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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 
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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. 



156 2. Article publié 

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 ~ 
...... 0 50 65 80 100 150 200 0 50 65 80 100 150 200 0 50 65 80 100 50 200 
.!!2 
li> 50· F BSAO SOc G BSAO 
(.) 'ALDH	 + CAT + ALDH 

40 ' "0 
ro 
(1) 

30	 30· 

20 ;	 20 

o 

u.d~l
o 50 85 80 100 150 200 

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 
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