exceeds by far that of the simple linear pathway originally suggested by the discovery of the 

receptor-triggered caspase cascade (HüitteHi et Leist, 2003). Just as with the different 

protease families, the concentration of adapter proteins such as FADD might be one of the 
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switches deciding as to whether the apoptotic or necrotic pathway is triggered by death 

receptors. As for RIP, it is known to initiate a caspase-independent necrotic pathway 

mediated by the formation of ROS, but this process can be inhibited by caspase-8 activation 

(Lin et al., 1999; Holler et al., 2000). 

This study reports that A549 cells exposed to Iow concentrations (less than 50 !lM) of 

acrolein Ied to recruitment of FADD and RIP to the cytoplasmic membrane. These results 

are consistant with acrolein-induced FADD translocation to the cytoplasmic membrane in 

CHa cells at Iow concentrations (inferior to 50 !lM) (Tanei et Averill-Bates, 2007a). Under 

these conditions, acrolein induced PS externalization and nuclear chromatin condensation 

associated with apoptosis and a Iow Ievei of necrosis (-5 %) in A549 cells. These findings 

indicate that the death receptor pathway activated the apoptotic rather than the necrotic 

signaling network. Therefore, we pursued this investigation with the activation of initiator 

caspases. 

2.8.3 Acrolein induces activation of initiator caspases 

Caspase-8 is known to be activated after recruitment to FADD and the death receptor. 

Caspase-8 appears to be the principal initiator caspase during death receptor mediated 

apoptosis (Curtin et Cotter, 2003). Our findings in A549 ce1ls, after short exposures (0.5 to 2 

h), demonstrated that acrolein (l to 27 !lM) caused substantial caspase-8 activation. These 

results are in agreement with acrolein-induced caspase-8 activation in CHa ce Ils at low 

concentrations (l0 to 50 !lM) (Tanei et Averill-Bates, 2007a). Given the Iow level of 

necrosis, our findings suggest that RIP is mediating apoptosis, rather than necrosis, through 

death receptors. Caspase-8-mediated cleavage of RIP produces a C-terminai fragment that 

appears to enhance apoptosis through enhanced DISC formation (Holler et al., 2000; Curtin 

et Cotter, 2003). Thus, caspase-8 is believed to play an obligatory role in apoptosis initiation 

by death receptors, but does not appear to be involved in necrosis triggered by these 

receptors. 
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The molecular mechanisms of activation of caspase-2 are not weil defined, and are in 

fact controversial. Sorne have reported that DNA damage can activate caspase-2 in a 

multinuclear complex that involves the p53-induced protein with a death domain (PIDD) and 

the RIP-associated protein with a death domain (RAIDD) (together known as the piddosome) 

(Maiuri et al., 2007; Tinel et al., 2007). Others have reported that the DD of RIP can bind to 

Fas receptor and recruits RAlDD and caspase-2 to Fas receptor aggregates (Curtin et Cotter, 

2003; Stevens et Maier, 2008). In several cell lines, this initiator procaspase-2 was found at 

the Fas DISC and activated on Fas stimulation. At the same time, it was demonstrated that 

procaspase-2 could not initiate cell death in the absence of procaspase-8. Thus, it was shown 

that caspase-2 is activated at the DISC but does not prime Fas-induced apoptosis (Lavrik et 

al., 2006). After cleavage and activation, caspase-2 is able to further regulate the apoptotic 

cascade by processing its substrates, such as Bid and effector caspases (Curtin et Cotter, 

2003; Lavrik et al., 2006). In A549 cells, acrolein (1 to 7 flM) caused low level activation of 

caspase-2 after short exposure times (0.5 to 2 h). 

Caspase-2 and -8 were both activated by acrolein in A549 cells. Caspase-8 triggers 

effector caspases either directly or through a Bid-mediated mitochondrial pathway (Strasser 

et al., 2000). The Bid molecule was also found to be the substrate for caspase-2 in vitro (Guo 

et al., 2002). Thus, it seems likely that after activation, by acrolein in A549 cells, caspase-2 

along with caspase-8 can both contribute to Bid cleavage. This subsequently leads to the 

amplification of the mitochondrial apoptotic cascade (Lavrik et al., 2006). 

2.8.4 Induction of cross-talk pathway by acrolein and implication of p53 

Our findings show that acrolein can cause mitochondrial dysfunction by death receptor 

signaling through the cross-talk pathway involving caspases-2 and -8 mediated cleavage of 

proapoptotic protein Bid. Our results demonstrated a significant upregulation of cytosolic 

Bid after a 30 min exposure to low concentrations of acrolein, along with a slight increase in 

mitochondlial tBid expression. 
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Wild-type tumor suppressor protein p53 can be upregulated and/or activated, through 

phosphorylation, by many environmental stimuli, including ultraviolet light (UV), infrared 

radiation (IR), or chemical DNA damaging agents, and hypothetically acrolein (Mendoza­

Rodriguez et Cerbon, 2001). p53-induced apoptosis is mediated by activation of genes 

involved in two major apoptotic pathways: the mitochondrial pathway, with genes such as 

Bax and Bid, and the death receptor pathway, with genes such as Fas and FasL (Mendoza­

Rodriguez et Cerbon, 2001; Sax et al., 2002). Since acrolein causes an upregulation of wild­

type p53 after a 30 min to 1 h in A549 ceUs and increases activation of p53 Ser l5p after 30 

min, this could explain the upregulation of cytosolic Bid expression after a 30 min exposure 

to acrolein. The posttransiational modification of p53 at p53 Ser l5p has also been 

demonstrated in acrolein-treated CHa cells (Tanel et Averill-Bates, 2007c). 

However, a 2 h exposure to acrolein caused mitochondrial tBid to return to levels of the 

untreated control. At the same time, levels of cytosolic Bid decrease significantly in A549 

cells. These latter observations could be explained by the recent demonstration that Bid can 

reside in the endoplasmic reticulum. Normally, Bid functions as a lipid transfer protein that 

depends upon its interaction with phospholipids to shuttle negatively charged lipids, like 

phospholipids and lysolipids, between the endoplasmic reticulum-rich membranes and 

mitochondria. Since the activation of proapoptotic pathways induces an imbalance in lipid 

metabolism and membrane remodiling, by increased activity of phospholipases (Jaattela et 

al., 1995; Hacki et al., 2000), this wouId enhance the capacity of Bid to transport lysolipids to 

the outer mitochondrial membrane. Here, the detergent-like effect of these Iysolipids may 

overcome the natural capacity to maintain mitochondrial membrane integrity and stimulate 

the release of cytochrome c. We suggest that upon receipt of apoptotic stimuli, Bid-mediated 

lipid transport processes are deregulated and serve to destabilize mitochondrial membranes 

(Esposti et al., 2001). 

2.8.5 Acrolein induces activation of effector caspase-7 

Once activated, caspase-8 (Siee et al., 1999) can process the downstream effector 

caspase-7 via caspase-3 activation. Acrolein was shown to mediate apoptosis via the effector 
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caspase-7 (0.5 to 2 h), since enzymatic activity of this caspase was significantly increased 

after short exposure in A549 cells. Our results agree with acrolein-induced apoptosis in CHO 

cells, which was mediated through the activation of effector caspase-7 (Tanel et Averill­

Bates, 2005). As ail of the caspase enzymes contain a nucleophilic active-site cysteine 

residue, potentially they could ail be inhibited by acrolein, through direct alkylation 

(Mannick el al., 1999; Finkelstein et al., 2001). Even though pro-caspase-3 undergoes 

cleavage to generate caspase-3 in CHa cells, enzymatic activity was immediately inhibited 

(Tanel et Averill-Bates, 2005). The inhibition of caspase-3 by acrolein is in agreement with 

other studies. The inhibition of caspase-3 activity occurred in neutrophils after 2 to 8 h of 

treatment with 10 J.!M acrolein (Finkelstein et al., 2001). The activities of caspases-3, -8, and 

-9 were inhibited 12 h following a 30 min exposure to acrolein (5 to 40 J.!M) in murine proB 

lymphocytes (Kem et Kehrer, 2002). Since activated effector caspase-7 is able to cleave 

caspase substrates, such as poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) (Fan et al., 2005), and 

induce chromatin condensation (Degterev et al., 2003), we further investigated the ability of 

acrolein to activate the execution phase of apoptosis. 

2.8.6 Activation of the execution phase of apoptosis by acrolein 

In A549 cells, two distinct characteristics of the execution phase of apoptosis were 

confirmed after 4 h exposure to acrolein, by Annexin V labeling of externalized PS and by 

chromatin condensation. These results are in agreement with different studies that have 

reported findings on acrolein-stimulated apoptosis in isolated human alveolar macrophages, 

detected by morphological changes and DNA fragmentation when exposed to 25 J.!M of 

acrolein (Li et al., 1997a), in the human lung epithelial cell line HBE 1, as indicated by the 

externalization of PS and DNA fragmentation, 24 h after a 30 min exposure to concentrations 

of lOto 25 J.!M acrolein (Nardini et al., 2002), and on induction of apoptosis by acrolein that 

was confirmed morphologically by condensation of nuclear chromatin after 4 h exposure in 

CHO cells (Tanel et Averill-Bates, 2005). 

2.8.7	 Effects of acrolein-induced ROS on FasL total expressIOn and caspase-8 

activation 
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To further our knowledge on how acrolein can induce death receptor-mediated 

apoptosis at the upstream level, we determined whether the upregulation of FasL and the 

activation of caspase-8 was dependent on the production of ROS in A549 cel1s. It was 

reported that acrolein induces ROS formation (Luo et al., 2005). More recent work has 

shown that ROS can induce FasL expression (Wang et al., 2008b) and are implicated in the 

activation of caspase-8 during apoptosis (Perez-Cruz et al., 2007). Scavenging of ROS by 

PEG-catalase prevented the upregulation of FasL expression and increased caspase-8 

enzymatic activity. These findings indicate that ROS are an upstream factor required for 

acrolein-induced Fas-mediated apoptosis in A549 cel1s. This is a new contribution to 

knowledge in acrolein toxicity, which can increase ROS production by rapidly depleting cel1s 

of its antioxidants, such as glutathione, which inhibits the detoxification of H20 2. Significant 

accumulation of H20 2 in cel1s, produced by endogenous mechanisms (nùtochondrial electron 

transport chain), is responsible for the toxic effects of acrolein exposure which significantly 

impairs mitochondrial functions, such as cel1ular respiration and ATP production (Luo et al., 

2005). 

2.9 Conclusions 

ln conclusion, the present study details the mechanisms by which low concentrations of 

acrolein can induce apoptosis by the death receptor pathway in proliferating human 

pulmonary adenocarcinoma cells. The upregulation of FasL by acrolein indicates that the Fas 

receptor pathway is activated. However, this does not rule out the possibility that acrolein 

could induce apoptosis by alternative or complementary mechanisms. These findings are 

relevant to the toxicity of acrolein in many contexts, including the pharmacological action 

ancl/or side effects of the anticancer agent cyclophosphanùde, which has acrolein as one of its 

metabolites, the regulation of cellular proliferation and tumor growth by polyanùnes, 

Alzheimer' s disease, as wel1 as the toxicity of environ mental exposures to low doses of 

acrolein. 
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2.11 Figure Legends 

Fig. 1: FasL expression is increased by acrolein. A549 cells (106 Iml) were incubated for 
1h at 37°C with acrolein (0 to 27flM) in a-MEM containing 10% FBS. (A) A549 treated 
cells were analysed by flow cytometry for their external expression of Fas receptor (FasR) 
and FasL. Data represent means and SEM from three independent experiments relative to the 
untreated control. The histogram blots are representative results of expression of (B) FasR or 
(C) FasL in A549 cells exposed to 0 flM without antibody (-), 0 /lM with antibody (filled 
!ine) and 50 flM acrolein Cl (D) After Ih exposure of A549 cells to acrolein, 
immunodetection of FasR (48kDa) in whole celllysates is shown, using GAPDH (37kDa) as 
loading control. Densitometric analyses of the expression of FasR are relative to the 
untreated control. (E) A representative blot is shown from three independent experiments. P 
< 0.05 (*) indicates a statistically significant difference between treatment with acrolein and 
the untreated control. 

Fig. 2: Acrolein causes translocation of adaptor protein FADD to the plasma 
membrane. A549 cells (106 Iml) were incubated for 30 min or Ih at 37°C with acrolein (0 to 
14/lM) in a-MEM containing 10% FBS. Immunodetection of FADD (30kDa) in microsomal 
and cytosolic fractions was carried out by Western blotting, using GAPDH (37kDa) as 
loading control for the cytosolic fraction. Densitometric analyses of the expression of (A) 
membrane FADD and (B) cytosolic FADD are relative to the untreated control. (C) A 
representative blot for FADD expression (1 h) is shown from three independent experiments. 
P < 0.05 (*) or P < 0.01 (**) indicates a statistically significant difference between treatment 
with acrolein and the untreated control. 

Fig. 3: Translocation of adaptor protein RIP to the plasma membrane in the presence 
of acrolein. A549 cells (106 lm!) were incubated for 1h or 2h at 37°C with acrolein (0 to 
50/lM) in a-MEM containing 10% FBS. Immunodetection of RIF (74kDa) in microsomal 
and cytosolic fractions was carried out by Western blotting, using GAPDH (37kDa) as 
loading control for the cytosolic fraction. Densitometric analyses of the expression of (A) 
membrane RIP and (B) cytosolic RIF are relative to the untreated control. (C) A 
representative blot for RIP expression (1 h) is shown from three independent experiments. P 
< 0.05 (*) indicates a statistically significant difference between treatment with acrolein and 
the untreated control. 

Fig. 4: Acrolein induces activation of initiator caspases-2 and -8. A549 cells (106 Iml) 
were incubated for 30 min, lh or 2h at 37°C with acrolein (0 to 27flM) in a-MEM containing 
10% FBS. (A) Caspase-2 and (B) caspase-8 activity were measured in cell lysates using the 
fluorescent substrates Z-VDVAD-AFC and Z-IETD-AFC, respectively. Caspase activity was 
expressed relative to the untreated control. Data represent means and SEM From three 
independent experiments performed with multiple estimations per point. P < 0.05 (*) or P < 
0.01 (**) indicates a statistically significant difference between treatment with acrolein and 
the untreated control. 
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Fig. 5: Cleavage of Bid to tBid by acrolein. A549 cells (106 Iml) were incubated for 30 
min, 1h or 2h at 37°C with acrolein (0 to 14f.1M) in a-MEM containing 10% FBS. 
Immunodetection of cytosolic Bid (22kDa) and mitochondrial t-Bid (l5kDa) was carried out 
by Western blotting, using GAPDH (37kDa) as loading control for the cytosolic fraction. 
Densitometric analyses of the expression of (A) mitochondrial tBid and (B) cytosolic Bid are 
relative to the untreated control. (C) A representative blot from three independent 
experiments is shown for expression of tBid (1 h) and Bid (2h). 

Fig. 6: Acrolein induces activation of pS3. A549 cells (106 Iml) were incubated for 30 min 
or 1h at 37°C with acrolein (0 to 14f.1M) in a-MEM containing 10% FBS. Immunodetection 
of p53 and of p53 Ser l5p in whole cell Iysates was carried out by Western blotting, using 
GAPDH (37kDa) as loading control. Densitometric analyses of the expression of (A) p53 
and (B) p53 SerJ5 p are relative to the untreated control. (C) A representative blot from three 
independent experiments is shown for expression of p53 and p53 Ser l5p (30 min). P < 0.05 
(*) indicates a statistically significant difference between treatment with acrolein and the 
untreated control. 

Fig. 7: Acrolein induces activation of effector caspase-7. A549 cells (106 Iml) were 
incubated for 30 min, 1h or 2h at 37°C with acrolein (0 to 27f.1M) in a-MEM containing 10% 
FBS. Caspase-7 activity was measured in celllysates using the fluorescent substrate MCA­
VDQVDGWK(DNP)-NH2. Caspase activity was expressed relative to the untreated control. 
Data represent means and SEM from three independent experiments performed with multiple 
estimations per point. P < 0.05 (*) or P < 0.0 J (**) indicates a statistically significant 
difference between treatment with acrolein and the untreated control. 

Fig. 8: Activation of execution phase of apoptosis by acrolein. A549 cells (106 Iml) were 
incubated for 4h at 37°C with acrolein (0 to 27f.1M) in a-MEM containing 10% FBS. (A) 
Acrolein induces externalization of phosphatidylserine. A549 cells were subsequently 
stained using Annexin V-PITC as the apoptotic marker and PI as the necrotic marker. Ten 
thousand cells were analysed by flow cytometry to determine the percentage of Annexin V 
positive labeled cells and PI positive stained cells. Data represent means and SEM from 
three independent experiments and the percentages are relative to the untreated control. The 
dot blots are representative results of Annexin V and PI stained cells following exposure for 
4h to 0 !lM (B) and 14 !lM acrolein (C). Morphological analysis of apoptosis in (0) 
untreated A549 cells and (E) cells exposed for 4h to 14 f.lM of acrolein. Cells were stained 
with Hoechst 33258 and PI and visualized by fluorescence microscopy (magnification 320X). 
Photographs are representative of five independent experiments. P < 0.05 (*) or P < 0.01 
(**) indicates a statistically significant difference between treatment with acrolein and the 
untreated control. 

Fig. 9: Production of ROS by acrolein causes upregulation of FasL and caspase-8 
activation. A549 cells (106 Iml) were pretreated with or without 300 !lM PEG-catalase for 
3h and then exposed to acrolein concentrations ranging from 0 to 50 f.lM for the indicated 
periods of time. (A) Levels of ROS in 10 000 cells were analysed by flow cytometry, using 
the FL-I channel for H2DCFDA. (B) Treated cells, relative to untreated control cells, were 
analysed by Flow cytometry for their total expression of FasL. (C) Caspase-8 activity was 
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measured in cel! lysates using the fluorescent substrate Z-IETD-AFC. P < 0.05 (*) or P < 
0.01 (**) indicates a statistically significant difference between treatment with acrolein and 
the untreated control. Data are relative to the untreated control and represent means and 
SEM from three independent experiments performed with multiple estimations per point. P < 
0.05 ce) or P < 0.01 ce e) indicates a statistically significant difference between cel!s exposed 
to acrolein, with or without PEG-catalase, at the same concentration of acrolein. 
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CHAPITRE III. 
RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX 

3.1 Préface 

Ce chapitre inclut un second article scientifique décrivant les résultats expérimentaux 

de ce projet, qui a été réalisé au cours des deux années dans le laboratoire de la Ore Diana A. 

Averill-Bates. Le manuscrit intitulé "Acrolein Induced Apoptosis via Activation of the 

Mitochondrial Pathway in A549 Adenocarcinoma Cel/s" sera soumis sous peu à la revue 

Toxicology. Ce manuscrit a été rédigé par moi-même et a été révisé par la Ore Diana A. 

Averill-Bates. De plus,j'ai effectué toutes les expériences pour cet article, à l'exception des 

résultats présentés à la Figure 10 portant sur la PEG-catalase, qui ont été réalisés par Ahmed 

Bettaieb. Cette étude in vitro, sur la lignée cellulaire tumorale A549, porte sur J'évaluation 

des mécanismes de toxicité induits par l'acroléine et sur la voie apoptotique de la 

mitochondrie qu'elle déclenche. 
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3.2 Article 

ACROLEIN INDUCED APOPTOSIS VIA ACTIVATION OF THE MITOCHONDRIAL 

PA THWA y IN A549 ADENOCARCINOMA CELLS 

Julie Roy, Ahmed Bettaieb and Diana A. Averill-Bates l ,2 

Département des sciences biologiques, Université du Québec à Montréal, CP 8888, 
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XL: Bcl-associated X long protein; Bid: BH3-interacting domain death agonist; BSA: bovine 
serum albumin; CHAPS: 3-[(3-cholamidopropyl)dimethyllammonio]-2-hydroxy-l­
propanesulfonic acid; CARO: caspase recruitment domain; clAP: cellular inhibitors of 
apoptosis; capo: chronic obstructive pulmonary disease; DMEM: Dulbecco's modification 
of Eagle's medium; EDTA: ethylene diamine tetraacetic acid; EGTA: ethylene glycol 
tetraacetic acid; ERK: extracellular signal-regulated kinase; Fas: fibroblast-associated 
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rhodamine 123; ROS: reactive oxygen species; SOS-PAGE: sodium dodecyl sulphate­
polyacrylamide gel electrophoresis; tBid: truncated Bid. 
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3.3 Résumé 

L'acroléine, un aldéhyde alpha,heta-insaturé très réactif, est un polluant omniprésent 
dans l'environnement et l'humain s'expose de façon considérable à cet agent toxique dans son 
alimentation, par exemple dans la vapeur d'huile de cuisson, et par la combustion de matières 
organiques. Elle est un des sous-produits toxiques de la peroxydation des lipides endogènes 
lors d'un stress oxydatif, qui est impliqué dans plusieurs désordres, dont certaines maladies 
pulmonaires, cardiaques et neurodégénératives. L'étude présente les mécanismes de toxicité 
induits par l'acroléine in vitro, sur la lignée cellulaire AS49, un adénocarcinome pulmonaire 
humain. Plus précisément, nous avons étudié les mécanismes impliqués dans l'induction de 
l'apoptose par l'acroléine via la voie mitochondriale. L'exposition des cellules AS49 à 
l'acroléine (0 à SO ~M) a causé une augmentation du potentiel membranaire mitochondrial 
ainsi qu'une surproduction des espèces réactives de l'oxygène. De plus, cette exposition a 
amené une translocation de Bax à la mitochondrie, le relâchement du cytochrome c dans le 
cytosol et la translocation de la protéine AIF au noyau. À ces concentrations subléthales, 
l'acroléine a induit l'activation de la caspase-9 initiatrice, ainsi que des caspases exécutrices, 
caspases-3 et -6. L'acroléine a aussi conduit à l'exécution de l'apoptose par le clivage de 
l'enzyme PARP. L'inhibition par l'antioxydant PEG-catalase a démontré que la 
surproduction d'espèces réactives de l'oxygène induite par l'acroléine est responsable de 
l'augmentation du potentiel membranaire mitochondrial et de l'activation de la caspase-3. 
Cette étude démontre que l'acroléine induit la voie intrinsèque de l' apoptose médiée par le 
stress oxydatif chez les cellules AS49. Néanmoins, plus d'études sont nécessaires pour 
améliorer nos connaissances sur les mécanismes de toxicité de cet aldéhyde, qui a 
d'importantes répercussions sur la santé humaine. 

MOTS CLÉS: Acroléine, apoptose, mitochondrie, caspase. 
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3.4 Abstract 

Acrolein, a highly reactive afpha,beta-unsaturated aldehyde, is an omnipresent 
environmental pollutant to which humans are exposed in their food, vapors of overheated 
cooking oil and by combustion of organic products. Acrolein is a toxic by-product of 
endogenous lipid peroxidation resulting from oxidative stress, which is implicated in many 
pulmonary, cardiac and neurodegenerative diseases. The present study evaluates the toxic 
mechanisms induced by acrolein in vitro, in human lung adenocarcinoma A549 cells. We 
investigated the mechanisms implicated in the induction of apoptosis by acrolein via the 
mitochondrial pathway. Exposure of A549 cells to acrolein (0 to 50 !lM) caused an increase 
in mitochondrial membrane potential and of reactive oxygen species production. There was 
translocation of Bax to the 11Ùtochondria, cytochrome c release to the cytosol and 
translocation of AIF protein to the nucleus. At these sublethal concentrations, acrolein 
induced activation of initiator caspase-9 and effector caspases-3 and -6. Acrolein also 
triggered the execution phase of apoptosis by cleaving DNA repair enzyme PARP. illhibition 
by antioxidant PEG-catalase showed that overproduction of reactive oxygen species induced 
by acrolein was responsible for increased 11Ùtochondrial membrane potential and caspase-3 
activation. These findings allow us to conclude that acrolein induces the intrinsic pathway of 
apoptosis mediated by oxidative stress in A549 cells. Nevertheless, further studies are 
necessary to increase our knowledge on the toxic mechanisms of this aldehyde, which has 
important repercussions for human health. 

KEYWORDS: Acrolein, Apoptosis, Mitochondria , Caspase. 
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3.5 Introduction 

Acrolein, an a,~-unsaturated aldehyde, is generated as a product of the incomplete 

combustion during forest and house fires, combustion of plastics, cooking of food and motor 

vehicle emissions. A major source of acrolein is cigarette smoke, which is responsible for the 

formation of 50 to 90 ppm of acrolein per cigarette. In addition to being mainly utilized as a 

biocide, acrolein is used as an intermediate in the production of acrylic acid and OL­

methionine, as a starting material for acrylate polymers and numerous other agents. 

Therefore, humans are exposed in many contexts to this toxic pollutant, which is ollUlipresent 

in the environment (Kehrer et Biswal, 2000). 

Acrolein is also produced in situ, during the normal intermediary catabolism of various 

amino acids and polyamines (Alarcon, 1976), when allylic alcohol or the anticancer drug 

cyclophosphamide are metabolized (Ghilarducci et Tjeerdema, 1995). An important source 

of acrolein is as a by-product of cellular lipid peroxidation associated with oxidative stress 

(Kehrer et Biswal, 2000). 

Acrolein is mutagenic and genotoxic to human cells (Kehrer et Biswal, 2000). This 

has been attributed to its highly reactive and extremely electrophilic nature (Beauchamp et 

al.• 1985), which permits it to bind and deplete cellular nucleophiles. For example, acrolein 

causes rapid depletion of the antioxidant glutathione and is able to initiate lipid peroxidation 

(Kehrer et Biswal, 2000) while increasing generation of reactive oxygen species (ROS) (Luo 

et al., 2005). Furthermore, acrolein can bind to nucleophilic sites in ONA and can also form 

protein adducts (Kehrer et Biswal, 2000; Furuhata et al., 2002). Given that inhalation is the 

major route of acrolein exposure, it has been associated with many lung diseases such 

as asthma (Samet et Cheng, 1994), chronic obstructive pulmonary disease (CapO) (Hogg, 

2001), which often includes chronic bronchitis and emphysema (Saetta, 1999), cystic fibrosis 

(Samet et Cheng, 1994) and lung carcinogenesis (Feng et al., 2006). 

Sublethal doses of acrolein, inferior to 50 f.lM, were shown to decrease the 

proliferation of human lung carcinoma cell lines (Rudra et Krokan, 1999) and induce 
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apoptosis in sorne ceU types, such as alveolar macrophages (Li et al., 1997a) and bronchial 

epithelial ceUs (Nardini et al., 2002). Apoptosis plays an important part in homeostatic cell 

turnover and in the regulation of ceU numbers during development (Jacobson et al., 1997). 

Distinct morphological and biochemical alterations characterize this ceU suicide process such 

as DNA fragmentation into 180-200 pb, phosphatidylserine externalization, chromatin 

condensation and cellular fragmentation into apoptotic bodies (Schwarz et al., 2007). The 

mitochondrial pathway of apoptosis is activated by various developmental cues or cytotoxic 

insults, such as viral infection, DNA damage and growth-factor deprivation, and is strictly 

controlled by the Bcl-2 family of proteins (Malhi et al., 2006). Activation of proapoptotic 

members of this family, such as Bax or truncated Bid (tBid), induces permeabilization of the 

outer mitochondrial membrane, which releases soluble proteins from the intermembrane 

space into the cytosol, where they promote caspase activation and cell death (Youle et 

Strasser, 2008). The best studied of these proteins is cytochrome c, which binds to apoptosis 

protease activating factor-I (Apaf-I) and leads to the assembly of a heptameric protein ring 

caUed an apoptosome, that can bind procaspase-9 and induce its activation through a 

conformational change (Schwarz et al., 2007; Youle et Strasser, 2008). Vpon activation, 

caspase-9 propagates the caspase cascade through activation of effector caspases-3 and -7 

(Youle et Strasser, 2008). Caspase-3 in turn activates caspase-6 and can also participate in a 

feedback amplification loop to further process caspase-9 (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004; 

Timmer et Salvesen, 2007). Thus, activated caspase-9 can rapidly amplify the death signal. 

Proteins, such as endonuclease Gand apoptosis-inducing factor (AIF), normaUy reside 

in the mitochondria but are released into the cytosol during apoptosis. When they translocate 

from the mitochondria to the nucleus, they induce DNA fragmentation in a caspase­

independent manner (Timmer et Salvesen, 2007). Thus, mitochondrial proteins once released 

can trigger at least two different death-signaling pathways, which are caspase-dependent and 

caspase-independent (Jin et EI-Deiry, 2005). 

Recently, it was demonstrated that acrolein activates the mitochondrial and the death 

receptor pathways of apoptosis in normal Chinese hamster ovary (CHO) ceUs (Tanel et 

AveriU-Bates, 2005; Tanel et Averill-Bates, 2007a). However, the molecular mechanisrns 
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and biochemical pathways implicated in acrolein-induced apoptosis are not weil understood. 

Since one of major routes of exposure to acrolein is the lung via inhalation, we therefore 

chose the A549 adenocarcinoma cellline for this study for its human pulmonary origin. This 

research investigates whether exposure to low doses of acrolein (1 to 50 flM) can activate and 

execute cell death by apoptosis through the mitochondrial signaling pathway in vitro. In 

particular, we evaluate whether acrolein can increase cellular oxidative stress, which cao 

increase the outer mitochondrial membrane permeability and by consequence, cause the 

release of proapoptotic proteins, such as cytochrome c and AIF, into the cytosol. Improving 

our understanding of acrolein-induced mechanisms of toxicity is important given the 

widespread exposure of humans to low doses of this toxie agent and its effeet on human 

health. 

3.6 Material and Methods 

3.6.1 Cell culture 

A549 ceUs (ATCC #CCL-185) were grown in monolayer in Dulbecco's modified 

Eagle's medium (Invitrogen Canada, Burlington, ON, Canada) containing 10% fetal bovine 

serum (FBS) (lnvitrogen Canada), 2 mM L-glutamine, 3.7 gl1 sodium bicarbonate, 1.0 mM 

sodium pyruvate and 1% penicillin (50 U/ml)-streptomycin (50 flg/ml) (Flow Laboratories, 

Mississauga, ON, Canada), in tissue culture flasks (Starstedt, St-Laurent, QC, Canada). The 

cells were grown to near confluence in a humidified atmosphere of 5% CO2 in a water­

jacketed incubator at 37°C and were then incubated for 24 h with fresh culture medium. 

Confluent cells were harvested using 0.25% (w/v) trypsin-0.02% (w/v) EDTA solution, 

washed by centrifugation (1000 g, 3 min) and resuspended in minimum essential medium 

alpha (aMEM) plus 10% FBS for experimental studies (Horton el al., 1999). 
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3.6.2 Measurement of mitochondrial membrane potential by flow cytometry 

To measure changes in mitochondrial membrane potential, the fluorescent probe 

rhodamine 123 (Rho 123) was used. Freshly harvested A549 cells (l x106), resuspended in 

aMEM plus 10% FBS, were pretreated with or without 300 flM polyethylene glycol catalase 

(PEG-catalase) (Sigma-Aldrich Canada, ON, Canada) for 3 h and then exposed to acrolein (0 

to 50 flM) or to 25 !lM of positive control p-trifluoromethoxy-phenyl-hydrazone (FCCP), in a 

final volume of 1.0 ml at 37°C. After 30 min, 1 h and 2 h of exposure, the cells were washed 

three times by centrifugation (l000 g, 3 min) with cold PBS. Then, 2 flM of Rhol23 was 

added for 30 min at 37°C in the dark. After washing, the labeled cells were analysed by flow 

cytometry using a FACScan equipped with an argon laser (488 nm) and analysed using Lysis 

II software (Becton Dickinson, Oxford, UK) on the FL-I detector. The mean fluorescence 

intensity of 10 000 cells was calculated for each sample and corrected for the 

autofluorescence obtained from the samples of unlabeled cells (Bettaieb et Averill-Bates, 

2005). 

3.6.3 Measurement of ROS production 

The generation of pro-oxidants was measured as described by Denning and coworkers 

(Denning et al., 2002), with modifications. Freshly harvested A549 cells (l x 10Ô) were 

resuspended in aMEM plus 10% FBS and pretreated with or without 300 flM PEG-catalase 

for 3 h and then exposed to acrolein for the indicated periods of time. 10 flM of 2'7'­

dihydrodichlorofluorescein diacetate (H2DCFDA) was added for 30 min at 37°C in the dark. 

As a positive control, A549 cells were treated with 1 mM of hydrogen peroxide (H20 2), and 

then incubated for 30 min with 10 flM H2DCFDA. Samples were washed and analysed by 

flow cytometry on the FL-I detector. The mean fluorescence intensity of 10 000 cells was 

calculated for each sample and corrected for the autofluorescence obtained from the samples 

of unlabeled cells. 
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3.6.4 Preparation of whole celllysates 

Following treatment with acrolein, cells were washed in buffer A (100 mM suc rose, 1 

mM EGTA, 20 mM 3-(N-morpholino)-propane sulfonic acid (MOPS), pH 7.4) by 

centrifugation (1000 g, 3 min). Briefly, the supernatant was discarded, pelleted cells were 

resuspended in lysis buffer H (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 80 mM ~­

glycerophosphate, 10 mM EGTA, 0.5 mM EOTA, 1 mM Na3V04' 5 mM N~P207, 50 mM 

NaF, 2% SOS, 1% Triton X-IOO, 1 mM dithiothreitol (OTT) and 1% cocktail of protease 

inhibitors) and incubated on ice for 1 h, vortexing cells every 15 min. Then, by a 10 min 

centrifugation at 2500 g, the proteins of whole celllysates were isolated in the supernatant for 

the immunodetection of p53, phospho-p53(serl5), AKT, phospho-AKT(ser473), Bad, 

phospho-Bad(serl36), cIAPl12 and PARP (Bettaieb et Averill-Bates, 2005). 

3.6.5 Preparation of subcellular fractions 

Following treatment with acrolein, cells were washed in buffer A and resuspended in 

buffer B (buffer A plus 5% Percoll, 0.01 % digitonin, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride 

(PMSF), 1 mM OTT and 1% cocktail of protease inhibitors: 10 flM aprotinin, 10 flM 

pepstatin A, 10 flM leupeptin, 25 flM calpain inhibitor 1). After a 30 min incubation on ice, 

Iysates were homogenised using a hand potter (Kontes glass CO, Ouall 22, Fisher, QC, 

Canada). Unbroken cells were pelleted by centrifugation at 500 g for 5 min. The 

supematant was centrifuged further at 2500 g for 10 min to isolatethe pelleted nuclear 

fraction from the supernatant containing at this point the non-purified mitochondrial, 

microsomal and cytosolic proteins. The purification of the nuclear fraction was achived by 

resuspending the pellet with 100 fll of buffer N (20 mM HEPES-KOH, 25% glycerol, 420 

mM NaCl, 0.2 mM PMSF, 1.5 mM MgCI2, 0.5 mM EOTA, 1 mM OTT, 1% cocktail of 

protease inhibitors, pH 7.9 at 4 oC) and incubating it on ice for 20 min, vortexing softly every 

5 min. After the incubation, the nuclear fraction was purified and isolated from the cellular 

debris by centrifugation at 15000 g, 5 min. This fraction was used for the detection of 

nuclear AIF. 
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After the 2S00 g centtifugation, the isolation supematant was further centrifuge at 

ISOOO g, IS min. The subsequent pellet was washed with SOO ilL of buffer A and centrifuged 

at ISOOO g for IS min. The final pellet containing the purified mitochondrial fraction was 

then resuspended in lysis buffer H for the detection of Bax, cytochrome c and AIF. 

The supematant obtained by the first 18000g centrifugation was then centrifuged at 

100000 g for 1 h. The resultant supernatant was designated as the cytosolic fraction, which 

was used for the detection of cytochrome c and AIF (Bettaieb et Averill-Bates, 200S). 

3.6.6 Immunodetection 

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of the cellular proteins was 

carried out according to Laemmli (Laemmli, 1970). Proteins (40 Ilg) were quantified 

according to Bradford (Bradford, 1976) and then solubilised in Laemmli sample buffer. The 

samples were boiled for S min at 100°C and loaded onto a SDS-polyacrylamide gel. 

Electrophoresis was carried out at a constant voltage of 12S V. Cellular proteins were 

transferred electrophoretically to a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane using a 

MilliBlot Graphite Electroblotter 1 apparatus (Milli-pore, Bedford, MA, USA) (Tanel et 

Averill-Bates, 200S). The transfer buffer contained 96 mM glycine, 10 mM Tris, and 10% 

methanol. The transfer was carried out for I.S h at constant amperage at 80 mA/gel. 

Hydrophobie or nonspecific sites were blocked overnight at 4°C with S% powdered skim 

milk in Tris-buffered saline (SO mM Tris and ISO mM NaCI) containing 0.1 % Tween-20 

(TBS-T). Membranes were washed four times for IS min in TBS-T. The blots were probed 

with the primary antibodies: anti-PARP, anti-cIAPII2, anti-AlF, anti-cytochrome c, anti-Bax, 

anti-Bad, anti-phospho-Bad(serl36), anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA, USA), and anti-AKT, anti-phospho-AKT(ser473) (Stressgen, San Diego, CA, USA) in 

TBS-T, 1% bovine serum albumin (BSA) for 1 h at room temperature. Membranes were 

washed four times for lS min and incubated for 1 h at room temperature with peroxidase­

conjugated secondary antibody (1: 1000) in TBS-T containing S% milk powder. Secondary 

antibodies consisted of horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse, anti-rabbit, and 
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anti-goat IgG (Biosource, Camarillo, CA, USA). PVDF membranes were washed four times 

for 15 min, and ail proteins were detected using the ECL plus chemiluminescence kit 

(PerkinElmer, Boston, MA, USA). Purity of mitochondrial, nuclear, cytosolic and 

microsomal fractions were verified using antibodies to cyclooxygenase IV, lamin B (Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), glutathione S-transferase (Calbiochem, La Jolla, 

CA, USA) and calnexin (BD Biosciences Canada, Mississauga, ON, Canada), respectively 

(data not shown). For verification of equivalence in protein loading, the blot was probed with 

the anti-GAPDH antibody and by coloration of the membrane using Coomassie blue 

(Bettaieb et Averill-Bates, 2005). Protein expression was analysed using a scanning laser 

densitometer, relative to GAPDH (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). 

3.6.7 Intracellular expression of Bax, Bcl-2 and survivin by flow cytometry 

Briefly, lx 106 cells were resuspended in aMEM plus 10% FBS and incubated with 

acrolein (0 to 27 flM) in a final volume of 1.0 ml at 37°C. After 1 h or 2 h of exposure, the 

cel1s were washed twice by centrifugation (lOOOg, 3min) in PBS and resuspended in 1.0 ml 

of freshly made cold 0.25% paraformaldehyde. Cells were then incubated for 1 h on ice. 

After washing cells with PBS-l % FBS by centrifugation, they were resuspended in 1 ml of 

PBS-l % FBS-O.OS% Tween 20 and incubated for 15 min at 37 Oc for cell membrane 

permeabilization. Cells were then washed with PBS-I % FBS by centrifugation (1000 g, 3 

min) and then labeled: with anti-Bax, anti-Bcl-2 or anti-survivin monoclonal antibodies (5 fll 

per 106 cells) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) for 30 min at room 

temperature. After washing labeled cells three times, they were incubated for another 30 min 

at room temperature in the dark with a secondary FITC-labeled antimouse or antirabbit 

antibody (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA, USA). Cells were 

again washed three times and then analysed by flow cytometry on the FL-l detector. The 

mean fluorescence intensity of 10 000 cells was calculated for each sample and corrected for 

the autofluorescence obtained from the samples of unlabeled cells. The specificity of the 

secondary antibodies was tested by labeling cells, with or without acrolein treatment, with 

just the secondary fluorescent antibodies without primary antibody (Del Poeta et al., 2003; 

Filion et al., 2004). 
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3.6.8 Determination of caspase activity by fluorescence spectroscopy 

The activity of caspases was measured according to Hampton and Orrenius (Hampton 

et Orrenius, 1997), with minor modifications. CeUs were pretreated with or without 300 IlM 

PEG-catalase for 3 h and then exposed to acrolein for 30 min, 1 h or 2 h. After incubation, 

ceUs were washed three times by centrifugation (1000 g, 3 min) in cold PBS and resuspended 

in 75 III of reaction buffer (20 mM piperazine-N-N-bis-(2-ethanesulfonic acid), 100 mM 

NaCI, 10 mM DIT, 1 mM EDTA, 0.1 % 3-(3-cholamidopropyl-dimethylammonio)-2­

hydroxy-l-propane sulfonic acid and 10% sucrose, pH 7.2). CeUs were lysed at -80°C for 30 

min. The kinetic reaction was foUowed for 30 min after addition of the appropriate caspase 

substrate at a final concentration of 50 IlM, at 37°C (Tanel et Averill-Bates, 2005) using a 

Spectra Max Gemini spectrofluorimeter (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

Caspase-9 activity was measured by cleavage of the fluorogenic peptide substrate Ac-Leu­

Glu-His-Asp-AFC (Ac-LEHD-AFC) with Àmax excitation at 400 nm and Àmax emission at 

505 nm. For caspase-3, the substrate was Ac-Asp-Glu-Val-Asp-AMC (Ac-DEVD-AMC) 

with Àmax excitation at 380 nm and Àmax emission at 460 nm, and for caspase-6, the 

substrate was Ac-Val-Glu-Ile-Asp-AMC (Ac-VEID-AMC) with Àmax excitation al 380 nm 

and Àmax emission at 460 nm (Calbiochem, La Jolla, CA, USA). 

3.6.9 Celi cycle analysis 

FoUowing a 24 h treatmenl with acrolein, 1x106 cells were washed twice in PBS-l % 

FBS by centrifugation (1000 g, 3 min). The pelleted celis were resuspended in 1 ml of cold 

PBS-l % FBS and 3 ml of cold 100% ethanol was added drop by drop with agitation to avoid 

ceU clumping. Celis were fixed at -20 Oc for 1 h and then washed twice in PBS. The pelleted 

fixed cells were resuspended in 500 III of celi cycle solution (0.05 mg/ml of propidium iodide 

and 0.5 Ilg/nù of RNase A in PBS) and incubated at 4°C for 24 h in the dark (Krishan, 1975). 

CeUs (l0 000) were analysed by flow cytometry on the FL-2, FL2-A and FL2-W detectors 

and analysed using ModFit software (Verity Software House, Topsham, ME, USA) to 

determine the percentage of cells in apoptosis, GO/G 1 phase, S phase and G2/M phase. 
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3.6.10 Statistics 

Data represent means±SEM From at least 3 independent experiments. When not 

shown, error bars lie within symbols. Comparisons among multiple groups were made by 

one-way ANOYA, which measures the linear contrast of means. The Bonferroni-Holmes 

adjustment was used to control for the Family-wise error rate at a desired level (a=5%). 

Software used was JMP Statistical Discovery 4.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). For 

significant differences, P<0.05. (*)P < 0.05, (**)P < 0.01 as compared with control (0 IlM); 

(S)P < 0.05, (SS)P < 0.01 as compared with cells non pretreated with PEG-catalase at the 

same concentration of acrolein. 

3.7 Results 

3.7.1 Acrolein increases mitochondrial membrane potential and ROS production 

The potential ability of acrolein to induce apoptosis by the mitochondrial signaling 

pathway was determined in A549 cells. We first evaluated its effect on mitochondrial 

membrane potential (Fig. 1A, 1B). A hyperpolarisation of the mitochondrial membrane was 

induced when cells were exposed to low concentrations of acrolein ranging From 0 to 50 IlM, 

for 30 min to 1 h. Rho 123 fluorescence increased by 20 to 66 % compared to the untreated 

control. FCCP was used as a positive control for membrane depolarisation, which decreased 

by 20 % after a 1 h exposure. 

Since acrolein increases mitochondrial membrane potential, we therefore investigated 

whether this could arise From increased ROS production (Fig. 1C, 1D). Several studies have 

linked mitochondrial membrane hyperpolarisation with ROS generation (Russell et al., 2002; 

Vincent et al., 2004; Park et al., 2005; Toninello et al., 2006). Indeed, acrolein increased 

ROS production by about 20 to 46 % in A549 cells, when compared to the untreated cells. 

The positive control for ROS production, 1 mM hydrogen peroxide, caused a 215 % increase 

in ROS production. 
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3.7.2 Acrolein increases Bax levels at mitochondria 

Since the mitochondrial pathway is strictly regulated by the Bel-2 family proteins 

(Youle et Strasser, 2008), we determined whether acrolein could alter the 

proapoptotic:antiapoptotic ratio of these proteins at the mitochondrial membrane. When, 

A549 cells were exposed to acrolein for 1 h at concentrations of 0 to 14 flM, there was a 

dose-dependent increase of 18 to 40 % in Bax expression at the mitochondria, relative to the 

untreated cells (Fig. 2A, 2B). However, there was no change in total cellular expression of 

Bax and Bel-2, or in the ratio of Bax / Bel-2 (Fig. 2C, 2D, 2E). 

3.7.3 Cytochrome c release from mitochondria in the presence of acrolein 

One of the most important steps in the mitochondrial pathway is the release of 

cytochrome cinto the cytosol, where it can bind Apaf-I (Li et al., 1997b) and amplify the 

apoptotic cascade. Acrolein (0 to 14 flM) caused the liberation of cytochrome cinto the 

cytosol after 30 min in A549 cells. In the mitochondrial fraction, cytochrome c levels 

decreased to about 60 %, relative to the untreated cells (Fig. 3A, 3C). Cytochrome c was 

exported to the cytosol with a maximum increase in translocation of 41 % in the cytosolic 

fraction, when compared to the untreated control (Fig. 3B, 3C). 

3.7.4 Acrolein induces activation of initiator caspase-9 and effector caspases-3 and -6 

The binding of Apaf-I to cytochrome c leads to the assembly of an apoptosome, which 

promotes caspase-9 activation (Youle et Strasser, 2008). The enzymatic activity of initiator 

caspase-9 was analysed by exposing A549 cells to acrolein at concentrations ranging from 0 

to 27 flM, for 30 min, 1 h and 2 h (Fig. 4A). Increased activity of caspase-9 was obtained 

after a 30 min incubation and reached a maximum increase of 30 % after 1 h. Caspase-9 also 

remained activated after 2 h. 

Upon activation within the apoptosome, caspase-9 then propagates the caspase cascade 

through activation of effector caspase-3, which in turn activates caspases-6 and -7 (Timmer et 
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Salvesen, 2007). To determine the downstream events from caspase-9 in the apoptotic 

cascade initiated by acrolein exposure, we pursued our investigation by looking at the 

enzymatic activity of effector caspases-3 and -6, compared to the untreated ceUs. Caspase-3 

activity increased by about 20 to 29 % after a 1 h exposure to acrolein (1 to 27 I-lM) and up to 

44 % after 2 h (Fig. 4B). Furthermore, acrolein caused a low increase (12 to 17 %) in the 

enzymatic activity of caspase-6 (Fig. 4C) after exposure times of 30 min, 1 h and 2 h, when 

compared to the untreated ceUs. 

3.7.5 Acrolein induces AIF release from mitochondria and translocation to the nucleus 

AIF, normally residing in the mitochondrial intermembrane space, is released into the 

cytosol during apoptosis, where it can translocate to the nucleus to induce DNA degradation 

in a caspase-independent manner (Jin et EI-Deiry, 2005). We subsequently investigated the 

ability of acrolein (0 to 14 I-lM) to induce the release of AIF from mitochondria. In the 

mitochondrial fraction (Fig. SB, 5D), a 1 h exposure to acrolein caused a dose-dependent 

increase in AIF expression, to 58 % above the control level. For the cytosolic fraction (Fig. 

SC, 5D), exposure to acrolein for 30 and 60 min resulted in a 8 to 35 % decrease in AIF 

expression. FinaUy, in the nuc\ear fraction (Fig. SA, 5D), acrolein induced an 8 to 202 % 

increase in AIF expression after an exposure of 30 min to 1 h. 

3.7.6 Activation of the execution phase of apoptosis by acrolein 

After establishing that the mitochondrial pathway was initiated by acrolein, the 

execution phase of apoptosis was analysed to determine the potential cytotoxicity of this 

aldehyde in A549 ceUs. This was evaluated by changes in the cell cycle, inc\uding DNA 

fragmentation (Fig. 6A, 6B) and by changes in PARP expression (Fig. 6C, 6D), two 

distinctive changes occurring during apoptosis. However, the percentage of cells in different 

stages of the cell cycle, GO/G l, S, and G2/M, did not change during a 24 h exposure to 

acrolein. Nevertheless, the percentage of SubGO/G 1 population, corresponding to 

fragmented DNA in apoptotic ceUs, increased up to 10 % in acrolein-treated A549 cel\s, 
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compared to the untreated cells. Furthermore, expression of full-Iength PARP decreased by 

28 % after a 2 h exposure to acrolein, in relation to the untreated cells. 

3.7.7 Activation of AKT by acrolein 

AKT (protein kinase B or PKB) is activated in response to many different growth 

factors, hormones and external stresses such as heat shock and osmolarity (Talapatra et 

Thompson, 2001). We evaluated the capacity of acrolein to regulate the expression of AKT 

and its phosphorylation by exposing A549 cells to different concentrations of acrolein (0 to 

14 flM). Acrolein induced an increase in the total cellular expression of AKT ranging from 9 

to 50 % after a 30 min exposure, whereas after 1 h, AKT expression returned to the control 

level (Fig. 7A, 7C). The total cellular expression of phospho AKT (ser473) also increased up 

to 52 %, in relation to the untreated cells (Fig. 7B, 7C). 

3.7.8 Acrolein induces phosphorylation of Bad 

Bad regulates apoptosis upstream from mitochondrial-mediated caspase-9 activation. 

When Bad is unphosphorylated, it binds to BcI-2 and Bel-XL, neutralizing their antiapoptotic 

activity (Jin et EI-Deiry, 2005). We therefore determined the ability of acrolein to modulate 

the expression of Bad and its phosphorylation (Fig. 8A, 8B). Exposure to 14 /-lM of acrolein 

for 30 min induced a 29 % increase in total cellular expression of Bad. However, a 30 min 

exposure to acrolein caused a prünounced dose-dependent increase in total cellular 

expression of phospho Bad (serl36) from 50 to 230 %, in relation tü the untreated cells. 

3.7.9 Acrolein increases clAP 1/2 expression in A549 cells 

The cellular inhibitors of apoptosis (cIAPs) are proteins that function as intrinsic 

regulators of the caspase cascade (Liston et al., 2003). We evaluated the capacity of acrolein 

(0 to 14 /-lM) to regulate the expression of clAP 112 in A549 cells (Fig. 9A, 9B). Indeed, 

acrolein induced a dose-dependent increase in the total cellular expression of clAP 1/2, 

ranging from 25 to 91 % above the control level. 
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Survivin, the only clAP to associate with chromatin structures (Li et al., 1998a), plays 

a role in monitoring the success of chromosome replication and the suppression of caspase 

activity in the nucleus (Liston et al., 2003). We investigated whether acrolein could alter the 

expression of this antiapoptosis protein in A549 ceUs. After a 1 h exposure (0 to 14 IlM), 

there was a smaU (10 to 16 %) decrease in the total cellular expression of survivin, compared 

to the untreated control (Fig. 9C, 9D). 

3.7.10	 Effects ofacrolein-induced ROS on mitochondrial membrane potential and caspase-3 

activation 

Since acrolein caused mitochondrial apoptosis in A549 ceUs, we further investigated 

whether this pathway could be triggered by increased ROS production. We therefore 

evaluated whether the ceU permeable antioxidant PEG-catalase could inhibit the acrolein­

induced mitochondrial membrane hyperpolarisation and activation of caspase-3. Indeed, the 

overproduction of ROS, hyperpolarisation of the mitochondrial membrane, and activation of 

caspase-3 caused by acrolein were significantly attenuated by pretreatment of cel1s with 300 

IlM PEG-catalase, a wel1-known ROS scavenger, which detoxifies hydrogen peroxide (Fig. 

lOA, lOB, 10C). These findings show that acrolein-induced mitochondrial changes are 

mediated by ROS. 

3.8 Discussion 

3.8.1	 Acrolein increases ROS production and mitochondrial membrane potential 

This study establishes that short exposures (30 min to 2 h) to low concentrations of 

acrolein (0 to 50 IlM) induced ROS overproduction in proliferating human pulmonary 

adenocarcinoma A549 cells. Luo and coworkers reported that acrolein induced cell death by 

necrosis in PC-12 ceUs, through stimulating the production of mitochondrial ROS and 

infiicting mitochondrial dysfunction (Luo et al., 2005). Acrolein caused hyperpolarisation of 

the mitochondrial membrane in A549 cel1s, which underwent ceU death by apoptosis, rather 
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than necrosis . Several studies using other toxic compounds (J oshi et al., 1999) are in 

agreement with our findings. A novel anti-prostate cancer compound, named BMD 188, was 

shown to trigger apoptosis by activating the mitochondrial respiratory complex subunits, with 

consequent enhancement of mitochondrial membrane potential and overproduction of ROS 

(Toninello et al., 2006). Furthermore, in cultured neuronal cells, high glucose induced initial 

hyperpolarisation followed by depolarisation of the inner mitochondrial membrane potential, 

which was associated with increased generation of ROS (Russell et al., 2002; Vincent et al., 

2004). Others have found that high-glucose- and angiotensin-II-induced mitochondrial 

membrane hyperpolarisation, which reflects impairment of mitochondrial electron transfer 

and respiration, would increase NAD(P)H oxidase activity (a major source of ROS 

generation) by increasing the cytosolic NADH:NAD+ ratio, which in turn induced up­

regulation of ROS production (Park et al.• 2005). Hyperpolarisation of the mitochondrial 

membrane was also reported during staurosporine-induced apoptosis (Scarlett et al., 2000). 

The mitochondrial membrane potential has been reported to decrease, increase or not 

change, during cytochrome c release. Sorne authors demonstrated that cytochrome c release 

was upstream of caspase activation and that loss of mitochondrial membrane potential was 

not required for its release, suggesting that depolarisation was a consequence of caspase 

activation and not the cause of it (Schuler et al., 2000; Toninello et al., 2006). In PC-12 

cells, acrolein did not induce apoptosis, but rather necrosis, which involved mitochondrial 

dysfunction and loss of mitochondrial membrane potential (Luo et al., 2005). Consequently, 

acrolein-induced activation of the mitochondrial pathway of apoptosis does not necessarily 

depend on opening the mitochondrial permeability transition pore (Schuler et al., 2000). 

3.8.2 Acrolein increases Bax concentration at mitochondria 

In most in vitro studies, Bax shows a different intracellular distribution before and after 

apoptotic stimuli (Youle et Strasser, 2008). BH3-only proteins such as Bid (full length and 

protease-cleaved, tBid, forms) have been shown to provoke conformational changes in Bax 

causing its relocation to mitochondria, which induces mitochondrial dysfunction, including 

cytochrome c release (Kim et Chung, 2007). Our findings show that the total cellular 



119 

expression of Bax and Bcl-2 and the ratio between these proteins are not modulated by short 

exposures to low concentrations (0 to 27 IlM) of acrolein. However, acrolein does stimulate 

the translocation of Bax to mitochondria. This agrees with acrolein-induced Bax 

translocation From the cytoplasm to mitochondria in CHa cells after 1 h exposure (Tanel et 

Averill-Bates, 2007b). 

3.S.3 Release of cytochrome c From mitochondria in the presence of acrolein 

Since the movement of Bax is not sufficient for the engagement of apoptosis (Degli 

Esposti et Dive, 2003), we pursued our research on cytochrome c release. Our findings show 

that low concentrations of acrolein induced liberation of cytochrome cinto the cytosol, after 

30 min. These results are in agreement with acrolein-induced cytochrome c translocation 

From mitochondria to the cytoplasm in CHa ceUs after 1 h exposure (Tanel et Averill-Bates, 

2005). Acrolein could cause mitochondrial dysfunction through the cross-talk pathway 

involving caspases-2 and -S mediated cleavage of proapoptotic protein Bid (Roy et al., 

200Sa), along with increased levels of mitochondrial Bax. It was reported that caspase-2 is 

implicated in cytochrome c release and is essential for drug-induced apoptosis in several 

human cell lines (Robertson et al., 2002). At the same time as cytochrome c release, our 

previous results with acrolein demonstrated an upregulation in cytosolic Bid, an increase in 

mitochondrial tBid expression and caspase-2 activation (Roy et al., 200Sa). Furthermore, 

tBid can interact with Bax and induce the oligomerization and insertion of Bax into the outer 

mitochondrial membrane, which triggers cytochrome c release (Eskes et al., 2000). Our 

findings suggest that acrolein induces cytochrome c by mechanisms which appear to involve 

proapoptotic Bcl-2 proteins, rather than loss of MMP. 

3.S.4 Acrolein induces activation of initiator caspase-9 and effector caspases-3 and -6 

At the post-mitochondrial level, cytochrome c is an essential component of the cytosolic 

apoptosome complex, along with Apaf-I and procaspase-9, which then propagate the caspase 

cascade (Timmer et Salvesen, 2007; Youle et Strasser, 2008). Our results demonstrate that 

acrolein induced activation of initiator caspase-9 and effector caspases-3 and -6. Acrolein­
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induced caspase-9 activation was also shown in CHa cells after 1 h exposure (Tanel et 

Averill-Bates, 2005), but for the first time, we demonstrate that acrolein induces activation of 

caspase-6 in A549 cel1s. Caspase activation by acrolein seems to be cell type dependent 

since other reports indicated that it inhibits activation of caspase-3 in CHa (Tanel et Averil1­

Bates, 2005; Tanel et Averill-Bates, 2007a) and in PC-I2 (Liu-Snyder et al., 2006) cell lines. 

The weak activation of caspases can be explained by the fact that acrolein reacts rapidly with 

their thiol group. It was hypothesized that acrolein may inhibit in part the activity of this 

family of enzymes through direct alkylation of its active cysteine residue site (Kern et 

Kehrer, 2002; Tanel et Averil1-Bates, 2005). It appears that acrolein can simultaneously 

activate and inhibit certain caspases and the final outcome (activation or inhibition) is the net 

result of these two processes. 

Since activated effector caspases are able to cleave caspase substrates, such as PARP 

(Fan et al., 2005) and induce chromatin condensation (Degterev et al., 2003), we further 

investigated the ability of acrolein to execute apoptosis in a caspase-independent manner. 

3.8.5 Acrolein induces AIF release from mitochondria and translocation to the nucleus 

AIF normally resides in the mitochondrial intermembrane space and can act as a RaS 

scavenger. In this capacity, AIF can exert a cytoprotective role, enabling cells to cope more 

effectively with oxidative stress. But once AIF is released during apoptosis, it translocates to 

the nucleus to induce cell death by binding DNA, stimulating DNAse activity, triggering 

chromatin condensation and DNA fragmentation in a caspase-independent manner 

(Stambolsky et al., 2006). 

We report, for the first time, that low doses (0 to 14 flM) of acrolein induce AIF 

translocation from mitochondria to the nucleus in A549 cells after short exposure times (30 to 

60 min). With the aim of understanding the increase in mitochondrial AIF after 1 h exposure 

to acrolein in A549 cells, it was recently reported that the AIF gene is positively regulated by 

p53 (Stambolsky et al., 2006). Since we demonstrated that acrolein upregulates p53 

activation after 30 min in A549 cells (Rayet al., 2008a), it is possible that the direct action of 
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p53 on the mitochondrial outer membrane (Mihara el al., 2003) might exert a synergistic 

effect by enabling the rapid release of AIF from mitochondria (Stambolsky el al., 2006). 

Therefore, this multi-step sequence of events including p53 accumulation, induction of AIF 

transcription, translation and localization to the mitochondria may consequently cause an 

increase in mitochondria AIF after exposure to acrolein, before its final translocation to the 

nucleus. Thus, it appears that the mitochondrial proteins released by acrolein can trigger a 

caspase-dependent and a caspase-independent death-signaling pathway. We subsequently 

investigated the execution phase of apoptosis in the presence of acrolein. 

3.8.6 Activation of the execution phase of apoptosis by acrolein 

Acrolein did not cause cell cycle arrest, but rather, the execution phase of apoptosis 

was activated, which was confirmed by DNA fragmentation and PARP cleavage, in A549 

cells. These results are supported by different studies where acrolein stimulated apoptosis by 

DNA fragmentation in isolated human alveolar macrophages (Li el al., 1997a) and in the 

human lung epithelial cell line HBE 1 (Nardini el al., 2002). In CHO ce11 s, acrolein caused 

cleavage of the DNA repair enzyme PARP, after 2 h exposure (Tanel et Averill-Bates, 

2007a). 

3.8.7 Acrolein induces activation of AKT and phosphorylation of Bad 

AKT promotes cel1 survival by exerting an antiapoptosis effect against various stimuli 

(Franke el al., 1995) and plays a significant role in glucose metabolism (Faber el al., 2006). 

Activation of AKT by phosphorylation prevents the proapoptotic action of Bcl-2 family 

Ser l36protein Bad through its phosphorylation at p (Datta el al., 1997). Bad regulates 

apoptosis upstream from mitochondrial-mediated caspase-9 activation, by binding to Bc1-2 

and Bcl-XL, neutralizing their antiapoptotic activity (Antonsson, 2003). 

Our findings show that acrolein induces an early upregulation of AKT and its 

phosphorylation, as weil as an upregulation in Bad phosphorylation, in A549 cells. AKT 

activation cou Id be associated with the Fas death receptor signaling pathway induced by 
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acrolein, since FasR engagement with the membrane-bound form of FasL and soluble FasL 

(sFasL) was recently found to induce AKT activation in endothelial cells (Takemura el al., 

2004). These results concord with previous findings that AKT is implicated in the cell 

survival response against an acrolein insult in CHO cells (Tanel et Averill-Bates, 2007c). 

However, they contradict the acrolein-induced proapoptotic Bad translocation from the 

cytosol to rnitochondria in CHO cells (Tanel et Averill-Bates, 2007b). This last contradiction 

may be in part due to the different cell type or the lack of study of direct phosphorylation of 

Bad in CHO cells. It is plausible that acrolein induces translocation of Bad to mitochondria, 

which is a proapoptotic event, and its phosphorylation, which is antiapoptotic, at the same 

time. Exposure to toxic compounds, under less severe stress conditions, can induce cellular 

defenses to enable the cell to survive. If this does not succeed, the cell will then die by 

apoptosis. 

3.8.8 Increased clAP 1/2 expression in the presence of acrolein 

Not long ago, clAP-l and clAP-2 were found to directly inhibit sorne of the caspases, 

more precisely caspases-3 and -7, by ubiquitination (Huang et al., 2000). For the first time, 

we report that low doses (0 to 14 !-lM) of acrolein induced an upregulation of the total cellular 

content of antiapoptosis clAP 112 proteins in A549 ceIls after 2 h exposure. This survival 

response could be associated with the acrolein-induced early AKT overexpression and 

activation. Previous results demonstrated that enhanced transcription and translation of 

cIAP-2 is mediated by activated AKT (Hu et al., 2004). Also, others have found that 

overexpression of AKT resulted in an upregulation of cIAP-1 expression (Gagnon et al., 

2003). These results suggest a pivotai role of AKT in the regulation of cell survival through 

the upregulation of a specific inhibitor of apoptosis protein. 

Survivin is restricted to expression at the G2/M point in the cell cycle, and is the only 

IAP to associate with chromatin structures (Li et al., 1998a). For the first time, we report that 

low doses (0 to 14 !-lM) of acrolein induced a slight downregulation of the total cellular 

content of antiapoptosis protein survivin in A549 cells after 1 h exposure. This result could 

be associated with acrolein-induced p53 activation and/or to acrolein-generated ROS. In 
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A549 cells, previous reports suggested that p53 down-regulates the expression of survivin, by 

binding to the survivin promoter and suppressing its transcription (Ikeda et al., 2007). 

Furthermore, an other study indicates that downregulation of survivin expression is mediated 

by ROS generation, which may exceed a certain threshold that finally overcomes 

antiapoptotic forces, shifting the cell survivaUdeath balance towards cell death (Jin et al., 

2006). 

3.8.9	 Effects of acrolein-induced ROS on mitochondrial membrane potential and caspase-3 

activation 

To further our knowledge on acrolein-induced apoptosis by the mitochondrial pathway, 

we determined whether the hyperpolarisation of the mitochondrial membrane and the 

activation of caspase-3 were dependent on acrolein-induced ROS overproduction. ROS were 

partial1y implicated in the activation of caspase-3 during apoptosis induced by chromium 

(VI/V) in lymphocytes (Vasant et al., 2003). Quenching of ROS by PEG-catalase prevented 

the hyperpolarisation of the mitochondrial membrane and caspase-3 enzymatic activity, 

indicating that ROS are required for acrolein-induced activation of the intrinsic apoptotic 

pathway in A549 cells. 

3.9 Conclusions 

In conclusion, the present study detailed the mechanism of acrolein-induced apoptosis 

by the mitochondrial pathway in A549 proliferating human pulmonary adenocarcinoma cells. 

At the same time, acrolein induced cell survival mechanisms by the phosphorylation of AKT, 

Bad, and the upregulation of the clAP 112. Often, the cell fate and death mechanism is 

determined by the relative speed of each process in a given model system, and by the 

antagonists of the individual pathways differentially expressed in the cell (Jaattela et Leist, 

2003). AIF, caspases, and ROS can act on mitochondria through feedback mechanisms, 

causing enough structural and functional damage to trigger the release of other death factors, 

independent of the upstream signais (Strasser et al., 2000). In the case of lAPs, they can be 
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degraded by the caspases (Liston et al., 2003). The overall fate of the cell is a question of 

balance between the pro- and antiapoptotic signais. In this study, even though the 

antiapoptotic proteins are upregulated and activated, we can still detect an activation of the 

proapoptotic signais by acrolein and the execution of death by apoptosis in A549 cells. On 

the other hand, this does not rule out the possibility that acrolein could induce apoptosis by 

alternative or complementary mechanisms. Future studies will investigate the implication of 

the endoplasmic reticulum pathway of apoptosis, as well as the MAPK pathway, in acrolein­

induced toxicity, in A549 cells. 

Theses findings are relevant to the toxicity of acrolein in many contexts, including the 

pharmacological action and/or side effects of the anticancer agent cyclophosphamide, which 

has acrolein as one of its metabolites, the regulation of cellular proliferation and tumor 

growth by polyamines, Alzheimer' s disease, as well as the toxicity of environmental 

exposures to low doses of acrolein. 
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3.10 Figure Legends 

Fig. 1: Acrolein induces mitochondrial membrane hyperpolarisation and increases ROS 
production. A549 cells (l06 Iml) were incubated for 30 min, 1h or 2h at 37°C with acrolein 
(0 to 50f.lM) in a-MEM containing 10% FBS. (A) A549 treated cells, relative to untreated 
control cells, were analysed by f10w cytometry for Rho123 (2f.lM) fluorescence in channel 
FLl. Data represent means and SEM of relative fluorescence intensity from three 
independent experiments. FCCP (25f.lM) was the positive control for depolarisation of the 
mitochondrial membrane. (B) The histogram blots are representative results of mitochondrial 
membrane potential in A549 cells exposed for 2h to 0 f.lM (filled line), 14 f.lM acrolein (-), 
and 1h to FCCP Cl (C) A549 treated cells, relative to the untreated control cells, were 
analysed by flow cytometry for HzDCFDA (lOf.lM), fluorescence in channel FLl. Data 
represent means and SEM of relative fluorescence intensity from three independent 
experiments. HzOz (l mM) was the positive control for ROS production. (D) The histogram 
blots are representative results of ROS expression in A549 cel1s exposed for 1h to 0 f.lM 
(filled line), 14 f.lM acrolein (-), and to HzOz Cl P < 0.05 (*) indicates a statistically 
significant difference between treatment with acrolein and the untreated control. 

Fig. 2: Acrolein increases Bax expression at mitochondria but does not affect the 
cellular Bax / BcI-2 ratio. A549 cells (106 Iml) were incubated for 2h at 37°C with acrolein 
(0 to 14f.lM) in a-MEM containing 10% FBS. (A) Immunodetection of Bax (23kDa) in 
mitochondrial fraction was carried out by Western blotting. Densitometric analyses of the 
expression of mitochondrial Bax are relative to the untreated control. (B) A representative 
blot is shown from three independent experiments. (C) A549 treated cells, relative to the 
untreated control cells, were analysed by flow cytometry for internaI expression of Bax or 
Bcl-2 proteins. (D) The histogram blots are representative results of Bax expression in A549 
cells exposed for 2h to 0 f.lM (filled line), and 14 f.lM acrolein (-). (E) The histogram blots 
are representative results of Bcl-2 expression in A549 cells exposed for 2h to 0 f.lM (filled 
line), and 14 f.lM acrolein (-). 

Fig. 3: Release of cytochrome c from mitochondria in the presence of acrolein. A549 
cells (106 Iml) were incubated for 30 min at 37°C with acrolein (0 to 14f.lM) in a-MEM 
containing 10% FBS. Immunodetection of cytochrome c (1 tkDa) in mitochondrial and 
cytosolic fractions was carried out by Western blotting, using GAPDH (37kDa) as loading 
control for the cytosolic fraction. Densitometric analyses of expression of (A) mitochondrial 
cytochrome c and (B) cytosolic cytochrome c are relative to the untreated control. (C) A 
representative blot is shown from three independent experiments. P < 0.05 (*) or P < 0.01 
(**) indicates a statistically significant difference between treatment with acrolein and the 
untreated control. 

Fig. 4: Acrolein induces activation of initiator caspase-9 and effector caspases-3 and -6. 
A549 cells (l06 /ml) were incubated for 30 min, 1h or 2h at 37°C with acrolein (0 to 27f.lM) 
in a-MEM containing 10% FBS. Caspase activity was expressed relative to the untreated 
control. Data represent means and SEM from three independent experiments performed with 
multiple estimations per point. (A) Caspase-9 activity was measured in celllysates using the 
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fluorescent substrate Ac-LEHD-AFC. (B) Caspase-3 activity was measured in cell lysates 
using the fluorescent substrate Ac-DEVD-AMC. (C) Caspase-6 activity was measured in cell 
lysates using the fluorescent substrate Ac-VEID-AMe. P < 0.05 (*) or P < 0.01 (**) 
indicates a statistically significant difference between treatment with acrolein and the 
untreated control. 

Fig. 5: Acrolein induces release of AIF from mitochondria and translocation to the 
nucleus. A549 ceUs (106 Iml) were incubated for 30 min or lh at 37°C with acrolein (0 to 
14f.lM) in a-MEM containing 10% FBS. Immunodetection of nuclear, mitochondrial and 
cytosolic AIF (57kDa) was carried out by Western blotting, using GAPDH (37kDa) as 
loading control for the cytosolic fraction. Densitometric analyses of the expression of (A) 
nuclear AIF, (B) mitochondrial AIF and (C) cytosolic AIF are relative to the untreated 
control. (0) A representative blot from three independent experiments is shown for ceUs 
exposed for 30 min to acrolein. P < 0.05 (*) indicates a statisticaUy significant difference 
between treatment with acrolein and the untreated control. 

Fig. 6: Activation of the execution phase of apoptosis by acrolein. (A) A549 ceUs (106 

Iml) were incubated for 24h at 37°C with acrolein (0 to 27f.lM) in a-MEM containing 10% 
FBS. Using PI as a marker for ceU cycle, la 000 cells were then analysed by flow cytometry 
to determine the percentage of cells in each phase. Data represent means and SEM from 
three independent experiments. (B) A representative histogram of flow cytometry analysis 
for ceU cycle in channel FL2-A is shown for the untreated cells and A549 cel1s treated with 
14 f.lM of acrolein. (C) Immunodetection of PARP (1 J6kDa) in whole cell Iysates was 
carried out by Western blotting, using GAPDH (37kDa) as loading control. A549 cel1s (106 

Iml) were incubated for 2h at 37°C with acrolein (0 or 14f.lM) in a-MEM containing 10% 
FBS. Densitometric analyses of the expression of PARP are relative to the untreated control. 
(0) A representative blot is shown from three independent experiments. P < 0.05 (*) 
indicates a statisticaUy significant difference between treatment with acrolein and the 
untreated control. 

Fig. 7: Activation of AKT in the presence of acrolein. A549 cells (lOb Iml) were 
incubated for 30 min or 1h at 37°C with acrolein (0 to 14f.lM) in a-MEM containing 10% 
FBS. Immunodetection of AKT and PhosphoAKT (ser473) (6ÛkDa) in whole cell lysates 
was carried out by Western blotting, using GAPDH (37kDa) as loading control. 
Densitometric analyses of the expression of (A) AKT and (B) PhosphoAKT (ser473) are 
relative to the untreated control. (C) A representative blot from three independent 
experiments is shown for ceUs exposed 30 min to acrolein. P < 0.05 (*) or P < 0.01 (**) 
indicates a statistically significant difference between treatment with acrolein and the 
untreated control. 

Fig. 8: Acrolein induces phosphorylation of Bad. A549 cells (106 Iml) were incubated for 
30 min at 37°C with acrolein (0 to 14f.lM) in a-MEM containing 10% FBS. 
Immunodetection of Bad and PhosphoBad (serl36) (25kDa) in whole cel1 Iysates was carried 
out by Western blotting, using GAPDH (37kDa) as loading control. Densitometric analyses 
of the expression of (A) Bad and PhosphoBad (ser 136) are relative to the untreated control. 
(B) A representative b10t is shown from three independent experiments. P < 0.05 (*) 
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indicates a statistically significant difference between treatment with acrolein and the 
untreated control. 

Fig. 9: Acrolein increases clAP 112 expression in A549 cells. Cells (106 Iml) were 
incubated for Ih or 2h at 37°C with acrolein (0 to 141lM) in (X-MEM containing 10% FBS. 
Immunodetection of clAP 1/2 (70kDa) in whole cell Iysates was carried out by Western 
blotting, using GAPDH (37kDa) as loading control. Densitometric analyses of the 
expression of (A) clAP 112 are relative to the untreated control. (B) A representative blot is 
shown from three independent experiments. (C) A549 treated cells, relative to the untreated 
control, were analysed by flow cytometry for internai expression of survivin. Data represent 
means and SEM from three independent experiments. (0) The histogram blot is 
representative results of survivin expression in A549 cells exposed for 1h to 0 IlM (filled 
!ine), and 7 IlM acrolein (-). P < 0.05 (*) indicates a statistically significant difference 
between treatment with acrolein and the untreated control. 

Fig. 10: Overproduction of ROS by acrolein increases mitochondrial membrane 
potential and caspase-3 activation. A549 cells (106 /ml) were pretreated with or without 
300 IlM PEG-catalase for 3h and then exposed to acrolein (0 to 50IlM) for the indicated 
periods of time. Data represent means and SEM from three independent experiments and are 
relative to the untreated control. (A) Levels of ROS and (B) mitochondrial membrane 
potential in 10000 cells were analysed by flow cytometry, using FLI channel for H2DCFDA 
and Rho 123. (C) Caspase-3 activity was measured in cell Iysates using the fluorescent 
substrate Ac-DEVD-AMC. P < 0.05 (*) or P < 0.01 (**) indicates a statistically significant 
difference between treatment with acrolein and the untreated control. P < 0.05 (8) or P < 0.01 
(8 8) indicates a statistically significant difference between cells exposed to acrolein, with or 
without PEG-catalase at the same concentration of acrolein. 
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CHAPITRE IV.
 
CONCLUSIONS
 

4.1 Introduction 

Un polluant omniprésent dans l'environnement est l'acroléine, un aldéhyde a,l3­

insaturé, auquel l'être humain est exposé de manière considérable dans plusieurs situations. 

Elle est principalement utilisée comme biocide, mais l'acroléine est aussi générée lors de feu 

de forêt, de la combustion de plastiques, de la fumée de cigarette, de la cuisson des aliments, 

et des gaz d'échappement des véhicules motorisés (Kehrer et Biswal, 2000). De plus, elle est 

formée in situ, comme intermédiaire dans le catabolisme normal d'une variété d'acides 

aminés et des polyamines (Alarcon, 1976), lors du métabolisme de l'alcool allylique ou de la 

cyclophosphamide (Ghilarducci et Tjeerdema, 1995). Elle est aussi responsable de la 

peroxydation lipidique associée à la génération de ROS (Kehrer et Biswal, 2000). 

L'acroléine est mutagène et génotoxique pour les cellules humaines car elle est hautement 

réactive et extrêmement électrophile (Beauchamp et al., 1985), ce qui lui permet de lier les 

nucléophiles cellulaires (Kehrer et Biswal, 2000). L'acroléine a aussi la capacité de se lier à 

l'ADN et former des protéines adduites (Kehrer et Biswal, 2000; Furuhata et al., 2002). En 

épuisant la défense antioxydante (Yang et al., 2004) et en augmentant le stress oxydatif (Luo 

et Shi, 2004), l'acroléine induit une inflammation chronique (Facchinetti et al., 2007) et elle 

est donc associée à plusieurs maladies pulmonaires (Hogg, 2001) et neurodégénératives (Arlt 

et al., 2002). 

Il a été démontré que des concentrations d'acroléine (supérieures à 50 flM) sont létales 

et conduisent les cellules vers une mort par nécrose (Tanel et Averill-Bates, 2005). La 

nécrose est la forme principale de mort cellulaire lors d'accidents traumatiques, suite à 

certaines pathologies ou de déficits métaboliques (Malhi et al., 2006). Elle est souvent 

caractérisée par des dommages irréversibles à la membrane plasmique, à la désintégration des 

organelles, ce qui mène au largage du contenu cellulaire dans le milieu extracellulaire et à 

une réaction inflammatoire (Festjens et al., 2006). Lors d'expositions à des doses supérieures 

à 50 flM, l'acroléine est clairement cytotoxique pour toutes cellules causant une destruction 

massive de la structure et de la fonction cellulaire (Kehrer et Biswal, 2000; Kern et Kehrer, 
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2002). En effet, l'acroléine cause une inhibition de la croissance cellulaire (Marano et 

Puiseux-Dao, 1982), augmente la perméabilité de la membrane cellulaire et altère les taux de 

glutathion, de protéines sulfhydryles (Patel et Block, 1993) et les enzymes contenant un 

groupement thiol, en plus de former des adduits avec l'ADN (Kehrer et Biswal, 2000). 

De plus, il est aussi bien connu qu'aux doses non létales, inférieures à 50 !lM, 

l'acroléine diminue la prolifération des cellules pulmonaires cancéreuses humaines (Ramu et 

al., 1996; Horton et al., 1997; Rudra et Krokan, 1999) et induit l'apoptose chez certaines 

lignées cellulaires, comme les macrophages alvéolaires (Li et al., 1997a) et les cellules 

épithéliales des bronches (Nardini et al., 2002). L'apoptose est essentielle pour le 

développement embryonique, le maintient de l'homéostasie tissulaire et la régulation du 

système immunitaire (Schwarz et al., 2007). Cette mort cellulaire est caractérisée par une 

série de modifications morphologiques et biochimiques distinctes comme l'externalisation de 

la phosphatidylsérine, la condensation de la chromatine, la fragmentation de l'ADN puis de la 

cellule en corps apoptotiques (Malhi et al., 2006). Récemment, chez les cellules ovariennes 

de hamster chinois (CHO), il a été démontré que l'acroléine est responsable de l'activation 

des voies apoptotiques mitochondriales (Tanel et Averill-Bates, 2005) et des récepteurs de 

mort (Tanel et AveriU-Bates, 2007a). De plus, les protéines p38 et kinase régulatrice de 

signal extracellulaire (ERK) de la voie des protéines kinases activées par mitogènes 

(MAPKinases) étaient impliquées dans l'apoptose induite par l'acroléine dans les cellules 

CHO (Tanel et Averill-Bates, 2007c). 
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4.2 Voie apoptotique des récepteurs de mort induite par l'acroléine 

Pour approfondir nos connaissances sur les voies de signalisation de mort initiées par 

l'acroléine, la lignée cellulaire A549, un adénocarcinome humain, a été choisie à cause de 

son origine pulmonaire, Le premier organe ciblé par ce polluant. Par conséquent, les cellules 

A549 ont été exposées à de faibles doses d'acroléine, variant de 0 à 50 /lM, pour représenter 

les concentrations in vivo, pouvant atteindre 50 /lM dans le sérum d'un humain normal (Satoh 

et al., 1999) et 80 /lM dans les fluides des voies respiratoires d'un fumeur (Eiserich et al., 

1995). Nos recherches ont investigué les mécanismes impliqués dans l'induction de la voie 

de signalisation du récepteur de mort Fas de l'apoptose par une exposition à l'acroléine, car 

les effets toxiques déclenchés par ce polluant au niveau moléculaire et les voies de 

signalisation biochimique sont peu comprises. 

Cette étude démontre que l'acroléine (0 à 50 /lM) induit l'apoptose par la voie de 

signalisation des récepteurs de mort chez les cellules A549 en prolifération, ce qui a été 

confirmée par l'activation de la caspase-8. Nos résultats suggèrent l'implication du récepteur 

de mort Fas. L'acroléine a causé une augmentation d'expression du FasL et une diminution 

d'expression du FasR à la membrane extracellulaire, sans modifier la quantité du FasR 

contenue dans toute la cellule. Ces résultats impliquent que l'augmentation d'expression du 

FasL à la membrane extracellulaire encombre le FasR par liaison spécifique empêchant ainsi 

sa détection par l'anti-FasR-FITC. La diminution du FasR à la membrane extracellulaire 

peut aussi être due à l'internalisation d'aggrégations de FasL-FasR suivant l'activation de ce 

récepteur (Henkler et al., 2005). De plus, l'activation de la voie des récepteurs de mort par 

une exposition à l'acroléine est aussi confirmée par la translocation de FADO et de RIP à la 

membrane cytoplasmique. 

La complexité des voies de signalisation apoptotique et nécrotique que peuvent induire 

les récepteurs de mort dépasse grandement la simple voie linéaire originalement suggérée par 

la découverte de ces récepteurs qui déclenchent une cascade d'activation de caspases (JaatteUi 

et Leist, 2003). Tout comme les différentes familles de protéases, c'est la concentration de 

protéines adaptatrices telles que FADO qui peut être la clé de la décision entre la voie 
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apoptotique ou nécrotique déclenchée par les récepteurs de mort (Jaattela et Leist, 2003). 

Une fois que la signalisation du récepteur de mort Fas est initiée par son ligand, les domaines 

de mort (DD) de FasR recrutent alors FADD et/ou RIP à la membrane cytoplasmique. Pour 

ce qui est de RIP, il est connu pour initier la voie nécrotique caspase-indépendante médiée 

par la formation de ROS, mais ce processus peut être inhibé par l'activation de la caspase-8 

(Lin et al., 1999; Holler et al., 2000). Cette étude a démontré qu'une exposition aux faibles 

concentrations d'acroléine, inférieures à 50 /-lM, mène au recrutement de RIP et FADD à la 

membrane cytoplasmique chez les cellules A549. 

De plus, chez les cellules A549, des doses relativement faibles d'acroléine, inférieures 

à 50 ""M, ont activé la caspase-8 initiatrice après de courts temps d'exposition. TI est bien 

connu que la caspase-8 est activée après son recrutement au FADD et aux récepteurs de mort. 

La caspase-8 semble être la principale caspase initiatrice pendant l'apoptose médiée par la 

voie des récepteurs de mort (Curtin et Cotter, 2003). De plus, la caspase-8 active peut cliver 

RIP et son fragment C-terminal produit semble favoriser les processus apoptotiques puisqu'il 

amplifie la formation du DISC (Holier et al., 2000; Curtin et Cotter, 2003). Par conséquent, 

la caspase-8 semble jouer un rôle essentiel dans l'initiation de l'apoptose par les récepteurs 

de mort, plutôt que dans la nécrose. 

La caspase-8 peut provoquer l'activation des caspases effectrices directement ou 

indirectement en induisant la voie mitochondriale de l'apoptose par le clivage de Bid, une 

protéine cytosolique proapoptotique membre de la famille de Bcl-2 (Strasser et al., 2000; 

Guo et al., 2002). Par conséquent, ce clivage de Bid mène à l'amplification de l'activation 

des caspases effectrices par le largage de facteurs proapoptotiques de la mitochondrie et à 

l'exécution de apoptose (Lavrik et al., 2006). Effectivement, nos résultats ont démontré une 

augmentation significative de l'expression de tBid à la mitochondrie. Il semble que 

l'acroléine peut causer le dysfonctionnement de la mitochondrie par la signalisation des 

récepteurs de mort via l'activation de la caspase-8, qui clivent la protéine Bid en tBid. 

Chez les cellules A549, des doses inférieures à 50 /-lM d'acroléine ont aussi causé une 

faible activativation de la caspase-2 initiatrice, qui suggère un rôle mineur comparé à la 
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caspase-8, selon les niveaux d'activation. Les mécanismes moléculaires de l'activation de la 

caspase-2 sont encore controversés et semblent dépendre du type cellulaire. Certains auteurs 

ont rapporté que des dommages à l'ADN peuvent activer la caspase-2 dans un complexe 

multinucléaire impliquant la protéine inductible avec un domaine de mort (PIDD) et la 

protéine associée à RIP avec un domaine de mort (RAIDD) (ensemble formant un 

piddosome) (Maiuri el al., 2007; Tinel el al., 2007). D'autres auteurs mentionnent que les 

DD de RIP peuvent lier le FasR et recruter RAIDD ainsi que la caspase-2 aux agrégats de ce 

récepteur de mort (Curtin et Cotter, 2003; Stevens et Maier, 2008). Chez plusieurs lignées 

cellulaires, cette procaspase-2 a été trouvée au DISC du FasR et elle a été activée par la 

signalisation de ce récepteur de mort. De plus, la caspase-2 active peut aussi induire la voie 

mitochondriale de l'apoptose par le clivage de Bid en tBid (Lavrik el al., 2006). 

Une fois activée, la caspase-8 (Siee el al., 1999) initiatrice peut provoquer l'activation 

de la caspase-7, via l'activation de la caspase-3 (McStay el al., 2008). Chez les cellules 

A549, l'acroléine peut déclencher l'apoptose via les caspases-3 et -7 effectrices, puisque leur 

activité enzymatique a été significativement augmentée après de courtes expositions. 

Comme les caspases-3 et -7 sont reconnues pour cliver les substrats de caspases, tels que 

PARP (Fan el al., 2005) et induire la condensation de la chromatine (Degterev el al., 2003), 

nous avons poursuivi nos recherches sur l'habileté de l'acroléine à induire l'exécution de 

l'apoptose. L'induction de la phase d'exécution de l' apoptose par l'acroléine a été confirmée 

par trois caractéristiques distinctes, soit l'augmentation de l'externalisation de la 

phosphatidylsérine, ['augmentation de la condensation de la chromatine et le clivage du 

substrat de caspases PARP, chez les cellules A549 exposées. 

Pour approfondir nos connaissances sur la voie de signalisation des récepteurs de mort 

que l'acroléine active, nous voulions déterminer si l'augmentation de l'expression du FasL et 

de l'activation de la caspase-8 dépendent de la surproduction de ROS que cause l'acroléine. 

Il est connu que l'acroléine induit la formation de ROS chez les cellules PC-12 (Luo el al., 

2005). Diverses recherches ont aussi démontré que les ROS peuvent induire l'expression du 

FasL (Wang el al., 2008b) et qu'elles sont impliquées dans l'activation de la caspase-8 durant 

l'apoptose via les récepteurs TRAIL (Perez-Cruz el al., 2007). Chez les cellules A549, 
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l'inhibition des ROS générées par l'acroléine grâce à l'antioxydant PEG-catalase, a empêché 

l'augmentation de l'expression totale du FasL ainsi que l'augmentation de l'activité 

enzymatique de la caspase-8. Par conséquent, les ROS sont préalablement requises pour que 

l'acroléine induise l'apoptose par la voie du récepteur Fas chez les cellules A549. Ceci est 

une nouvelle contribution pour l'acroléine, qui peut produire des ROS en épuissant 

rapidement les antioxydants cellulaires, comme le gluthation, empêchant ainsi la 

détoxification du HzO z. Une accumulation significative de HzOz dans les cellules, produit par 

des mécanismes endogènes (dont la chaîne de transport d'électrons de la mitochondrie), est 

responsable des effets toxiques d'une exposition à l'acroléine et bouleverse les fonctions 

mitochondriales, telles que la respiration cellulaire et la production d'ATP. En conclusion, 

cette étude détaille l'induction de l'apoptose, via l'activation de la voie du récepteur de mort 

Fas, par l'acroléine à de faibles doses, inférieures à 50 IlM, chez les cellules pulmonaires 

humaines en prolifération. Par contre, ceci n'empêche pas le fait que l'acroléine pourrait 

aussi induire l'apoptose par des voies de signalisation alternative ou complémentaire. 

4.3 Voie apoptotique mitochondriale induite par l'acroléine 

Il existe différentes formes de stress cellulaire comme Je dommage à l'ADN et les 

ROS, qui peuvent augmenter la perméabilité de la membrane externe de la mitochondrie et 

causer le largage de protéines proapoptotiques dans le cytosol de la cellule (Schwarz et al., 

2007; Youle et Strasser, 2008). La voie mitochondriale de J'apoptose peut aussi se produire 

via l'activation des caspases-2 ou -8, qui initie la voie du « cross-talk » par le clivage de Bid, 

menant ainsi au relâchement du cytochrome c (Robertson et al., 2002; Schwarz et al., 2007). 

Considérant ces dernières affirmations et qu'il a été démontré que l'acroléine peut induire le 

clivage de Bid chez les cellules A549, nous avons poursuivi nos recherches sur les 

mécanismes impliqués dans l'induction de la voie mitochondriale de l'apoptose par une 

exposition à de faibles concentrations (0 à 50 IlM) d'acroléine. 

Nous avons commencé par déterminer que l'acroléine n'induit pas une dépolarisation 

de la membrane mitochondriale chez les cellules A549, mais plutôt une hyperpolarisation. 

Certains chercheurs ont aussi démontré qu'un composé d'acide gras, le BMD 188, a 
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déclenché l'apoptose en activant des sous-unités du complexe respiratoire mitochondrial, qui 

ont eu comme conséquence d'augmenter le potentiel membranaire mitochondrial et 

d'augmenter la production de ROS (Toninello et al., 2006). li a été rapporté par Luo et ses 

collègues que l'acroléine induit la mort cellulaire par nécrose en stimulant la formation de 

ROS à la mitochondrie et en infligeant la dysfonction mitochondriale chez les cellules PC-I2 

(Luo et al., 200S). Effectivement, l'acroléine a induit une surproduction de ROS chez les 

cellules AS49. 

La perte du potentiel membranaire mitochondrial n'est pas toujours requis pour la 

libération du cytochrome c (Schuler et al., 2000). Le cytochrome c peut être libéré de la 

mitochondrie par d'autres mécanismes impliquant les protéines proapoptotiques de la famille 

Bcl-2. Dans la majorité des études in vitro avec différentes lignées cellulaires, la distribution 

intracellulaire de Bax varie avant et après les stimuli apoptotiques, en augmentant de manière 

invariable son association à la membrane externe de la mitochondrie durant l'apoptose 

(Youle et Strasser, 2008). Il a été affirmé que les protéines Bid et tBid peuvent provoquer 

des changements de conformations à Bax, causant sa relocalisation à la mitochondrie, 

induisant le dysfonctionnement de cet organelle et le relâchement du cytochrome c (Eskes et 

al., 2000; Kim et Chung, 2007). 

Nos recherches ont démontré que l'expression cellulaire totale de Bax et de Bcl-2, ainsi 

que le ratio entre ces deux protéines ne sont pas modulés par la courte présence de faibles 

doses d'acroléine, inférieures à SO f..IM, chez les cellules AS49. Par contre, l'acroléine a 

stimulé la translocation de Bax à la mitochondrie. Mais, considérant que le mouvement de 

Bax à la mitochondrie n'est pas suffisant pour engager le processus apoptotique (Degli 

Esposti et Dive, 2003), nous avons poursuivi nos recherches sur la libération du cytochrome c 

de la mitochondrie et sur l'activation des caspases. Nous avons donc démontré que ces 

faibles doses d'acroléine induisent le relâchement du cytochrome c dans le cytosol des 

cellules AS49. 

En plus des protéines Apaf-l et procaspase-9, le cytochrome c est un élément essentiel 

à la formation de l'apoptosome, qui promouvoit l'activation de la caspase-9 (Youle et 
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Strasser, 2008). Une fois activée, la caspase-9 peut alors propager la cascade de caspases via 

l'activation des caspases effectrices (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004; Timmer et Salvesen, 

2007). Nos résultats ont démontré que l'acroléine peut effectivement induire l'activation de 

la caspase-9 initiatrice et des caspases-3 et -6 effectrices. La faible activation de certaines 

caspases pourrait provenir du fait que l'acroléine, hautement électrophile, réagit rapidement 

avec les groupements thiols des caspases. Il a été proposé que l'acroléine pourrait inhiber en 

partie l'activité de cette famille d'enzymes par alkylation directe de la cystéine de son site 

actif (Kem et Kehrer, 2002; Tanel et Averill-Bates, 2005). Comme l'activation des caspases­

3, -6 et -7 effectrices peuvent cli ver les substrats de caspases tels que PARP (Fan et al., 2005) 

et induire la condensation de la chromatine (Degterev et al., 2003), nous avons poursuivi 

notre étude sur l'habileté de l'acroléine a exécuter l'apoptose d'une manière caspase­

indépendant. 

Le facteur inducteur d'apoptose (AIF) réside normalement dans l'espace 

intermembranaire de la mitochondrie et peut être relâché dans le cytosol durant l'apoptose. Il 

a été proposé qu' AIF réagit avec les ROS de la mitochondrie et exerce un rôle cytoprotecteur, 

permettant ainsi aux cellules de surmonter plus facilement les effets d'un stress oxydatif 

(Susin et al., 1999a; Urbano et al., 2005). Lors de sa libération durant l'apoptose, il est 

transloqué au noyau où il devient un puissant d'élément déclencheur de l'apoptose (Cande et 

a!., 2002; Cregan et al., 2004). AIF semble induire la mort cellulaire en partie par sa liaison à 

l'ADN, en stimulant l'activité de DNases, en déclenchant la condensation de la chromatine et 

la fragmentation de l'ADN d'une manière caspase-indépendante (Jin et EI-Deiry, 2005). 

Pour la toute première fois, nous rapportons que de faibles doses d'acroléine, inférieures à 50 

flM, induisent la translocation d'AlF de la mitochondrie au noyau chez les cellules AS49. 

L'augmentation tardive d'AlF à la mitochondrie après une exposition à l'acroléine pourrait 

venir du fait que le gène d'AIF est régulé positivement par pS3. L'étendue de cette 

modulation de l'expression d'AlF par pS3 varie selon le type cellulaire (Stambolsky el al., 

2006), mais nous avons démontré que l'acroléine augmente l'activation de pS3 chez les 

cellules AS49. Alors, il semble que les protéines mitochondriales relâchées par une 

exposition à l'acroléine peuvent déclencher au moins deux voies de signalisation de mort 

cellulaire différentes, une caspase-dépendante et l'autre caspase-indépendante. 
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Il a donc été démontré que l'acroléine peut induire l'apoptose chez les cellules 

pulmonaires humaines en prolifération par l'activation de la voie mitochondriale. Malgré que 

l'acroléine ne cause pas d'arrêt du cycle cellulaire, elle induit la phase d'exécution de 

l'apoptose par fragmentation de l'ADN, une autre caractéristique distincte de l'apoptose. 

Par contre, la protéine kinase B ou PKB (AKT) promouvoit la survie cellulaire en 

exerçant un effet antiapoptotique contre différents stimuli (Franke et al., 1995). AKT est 

activée par différents facteurs de croissance, hormones et stress cellulaires externes comme le 

choc thermique ou l' osmolarité (Talapatra et Thompson, 2001). L'activation d'AKT par 

phosphorilation prévient l'action proapoptotique de la protéine Bad en promouvant sa 

dégradation (Datta et al., 1997). Bad régule l' apoptose en amont de l'activation de la 

caspase-9. Lorsque Bad n'est pas phosphorilée, elle se lie à Bcl-2 et Bel-XL neutralisant 

ainsi leur activité antiapoptotique (Antonsson, 2003). Notre étude a démontré que l'acroléine 

induit rapidement une augmentation d'expression d'AKT et de son activation, en plus d'une 

augmentation de la phosphorilation de Bad chez les cellules A549. Par conséquent, suite à 

une exposition à l'acroléine chez ces cellules, la protéine Bad ne pourra pas accomplir sa 

fonction proapoptotique, en liant BcI-2 et Bel-XL, et sa phosphorilation va donc promouvoir 

sa dégradation. De son côté, )' activation d'AKT pourrait être associée à la voie de 

signalisation du récepteur de mort Fas induite par la présence d'acroléine, car Takemura et 

ses collègues ont démontré que l'activation de cette voie apoptotique par différents ligands 

peut activer AKT, chez le cellules endothéliales humaines (Takemura et al., 2004). 

Ils ont démontré que la signalisation de Fas peut médier un effet apoptotique non relié 

sur les cellules endothéliales (Takemura et al., 2004). Cet effet dépend fortement du signal 

de survie provenant d'AKT. En présence de l'inhibiteur d'AKT, wortmannin, le FasL n'a 

pas induit une augmentation de la régulation de l'expression de eNOS, mais l'apoptose et la 

voie de signalisation du récepteur Fas a induit l'activation d'AKT, chez les cellules 

endothéliales. Ces résultats étaient en accord avec une autre étude qui a démontré que la voie 

du récepteur de mort Fas inhibe la glycogène synthase kinase 3 via la phosphorilation par la 

kinase AKT située en amont, chez les cardiomyocytes (Badorff et al., 2002). Notamment, la 



152 

voie de signalisation phosphatidyl inositol-3 kinase (P13K) / AKT est importante pour le 

maintient de l'expression de FLIP, une protéine inhibitrice de la caspase-8 de la voie du 

récepteur de mort Fas (Panka et al., 2001; Suzuld et al., 2003). De plus, cette voie de 

signalisation peut médier l'activation de l'eNOS, qui induit une augmentation de la régulation 

du relâchement d'oxyde nitrique des cellules endothéliales (Dimmeler et al., 1999; Fulton et 

al., 1999). L'oxyde nitrique peut alors activer la voie de signalisation d'AKT chez ces 

cellules. Par conséquent, les niveaux d'activité d'AKT semblent être critiques pour 

déterminer les directions de la voie du récepteur de mort Fas en terme des effets apoptotiques 

non reliés chez les cellules endothéliales (Takemura et al., 2004). 

Pour ce qui est des protéines inhibitrices de l'apoptose (lAPs), ce sont des régulateurs 

intrinsèques de la cascade de caspases. fi a été démontré que clAP-l et clAP-2 peuvent 

inhiber directement certaines caspases, dont les caspases-3 et -7 (Huang et al., 2000). Pour la 

toute première fois, nous rapportons qu'une courte exposition (2 h) à de faibles doses 

d'acroléine (inférieures à 50 I-lM) induit une augmentation de l'expression cellulaire totale 

des protéines antiapoptotiques clAP 112 chez les cellules A549. Ces résultats peuvent être 

associés à l'augmentation d'expression et d'activation d'AKT par l'acroléine, car des 

recherches précédentes ont démontré que l'AKT endogène est impliquée dans l'augmentation 

de la régulation de la transcription d'lAPs spécifiques (Gagnon et al., 2003; Hu et al., 2004). 

Pour approfondir nos connaissances sur l'induction de l' apoptose par l'acroléine, nous 

voulions déterminer si l'hyperpolarisation de la membrane mitochondriale et l'activation de 

la caspase-3 dépendent de la surproduction de ROS que cause l'acroléine. Il a été 

préalablement démontré que l'acroléine peut induire la formation de ROS (Luo et al., 2005), 

qui peuvent augmenter le potentiel membranaire mitochondrial (Toninello et al., 2006). Les 

ROS sont aussi impliquées dans l'activation de la caspase-3 durant l'apoptose (Vasant et al., 

2003). Chez les cellules A549, l'inhibition des ROS générées par l'acroléine grâce à la PEG­

catalase, a empêché l' hyperpolarisation de la membrane mitochondriale ainsi que 

l'augmentation de l'activité enzymatique de la caspase-3. Par conséquent, les ROS sont 

préalablement requises pour que l'acroléine indu ise l' apoptose par la voie mitochondriale 

chez les cellules A549. 
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En conclusion, la seconde étude décrit le mécanisme de mort cellulaire induit par de 

faibles doses d'acroléine, inférieures à 50 /lM, via la voie mitochondriale chez les cellules 

A549 en prolifération. Cette voie apoptotique a été confirmée par le relâchement du 

cytochrome c, l'activation de caspases et l'exécution de l'apoptose induite suite à une 

exposition à l'acroléine, chez cette lignée cellulaire. Par contre, l'acroléine induit aussi des 

mécanismes de survie cellulaire par la phosphorilation d'AKT, de Bad et l'augmentation 

d'expression des clAP 1/2. Souvent, une réponse à un stress, généralement peu sévère, peut 

induire des signaux de survie cellulaire afin de sauver la cellule. Si le stress est trop sévère, 

la cellule va plutôt mourir par apoptose ou nécrose. Couramment, plus d'une voie de 

signalisation biochimique peut être activée simultanément. Le sort de la cellule et du 

mécanisme de mort sont alors déterminés par la vitesse relative de chaque processus et par les 

antagonistes de chaque voie individuelle de signalisation différemment exprimés selon les 

types cellulaires (HüitteHi et Leist, 2003). Tout est une question de balance entre les signaux 

pro- et anti-apoptotiques. Dans cette étude, même si les protéines antiapoptotiques sont 

surexprimées et activées, il est encore possible de détecter une activation des signaux 

proapoptotiques et l'acroléine peut encore exécuter la mort cellulaire par apoptose chez les 

cellules A549. 

4.4 Conclusions et perspectives 

Ces deux études présentent l'induction de l' apoptose, via l'activation de la voie du 

récepteur de mort Fas et la voie mitochondriale, par l'acroléine à de faibles doses, inférieures 

à 50 /lM, chez les cellules pulmonaires humaines en prolifération. Les recherches futures sur 

l'acroléine pourraient s'attarder sur la chronologie des événements dans l'induction de 

l'apoptose via l'utilisation d'inhibiteurs spécifiques. De plus, considérant que l'acroléine est 

impliquée dans l'activation d'AKT et de p53, il serait convenable d'investiguer l'implication 

de cet aldéhyde dans la voie des MAPKs chez les cellules A549. 
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En conclusion, puisqu'il y a peu d'études sur les voies de signalisation biochimique que 

ce polluant déclenchent, il est important de poursuivre les recherches pour augmenter nos 

connaissances sur l'acroléine, considérant l'étendue de l'exposition des humains à cet agent 

toxique et ses impacts sur la santé humaine. Ces études sont pertinentes dans plusieurs 

contextes affectant la santé humaine, comme l'action pharmacologique et/ou les effets 

secondaires de la cyclophosphamide, un agent anticancéreux, où l'acroléine est l'un de ses 

métabolites, la régulation de la prolifération cellulaire et de la croissance tumorale par les 

polyamines, les maladies pulmonaires et neurodégénératrices, ainsi que la toxicité provenant 

d'expositions environnementales aux faibles doses d'acroléine. 



ANNEXE I.
 
RÉSULTATS PUBLIÉS
 

1. Préface 

Cette annexe inclut un troisième article scientifique décrivant les résultats 

expérimentaux d'un second projet, qui a été réalisé au cours des deux années de maîtrise dans 

le laboratoire de la Dre Diana A. Averill-Bates. Le manuscrit intitulé « Mechanism of Cel! 

Death Induced by Spermine and Amine Oxidase in Mouse Melanoma Cel!s» a été publié 

dans la revue « International Journal of Oncology », en 2008, dans le volume 32, aux pages 

79 à 88. Ce manuscrit a été rédigé et révisé par la Dre Diana A. Averill-Bates. De plus, 

puisque j'ai effectué en entier les expériences des figures 2 et 9 de cet article, ceci m'a permis 

d'être nommée comme quatrième auteure. Cette étude in vitro, sur un adénocarcinome 

cervical, la lignée cellulaire HeLa parentale, porte sur l'évaluation des mécanismes 

d'apoptose induits par l'action enzymatique de l'amine oxydase de sérum bovin (BSAO) sur 

la polyamine spermine. L'amine oxydase pourrait être très utile comme approche novatrice 

dans le traitement du cancer par enzymothérapie, sachant que les taux de polyamines sont 

plus élevés dans l'environnement tumoral. 
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INTERNATlONALJOURNAL OF ONCOLOGY 32: 79-88, 21XJR 

Mechanism of cell death induced by spermine and 
amine oxidase in mouse melanoma cells 

])1.'\1\'\ A. 1\ VERJLL-RATES I, QIXIAi\G KE1, (\i\J)Rf: TAi\U.1, JULlI', RUyl, 

GUY rORTIER 2 ,llld ENZO I\GOSTINELU) 

1J)0p"nc1TIenl dl" S,'icnl'e~ Biu1<),>;iqu~~, 21XpartcmcIlI d~ chimie, CnivcI'sil0 dll QuébL'C '1 fv[olllré,,1. l'Y, 88~Iî, .'iUel'lIf'''ie' 

Centre-Ville,lVIonlrbl, QuéhcL', HJC JP8, Canad,,; )Depanrnenl ur Billchclllicai Sciences' 1\ Rmsi .F'<IIlL,llï , L'llivcr~it)' DI­

Rome 'La S<lj1ienz~' alld CI\R, BiolDgy alld IVlokclll,II' Palhology Jiblilliles, Pian.ale AldI) "\oro 5,1-00185 Rome, Il:dy 

I<eceived.luly 12,2007; i\L'Ccpledi\ugusl JO, 20{)7 

Abstracl. Polyamincs slich as spernlille. spcnnidine and 
pUlrcscinc are 1lC('ess,uy li,r ccii prolifL'r"liDn and arc dClcclcd 
al higher c'Jnccnlralions ill IllO,1 IUll10r li'''le~, compareu 10 
llorm:11 lis:WèS. 'l'he am inl' \}xida~e enl..ymcs call g.cl1l:J'alc 
cyto\l)xiL' producis ,lf(:h ,l> hydrogcn pcroxid~ ami ,1IdchYlk.' 
l'rom lhesc polyamines, This sl\ld)' invc>ligalCs Ihc mcchaniSlw; 
of œlllk:llh in BIG-H) 1II0USC mdarHlIn<l lumor "cils exposed 
10 bovine ;-icnlTU JI11Înc o\idH~C unu (;Xt)g.:nous \(ll'nnioc. The 
hovine serUlll amille \Jxicl'l,~ispcrmin~ l'nl.ymatic systcm 
induced inhibiti0n of cdl proliJ'cralion in B I(i-Hl meianOlll<l 
œlls and ccII dcalh by both apopllllil' Hnd necrlllic pfl)Ce>scs. 
llovinc serUlll :ullinc \)\idasc or spennine, illonc, did 1101 
induc.:: cylOloxicily or .xll dC;llh IlY "p(lpl!his, indiC:lling Ul:ll 
the enl.ynHllil' reaclinn producb \Vcrc r~spon"ihk, Cal:llas(; 
"ncl i\1\D-clcpendcnt aldchydc dehydro),;c'nasc, inhibitor" of 
hydrogL'n peroxide and (\Id~hydes, rcspccliwiy, deere;.Iscd CL,II 
dcall1 by ,'llWj1losis and llL'cr<).\i~, This fUrlher cOlllïrms Ih.H 
Ihe cYloto):ic proJlICts arc re,;plmsiblc l'or L"lusing cell dC<\lh. 
Use of inhihilor, of Jilkrelll caspase.' showeJ ulal lllclanoma 
ccII,; \Vere scnsilivl' 10 proccsscs invol"in~. caspas,'-~ alld -9, 
hut \Vere in:-.cn:-.itivc lu \.:aspJs\"'.-6. Uovinc :-ii..'..l"llitl amine oxiJa.... c 

in the pr"senœ of ,pcnnille could be u'L:lul as a prlJllli,ing 
ne\\' 1001 for anlicililcer tremlnent bl' Ihe' selc(1i\'e gelwnllion 
of toxic compound, l'rom polyall1ill~s in Iumms, 

Corresporuwnce ro: Dr Diana A. Avcrill-BalcI>, Dépanemenl d~s 

Seienc.:s Biologiques, Lini".:r,il.' du Québec ~ Montréal, c.p, SSSS, 
Su<:cursalc Cenlre- Ville, MpnlréaJ, Québec, H3C ~PX, Canada 
E-mi.Jil: avcrill.diaJl:l(i.fuqarn.l,;(l 

:lhbrevialiolJs: ALDH, aldciJyd.: dciJ)'drogcllasL'; BSAO, bovillC 
s.:nllli aminc ())lidasc: CHO, Chillcs" h"rnsl"r ov",,)': FBS, felal 
bovine s<rum: GP", ë1ulo\Ihionc rel'Oxidase: (;S1", !,IUIl\lhione S­
lranst'cr"s.:: ODC, omilhine dc<:arlx>xylas.:: MAPK, lIJitOgt'Il-OCli_UICd 
proleill killâSCS; MOR, n1l1\1idrug rcsi;,lùnc~: PEG, "oly~lhykllè 

glycol: l'S. rhospiJùli<JybcrillL': Pl, pmpi<JiulIJ iodi<Jc: SEM, sl"n<Jard 
~rror uf m~lI1 

Key H'ords: bovillC s\:rUl1l nminl: oXlda:,\? ~pl:nTlillL', apoptl):'(I~, 

C:1!'.paSè. lllddlYclc lh:hyurog,l:nasl.:; ('alalas~ 

JnlroclllrlioJl 

Thc POI)';llIlinL's .spennille. ,pnl1lidinc al1d pnlrc,cinc ~rc 

llbiqllilOllS Cc'II CIll11pol1enh, which ''''e cssL'llli:d 1(11' l'dl p]\l­
life"llion and diffcrL'l1liatinn (1.1. If Ihc)' ;!L'cunlUlalc L'>,cL'."i\'\~ly 

\(·ilhin cells, ~ilhel' LiUL' ln l'cry high eXlracL'llular "nrounh or 
dcrq;ulalioll 01' 1hl' S)'sll'flb Ih~1 t:onlrul polyamine homcosl;]sis, 
Ihey can indllù' loxit: l'iTecb (2). Th~"c molccuks :UT sllbslr~lès 

of" r"mil)' or efll)'IlIL", Ihe amine ll.\iLl:ise.', Ihal il1c1ude~ 

coppel' conl~illillg amine nxid:l.Ses i'ol"lL:d rr(J1ll .,crlllll (:;). 
These enzYlllcs arc important becall,e II1L'y l'Olluibutc ln 
J'c.1;lIbtin!; Ihl' IL'Vl'l:- ()t' lnOlh);Ullln.,;...: and polYHlninL:-' (4L 
Amilll' ()\id~ISes l'alalyzl' Jill' oxitialivl' de<lll\inmion or j>l\ly­
'lfllines 10 gcnerall' 11ll' ]'<::ll'llilll l'rodu<:\s hydrogcn pCro\iLk 
ami "ILIe'hYlkIS) (,1). Suc" 10.siL' ('r"JlIL'I' arc :lhlc lu illduL'c 
.'!re>s-aclivaled sign,,1 tr:",~dllClion p,lIh \l''')'.' , kadilig 10 cel 1 
dC;lIh, llL'cl"lI.,;i.s or Jpoplo,is, in sL'venl! cullur~c1 lurnor eell 
linl" (5-7), The diwr,ily bdIVeen normal and lnmor l'L,II, is 
rd;lI~d 10 polyamine Conl<:lll :lIld lllelabolism. Polyamine 
(.'OJllTJllraIÎt>n.7\ arc high in growing lis~llC~ such a~ 'llmnr~ ,)f~ 

l'or nampk, Ih~ brca,t aud colon (~I, comp:1l'L'd \1) nonmd 
lissucs, ThGSl' incrl'.;l,ecl levcls l';o, Ill' c.\pbincd bv L'nhanccJ 
pUlre.,cinl' ,ynthesis hO' l)rnilhinc dl'L'arboxylasL' (ODC) and 
innl'''.'cJ UpWkL' of poIY"lnilll'" (9), II \Vas reportL'd Ihol 
dCl'iclinn or polyamines k:c1lu IhL' inhibilion 'lI' 11I ..nm gn)\~lh 

(:Ii. 
During Ille pa.'! dCC:IJ~S, l'"nsiderahlc reSearch has bcen 

d.,;\'ot~d ln thl' diSt..~o\'cJ'Y uf m:w anl.llllure ellcl"li\"c, agent:-; fur 

c1inical :llllilumln Ihcrapy, involving Ihe l'oly,,minc palh\\ay 
1'1.I0-I·rl. This reseill'ch eXl'lorGs Ihe l'0s,;ibiliIY of using 
purilÏcd bovine serum :lnlinè oxida~e 11lSAOl, in Ihe presence 
(lr exogenul1.'\ spcrmine or ~ndogL'IH)lJ:\ polyaminl,,;i'l. 10 indue..: 
cyh)IOxil:ity. artel' injt.~di(lrJ \,f Ihe enzyme inlo Ill.,; (urnor 

115), BSJ\() (JI 1.4.3.lj) is a l'lJppcr-containing glYL:uprotl'in 
\\'l'ighing 170 ~D;L \\"hich o.\iJatl\·L'iy dè{lminale.~ Ihe rrirn~'ry 

Hnlin(~ gnWlh ofpolymllill~S, :--lll..:h li;'; :-.pcnninL~ and ~llL'rrnidin~. 

'l'IR' reaclion invoives dioxygcn and \l'aler as suh,lralL's (16), 
The producls :lre 1'1,0" :lldchy<ks ilnd ;1J1ll11oni<1 (16,J7).ln the 
easc urspcrrnin~,lhc mononldehyde, Ihe un'Iable dialdehydc 
inlemlcdialc IN .i\'-bb(J-pmpionaldehydcl-I.4-buldneJiamincl, 
and a flll1hcr brcakd(1\vn produl'l. likcly 111 hc acrolcin, lllilY 
1)(' forll1ed (13,19), Taking inlO ,lCCUllnl Ihc highGr kl'd,; of 
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polyamines inlllmor tissues (9,16). BSAO could bL' dcLivcrcd 
10 iumors and uscd 10 gCllera(" C~loloxie Illokculc, l'rom 
"lX'rrlline and spcrruidinc in Jitll. /c<,c!ing 1<) a prolllisin); ne.w 
IrL'aiDWlll l'or thc de,lrueli'ln of IUIllOI." by ellz)'lllothcrnpy. 

Il IV,,, pr,,\'iously repNtcd Illai jJurifj(,d BRAO ilnd 
spennine. in cliusilig <:ylo\tnicily, can imluce inhibili(Jn or 
cdl pmlikralion and SCVl'rc glulalhione dl'pklion in ChincsL' 
h~rTlSlCr (lvMY (CliO) ,'clls (10.21). Thc ,-yl(Jl(Jxic elTcel 
indu l'cd by ,penninL' cmu OS;\O "Pl'e"rcd il' be TIle.ui"led 
by Ihe oxiJalion proJUCb. J l/), ilnd aminnJialdchyde ,lr 
aerolein. ln ulir L'~l'Climenlill <:unJilions. Il,0, \\'iJS llll' main 
factor eausing cyloloxieily in L'ells, sinee Ib<: addilion or 
c.u,diJSC pnl\'iucd illillost <:OInple.\c protection iJgilimt l'l'II 
killing. ThL' Ic,idual <:ylutoxieily was allribuleJ Il) Ille otber 
rcaelion produ<:l, ilminodiald<:hyde or a<:l1lkin. WL' prL'viously 
dClllonstral<:d Illal Ille simull,mcous prescncc of ex()g<:nous 
cnzym<:s. calalase and Ni\D-ucpL'ndenl aldehydL' dehyJro­
gcnase (;\ LDI J,. ,'('mpkll'ly inhibitcd l'YIOloxicilY (6.22). 

The dcvelopmenl 01' 1ll1lIliul1'6-rcsisl:1rll (Ivl DR) 11irruJr c,'Ib. 
1(,lIowing cxpOSllre 10 cyluloxic drugs. i, C·I major ub'(ilclc or 
<:unvcnlional antieanccr ch('nlOtheriJpy, ('unsidcring pr<:\'ious 
observali'JIIs in P-gIYL'Oprol"in uhTcxpr"»ing MDI{ CHO 
l'db (23) and hllman can<:er cdls (().7,24.251. I)ur r,'sulls 
dcmonsmllc Ihul MDR eells MC signifieantly lnorL' scnsitil'<: 
Ihun thc coITcsponding wjld-Iype (WT) cclls \() IJ,01 and 
lliddlydL'«), Ihe produrts of n5AO-eal,dyznl u\idaliuTl or 
spcfmilll.:. :-.u:;g~qing .'1 po~sihk 1l(~\V ~!raICg.y '1~;JinSl A~1 DR 
IUlllors. Ilow<:\'l:f, Ill<' lllt:cit:Hlistlls by whil'h BS!\O CilllSt:S ,'cll 
dL'alh in Ihc pre,'cIKe Dr spermim' arc nul cnlircly und<:r.,I(h)J. 

f'hysiologiL'illly. ap1lptosis is an inlegral jl,trI of L'lllbryoniL' 
d~\'\"~I\)prtl(;f11 ~md IhL' n:guféllil>1l \)f orgilfl IHJflh:o;-,la:,i~. Therc 
(Irc Iwo milin proc('sses by whiL'h L'clh Jic: apoptosi, or 
Ilt:LTO<'is (26). :\IXlpl(lsis is il highl) rt:gllbl<:d prncess involvill,l; 
Ilumerou:-;. gl.:lh::-" and prolcins. /\poptulic mcdwlli~lIls ar,,' "hn 
exploil('li l'or lumour Il1crapy (2). ;\n carly morphlliogicai 
cv<:nl in ~p()plOsis is Ihe 1'1SS of plasmcllllclllbr.HlC ,i<,)'Il11n<:lry. 
rc,sult-ing in L'XPO,sur<: or phosphalidybL'rinc (f'S) al Ihc oulL'l' 
lllclHbr~ne Icarlet (27). CaspiJ'cs arc proteolytie enzyme" 
which pl:lY an ilnrort~nt rolc durin~ ;q'ojllosi,. Thcy CliC di\'iJ<:<:1 
inlo inilialor (L"I<,pasc-2. -X ;II1J -9) cHld dkclor (CCI,paR'-'>. -(, 
and -7) groups eS). The dlc<:lOr rasp:lscs cle;,,·<: vilrious 
prolL'in sul1slr",,', in the <:L'II, lcaJing to lllorplHllogical and 
biochcmical fl'aturl's charal'lcrisliL' or apoptosis. During bler 
stages of iljloptosis, intl'fnue!c.DSOl11;1! d('gradation of DNI\ 
llL'CUrs. bkbs appeur on Ihc l'l'II Incmbrilne and Ih<: l'L'II 
slibSel]UCnlly brcilks down inlo apoplolic bodi<:s, whieh ar,' 
engulk.d Ily phagocylie œil,. lhus ;Ivoiding irtftlIHnlalMy 
dam.age. 10 surruunding li"'~lll'~. Huwcvcr. S(':Vl'f~ changès DI' 

Ihe. l11it(lchondriill strUL'ilIre. snch as dil:Halion (l]' Ihc crist'I(' 
;lnd JisrupliDn "rnternbmncs with <:h:lrucICrisliL'. morphologiutf 
changes. are l'OlnmOIl reallln.::s of JlCl'rusi~. l\L'l'nbi~ illv()I\'l'~ 

cellular ,welling amlleakilgr of l'dl CDn!cnls inlo ,urrnumling 
li'su~~. provokillg lnnnmnlaliun and li:'l;')t1c dalllag:c. 

GiVCll Illtll pnlYtlmine COII';l;otralioll;-\ ar~ high in g,ru"'Îllg 
ti;;sues such as tUll1(lr, (9,16), lhis resc;,rch c:'>l'lorcs lhe 
possibilily or u,ing (llll'iried BS,\O 10 Pn>dU"C lm il' proJucls. 
wlliL'h ~r<: ablL' \0 induc,' il cylOloxic l'l'l'l'ct in I11DUSC mclanoma 
BItl-FO cclls. hUl11iln hcpaloccllulHl carCirhHT'" 1kpG2<:dls and 
human ccrvical çarcinolHa Jid... cdk This SIUUY inVL'sligal<.', 
Ihe. l11eChilllislH(S) of ccII (lcnlh inuuecd bl' spenninc in Illc 

IHCS"\KL' or purilïeu BS.'\() in \·itro. l'hL' ob,ieclivc i, 10 
JClcrminc l"helhcr, in our experim"lllal eondilions. mousc 
mdHlhllll~ (limOI" l"c1I;-; L1k by apnpl()si~ :.I1lL!i\)[ nccl'osi.", \vht..:n 

c\poSL'd tll H,O, anJ altlL'i1ydel.s) r,)nnCU by the BS;\Oi 

spermiIle L'nlyrnclliL- "ySicm. \\lL' also e.xarnined whclher 
inhibilOrs or 111<: CYIOIllXic It'ij(·tilln producis. eatalasc' and/or 
ALDf]' <:;111 inhibil l'L'II JL'ath. !\1oreo'Tr. Ihe inVlllvcrnrrtl 
of difkrL'nl CCISI"hCS in ,'dl dcalh CJu",d hy spL'rmine "nd 
BSAO IVas cvaluillel! u,in.~ inhibilt'll> nf difrerL'nl L'aspCISc,. 

Mall'rials ;lJld mdhnds 

Tiss/le culture. B 16-F(I cdls (xrec lieR L-6312) "L're g.r,)wn 
in Dulbccell'.s IHlluitiL'd Engk's mcJium tlnvilrogen Cmada, 
Burling:(on. ON) tOIHainin!! 10';;' fclal Pllvine st:llnl1 (l'US) 
(lnvitrogc:n C.,nadJ).,) mlvl L-gluIJrnine. 45 g/I gluco,'c. 
1.1l mM slldium pyru""lc and l',:; l'cnicillin (50 L:!ml)­
slre]l1<Hnycin (50 l'g/mll, sllpplclllcntcJ ,\ilh hydfll<:'JrtisIJllt: 
(1.-1 fi 1..,1j. insulin (10,11 g"ml). apn-tr:llblàrin (III l' giml! and 
éJlilkrlllal grr)\vlh faell)[ (In IIgiml) (Si~rn" Ch,-mical Cn. 
St. Loui"MO) (15). Ikl'G2 L'L'Ils (ATee IiIlU-S0(5) "'ere 
cullured in minimum e".'el1lic" medium (Invilrog"n Canadal 
\Vith Glrle's salts. 2 mM L-glutamin,'. 1 mM s,)diurn pyruvclic. 
0.1 mM n,)n-c,senliai amino acids and I(l'X FilS. IkLa 
tclls fj\TCC liCCL.·2) we\c Cullur('u in Dulhecco"- 11lll<lificd 
Eugk'.s IIlc:diulll. Il)','( FBS. IInn-cs."'lIti:" alllinn acids (1l.11ll1\1) 
and anlihinLil'::'l. 'J 111l10r cdl~ \\erl' ~ro\\'11 III 11I:i.lr clHlllul'.tlr...\: 

in a hurnidilï"d alfll(l<,phere nI' 5c:,~ CO, in il ",;ucr-ja<:k<:lcd 
ineubalnr al 37'(' alhl wcre Ihen innlhat,'J l'or 2;1· h wilh fr,'sh 
cullure medium (15). (\mtluGllt <:,'lIs w,'r" h;lrveslcd using 
Il.25',',, (w!l'j Irypsin-O.U2'., lw!v) EDTA ,,)IUlinn. CL'nlriruged 
(1IlOO x g. :\ min) anJ rc,'usJl('nded in PBS conl;';lIing 1% 
B5;\ and JO mM gIU<:I)Sl' forc.xperimental sludies. 

F/lrificll!;Ofl 0/ nSIIO, Bovinc bh'otl 11',1' "'ilhdrall'f\ at " 
,Iilu~hlcrhousc and Illixed wilil .l.X1;'; sodium ,'ilrall' solulion 
(an "ntico(lgu/anl) (Illd lhen Ircaled accllfdinlL 10 Turini el al 
(21)) Il) puril)' th,' l'nz)'ll1e alllillc o\iJas<:. ',Ir,' lùlh,wing 
modific:Jliofl' "crc madL' [0 Ihe Indhod: al "CM-lellulu,(' 
column, cquilibrated ,,·ilh phosph"le hurkr (0.01 M) iII l'II ).::;, 
Il) r<:m()l'C hal'moglobin. 1;"lIowcd by b) "fi !\E-/\g"fOsC 
column. in plHbphatc l1urfcr (O.DI M) al pli 7.2 10 ciiminiltc 
ccnlloplasrnill. Fin:t1ly. IwO ionic "xehclIIge ChrDlII:lI(lglaphics 
\VL'fe perronncJ using " Q-Scpharose l'olumn. in phosph:IIC 
buller (0.025 M) m l'Il I,.X anJ il Q-Scpltarosc columl!. in 
pJ!o'pltal'- hutTer (O./)2 ~.1) al pH ~.O. :lc<:ording 10 hm" 1'/ al 
(0). Thc l'lIzyml' w"s cluleJ and highlv purilï<:t1 \Vilh an 
NaCI gràdi(·nl. "II purirication steps ",T<: calTicd OUI in " 
cold worn, aI4·'C. 

C.\.'I(}(oxicity lISSlI.,v. Th\.' (,(llony surviv:t1 a.~$a'y Hll';'lSUfl:S (he 

ahilil)' or cdh 10 prolil·,·r<I!J.· and I,'rnt 11laL'lUSCllpic coloniL's 
rollo"'ing cxposur<: tll L'yhllO\ic If<:allllenis (.11). I:re.'hlv 
harvcsll'u I:l /6 and J IcpG2 eclls (IU5jmll IIcre illcul1:II<'1I "ilh 
05;\0 (6.0 rnlillll) cl11d spL'fTnin,: (0-50'11\:1). cither wilh or 
wilhoul L'al,ti,I'" DOO L'IIII). r,)r 1 Il al .17'C. The cdl.~ Wl'fl' 
Ihen w;-.sh,·J Ihrce lim<:s h)' L'cntrirug:uion (IOOIl s g.:1 min), 
and Ihen uilul,·J a \)(1 plaleu in li"ul' L'ullurL' tii<'hc,. whit:h 
\\'\.~rc int'ubat..:d ~tl 37"'C in ~111 :Ilmo:\phl'r~ t)1' 5(+ CO~ for 12 

days. Macl'oscopil' l'olonil';; (>50 c<:lIs) wcr(' ;;laincd \Vith 
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Figur..: l, BSAO :t11d spcrminc ilhlut'cd CYl(llC1xicilY in B 16 mdnf}Olll:t fllld 
HcpG'1lilil:r œil:;: inhibition by l.:'\lJI;t~~. (.) BI6 and r.) Hepn:: cdh 
(In~/mll \\\;r<: IJt.'[lkd wÎlh BSJ\.O l6.0 llll!ilnl) :md diflû(;'fll C()nl~ènlr:.I!i\)I)~ 

of sp('.nllin~ (('If 1 Il :\1 37"C. ( 1 fi 16 alld f' J HepG?: cd!s. \l.'cr~ ":\I~)Sl:d hl 

BSI\O Jllll spennint:: t'or J h wÎth COWJll\": ono Olmll. M(;.;Ul~ anll SE\1 are 
l'rom.J. 'lt'fHir.llc experÎI11t:.THs-. 

mclhylcnc bille, Pcrecnt l'cil i'urvival was C\llrcS,cJ as the 
IlllAlI\ I\lIll'ÙX:r ùr ,;c,lonic, ootained rd:lli\'c tl) the Ill('an nurnb~r 

ni' (',) lonj~s j(lnIll'd in the unt.reatctll'olllrol (31 ). 

i\4(17)IIO/og;ca/ (Il/a/y,,;s of apapllHis cll/d 1'1<'('1'1I,,;.1. I\~ar 

c"nlluent B lb cells wcrc cxpn,eJ t(l BS;\c) 16.1.1 mL/mi) 'Illd 
sll81'11line (11-200 p.1\1) , ~itller :llonL', or with 8itber ALDI! 
(004 L'lm/) (R".:hc DiaSrH,qil" GmbH Mannbç;Ill, GnlTlany), 
or calala,,~ r300 li/ml) (Si!,:mà), nllalasc and ALDI:I togcthrr, 
or polyelhylcnl' gIYl'ol-.:atalnsl' (PEG-('Il.II']"e) (3DO U/ml) 
(Sigma), in l'ullure dishcs for 3 Il al J7'C in a W;Jtl'r-ja<:keted 
inellbnl('r, Wherc appropriak, cl'lls 'vcrL' prl'lr(;atl'd l'or 1 h 
wilh diifcrl'nt .:ai'p;l~e inhibitor, 0; I,M) (C:dbiuehL'm, San 
Dicgo, CA). wasbed to rem"", inhibilo/S 'lnJ Ihcn illL'lIbalCd 
with 13.s;\0 (6,U mUiI11I) and "pL'rmille 1:i0 I,M) rM J h. 
Dishl" w~re thl'n wa,hed Iwiel' \Vitb l'BS ,rnd '·/(')(.'cll,1 33258 
(60 .ug!ml) ""a" ~dded l',,,' 1.'; min to ,Iain apoplol'C l'l'lb. 
Cdl~ were wasl1('d and propidiull1 indidL' (l'Il (5U /Ig/ml) was 
addcd to S1Hin ne~Tolie .:elli'. Images ,)olain~d bl' iJuorcs.;l'ncc 
rnicrosl'opy (Carl Zeiss Canada Lld, Monlr~al. QC) wer8 
alh\ly,;l'ù oy !\orlhern [.:Iip,c wl'tw:lr.: and rictnrc,; lVer8 
lakcn by digilal camera (caml'ra "CCD, Son)' DX('.i)50P, 
El1lpix Im;l)~ing Ine, Misi'i">:lUg;I, 01\') (32l. Cl'II, \\L'rl' 
dassifid lIsing Ihe 1'011,,,, ing l'l'ilnia: a) live l'L'Ils, norm:1I 
nllelci, pah; bluc l'hromalin wilh organizl'd >Iru.:lurc: bl 
membrane-inlaL't apoplolil' l'CIls, hright hlllL' c<lmlensL'd or 
rnrgmL'nled l'llrolll:llin; and L') n8l'rntil' c,'lls, red, enlal'ged 
nudei with smooth normal strul'ture (33). Thc fraclions nI' 
"poptotic nnd TlCÇI'olic cells were dClrnnin.:d relntil'e 10 lolill 
cclls (obtained llsing brighl fidd illumimllillll). A minimum 
nf 200 cell;; werc CllLlntcd p~r d i,h. 

AI/o/ysi.\' oj' (/popros;s Ir;· /llll/,'xin V- FITe smil/ing. EXlL'llIal iZL'c1 
phosphatiJybcrinl' (PS) (ln Ihe outer slll'fa~e or lh~ eylo­
phr'lIli.: 1llembrnnr hccolTI':' Inbclkd b, nU()re~Ccill (FITC)­
labcllcd anncxill V, whi~h ha, il high "ITinity I()r l'S-containing 
phospholipid bila)'cr;; (271. '1'0 allalYle apoplOtic cL'lI <lemll 
by f1rM cylOIl\C1ry, BI (1 m('.I"noma l'clis (Ix IO"}1ll1) \Verc 
inCllO:Ucd t'lM: 1 h with acwlcin (50 pM) or willl H,O, (50/IM), 

or for 2 h witb BSAO (6,() mUiml) and spcrmin~ (50 .u il·1) , 

40 
'" : B 
.~ 30 ~ 

~ 20
 

'010'
 
è~ 

o 
C",,1101 BSi\O BSAO SP<lmllne 

f- Sperm1ne	 alcne slone 

r=igUlï: 2. L:lL'k, nI' lCI\icil: Ill' HS/\O •.tnc1 ~x:r(l\irk) in HeLa I,.>c:lb. Hd.~ L';"'!IS 
\\'~l"'.· ":>"()(I~J 10 1 :Inti ::! Il (Jilla 1l0l ~hllwn) of trt:all1ll'IH wi(!l BS/\U (6 IIlU/ 

ml) + SlX;lillilll; (ltX) JI \1) tü~çlhL:r. BS:\O ül('lh~. M ~p(Tmin~ a.h)lh:.'. r~lati';l: 10 

UIUl'l'<.lleÔ (,)ulml:,. C--"II~ WCI~ ;~mllyS\:tll('r ~P\)I'\()$Î~ (,\) lI:-jn~ Htx:ch:-'l J325S. 
~lnd Tll.'l,,;rt)~is with PI (BI. :\·h:;m~ ~lJlJ SEM arc from J scp;,rruc è\[X·rilllL'1l1:'. 

l'ilher ahHle <Ir l<l;;c:h~r. WhL'rL' Jpprupriatl'.L'Jtalase (30(J l.:imll 
,md ,\LUII lll...ll.iml) Vvl'rl' :Idded t(\ IhL' ('db,bdml' L'xposure 
10 BS!\O ;l\ld spcrrniœ. Cdls \"t'r.: tben w:I,h,'d I\\'i.:.: \Vilh 
PHS and resusp('nJed in 1 ml or bindin;; buller (10 mM 
1kpe,/I\:IOII, pli 75, 1411 mM 1\<1CI , :Ind 25 mM C<lCI,). A 

volumc of 5l.KI fi 1or l'dl ,u,pcn~ion \\'a, incnbalcJ witil ,) III 
\)1' annc\in V-l'lTe ([JD l3ios.:i~nccs Can:1Ja, l'v1ississ:lug:l, 
01\) and 5 .III or PI r"r 10 min at r",)In "'mperalull' in Ihc 
dark. Celis \Vcrr thell <U1aly,.;rd bl' flo\\' cyl'Ollll'lry usill;; a 
FACSc<ln l'ljuipped \Vilh ;Ill ;Il'gon Ias.:r cmiuing at 4~R 11111 

and analYl.ùl usin)l I..y,i, Il sortware (Bel'lon J)idin:-'<lIl. 
(hrord, L K) (I:i). t\nnl'xin v-I·ne <InJ 1'1 fluor~'l'L'nL:L' 

\\'L,rC delL,l'Il'd un l'!..-) :",d 1'1.-3 liL'lL:ctnr,. respl'ctivdv, J'our 
populations or l'L,lb W,'rc analy~ed: livl' l'l)l]trol ('cils in the 
lu,,"cr-kl'I lju;,drant (annexin \1'/1'1'): L'<lriY-Sl:Igl' :lPOplotic 
n,Ils in th L' hw;er-righl qU:ldr:ml (anllc~in V''J'I'), Iatc-stagc 
<tpo[Jlotil' cdli' in the upper-right quadr;1Il1 (anl\l'xin \"'/PI'): 
<Illd llccrotil' (('Ils in Ihl' IIpp('r-len qU<ldranl (:H11IL'\in \l''IPI'), 
The ITi'ulls :lrc rL'poI'1l'd :I.S IhL' rnlctioll of lotal ;I]'''ploli<: œlb 
ie'Hly- :md laLL,-,t<lge a[lopt<lsi'). 

Ca.\(>tJSt' lIc/it'iI.\,'. The aCLivil)' ur r~I.\Jl;I~l·.S wa~ H\caslIrl".'J 

aL'L,ording t" II<Impt(II\ and Orrenill., (3-1), \\'ith mil\(\r \TIodilï­
cation, (:\2). Bridly, ,h IO~ ('l'II,}ml \Vcre in.:ub;,ted willl 
HS,\O 16,Ii mU!ml) and spumine (0-100 l/.M) al 37'C, Dr 

with I/P, (0-75111\-1) or :I.:rolcin (n-50 /IM). Cl'Ils Wl're Ihell 

\\'a,hcJ Iwice by ÇL'ntrirllg<uion (1 nOU x g, Jlllin) in L,nid 
l'ilS and rl'..\u.,pcnded in r~<lclioll DUrrel' r~O mlVI piperazilll'­
1\'-r\-bi,-(2-cihallc:-.ulfollic al'id), 100 mM NaCI, 10 mM 
dilhiollll'L'itoL 1 mivl EDT;\. 0.1'+ 3-(3-c!lPl:lIniLlopmpyl­
dinll'.lh~ \;mlln(\ni,')-2-h)'dl\1\y-l-prop;lne sU Ironie 'lci,1 ami 
](l';' i'Ut'l'll'l', l'JI 7,21, Cc!b \VéJ\' lysL'" al -lOT l'ur 12 min. 
'l'hl' killctie rL'aL'li(l1l "as slancd artel' mlditinll or IhL' approprialc' 
('<1.'pa'L' .'lIbslrall' 11inal l'on('elllrati<)11 or 50 JI. ~'1) at :17 C 
lIsing a Spe':lra Max Gl'mini .'f'Cl'lrorh,(\/Oll\cl.Cr (Molccu!:tr 
Deviees, SlInnyvalc, Cr\). For ea'pa~c·J, lhe peplide sllbstr"t~ 

DEVD-;\MC (AC-l\Sp-Glll-Val-Asp-AMC) \Va, aJded h) L'dl 
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, 0 Nec 1 APd50iC BSAO 50 0 BSAO 50'1
i No Inhibilor ~' + CAT 

40:	 40 <O' E BSAO , ~ PEG-CAT 

30::	 11 ~ 30. 30' T 

1 l " "' J'" 
20

'JJl-/itll. . ':I_I...-Jt ~~ ':_ '" ri ci Il ~ 
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.!!2 
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(.) 'ALDH	 + CAT + ALDH 

40 ' "0 
ro 
(1) 

30	 30· 

20 ;	 20 

o 

u.d~l
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Spermine (!-lM) 

Pîgmc J. 11lhlhiliH'~ 1)( H:P:'. and aldl.:'hyth:~ dè\.'I'è:l~cd ar0plll~l$ and !lea('lsi~ inl1u<'cd Il)' .''1p;.'nllilll: ;1.I1d BSAO in B 16 IHt:lanorr.a cdl~. R16 ~('lJ~ \v~r~ If(,I.ll.:J 

wiril spcrminc ( 1,')(1 J,Ml and I3S,\() (1),0 IlltJf1111) f(lr 3 11 (8). !'{~l.lIi\'l;; III Ul1lrè:llc.d ('()l'JIn)] c~l1 .. (A·1. t\P(lIHI)li ..: cdl~ (c1H'lllllnlill l'l)T]den'i.i.ltioll) \Vc'n.:- sl:lÏneJ 

\Vith HtH::-tIl::;l JJ25H ill'h111CCfOli.:.' œlh with Pl. M~lgllifjè:llj(m; .x3~O. B 16 ;:~l1s w;;rc HC:IlNl \\-ilh ~pc:mljnl: (()·~OO j1;\1) l\lld e.\l\o (6.0 mU/mi) l'tir.; Il, ;,;iLhcT 

WiLh (C) 11lJ inhihilor, M Wilh the Îllhibilnr'" t))) ~':lt,11;\~ (J()(j Ulrn].I, t !:;l PE(j-C(l"J:l~t..' (JO() U!nJl) lj)n.:.'lf...':llllll"m fur -~ h.l, tF) ~\ LDH (O.-~ lrirnl.,. or (Ci) hnlh 

ta'al;)~c and ALDH. 100 rm{"tit\fl~ t~r (.} apOph)lit: ond (: 1 n('~rolic ct:lb arc gi 'Vell rd<lli~'t.' {t) l<ltal ("('lh. \k:IIl." and SEM an..: l'rom 3 ".l'P'Il':lll: ('.xpt.~rin~nh. 

IYSll\ci' and followcJ hy kin~tics r,)r 30 min wilh C\Cilltlioll hllrn~m hqJ<lIo~dlular carcin0I11'1 H~pG~ l'l'Ils dllring 1 bal 
ll'avcl~nglh (;, Ex) M 380 n11l and cl11ission wavdcnglh ()" [ml JTC (Fi~. 1). !Juillan l'h;pCi2 ccii, were more s"nsilive 10 
al460 mn. 1"(Jr (·"spJsc-6. Ihc slibstraic \l'Js VrJD-/\MC (l\~­ cyluIO.\i~ily ,)1" spL,nllinc anJ 13S/\O than fTlI)lISC rfll'.I~moll1a 

Val-Glti-llc-/\Sp-i\f\1CI. Cor c~"pasc-7. Ihe wh.'irarc W_b ccIII'. IlSi\O anJ ,pcrmine (:'(I/IM 1dccrl'a.seu Ihe p,:rv'enlagc 
i\lCA- VDQVDC;WK(/)1\PJ-NII, rl\·IC:\-Yal-i\sp-Gln· Val­ nI' l'dl ",,"'ihilll) 0.2',; in 1fcpG2 l·cl"'. r,",<llivv· 10 only (,,;, in 

Gly-T'1'-Lys-(DNPH\'Il,l \~_ b, :\25 IIIn: ;. Em. 392 nm) ~n<l mclanol11a cd" . .'\~ inui,·iuual agenls.l.lSi\O (4./-12.2 IIlC/ml) 

an<l spl'rminl' ((l-sno I,M) did nol ~aU'l' cylo\\)xicily' in 13 16 andl,x casp<lsc-9. thc stlnslr.He ll'as LLlID-,\I'C (Al·-Lcu-Cilu­
llis-i\sp-!\FC) (l, Lx. 415 mn: ;. Lill, 490 IlInJ (Calbiochcnù. 1kpG2 l'clis I,bl;, Jhl! shnlV'n). Cillah",' parlially inhibiled 

eylo(oxicily indltcl'd n)' spl'mlinc _U1J BS;\O in bo(h u:lllypl's. 

Resul\.s The It\xicilY or [lS;\O allli sperl11ine was ai.io invcstigaICd in 
htlfTl;nl HcL, cells. Il,Jwcvcr. IIKrl' \Va" nn inJuclion of ccli 

C\'IO/oxici/}of.\pmllilll!, alld nSAO. Puriilcu BSAO (6 mUimJ) Ikalh ny eilhcr n<ocrmis m apoplosis (Fig. 2;\ and [1) ,'ulll)\\> ing 
llntl cxogcnolls spcrmin(' (5-50 I,M) (,llI,cd cyIOIO.\icily (los, I-h or 2-h c.\p<1surc' 1<) BSA() (6 mU/ml) anu spcrmil1c 
or ccII prnlil"crationj in m,lllSC I11v'bnofJla Bl() Ixlb and in (100 IIM l. cOfTlparcu ln unrrcHlc'u ,'nnlruls. 
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A Control 
6,35 433 

C Spermine alone 

FL-1 Height (Annexin V-FITC) 

F Control G Spermine + BSAO 

...... ~ -3-2-9---1-~ 2.25 10,290:: 
~ .... ~ " 

J::. 

'~~, 
I~ 

cr Ô 
...J 
LL 
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Fi~.ur~ ~. BS,\O l1nd ..:.pcrmin.: ":;),lI~c.d extcrnJ.li-:tltil.11l of" PS 1,~IP1JI)l() ... i~) in 

BJ6l:dk p:Uh"~litm hy \.":'ll",la~'-~ :md AU)H. C;lh (20.1){)(11 \vrr...· ~IlHlly~'(1 

rllr apopWsis hy l10w (y\\\llll:-U: wj{l1 :l11I1I.\\ill V··F/TC (Fl/' 1 I.')HÎlllk:1. X~'l.,i:-l 

o.nd p[ j.PL.'? è1WllllCI. Y-::'lxi;-;). nl(, t1U.:I<:H\tllll<1. «('lb. (1(lO?lllll "",,:.n: <.:iLhc.r (/\ 

:tn<J FI Il'fl lI11\rc.:ll~J. Dr Ir..';lll'd Wilh (n 1 BS,\O (6.0 mU/mi) all,oL'. (C) 
$1),tlTllÎn;:" ISO /,1\·1 1 ;lbIL', ur (1) ilUJ G) nS,\O ;lftJ 'fXOCTUilk:" l\lgL"lhcr .lor 2 h. 
1316 cdh w ..'r~ illddYJLI,:J with BS.~\() :lIlJ "'palllill-: În Ihl' pr""~Cnl\: or hlilh 
(::II:1.b::;(: (JOO Ulml) ;),IlJ ALDH (0,:.1 U!ml) (HL R~rr('~l'iH~tj\,~ FACSc'Jn 
dia,!2r.:ü1! ... ;,l'l,; ~hOWll. Pa.n..:I~ E and 11'l,;~)I"'':!':l'llt 11ll':~\Il)o, j'Uld SE~·t li)f r>\:rcem'll-!l' 

of 31H1..'xin V# ilpt:,JlUtk ,.:dl::; I"fllIn ~ ~rj(,:~ nt' J ~qlal-;'Ilct".·qx:rillll:nl'o. 

B	 BSAO alone 

16 
D Spermine + BSAO E 

.,,, 12 
'Vi 
.9 
c. 
08 
~ 
'0 
#4 

o	 0 
ConIrai	 BSAO Spermine BSAO + Controt BSAO + BSAO/5pcr 

atone Alono Spermlne Spcrmlnc + Cal(ltù 5o 
"-AlOH 

H Spermine!8SAO 
" + Catalase + ALDH 
.. MS 2.29 

FL-1 Height (Annexin V) 

MorpillJ!oglcllillnllll-sls of "poplO.'l.\' I.JIId necrusls in 1.I!6 
II/âanon/a câ!.' 1f'{'(ltN! " ..lliI sperll/ine and IJSA(): protecth'e 
ef(e!'ls {!( {'a 11110 se and Il!dehyde dehydmfil'nase, 'rh~ Iyp" Pt' 
cell u~a(h inuucèll hy HSf\O ami :<p~rlni\ll' lY,b ,uIN':lJlI~l1tly 

inv';"liga((:d in B 16 mdallOl1li\ ~dls. Indll~titln or ;q,)()plo:,i~ 

W"~ êonfïl111cd l11orphoh,gk;dly hy thc app,,;,ràIlCC <lI n;lI~ 

with conucilsalioll of nuc!.:ar chrOl1lalil1 (fr;lgrnl'l\(cd 1111d~i, 

hluc Illlon:sC:cl1c~) tFig, 3,B), Thi, i, a wl'll-ch;lraL:lerizL'd 
I\u.:le"r evenl which OlTUfS ,Il Jaler Slages in Ihe apo]Jt<>lic 
c<1'caclc, Thnc was nl,;() ,\ Iitrge induction or cellular I1clTt)sis 
([l'd f1utlfcscencc) (Fig, 3H), Thl'rc WlTC vtT)' kw tic ad cdl.' 
in unlrealed conlrob (hg, 3f\). Sp"rnline alonc' and HS ..\O 
,'dOl1C did Ih)L l"allS~ chromalill cnnl..k:I1~i.HiDIl or n.:rro~l$ in our 

expcrimcnlllieondilion, (lbt:l n,)! ,how,,), indil':lIillh; th'1I œil 
dcath \Va, call';cJ by 11ll' pl"t)dU"h or IhL: cnzymalie reaelitm, 
The ll11rnhers nI' apo['h>lil' and ncnolie ccl" in l.lSI\O alld 
spcrminc-treatcd mclanoma cclls were qU~II(iiïcd from Ihe 
microscope image" <Fig, Je), SIHh IIc'trn"is ;\nd ap,)ptosis 
in"rCâscd a, Ihe spenninc l'onL:cnlralion incn;;lsed rhml 50 ln 
15U !IM (hg, .le). Al highcr C't)l]ccnlratil)ll' "l' spennine: 
f 100-200 pM), nrcrosi,,; ratl1l'r th,ln "poptosi,; wa,; the lDilior 
C;\U:'ie t)r ccii <1I:"lh, cilie 10 (he largcr amuunl ur "yloloxie 
pl'l1ducb fonn"d in Ihe presene" of llSi\O, 

SUh'C'qu"lllly, we delL'l'lI1il1ed whelhL'l' tllL' "vtl)lo\il' 
n':"l'IitJrl prouucts, H,O, and ;t1dd,vuc(, l, ",'re 1"l'SPlHlSi"l" 
l~lr <':;lll:-.in~ cdl (1L"III1. Ttll' 'lbilit:· nf inhibitof... of th\,,' ryloh'xil' 

prOdul'b (0 uecrl';"e thc' k\'cl t)r ;llhlpIO,i, and nc,:m'is 
~cner;ul'd hy Ih,' en~yrn:llic rcac,tion or sp,'rll1illL' anu BSAO 
was cvalualcd Il'Îb , 30-G), ï11'-' inhihiln(S llsed cc,-,rl' l"llalas" 
«(ATl and PEG-eal;da,e, ",hidr arl' !)<.lth il1hibilor,< tIr II~OI 

(35) ,md I\LOII, whieh inhibils aldehydl" (inciulling al'fo[~in), 

Exng(:n()t1~ly ~lddeLi ("laltlse remilins oUlsiJc l'db. wh\.'rCil~ 

PEG-l'iII;[lase al[ows Ihe c,n~yrTll' lu '-'nter Cc'II" (36) and ln 
incrC'asl' înlraccllular l:a(alilS~ actÎvity (J5L Lx\)g~m)l\' cal.alasl' 
inhibi(c'd bolh nent),is and a[lt)ptosi, ,':lu'l'd by 'IJLTlIlill'-' and 
B5AO in IfldanomOi c~l'" (Fig, ,,1)), l'l:G-c'alala,,, ()-ig, .lE) 
wa~ Cl ITl0rc crrL'l'li\ C inhiiJit()1' tlJaIl L·\O~\"·,n()u.', <:alala~('" Thi,..; 

"ug~csts 111;11 fl,O, "xerts Il)-,iciIY at htlth Il1l' il1lrac"lIl1l:ir ,II1U 

'-':\Ir<,cclllli:lr Ievel" I/owever, BS/\O l'l'm,lins olilside c"lb 
ami gcneratc" Il,0, anu allkhyd~(s) al the l'\lracellular kvd, 
l'ilis indicale, that H,O, rt)J1n~d ollhid,-, Ih~ œlb is ahlc It) l'rOSS 

the Hl'-'Hlhralle and Il! ,-,nlc'r œlls «(,). t\LDII abo de"r~as,-,J 

hulh I1c''I'Psi' and :1J)op(o,is (Fig, JI"I, C~I;J1as~ had ,', gre:lICr 
inhibil(lI) dfc-ct (han :\LUII. Il,0, "·as prc\'i()llsly slwwll ln 

he rnore CylolO\ic 10 crlo cdb all,)wcr conccntrations Ihan 
allkhyue(,) (22). ,\!s,), aluehydcC') h~çam" "ylotu,xic al l:ilc',r 
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A Control B Acrolein C 
b,,----,-------, il ;, 

1.4 2.6 0.6 6.06 0,3 2.2 

0.. 
0. 

FL-1 Height (Annexin V-FITC) 

Control Acrolein 

lilllc~, during lhe reacrion Ihan 1l,0•. Ho\\'ewr. t'"till",t' ilntl 
ALDI r logelhù (h~..1(1) pr'l\'iJctl mol'': effecti\'e inhibition 
01 ilpopto;;i' :,ntl nccre»i, th:ln cilher .:"tala,e or i\ LDH 
alone. Thest' li,,,lings SU~);esl Ihat both loxie protlU':IS [11,0, 

and illd('hydd':ll coulribule to Ih~ indudion oi ilpuptusis and 
nêl.:l'lbis h}' BSAO and "p.:ll11inc in rndanlllll" cd". 

Allalysi.l' of IIpopfO.I'is I>v anl/exin l'l>il1l/illg (() PS illiJ 16 CCl/,1 

ll'eared wirh spermine IIl1d B5AO: illhihi/ioll 1>)' mralaIe alId 

1I1d{~liyd" dchl'drogcnll.l'e. i\popto>i, is ch"racleriz.:d by '1 
varidy ul nil)rplw!o,;ic:d !\.;:llur('s. Ch"ng"s in tl'Jc pl"slna 
membrane are Olle <JI the l'arlicsllll the>e rcalurl's. In apoplolic 
cells, tilt' ml'nlllran(' phn>pholipid ilS i" 11~ln>lclcaled f'mmlh(; 
inncr tu thc out,,· lealkt or lhe plasrna munbranl·. thcrcbj 
csposing l'S to thc cXlefl1al c('llular envirunment (:'7). 
i\nncxin V, a phospholipid-hinding prolein with Iligh alTinily 
l'or l'S, binl,b 10 :.poplol·ic L'ells \Vith exlernaiizcl! t'S. IOig. -'\ 
shows lypil'al FACSean diagr'1I1l' 01 annexin V-FI'fCPI 
fluor,'sc't'ncc (Iblaillcd aher Irc,ltment of B 1li l'cils wilh 13S/\o 
(6 mU/mI) 'llltl spcrmine (50 IdVI). When BI () cd" \l'cr.: 
tre:ucd with bc1th 135.'\0 and spel111in(' l'or 2 h, Illerc wa~ a 
60'~ increa;;e in apoptnlie êclls (:Innexin V» (Fig. 4D :1I1t1 El. 
o::ol1lpared 10 untrealcu l'onl.ro" (conncxin V-iFI') (fig. ·11\). 
1351\0 (Fig ...lB) or 'pennine n)(\),e (l'ig . .:IC) did nOI caU'L' 
ap<>plO,is under Ihe,,;,: expCrirn('nlal condili\ms (Fig . .lE). 

Tu contïrl1l Ihe role 01 lhe cytuloxic reaclion prouuets in 
causing cXI<':fIl:llis(uioo 01 1'$ in the prcscnl'c of spcflllinc and 
BSAO. Ihc <tbility of thcir inhihitur' 10 lkcrea,c apoptu,i" wa~ 

evalu:tlcd (Fig.•11"·.1). The induclion or anne~in V ml'lllhrane 
bindillg: in spcrrninc· anJ BS;\O-ll\::ncu BI () l'l'Ils (Fig. 4G) 
\.Vas markedly illhibite<l in Ihe pre,cnce: <>f hnth l'atalase 
and i\LJ)1I (Fig. 411 and 1), and rClumed ln Ihe conlrol it'vel 
(Fig. 41" anJ 1). Suhse:qucntly. wc e\':dll'\IL'd \\'hdhe.l' 1[,0, 

Fi~ur.:~. ,·\l.:rokil1 (lml hyJrof!t.:"IlI'X;'nlXtck ~;'\l"l' .11)U\.'~in V himling (apo{1(o~i:-.) 

ill lllehtflUl1Ill cdb. 016 l"l'II~ (IW'/Illl) Wl,,'H.' ..·jlhl'r (A) kIl lJllln.'~Il\.·J or 

l!"t.'Jlcli ~'i~l tBl 50 J,~·t ;j;"~I\)h.. ill M (C) 50 J' \·1 H~(\ rllr 1 li, Cdh. (20,000.1 

WI;.Tt,' litt'Il l'lêlÎned v.ith 111l1l1.';\in V··FITC (FI.··I .:hilllild. x··:I"i ...::J :lIIJ PI (FI,.J 
ch:lnn-:-l, Y-:IAi:-) :lnd iln;IIY:'IcIJ Il;.; Iluw ;"')'hlJ1lClry. Rcpr":\l'III;.Jti\"{; Fr\CS;,,·... n 
diugmfu.'l ar~ l'hû\\.'11. (D) ~h.';Ill:-; 1. SE\l ,Irl' gi\':':ll f'Jr Ih:rl'I::!ll:J.l!l' of illll1l'Àill 

v- 'lpoptolÎl: cl'Ils (rofl'l ) ill{.!\!PCTl(,k'TlI t'Xrh;~rjlllt'Ilb. 

and dll.: .1Iui....hydL' 'H.:r()"-·ill. IwO 01' Ihi." e.nz.YJ11~lliL ü\Îlblioli 

l'rodllc\s nr ,perminc oxidatioll.l'OlrlJ indtlce PS L'\tcm:~isalion 

ill l1ldallOma ccll~ (Fig. :». Uf<;\,ti'L-L'ly, acmkill (:>(J l,Mi 
iFig. 513 antl 0) 'Illd II~O, (50 IrI'Vl) (Fig. 5(' alltl D) \Vere b,)lh 

ablc tn in.:rL'i1~c :lIlneXill V billtlitlg 10 Ill\' pl:"lll~ mL'lllbr:llll'. 
rc'Jative t,) Unlreall'll eOlltmls (l'il'. SM. ,!,,)gdher.tIIL"e: rilldin~, 

lunhL'r cvnfinn thal IL)xic prodtlcls, ,uch (ts :dJdll'd," le' " 

acrol~in) anJ 1'1,0,. cnnlributc 10 Ihe imJueti\ln or-ap,;pl()~i~ 
Il)" BSi\O and "penninl'. 

Nole of m"IHI.II' {{('til'orioll ill Ihe illdllclioll ,1 apol'/o.l'i.\ bv 
USAO olld ,pennille. ThL~ ahilit)" nI l'uI'ilïcJ BSi\O allU 
sjlL'rmilll' 1<) :l':lil."'lIe C<lSP,lSt''; ha~ rL't'civ('ù tiltlc: aile lit ion. 
Fi,~s. h (Inti 7 show lh~ al'Ii\'ilil'~ or ('i.I!\pjl~l.,:.l). -3, -6 ;lnù -7 in 

H 16 Illclan\lma cclls e.xpnsL'd tLl BS ..\O 16.ll mL/mi) :lnd 
spL'l11lim'. ur I<.J their r(;:lL'lil'n l'roduCl' J1,0, anù :\.:mkin. 

The initialor c:lspa.,c-I) IVas aClivaled hv BSAO :mu ,p~mlinL' 

(11l-:'i0 ,"M) in Lll6 ~db :11,.:1' 30 min 1Fi:;. (,,\). C"I':I"c-1) 
:Icti"ily dcdincd al hi;;her concclllr:llior" 01 IhL' pnlY<lIllinc 
(Fig. (>/1). Thl' Illxic IC:lction prnducts Il,O! (l'i~. 6C) and 

acrnkin (hg. (0) alsC' :tcliv,llCd caspase-\). LlS;\O (6.U mU 
m]) aloJle: and spcrminc i5-200 IdVI) alemc did Ih)1 acti\'al<: 
caspase-<) (Fig. li Il) , Thb indi<:ales Ihal Ihe re'lclion prnduCls 
ge:llerale:t1 hy BS/\O :tntl 'l'crmin.: \l't'fC r.:,ponsihit' 1'01 

:tcli v/II ion of ca'Il:1,e-l). 
'l'hl' d'lcclur caspase-3 \l."a, :oIso ;tCt ivall'd during l-h 

exposllrcs 10 I:lSAO :mu ,pl·mlin.: 110-20 I,M) (Fig. 7;\). and 
Il,0, (Fig. 7C). Ilnwcvcr.l':tspasc·3 :tctiyity lI"as inhibited by 

:ltT"kin in md:tnelln:t cdl, (hg. 7Dl. BSi\O (6.0 mliiJlll) 
,tlune ur :\lx'nnil11: t 5':~OO In\-I , alollc had CIO l~rrct:1 on l'~\Sp~ll-l.c-3 

:lctivily (Fig. 713). lh)wcl"cr. th~ actil'ilie.' ur the olher Cl'il'e:t<tr 
ca,paSl", caspm,c-I, (Fig. 7E) ami L'''spasc-7 (Fig. 7n l'cn: 
inhihill't! hl' I3S/\O ami spcnnim'.15·llIO /,1\'1). The.~ finuings 
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1.6 B 
• r 

~ ,. 1.0 
~-+-h • 

B 1.2 

a <Il 
0.5 . 

+ BSAO No BSAO " '" 
.~ O.~.==.==-­

20 40 60 80 100 o 5 '0 50 '00 200 BSAOro _. ~.Sparmine (~M) alooo 
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z:. 1.6: C 1.6· D 
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1.2 11+---+-----­

~ r "iXl 10 1.0..1 
Ü 

25 50 75 10 20 30 .0 50 
H,O,(~M) Aerolein (~M) 

rîgUl'C 6. r\ctiVUli()1l 'J[ ,:asp;l~"S' by spemlill~ àlld 13SAO in 1316 \X'lh. 
~:khn()Olj ccll~ Wt:IC IrCi\{~J ....:i1h (,\i I3S,\() m.u mU/tnlJ and dirCcrcnt 
(·nllc\.~rllr~lIions 01" spl:nllinc fO~ 100 11~1). (8) ~Ih:rrlliltt.· Jlnn..- (5~~(XJ JtM,' or 

USAü (6.0 mll;IllIJ nl,me. ," (CI H,o., (1).75 p:\'I). 'l( (Dl ,,"roiein \0·501':\'1). 

lür JO illin. C;-l:-:p~î:-\.'·-9 (l('lIVÎlY in tn::Ill'u ct"lIs \\"îl~ ....\[JrL·~:'>oo rt'lmi .... l' W lhe 
lll\u'c'Ill.:d ~IHHrt)1 (cclb alOJ'lè), Jc"i,ynall"d :t.<; r ,o. ~\'ll:;,n~ and SE;\:I ;)r~ froll! 

4--6 ~,rM;llè èXpL~rilYh.'lU.s. 
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Fit!ure 7. A;::ti\'ity of -:f1t:...'lOf l,.';'t:,pJ:,\.'·3. -6 :.lnd .j iu Il 16 ,dl::; C','\puxJ 10 
USAO :.H1d s~rrninc, Ul6 œlh \\il'n; rrt"atl:d willl (r\) BS:\O (6.0 mUiml) 
and sp"n l.li ne. (0..50 I,M). (Il) 'pen1line altone \().WO 1,,1\ ,)T flS/\O \6.0 mUi 
l(1) alonO.le) H!()~ (0-75'tMJ. or (0) ih:I'\lI~iI1 {ü... 50 JI~·I't. ftlr ~ h. Cll:-;P:L\;I'>.' 

at:llvify ir. lrt::ltcd t:ell~ W.L'" cxpre~~\..,j rd:ltiv~ Lü Ih('.l'üll{rul (o.:tlb al(\!li.:.'. 
dl.::,-i~I1~ltl;" ;1.... I.ti. Cdb Wl"lt: Ir...·;1led wÎ11l 1351\0 (6,n lIIUfml) <10d :'i(J:':l1J1ine 

(0-100 l' ~'f) tlrr .: h. ~E.) CÎl~. p~I~"';'-6 nnd (F) ca."pa"i:'~7 :'Il'fi vi ty W:l~ "xprl'~~cd 

rdJtiVc Il) LJIlUi.':IL.:J (1),:,)lrol:-. \-kWh nnJ SEM iln: li'IH]j ..l.-6 ~q)arn[1: t\pcri ­

1OL'11l$, 

indicatc lhal lhe cyt()l\l\iC pr,)JlIl'" <lI' the enzyrnalie rcaclion 
of 13S"O and spamine inJucc apoph),~is in B16 eclls via 
activation of caspasc-9 ancl -3. 
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Figur.: lL lflhil.liliUfJ 01 l;ll~pa....e~ d...·...TCll~C:- dlrolllatin <':1.llhll:n:-.nllUIl inJll(ed 

by BSAO :lllJ :'ITH.':llllilll: iu lI1l:lanuma c.~1I:,. B16 l't'lb \wr~ prltLre:IlL'J with 
sp'ccili~ ÎlIhihilùfS or L~ISp:L";'>·.1.. ·ft .IIlU .. 9 :lIul ;\ g~n('ml (~L\P;l'i.:. Înhihilor 
l indk;)ICd ;)$ 3. h. C) ~Ild ,\IB ::JIlU Iht~lI im;\llr..ltl..'u wilh ~1)Çr1Jline (50 JIM! ~ulJ 

BSAO (().o IlIV;11111 ror.~ h, Th~ ifil...'LiolllJ!"apopl()(ic c~ll~ llllh~ pr~~Il';('l)1 

(,'asp<L'~ illhihilur;-, i:-. eXflr.,;:,~.:J l"cbliVt' Il) lh..: rr~ll'l;nll nf <tpl)Plllli~~ I,:l'lb 

1'1)l!tw.:illg ('.Àplbun: (\) ~SI\O :md ~p~nlljllc, \)/ilhIHH Illhihil(Jr" Jl;~i'ynméd 

as 100"';(,.. ::\'k;lIl:' ;lHd SEM ;,r,,' l'mlll J ~P;Jr.JIL' np"·rÎtnL'rn",. 
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Fig\lre 9, Sp~rlllille OlIlU ns:,o Jt) 110( a(li"'d~ C;)~lKl'L'S in H~L:1 ..:dls. H.;-LOl 
L'dh w(:;rè ~,"t)(l~ed 11) 1 ;ulJ 2 h (d;lt:l lI{)l :,l1own) ul" tlL::llJl1~llt \ ..... ith OSAO 
(1 mUhul) 't- ;\.j'nIIlÎnt: (100 ,ili\·!l. BSt\O ;L!OIi't.' ~LHd ~p;:n\lillè ~liOll\.·" r.;L.liu: 
10 Ullll~a[L'J I.'IJIllro!s. ('t'IIJI \VtTC Ih...·n .,mtlysl,.'d fur ;ll;Li\'il~ ur ~(l..'~la~\.>.\ (1\1. 

·6 (ij), ·7 (Cl ~U'ld·9 tOI :VkOlIlS :md sr.\1 <'Il'l' fnllll:\ ~t:pflr.lll: cXpt.:lillt-~·IIl." 

.l'he mie' nI' dirfl'rl'.nl l'~"J'J'l" in Ihe induli inn \lI' ap'Jpl<hi, 
in BI (, edh by BS:\O ~1I1d spel'lninl' "'il;, fllrlhn l'onJïrnll'd 
hy lIsing. srM'irie l"l'p~"''' inhibil<ll'.' (l'ig. l'i) (37). Inhil'it<ll'S 
or e~lSpasc-J and -C) and <1 geHl'ral e'I;'J'~"l' inhibil\ll' uel:rl'<I,cd 
thl' indlll'I;lln or ehrnl11<11in c(>1llkn~al ion by "pl'rl11inc and 
85:\0 in n16 (cl b (1 ïg. x). An inh ib ilpr ,,1' \'~ISp;"C'() Jicl'h,l 
inhibit lhr\lI11i1lin cllnUl'llSaLinil. whiel1 is lonsi,il'1I1 ,vilh Ille 

\"ck (,r "cliv<ltioll of c;t;;pasc·" by ll5.'\0 .\11<1 'perrl1ill~. 1\ 
~pedlit: iuhioih)f ~)f (;a~pH;\e-7 (~Clot {;l)r11IllLTcial'ly availabk. 

Givcn Ihal BS;\O ;tnd spl'rrnillc di" nol eatlse loxil'ity in 
J kL~l ccII,,,;, wc inv~qÎgatl'd thcir ~rTcl't on i.Lclivity of L·(J:-\I)(.~~l'.S 

(Fig. 9). IlIlefeslingl\'. whcn IfeLa l'l'ils Werl' Ircaled "ill1 
BS,\O (6.0 mU ml) and spennine (100 l'Ml. Ihère wa, a 
L1l'(I'l';"e in Hl·tivily ,)1' (a.'lxlSe·3 (Fig. 9:\). -f1 <Fig. 98) ;Hld 
.~ (l'ig. 9J)l. l'elaliVl' 10 tlnll'ealcd c,mll\,I,. TI1('rC \Va, no c:lear 
d'Fecl on è;lSPilSè-7 ,\cliviIY (Fig. 'le). The lack of G"p"~l' 

lll'livalilJn i, cOIl;;isll'lIl ",ilh Ihc bek or induction or aJlllplŒis 
b~ BS;\O ,\lKI sJlcrmilll' in ItcL.ll'd"; (Fig. 2i\). 
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Discu~sioJl 

Inhibition of tlilnor cell pro/ljeratio/1 hv e/1:Ylllatic oxidatio/1 
pmdllcts ofpo/rolllilil'S , Th.:: present finLiing, sho\\' Ihat BSAO 
amI spennine êuuseu C)'IOloxicily (I(»;s llf œil prolifc']<llion) 
in 816 mc!an()m.a and HepG~ 1il'l'f ca ....:inonw ccl"- The 
cnzymmic n;;IC[;OIl pl'oduels, H,Ol mlu (IILiehyue(s), Welt', hoth 

responsihle for cy[o[ox;city, sinn' c~tahtsc' Liid nOI "fI'ml 
cumplclc prolL'Cli(Jn, C\'IOloAÎcil1' inducl'u h)' p"rifïcd BSAO 
alld spermine in CHO, human 1l1l'lan(Jllla 1>1 14 ~lnLi LoVo 
colon 'luenoearcinOTlIa cdls wHS also induced h)' bOlh of Ihe 
oxid;,tion pl'llduCb, Hilhough il WHS mainl)' du(', 10 1'-1.,0, 

(6,7,22), !'!l"vcwr, ,p",nninc causcu C)'loIOAil'ily in l1\OUS'" 
lllallllTI"r)' l'arCinllllla FMJA cl'lls, 1..1210 leul-l'Illil'll'dls and 
NHBT3 œil!., inlhe presel1l'e or fctal calf ,erum (FCS) (11), 
ln lht's(.' slllLlic~. cytoloxicily \Vas (.'.valualt'.-d u:-:ing the trypall 
blue exclusion a"ay, whieh is HI1 inuic'Hor of dam~g.L' t(' 
Ih~ n1l'lllhranc lh;lI l'orrcspond, 10 nc,crotic cdl c!ealh, Tbe 
CylOi\lXic c,ffcct of ,pcnnine 'l'as dl'Jlc'ndcnl nll l.ile prcsellcc 
or 'lmino l)AiLiase, whicil i, known 10 bc pre,ellt in FCS, ln 
lilesl' cdl types, cell dealh IVa' inhibilcu by :\LDH, but fllli 
hy cat:1hlse. i.lllli \Va:::. matnly allribulcc!l\) aL:l'okill, 

Indt/ction of aplJ]Jtosi.l b)' en(yllla(ic oxidarion produc{s (~f 

polyamines, Th", fifSl SIUU)' 10 li nI- poly:lminc oAielalion 10 
prLlgr:'lIl1lllcd œil dcath was repLJJ1cd durillg blastol'ytl' clel'clop­
mellt ill murille cmbry<lS (.18), Our 1ïndings show thal puri fiecl 
13SI\O anu 'pc'rrninc induCl'Li L'l'II dc'Hlil b,. "POplu,is ill 131 (, 
n1l'lanol1la cdl", The incluc'Iinn of "popt,"i" IV~S rcve"lL'd 
b)' cOl1densation of nUl'Ie,,,' chroillalin, c'xtCrJHlli'l.alion of 
l'S, aClil'ation ,,1' cH~pa,,'-3 and -9 alld illhibilion or apuptosis 
by C']'p~Sc inhihilors, Induction of ;lpOplosis \Vas atlribllll'c! 
10 tbe «)xic l'cac lion jlruullcis ,incc catal;".:: ,lllU i\LDrr. 
whieh arc inhihilori' of l'llO, and aldehyues, respccli,d,.., 
inhibiled ehromalin conucn,alinn and PS cXlcrnaJiZ:llioll 
i.lldueccl by expo,ure 10 rJSAO anu spermine, "-\clivati,,n of 
ca'pa,;e-9 "ppe:tred tu be, lIledialeu by l''llil loxie re;1cli\)n 
producls, Caspasc-3 aClivation ily BSAO alili ,perl11ilW, 
howcvcr,apl'carcd 10 hc IllL-..:fi"tcd ily HI)" ilutllol hy ilcr0lcin, 
Inhihition of caspasc·3 <1L'livit1' by acrulcin is consistcnt ",ith 
,HlllU1Cl sludy;n Chines.:: h.lrn,tcr ol'ary cdls (32), 

Our lïndings ,;ho", thal purilï.::d BSi\() and spcrminl' 
inuucccl cdl ucalh in 1316 rncbnoma l'cils by hoth "poplosis 
and fIl'Cw,is, as wdl ~b eytoiuAicity (los, of ccII pl\)lif~ration), 

N~L'msis wa, confirl\1~'(1 by uptakL' oC f'J, II'hich is an illLlicalor 
of d'lmagc 10 the ccII meHlbr~llc, AI'0plO:'is and n~crosis 

cLln,titu[c a Iwo-stage continuum, wherc the ,ame lusin or 
stimulus c;\n incluG't', in a dosc'-rcl;rted manncr, cilhcr ~poptŒi,; 

or llcGTosis (~9), For ~x:uTlpk, Ihe \(lxic aldehyuè ,1L,rolein 'va, 
sholVn to induce ccII lk'ath h)' bOlh apoplOsis ~nd nccro,is, 
\Vith ;lpopt~)~is occurrÎng:11 lC)\".!l:r d{)~cs ~\lld .sh()rt(~r exposure 
till1~s, comparc'J III n~el'\)si, (:l2), 

l'Iowever, sludies in human colon adc.nocarcinol11a WT and 
MDR LoVo cclls uie! nOI resl'"lulll<lslructunil ehar.tclcri!-tic, 
or apopt\'si, in (hl.' presence of BSi\O anu "pcnninl'. <6 pM), 
UUllll); 60 min of incubation. by IGlIl"nissil)n c1eclron miero­
"copy (i), ln L 1~ 10 lcukell1i" cclls, n,)Ile or Ihc ch"nlelcfi"ti~' 

nllJrplmlogic:al reat.ures ul' ap"plolie ccII Je'llh [ehromalin 
c,)Oe\cns<uion, nuclcdr l'ragr1lCuI~ltilln, inlc1'lluckn~mnal DNt\ 
cleavase, ane! pul1'(.-\DP-rihosc) po!ymcra,e dc,,,'agcl wCre 

on,crl'cu during l'dl dcath alll'iilulc'd 11) 'lK'rminc v.\idalion 
Illcdiatcd hy serum l'ol\tainillg a hi~h I~vcl of amine (L\id<l~,· 

(40), tlo\\'cveL c'CII ucalh \l'a, atlributeu 10 nCCJ'o,is, whicll 
was prel'CUL'U by a 10" of phospholipid aSYJllm~l)y, allhough 
thi, laller phenomcnon is usually a fcalure of ccII dcath hy 
'·Ip<1plosi." !vlorcovcr, inhibition of a ,viue 'pcetl'lnn 01' c"l'pa,cs 
uid nol l'l'l'vent ,pennine ,uld sc'nuu aminc oxidase-dl'pL'.ndcnl 
cell de;,lh in LI210cl'II;;, O"er<lll, il "ppe"r:> tklllh~ IIlode ,,1' 
L'c'Il ue,lih causc'd by oxid"ti,)f! produL'ts of .\Jlcfrninc, ancl 
13S.:\O "llPC",", 1,1 b~ C(;lllypc lJcp~nLicnl. 

Inductioll 0/ IItlOprosis direct/)' h." po/ramilles, Polyarnines 
"rc im)lort"nt rcgulalors of c,',11 gro\l'lh "nJ proliferalinn, 
They arc involved ill IhL' pl'llgrL'ssioll 1.)1' cL'lb Ihrough Lll(' c'dl 
cycle (41,42), Polyamine Ievds ;Ire altered during thl' (','II 
L'l'cie and can f0gul'llc irnpoflanl c'he\'kp"inls or Ihl' ""II 
cycle, :\s " con'C'qul'ncc, depklion \,1' polyamines rL',;ult, in 
growlh ;"rrcst, m:linly "1 Ih~ G1 ph",,,' ('I~), Poly"rninc" <ll~ 

al)-.-o ÎIl\"\)I\,cd in the R..u..;!milogL:n·acti";II..:d prnlcill kill;r,e 

(M:\PK) Sigl"ll lransduL'lion palh,·v'IY, II'hich is in\'olwLi in 
L'cil pr\ll if('11l lion, as \l'dl a, slimulating lhc nprcs,jon 01' Ihc 
(ln~()gcllc~ C-lll)'l'. L-I~):-. ~lIld ,,:-jun (4··~.4S). 

More recl'1l1ly, poIY:1IIIine, havl' :dso bccn illlplicate{! in 
nTnt,; inhncnl 10 gcnelically pmgr;lInmcd cdl ul'alh (4<lA7), 
lIo\\'c'vcr, the linl- h,'llI'c'('n polyamines allu apOI.ll .."i, i, 
complc'x anu rcsult.\ ;lrc' slllncII'h,1I c\)fllr"diclory, l30lh up­
rcgul<llion and uown-rcgulalion 01' IllllY;lminc Iel'cls JIlLi 
ODe :lL'liviIY, " kev step in poly,,,nilll' iliosynlhc',i" il,,,'e 
bCL'1l rL'pl))'tel! dUl'ing apopl"s;" Furlhemwre, dcpkli,'n ,,1' 
l",IYJmincs (:an L'ilhcr p)lltl'el or ,clbiti/(' l'el!.s 10 apn)llo,is, 
dcpcnding on Ihe ccII ty pc ,,,,dlhl' ckalh-inducillS .sigll,,1 (-j'i) , 

Elevatioll ni ptJlyalHin\.· l'(m<:enlratiolls may kali 10 ap{)ptd:-.i~. 

indepcnclelll of pol,.'amiJlc' oxida,c (4X..t9), or to rnal;gnal11 
lran,;formation (4(l), 

l'ol~:aminl's appear 10 ile in,'oJveu al holh Ihl' rnilodllllldriai 
and post-milocilOndrial Ic"ch ,,l' apnpic1si" SpC'nnillL' \l'as 
~howll [0 inuucc I"l'lcasc \)( L'yh)chr\)[lll' C l'r\)fll mitoL'!lOllJria 

Jnli to ;,)clivalc cJspasc-3 (-l!':.'!'), Olilhe olhc'!' hand, polyaminc' 
dcplelioll trig,gcrce! the lllilochollLiri:11 p'lthway ,,1' 'Ipopto,is 
by t:HlIsing JiSfUpll011 nI" miloehu[lJrial rnernhntlh.' p()h:nlial 

Icading lu aeti"alioll uf c'<lspase-3 (50), 

!?"il'vance of Ifmine (),xidll.le-lIIl'dilffed po/)'alllille oxidatioll 10 
(jJ1(it:anCé.'T treOfmcnf. tvkLllllHlla i:-. ~11l aggrl'~sÎ\ c furm ur 
,kin l·~llll\,·r. WhO,'l' incidelll,,'l' i:, incn.;a~ing :.. Il:adily () J J. 

f\1cb)\\l1l1,t cdb frequenlly cxhibil inllcrc.nl r("istancc tll 
L'o111l1\IInl1' IIseu L'bL'l1lllthcrapclllic dfugs, Dcspitc a vmiet)' of 
anticanL'cr siratl'gie:>, Ih\'\'<: is a high kl'd of Irealmcnt failllre 
'lIId Ihe average palient sUl'l'il'al r:llc is l'nly 6 10 10 mllnlhs, 
The presenl sludy shows tn"l mcl"nulll;t L'cils "re s~nsilive III 
the l,l,xie efj'l'Cls l'f l'Aid"tioll prnducl' ,,1' BS:\O and !-pemlinl', 
'l'hesl' fïndifl~."1 ;:IfC in ag:rCl:ll1~nl \vilh fCl\;nt fL'..'-U!l;.; shu\\"in~ 

eYllltllxiê L'ftl'cts 01' ,'permine IllL'labolilcS in hllm,ul rnel:II11lrn<l 
1'.-11,1 cclb if\..114 WT) and lh('il' L1o\mul>icill-resi.'lanl ''<!l'i:lnt 
linc (H 14 j\OR) (7), Theldorc, a ['olellli"llhcr"peul il' 'Iralcg)' 
IIsin~ BS;\O ""d P<lIY<llllines Cllllid hl' c'nvi'~ged ,l' a nc'\' 
1;;lq!("h.'J trcnlm\.:nl in ~ê1rljcr sl~lg~s oi' l)l(lligll:Jlll m\..'lallolna. 

lhu~ avoiJin~ surgcry. 
'T'h.:: "lItilUIllDr poll'lItial of BS,\O "'a, lhel'c\()rc c\'alualed 

ill vivo,u"ing aB 16111UU'" rnd:llWrn<llllllucl in C~7I3L miee, 
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135.'\0. whl'u Llir~L"tly inj~,lcd int(l llh' solid tumor,. wa.' able 
tu indue.:; tUlTIuricilL.d aclivily hy ...:on\'crting (;nJl)g~noll;-' 

pl)IY~l11iucs 10 loxic prodll,'ls in silu (15). Th~ ~u/_Yuw '"'' 
.,dfllinislc"I"cd iu il' ualivl' rOHn amI ,d"J irnlllobiliœd iu '1 
biocol11p,lIibh~ puJym,'r ':I)mpos~d or Iloviue serum ,dbumin 
~1ll1 polyerhykue gly,ol (PEG). The imrnobililcd cnzymc 
"hoIVrd hig:h~r op..:r:lliunal '1;lhilil)' auJ flludinual <lrlivilies. 
l'dative III ilS naliv,' form <:'2). Whcn irnlTlobilized 135/\0 
wa" injcet~J inlo the (umM. thn..: w~, a rn~rked Jruea.'c 
(70 ';;.) in (lIm,lr groll'th. comp''tt','d 10 :1 lower d~en'<lsr ,JI' 
,:;2<;,. or Illmor "izc wllen nalivc 1.\5.".0 IV,,, adminislrred. The 
llli'chani"llls or ccII ,kath II'CI'(' J"l~nllitl('d in l'i,,,, (15). \\ih"n 
11ifIlur, Wl"I'e ll~'aled wilh illimobilizcJ BS;\O. Ihere W;\-' :t 

hibh /evd Ill' apOpl111ie l'dl lkalh (-7n'Ït). ':Ilmpal\,d 10 < 10'k 
with Ihe uali"e enzyme. Nalive 133/\0. probailly due 1(1 :t 

bur'i 'Ir Cyl'll!!xi, pweill"l'. indllc"û il hi~h lelel or nec rosi, 
(··-40';}). compan::J 10 <10% \Vilh imllwbilil..:J BSt\O. The 
'Idvaulagl' i, Ihal illllul1bilizcJ I.IS;\O l";l1l "n by' alluwiu~ IhL" 
.,I(lw rek.'I.'e ,lf cylOloxi,' pl'oLiul'ls. whiçh illJun'S lllmor 
ccII Jealh b)' :'puplo,is 1':llhL'r Ih'lI1 Ilrerosis. thu, (ker<:asin)! 
illlblllll1illor)' Jalllage l,) SUITLlllIlLling lis~lIc". 

From" therap,'lIlil" p0ifll uf vkw. Ih(" iml1l'ovl'mcnl of Ihl' 
dTie~cv nI" il/.fitli r()rmalioll 01" e)'lnloxk Il(llyamine m~labolilcs 

is c"cnl;"1. 'fhis Illit)' hL" ~,chil'veu Il)' 'ollliJinalion.' of Ihe 
trcatlllL"nl wilh cylulo:\ic dru,Ss. ur h} h\.~;:tl. h waS" pn.·vi"lI~ly 

dL'll1nnSlrall'd Ihal hypCrlhL"rmia (42"(') pOI"ntial"s 111(" 

cl'10hl\ie dl'ccl' (Ir the !!Xili:tlion pr..dlll·l' 1)1' 'pl'rmin,· ;mJ 
I3S;\O ill CliO. LoVl1 cnl\)lIl'ar,iIlOl1la n'Ib allJ M '·1 hllman 
I1lclanunla l'clis alld in Ihdr MDR CIHI1I1U]XlrlS 16.7 .25.53). 
Ilypcrlhenni:1 i, miltin!,! consid"ratlk rrogrc,s ill lhe <'<llIcer 
c1iuic (54).1 rYl'crlhermiil ill nltnllinatioll "ilh <'YIN'IAi<; unl~s. 

preferrnliall)' Ihosr IVilh cnhallc,'u "yll)loxicily al :tn L'ICyall'J 
lL'lllpel'alUré (5.) 1. '1nJ Ihe ildrnini~lnlli!!n or ûrll.'" cOlllhirwlioll.' 
arc dinically aeecplcJ Ill"thods. In 2()()2. il W:I' repl.lt1L"J Ihal 
Ihr combill<llion of hypenhCl'lllia \Vith ,'ithn 1',\di()lh,Tap)' 
andinr l'hemolhaapy led ln ill1jJl'l1vL'd dillical IlIIICI)rl\C in 
IS 1':,nJollli1.eJ ,Iudi,', (l'L'VieWl'd in n;!'. 5'1.). Thi, "·il.' 
dCllllJ1)slrat,'d 1"01' lllcl,ulllm" ,md canL"er~ 1)1" thc' he:.d alld 
llc.... k. brca~t. braill. fccluln. t\:rvix. oc~üphaglls. IlIll~ and 
vlIlva;\·"gina. ï'tlt:rc h;IY(: hc('n mtmy 111,)fC protnising rcsults 

from dillic:tl ,Iudie, sillce Ihen. R"gion,,' hypcrlhermia ha, 
the jlolcnlial 10 increasc cylOto.xic dfi::cts ,lI' radialion or 
dll'IIl\llher~l'elllic abenls \~ilhin Ihe lumlJr mas" wilhl)ul 
illere<lsill/; Il(\l'mal [j'SliC loxieily. Ilyprrllwrmia is applied in 
cancer paliL'IlIS ill the clin;'" h~ cÎ1lll'r localizcd hcaling or lhe 
lumor '\llclllp"mlures sueh <ls 42-43'(' 1<>1' 1-2 h. or hl' Illiluer 
healing :II 39.5-4I'·C liJr longer lil11t"S (6-24 h). The lauer, wh'JIe 
blldv hypel1hnmi~ is <1rt(,1l used III Ir~,,1 carcinllm,'", "ill1 
disuni 11lL'I"SI<,SC'. In Ihis ~incl ()l' c.\ilcer.lh(· cylolllXic clT('CI 

01' i111k'l1ylll'" ,<1ulll IJl' c1Tl'ëlivc.]IlI·:,cl.jlalicllh ",ilh illlllk·",bk 
cal\.;inomas in lcrrninal slag...:~ \\"l:rc tn:':éltl'd \.\'ith bcnzi.ddchyti(· 

\Vllh sali,I"a"lury rcsllll~ (56). 
ClIH"ntly, v.e ,u'r Sludying. dlllg ,'ombill"linn5 wilh the "im 

\Jf illlpnlving lhe inJuclion of c<"I1 dcalh by luxic polYilflline 
mClabolill·S. When eomhined wilh BS.'\(). prelreall11l'Jll "il11 
the lys0sornolropil' ûrug. 1\1}\'-bis(? .:\-bul<1ûien)'I)-I.-I­
butalledi~mine dih.yclroehloriJc (MI)L 72527). sen,itized 
M 14 II1d~nolll" tcll:< ro lo~ie spemlinc rnclabolilcS (71. MDL 
72527 i, an illaclival\Jr or h\D-dcpclldl'nl pnl)'aJ11iuc \Jxid<>.s". 
Il has CYIOlllXic properti,'s, whieh <ll'e, howe,"er, unrclalcd 10 

ilS abilily Il) inaClivilt~ polyaminr o.xid:l,r (57). Silice il:!DL 
725]7 h""" dil'krenl mech"ni,m lJr lo"i("il)". ill'<1I11d bl' U'l·rlll 
by 'IInplirying. cclllkalh iuduerd ily Il,0, and ailkhyd~s (.'Xl. 

111 CnnL·ll,,;on. Ih(' Inxie elll.ym'lIiL" l.1.\id"li"n prndll,ï' 
geller;lll:d hy BS:\O "nJ Ihlly"mim', l'lJllld Ill' lhCrul ;1' " 

1'll111bincd Ire:lll11l'1l1 "pprl,,,,'h \\"ilh hYPC'1l1cnnia (.\1).5-·12-(") 
or \Vilh ,llher drugs. Sil ch :15 IYSOSllllllJlhlpil' <"olrlpllllnds.ll'ilh 
the h\)fll' l}f Ji(,;l:cwt,.'rillg Ill'\\' ;I\''';Il11..:~ for ".'Iimini.lling ~H'lïd 

lYpl:S or ~llliJ (U(JlOUJ':,,>. intluding rnd(l1lnll1a~ and c(nyifl(ll1la~. 

p:lrliell"'r1y lh",e ,,·ill1 MDR plll'llolypc'o, ill ,'arlier :tnJ blc'r 
~Iagl..·s of di.'';l'l'~C. 
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