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RESUME

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

Notre laboratoire a évalué les mécanismes toxiques de I’acroléine induits in vitro, en
utilisant la lignée cellulaire A549. Le choix de ce modele cellulaire pour 1’étude provient du fait
qu’elles sont des cellules humaines, d’origine pulmonaire, soit le premier organe ciblé par une
exposition a I’acroléine. Cette étude vise donc a comprendre les mécanismes impliqués dans
’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 I’acroléine.

L’exposition des cellules A549 a des doses d’acroléine de 0 a 50 pM 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 (RIP) a la membrane cytoplasmique, en plus de Pactivation des caspases
initiatrices 2 et 8. Par ailleurs, cette exposition a causé une augmentation du domaine
interagissant par BH3 tronqué (tBid) a la mitochondrie. 11 semble que I’acroléine peut déclencher
la voie du « cross-talk » par I’activation des caspases-2 et -8, qui clivent la protéine Bid en tBid.

Pour ce qui est de la voie mitochondriale, I’acroléine a causé une hyperpolarisation de la
membrane mitochondriale et une surproduction d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS). Notre
étude a aussi démontré que |’acroléine a induit ’activation de p53, la translocation de la protéine
X associée a Bcl-2 (Bax) & la mitochondrie, le relachement du cytochrome ¢ dans le cytosol,
’activation de la caspase initiatrice 9 et la translocation du facteur inducteur d’apoptose (AIF) au
noyau. De plus, P’inhibition des ROS générées par I’acroléine grace a I’antioxydant PEG-
catalase, a empéché I’augmentation de I’expression totale du FasL, 1’hyperpolarisation de la
membrane mitochondriale ainsi que I’activation des caspases-3 et -8. Par conséquent, les ROS
sont préalablement requises pour que I’acroléine induise I’apoptose par la voie des récepteurs de
mort et par la voie mitochondriale, chez les cellules A549. En conclusion, ’acroléine peut
induire les trois voies apoptotiques étudiées chez ces cellules. L’acroléine provoque I’exécution
de I’apoptose via l’activation des caspases effectrices -3, -6 et -7, I’externalisation de la
phosphatidylsérine, la condensation de la chromatine et le clivage de la polyADP-ribose
polymérase (PARP).

Par contre, ’acroléine induit aussi certains mécanismes de survie cellulaire comme
I’augmentation de la phosphorylation d’AKT, de Bad et de I’expression des cIAP1/2. Méme si
les protéines antiapoptotiques sont activées, I’acroléine peut encore induire la mort cellulaire par
apoptose chez les cellules A549.

Ces recherches sont pertinentes dans plusieurs contextes de toxicité a I’acroléine tels que
’action pharmacologique et/ou les effets secondaires de la cyclophosphamide, un agent
anticancéreux ou |’acroléine est [’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 a 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 I’étendue de I’exposition des humains a I’acroléine.

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



CHAPITRE L
INTRODUCTION

1.1 Maladies respiratoires graves

1.1.1 Introduction et statistiques canadiennes

Les gens ne s’attardent normalement pas sur la respiration, ’'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, ’épithélium a I’intérieur des voies
respiratoires procure une barriére a I’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 y a 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 I’épithélium des voies respiratoires, ils peuvent engendrer de graves maladies pulmonaires

en limitant la circulation de I’air lors de la respiration.

Au Canada, plus de trois millions de personnes souffrent de graves maladies
respiratoires, telles que I’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 dernieres affligent normalement les gens de tout 4ge,
indépendamment de leur sexe. Les maladies respiratoires graves représentent la troisieme
cause d’hospitalisation et de déces au Canada, apres les maladies cardiovasculaires et le
cancer. En 1993, ces dernieres ont eu de graves répercussions économiques sur le systéme
canadien de soins de santé, en totalisant pour prés de 12,18 milliards de dépenses par année.

Ce montant englobait les colits directs de 3,79 milliards de dollars (en médicaments, en soins



médicaux et hospitaliers et en recherche) ainsi que les coiits indirects de 8,39 milliards,
associés a ’incapacité et a 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 troisieéme rang
parmi les principaux problémes de santé, soit aprés 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 a ’TACROLEINE les estimations

Asthme - diagnostiqué par un médecin (prévalence ENSP, 1998-1999) 2 474 400
MPOC - diagnostiquée par un médecin (prévalence ENSP, 1998-1999) 498 400
Cancer du poumon (nouveaux cas - 1996) 18_441—
Fibrose kystique (prévalence du registre - 1997) 3142
Tuberculose (nouveaux cas ou cas de réactivation - 1998) 1798

Légende : les quatres pathologies encadrées en rouge sont associées & une exposition a
I’acroléine, un aldéhyde o,B-insaturé produit entre autre lors de la combustion incompléte de
matiere organique (Santé Canada 2001).

1.1.2 Asthme

L’asthme est une maladie pulmonaire chronique qui se caractérise par une difficulté a
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 1’asthme (Association pulmonaire du Canada, 2007).
Les symptomes et les crises d’asthme sont généralement déclenchés par I’exposition a des
allergenes, les infections respiratoires virales, |’exercice ou ’exposition a des vapeurs ou a
des gaz irritants. Ces facteurs causent une inflammation localisée dans les poumons et un
rétrécissement anormal des voies respiratoires, qui entrainent ainsi les symptomes d’asthme
(Santé Canada 2001). Plus les voies aériennes hypersensibles d’un individu asthmatique sont

enflées, plus les muscles qui entourent ces dernieres fibrillent et se contractent brusquement



(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

Alr enters the respiratory system
from the nose and mouth and
travels through the bronchial tubes.

=4

'-‘"

.\ Ina non-asthmatic person,

In an asthmalic person, the . the muscles around the

muscles of the bronchial tubes bronchial tubes are relaxed

lighten and thicken, and the \ and lhe{ tissue thin,

alr passages become allowing lor_ easy

inflamad and mucus- airflow.
liled, making it

diiticult for alr to move,

Inflamed bronchial tube
of an asthmatic Normal bronchial tube

Source: Amencan Academy of Allrgy, Asthma and Immunokgy

Certains éléments rendent une personne plus susceptible a I’asthme. Pour les enfants,
cette susceptibilité a I’asthme semble étre déterminée durant le développement du feetus et au
cours des trois 4 cing premiéres 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), ’exposition importante au cours de la premiere année de la vie des enfants

susceptibles a des allergénes inhalés (animal de compagnie, acariens, coquerelles,



moisissures), I’exposition a la fumée de tabac (y compris ’exposition ir utero), les infections
respiratoires fréquentes au cours des premieres années de vie, le faible poids a la naissance et
le syndrome de détresse respiratoire (Santé Canada 2001; Association pulmonaire du Canada,

2007).

Chez les adultes, 1’asthme peut tre déclenché par une exposition professionnelle a des
sensibilisants de faible masse moléculaire (exemple : présence d’animaux, d’isocyanates, de
poussieres), ou par une exposition simultanée a des agents infectieux, a des allergenes et a 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 &tre considérée comme étant la cause primaire de 1’asthme, mais plutét comme

un facteur aggravant de la maladie.

Les éléments susceptibles de déclencher I’asthme, chez les enfants et les adultes,
peuvent générer un stress oxydatif en favorisant I’augmentation de la production d’especes
réactives de 1’oxygeéne (ROS) dans leurs voies aériennes. Les ROS sont des molécules
instables ayant généralement un électron non apparié porté par |’atome d’oxygene comme le
superoxyde (Oy7) et le radical hydroxyle (HO-), mais le peroxyde d’hydrogene (H,0,) fait
aussi partie de ces especes. 1l y a principalement deux sources de production de ROS dans
les poumons: par des réactions métaboliques endogenes ou par des polluants exogenes. La
production endogene est réalisée par I'activation de certaines enzymes comme la NADPH
oxydase des cellules inflammatoires et épithéliales présentent dans les poumons en réponse
au pathogeéne ou a I'irritant (Rochelle et al., 1998; van der Vliet, 2007). Cette production
cellulaire des ROS provient de différentes réactions : la respiration mitochondriale (via la
chaine de transport des électrons), du systtme xanthine / xanthine oxydase, mais
majoritairement de la NADPH oxydase. Ces réactions ont pour effet de reldcher le
superoxyde des macrophages et des éosinophiles activés. La production exogéne des ROS
provient des gaz et des particules de 1’air pollué. Il faut noter que ces derniers peuvent
engendrer la production de ROS in siru. Ces molécules instables ont toutes la capacité
d’initier les réactions d’oxydation des protéines, de I’ ADN et des lipides qui peuvent causer

directement des dommages aux tissus, comme la peroxydation des phospholipides de la



membrane plasmique (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 oxygene et remplis
de vaisseaux sanguins, ils sont donc trés 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 a une
inflammation chronique des voies respiratoires, comme 1’asthme et la MPOC. Les ROS
peuvent donc initier et amplifier une réponse inflammatoire dans les poumons menant aux
symptdmes de I’asthme (Kirkham et Rahman, 2006). En effet, I’inflammation systémique et
pulmonaire chronique cause I’influx et I’activation de cellules inflammatoires (macrophages,
neutrophiles, €osinophiles, lymphocytes et mastocytes), qui génerent des médiateurs
inflammatoires tels que I'interféron gamma (INF-y) (Gern et Busse, 1999), I'interleukine-13
(IL-13) (Ford et al., 2001), le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) (Halayko et
Amrani, 2003), et ces événements causent des dommages importants aux cellules épithéliales
des voies respiratoires. Pendant ces processus, il y a libération de I'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 synthése des molécules chimioattractantes (Owen et al., 1991; Sadeghi-
Hashjin et al., 1996). Alors, la présence et I’intensité du stress oxydatif, qui provient de la
production massive de ROS et qui conduit & 1’inflammation chronique locale et systémique,
ont d’importantes conséquences sur la pathologie, la sévérité et méme le traitement de

I’asthme (Kirkham et Rahman, 2006).



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 déces). Elle est caractérisée par des difficultés
respiratoires causées par I’essoufflement, la toux, la perte d’élasticité et de la forme des voies
aériennes et des alvéoles, la perte de I'intégrité de la paroi des alvéoles, 1’épaississement et
I’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
symptdmes ne se manifestent habituellement pas avant I’age 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 I’emphyséme. Plusieurs personnes atteintes
de la MPOC ont ces deux maladies en méme temps. La bronchite chronique est une
inflammation chronique de la muqueuse des bronches. L’emphyseme, de son cOté, est
caractérisé par une dilatation anormale et permanente des alvéoles pulmonaires pouvant
entrainer la rupture de leurs parois et I'infiltration gazeuse du tissu cellulaire (Santé Canada

2001; Association pulmonaire du Canada, 2007).

La cause principale du développement de la MPOC est, dans 80 a 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 [’exposition professionnelle aux
poussiéres et a certaines fumées (par exemple : cadmium, poussiere d’or, de charbon, de
céréale). Les polluants de 1’air peuvent accroitre le risque de déclencher la MPOC. Des
antécédents d’infections pulmonaires répétées durant 1’enfance et 1’exposition a la fumée de
tabac peuvent prédisposer I’'individu a la MPOC (Santé Canada 2001; Kirkham et Rahman,
2006; Association pulmonaire du Canada, 2007).

Tout comme pour I’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



de particules oxydantes inhalées provient de la fumée de sa cigarette qui contient environ 10"
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,:), un mélange de
semiquinones, d'hydroquinones et de quinones (Pryor et al., 1983), sont soupgonnés d’Etre
responsables du processus d’inflammation dans la MPOC (Facchinetti et al., 2007). 1l faut
aussi noter que les autres facteurs de risques pour la MPOC (I’exposition aux poussieres, les
polluants de I’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 & produire et a relacher plus de ROS ainsi que certains médiateurs
comme le TNF-a, permettant 1’infiltration massive de cellules inflammatoires, comme les
neutrophiles, dans les poumons. Tout ceci conduit a I’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 premiére fois a la fin des années 1930.
A ce moment, on ne la reconnaissait qu’aprés le déces de I’enfant, souvent pour cause de
malnutrition ou a 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-cing est
porteur du geéne 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 symptOmes
apparaissent généralement au cours des premiéres années de vie. Elle affecte plusieurs
organes mais principalement les poumons et I'appareil digestif. Dans les poumons, la FK
amene une surproduction et une accumulation de mucus épais qui rend donc I’élimination des
pathogenes aériens plus difficile. Ceci est a I’origine des cycles d’infection pulmonaire grave

et d’inflammation qui endommagent les tissus des poumons (Santé Canada 2001; Fondation



canadienne de la fibrose kystique 2007). Dans I’appareil digestif, cette maladie freine
grandement la digestion et I’absorption d’éléments nutritifs en quantité suffisante. Le mucus
épais obstrue les conduits du pancréas et empéche 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 2 plusieurs pathologies
pulmonaires comme 1’asthme, la MPOC et la FK (Lundgren et Shelhamer, 1990). Ces
désordres pulmonaires peuvent étre causés ou aggravés par la présence de pathogénes 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 a la surface de I'épithélium pulmonaire dues a I’inflammation, a
’augmentation du nombre de cellules mucosales et & I’exceés de mucus présent dans les voies
respiratoires.  Cette inflammation pulmonaire cause I'influx et D'activation de cellules
inflammatoires, qui géneérent des médiateurs inflammatoires. Certaines classes de ces
médiateurs comme des cytokines (TNF-a) (Cohan ef al., 1991; Levine et al., 1995), des
protéases (Klinger ez al., 1984; Sommerhoff et al., 1990), des ROS (Adler et al., 1990) et des
métabolites de I’acide arachidonique (Marom et al., 1983; Enss et al., 1997) sont impliquées

dans le processus d’hypersécrétion de mucus (Borchers ez 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 contréle des tissus sains de cet organe (Association pulmonaire du
Canada, 2007). Au Canada, le cancer du poumon est la principale cause de déces par cancer
étant a I’origine d’environ 30% des déces attribuables au cancer chez les hommes et de 20%
des déces 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.



Le premier type, le cancer du poumon « non a petites cellules », est la forme de cancer
du poumon la plus répandue (de 85 a 90% des cas) mais qui évolue plus lentement que 1’ autre
type. Il en existe trois sous-types car lorsqu’on observe les cellules cancéreuses sous un
microscope, elles different par leur taille, leur forme et 1I’expression de certains marqueurs

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

Le deuxieme type, le cancer du poumon a petites cellules, une forme plus rare, compte
pour environ 15% de tous les cancers pulmonaires. Ce type prend souvent naissance dans les
bronches. Méme si ces cellules cancéreuses sont trés petites, elles peuvent se multiplier
rapidement et former de grandes tumeurs qui peuvent envahir d’autres parties du corps. Ce
type de cancer est trés rare chez une personne qui n’a jamais 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 poumon non a petites cellules Cancer du poumon i petites cellules

Adénocarcinome Carcinome a petites cellules

(environ 40%) (cellules en grains d’avoine)

Carcinome épidermoide Carcinome mixte a petites et a grandes
(25-30%) cellules (cellules intermédiaires)

Carcinome a grandes cellules indifférenciées | Carcinome mixte a petites cellules
(10-15%)
Localisation : dans n’importe quelle partie des | Localisation : alvéoles, bronches, bronchioles,
poumons tissus de soutien des poumons

Légende : les pourcentages indiqués dans le tableau sont I'incidence de ce sous-type par

rapport a tous les cancers du poumon. (American Cancer Society, 2007, Association
pulmonaire du Canada, 2007)

Il existe plusieurs causes qui augmentent les risques de cancer du poumon, telles
que la présence de certaines 1ésions pulmonaires qui touchent surtout le tissu cicatriciel des
poumons, l'exposition a des substances mutagénes ou cancérigénes (comme [’amiante,
I’arsenic, le chrome, la silice, le nickel, I’'uranium, le radon et certains produits pétroliers) en
milieu de travail ou dans I’environnement, mais la premiere cause est le tabagisme. Au
Canada, le tabac est responsable d’au moins 70 a 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 fagon 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 cancérigenes (Gomes et al,, 2002; Association
pulmonaire du Canada, 2007). Par exemple, ’acroléine est un des aldéhydes les plus
abondants, réactifs et mutageénes de la fumée de cigarette. Cette molécule a la capacité de
causer directement des dommages a I’ ADN en plus d’inhiber les mécanismes de réparation
de 'ADN. Ces deux effets peuvent conduire a plus de mutations dans les cellules
pulmonaires et par conséquent, a 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 I'exposition 2 la fumée secondaire, sans oublier qu’il n’est jamais trop tard pour

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

1.2 Facteurs de risque pour les maladies respiratoires graves

1.2.1 Qualité de 1’air extérieur

Le lien entre qualité de I’air et la santé est difficile a distinguer, d{ a la complexité des
rapports entre les nombreux facteurs : les expositions personnelles, la génétique, les maladies
latentes, les habitudes de vie et alimentaires, I’emplacement géographique et le climat.
Malgré tout, des recherches sur les effets des niveaux actuels de la pollution de I’air extérieur
et les troubles respiratoires ont révélé 1’existence d’un lien avec les déces prématurés et le
nombre accru d’hospitalisations (Santé Canada 2001). Santé Canada estime que, dans 11
grandes villes canadiennes, la pollution atmosphérique est responsable de 5000 déces
prématurés. De plus, environ 80% des hospitalisations liées a la pollution de I’air extérieur
ont été attribuées a un mélange gazeux (SO, NO,, CO, I'ozone troposphérique) et 20%
seraient attribuables aux particules, Les effets de ces polluants sur la santé sont plus sévéres

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 I’air
au Canada proviennent de I'utilisation de combustibles fossiles, des fonderies, des centrales
thermiques et des industries. L’ozone troposphérique se forme par des réactions chimiques
entre la lumiere solaire, le NO, 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 matiere de qualité de 1’air. Les
concentrations de particules dans I’air sont dues a une combinaison de sources naturelles et
anthropiques. Elles sont composées de diverses substances chimiques comme les sulfates, les
nitrates, des composés organiques (dont 1’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 génere
la source de production environnementale d’espéces réactives de 1’oxygéne (Oz~, H,O,,
HO-), auxquelles les poumons sont exposés lors de la respiration. De plus, en pénétrant dans
les poumons, les gaz oxydants comme I’o0zone, le SO,, le NO,, le CO ainsi que les particules
de I’air, ayant un diametre inférieur a 10 micrometres, peuvent aussi mener a une production
in situ de ROS. Par conséquent, ’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 I’air intérieur

La qualit¢ de Dair intérieur est influencée par les concentrations de polluants
intérieurs, les appareils de combustion, les sources personnelles (tabagisme, animaux
domestiques), les produits de consommation et les matériaux de construction. Par ces
multiples expositions simultanées, la pollution de ’air intérieur peut aggraver et méme
causer des maladies respiratoires graves. Pour ce qui est de 1’asthme, il existe un rapport de
cause a effet entre 1’exposition aux allergenes produits par les acariens détriticoles et cette
pathologie. De plus, plusieurs polluants de l'air intérieur sont liés a ’exacerbation de
I’asthme dont ’exposition a la fumée de tabac, a de fortes concentrations de NO,, aux
allergenes (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 1’air extérieur, la
fumée de tabac ambiante, les matieres biologiques, les produits de combustion et les matiéres
radioactives. Naturellement, tous les polluants de I’air extérieur peuvent se retrouver a
I’intérieur et dans le cas des particules fines, le CO et le NO,, ils se retrouvent tous & des
concentrations supérieures a l'intérieur qu’a I’extérieur. Pour ce qui est des contaminants
biologiques (bactéries, virus et allergenes), ils sont souvent responsables d’affections
allergiques, d’asthme et de symptémes respiratoires. Les produits de combustion au gaz, au
bois ou a 'huile, généralement constitués de CO, NO,, SO, et de particules respirables
(comme ’acroléine), peuvent augmenter le risque de maladie respiratoire jusqu'a 30%. Pour
les matiéres radioactives, I’exposition au radon est considérée comme la deuxiéme cause de
cancer des poumons, apres la cigarette. Par conséquent, la qualité de 1'air intérieur est un
facteur de risque important pour les maladies respiratoires graves car selon I'étude intitulée
« Canadian Human Activities Pattern Survey », les Canadiens passent environ 90% du temps

a I'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 & tous les jours. Chez I’adulte, 'exposition directe ou indirecte a 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, I’asthme et la FK, peuvent étre
causées ou aggravées par des particules oxydantes de la fumée de cigarette (Shephard, 1992;
Troisi er al., 1995). Ces molécules peuvent pénétrer facilement dans les cellules et inhiber
leur migration, leur prolifération et leur redifférenciation, empéchant ainsi la réparation des
tissus pulmonaires, ce qui peut potentiellement compromettre les fonctions respiratoires

(Wang et al., 2001).



13

D’un autre coté, les cellules des voies 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,
dcre et sentir, qui caractérise trés bien I’odeur mordante et suffocante de cette molécule. Son
suffixe vient du mot glycérine puisque sa synthése est obtenue par déshydratation de la
glycérine (Robert, 1991). Pour I’humain, ’acroléine est hautement toxique pour les voies
respiratoires, les yeux et la peau pouvant causer la nausée, la diarrhée, I’irritation sévere au
lieu d’exposition, la détresse du systeme respiratoire, 1’cedeéme pulmonaire, la dermatite, la
nécrose tissulaire, I’inconscience et parfois méme la mort (Ghilarducci et Tjeerdema, 1995;
World Health Organization, 2002). La plupart des gens ne peuvent pas tolérer une exposition
a 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 étre 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 I’eau produite pour '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 derniére soit transportée sur de longues distances 2
cause de sa grande réactivité et sa courte demi-vie estimée dans l'eau et dans lair
(Ghilarducci et Tjeerdema, 1995; World Health Organization, 2002). Selon les rapports de

« International Programme on Chemical Safety » en 2005, la demi-vie globale de 1’acroléine



14

basée sur sa réactivité est estimée de 30 a 100 heures dans I’eau et de moins de 10 heures

dans ’air (Mackay et al., 1995).

En plus d’étre utilisée comme biocide, I’acroléine est produite et utilisée
exclusivement par I’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’hydrogene des liquides obtenus des opérations pétrolieres. L’acroléine
peut aussi solubiliser les dépdts 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 polymeres 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 a I’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 C;H O et son poids moléculaire est de 56,06 g/mol (World Health

Organization, 2002). Sa structure esl représentée 2 la figure 1.2. A la température de la

0\\ piece, I’acroléine se retrouve sous forme d’un liquide
H N . N .
C — clair, trés volatil avec une odeur acre et irritante (World
H )
\c —_— . o
yd N\ Health Organization, 2002). Quelques autres propriétés
H H

Figure 1.2 La structure chimique physiques et chimiques de I’acroléine sont un point
de [lacroléine présentant un  d’ébullition de 52,1 a 53,5 °C a 101,3 kPa, une
systéme conjugué. . , . . o

solubilité dans I'eau de 206 a 270 g/litre a 20 °C, une
pression de vapeur de 29,3 a 36,5 kPa a 20 °C et dans l'air a 25 °C et 101,3 kPa, 1 ppm

d’acroléine représente une concentration de 2,29 mg/m® (World Health Organization, 2002).

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

Cancer, 1995). L’acroléine est un aldéhyde o,B-insaturé hautement réactif et sa toxicité
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provient du systeme conjugué dans cette molécule (représenté a la figure 1.2), la rendant

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

133 Sources potentielles d’exposition

L’acroléine est un polluant omniprésent dans l'environnement et l'humain s'expose de
fagon considérable a cet agent toxique dans plusieurs situations (Kehrer et Biswal, 2000).
C’est une particule relichée naturellement dans I’atmosphére comme produit des processus
de fermentation et de mirissement (World Health Organization, 2002). De plus, I’acroléine
est générée lors de feux de forét ou de maison comme produit de la combustion incompléte
de la matiere organique (Lipari, 1984; World Health Organization, 2002) et elle est formée
par l'oxydation photochimique des hydrocarbures de I’atmosphere (Ghilarducci et
Tjeerdema, 1995; World Health Organization, 2002). La principale source anthropogénique
d’émission d’acroléine, dans I’environnement au Canada, est suspectée de provenir des
activités de combustion, par exemple 1’incinération des ordures, les fournaises, les foyers, les
centrales électriques, la combustion de végétaux ou de plastiques de polyéthyléne et la
cuisson de la nourriture. Par contre, I’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 tfableau 1.3 représente les sources et les quantités
estimées d’émission d’acroléine dans I’atmosphere au Canada. Dans les villes canadiennes
entre 1989 et 1996, la moyenne des concentrations d’acroléine dans I'atmosphere était
généralement inférieure 2 0,2 pg/m’. Malheureusement, de 1990 a 1999, les concentrations
d’acroléine ont augmenté dans I’atmosphere de 0,43 1,1 pg/m’ 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 I’atmosphere au Canada.
(World Health Organization, 2002)

Sources Estimated releases (kg/year)

Natural sources: fermentation, forest fires Unknown

Road motor vehicles 209 000-2 730 000

Off-road motor vehicles,” including aircraft Unknown, could be greater than road vehicle release
Oriented-strand board (OSB) industry 3 208-25 664°

Pulp and paper (kraft) mills 3747-18 735

Waste incineration 2 435¢

Coal-based electric power generation plants 467-17 504

Other combustion sources? Unknown

Atmospheric production from other pollutants Unknown

By-product of vinyl acetate production Negligible"

a Estimated based on emissions test data from Howes (1989a,b), BUA (1994), L.A. Graham (personal communication, 1996),

and IPCS (1996), multiplied 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).

These 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 features (L.A. Graham, personal communication, 1998).

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 (Environment Canada, 1997) and one OSB company reporting to the Accelerated
Reduction/Elimination of Toxics (ARET) program (ARET Secretariat, 1998). The larger value is the total emission estimated
for all 24 such plants in Canada (D. Halliburton, personal communication, 1998), assuming an average emission rate of 1070
kg/year per mill.

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 (Environment Canada, 1997). The larger value is the total
emission estimated for all 45 such kraft mills in Canada (D. Halliburton, personal communication, 1998), assuming an
average emission rate of 416 kg/year per mill.

Based on the estimated emission rate of acrolein from one municipal incinerator in Ontario (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.

Based 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).

Includes prescribed burning, wood-burning furnaces and fireplaces, natural gas furnaces, other clectric power generation
plants, and other industries (¢.g., smelters).

The unintentional production of 2700 kg of acrolein was reported in 1995 by one vinyl acetate producer in the CEPA Scction
16 Industrial Survey. Related releases of acrolein are estimated to be negligible, because it is reported that impurities such as
acrolein are separated and processed for recovery or disposal (Environment Canada, 1997).




17

Il est intéressant de noter qu’au Canada dans 1’air ambiant de nos foyers et lieux de
travail, 'acroléine se retrouve a des concentrations approximativement 2 a 20 fois plus
élevées que celles dans I'atmosphere (World Health Organization, 2002). Pour expliquer
cette différence, 1’acroléine peut provenir de diverses sources dont la combustion de matiéres
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 a 500 ug ou 50 a
90 ppm d’acroléine par cigarette (Borchers et al., 1999; Kehrer et Biswal, 2000). Dans la
nourriture, 1’acroléine est produite pendant la cuisson par la vaporisation de corps gras, dont
on a rapporté de séveres cas de toxicité chez ’humain (Beauchamp et al., 1985; World
Health Organization, 2002). Elle peut aussi étre formée lors du mirissement des fruits
(Hayase, 1984; World Health Organization, 2002). De plus, I’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 I’alcool ou de I’entreposage et de la
maturation des produits alcoolisés, 1’acroléine peut étre 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
polystyrene utilisés pour emballer les aliments (Zitting et Heinonen, 1980; World Health

Organization, 2002).

En plus de ces sources d’expositions exogenes, I’acroléine est 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 1'alcool allylique ou de la cyclophosphamide, un agent
chimiothérapeutique (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 er al., 1997;
World Health Organization, 2002). Par irradiation aux ultra-violets, la trioléine, un lipide de
la peau, peut étre dégradée en acroléine (Ghilarducci et Tjeerdema, 1995). Elle peut aussi
étre formée 2 partir de I’oxydation de la thréonine par la myéloperoxydase du neutrophile aux

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

présente quelques voies métaboliques de la production endogene d’acroléine.

CH,= CH-CH,OR CH,= CH-CH,OH CH,= CH-CHO
" ' » —_—» )
allyl ester pancrestic esterase ally! aicohol liver cytosol pmen |
intestinal mucosa +NAD®
liver A
q I
N P450
= (I ngnegzygatﬁ
>>N— R© B-eliminati on )‘\/ N—P_
a O
cyclophosphamide [acrolein| phosphommxde mustard

Désamination oxydative

Polyamines catalyseur: enzvme BSAO H;0;
(contenant amines primaires) (exemple) _ Aldéhyde comespondant
oxemples: spermine, spermidine H,0, Oz "
Instable = B-élimination
Ammoniaque
Acroléine| C

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

13.4 Métabolisme de I’acroléine

Il a été rapporté dans la littérature chez le rat que I’acroléine est métabolisée en
glycidaldéhyde et en glycéraldéhyde par différentes enzymes, telles que 1’époxydase et le
cytochrome P450 des microsomes du foie et des poumons. De plus, ’acide acrylique est
formé a partir de ’acroléine par 1’aldéhyde déshydrogénase, I’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 'urine des animaux exposés a cette
molécule toxique, la voie prédominante pour le métabolisme de I’acroléine semble impliquer
sa conjugaison avec le glutathion suivi de sa modification en composés N-acétylcystéine
(Patel er al., 1980; World Health Organization, 1991). Ces voies métaboliques pour

I’acroléine sont démontrées a la figure 1.4.
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Figure 1.4 Voies métaboliques proposées pour l’acroléine chez le rat (Patel et al., 1980; World
Health Organization, 1991). GSH : glutathion, GS : glutamylcystéinylglycine, ADH : aldéhyde
déhydrogénase, R = COCH;.

1.3.5 Propriétés biochimiques : interactions au niveau cellulaire
1.3.5.1  Réaction d’addition de Michael

La réactivité primordiale de I’acroléine provient de sa liaison carbone-carbone a,[3-
insaturée. Cet aldéhyde va réagir par addition de Michael en présence de nucléophile pour
former un adduit alkylé (Butterfield er al., 2002). A la figure 1.5, la réaction démontre cette

0 og 0 © o 0 addition  conjuguée  d’un
R/kj R R R o R R énolate nucléophile & un

3
—_— —_— ,

| composé  carbonyle  o,B-
(L] acroléine \| | .
r\' o O insaturé, ’acroléine (Maeda et
0

Figure 1.5 La réaction d’addition de Michael entre un énolate
et l'acoléine (Maeda et Kraus, 1997). toxicité de IDacroléine est

Kraus, 1997). De plus, la

basée sur le fait qu’elle peut se lier aux acides aminés, aux thiols comme le glutathion (Ohno
et Ormstad, 1985), a la chromatine nucléaire (Marano et Demestere, 1976) et qu’elle peut
former de multiples adduits avec I’ADN (Marinelli ef al., 1990; Smith ef al., 1990b; Nath ef
al., 1996), tout ceci par la réaction d’addition de Michael (Butterfield ez 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 ’ADN, ce qui modifie les bases d’ADN en formant des adduits exocycliques (Nath et
Chung, 1994; Nath et al., 1996, Kehrer et Biswal, 2000). Elle peut s’additionner a une
guanine, adénine, cytosine et thymidine, mais la majorité des adduits cycliques sont formés
de I’acroléine-désoxyguanosine (Adibhatla ef al., 2006). Cet adduit, détecté dans I’ADN des
tissus animaux et humains, peut se retrouver sous la forme de stéréoisomeéres : les isoméres R
et S y-OH-PdG et a-OH-PdG (Chung et al., 1984; Nath et Chung, 1994; Chung ef al., 1999;
Yang et al., 2002). La conformation y-OH-PdG est prédominante (voir figure 1.6), mais la
PdG est la plus stable

N N N N

)\ | \> | \> (Chung et al., 1984; Khullar

X N )Q N .
HO .]4 N N 'f N’ N et al., 1999; Kanuri et al.,
dR H dR 2002). L’addition de

2

o -OH-PdG 1, N -Propano- Pacroléine a la guanine
2'-deoxyguanosine e d lors d
(PdG) entraine des erreurs lors de

la réplication de I’ADN

HO
O N .
HN dans les cellules humaines
N N . | Y . .
)§ | \> - XN N en substituant cette guanine
N . (-
[ N N\ y|4 AN en thymine ou en adénine
H dR

dR

Nz-(3—0x0prgpyl)_ (Burcham et Marnett, 1994;

2
‘Hydroxy-1,N% - :
¥ H_V 0Xy ’N propano 2'_deoxyguangsi_ne Morlya et al., 1994,

2'-deoxyguanosine
(Y-OH-PdG) Kawanishi et al., 1998; de
los Santos ef al., 2001).

Figure 1.6 Structures des exocycles formés par I'addition
de Michael entre la désoxyguanosine de I'ADN et I’acroléine
(Kanuri et al., 2002; Yang et al., 2002). p .
ar conséquent, la

présence d’exocycles, dont I’acroléine désoxyguanosine, empéche |’appariement normal des
bases de type Watson-Crick, ce qui peut inhiber la synthése de I’ADN (de los Santos ef al.,
2001; Yang et al., 2002). Ces adduits cycliques peuvent former des mutations spontanées
dans les cellules de mammiféres et étre fortement impliqués dans les processus de

vieillissement et de cancer (Yang ef al., 2002; Liu ef al., 2005; Feng et al., 2006). En plus de
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causer des dommages a I’ADN, I’acroléine inhibe plusieurs processus tels que I’enzyme
polyADP-ribose polymérase (PARP) impliquée dans la réparation de I’ADN (Dypbukt et al.,
1993; Grafstrom ef al., 1994) et la protéine anti-tumorale p53, un facteur de transcription,
gardienne du génome (Feng ef al., 2006). L’impact des modifications des acides nucléiques
par I’acroléine permet donc d’éclaircir son activité mutagénique et sa génotoxicité chez
diverses espéces, comme la drosophile (Sierra ef al., 1991), et chez I’humain (Curren et al.,

1988; Feng et al., 2006).

1.3.5.3  Modifications des acides aminés

Parmi les multiples biomolécules avec lesquelles I’acroléine peut réagir, notons qu’elle

peut s’additionner aux groupements sulfhydryl de la cystéine, imidazole de I’histidine et

A @\/ amine de la lysine des protéines (Esterbauer ef al., 1991).
HOOO A 2° De plus, il a été démontré que cet aldéhyde est
[AcerH . . , L. .o ..
‘ rapidement incorporé dans les protéines et génere ainsi
B . .
HOOC des dérivés carbonylés (Uchida, 1999).
'ﬂm o
Ry NNF
c Toujours par addition de Michael, ’acroléine peut
|AclNn.__coon
\g_\ réagir avec ’un ou I’autre ou les deux atomes d’azote de
O~ N N I’anneau imidazole de [’histidine pour former deux
Figure 1.7 Structures chimiques adduits dont la structure est montrée a la figure 1.7 (Gan
del’ac’,‘.’le'”e'lys’”e ef de et Ansari, 1987; Pocker et Janjic, 1988). En plus, un
l’acroléine-histidine.
A) N%-acétyl-FDP-lysine mécanisme est proposé pour la réaction de I’acroléine
B) N*-acétyl-N"-formyléthylhistidine . , .. . . R
C) N*-acétyl-N-formyléthylhistidine avec la lysine. L’acroléine devrait étre sensible a une

(Uchida et al., 1998a) addition nucléophile au groupement amine primaire de la

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

36 groupement  aldéhyde. Cet

S CHO CHO
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NHz Acrotein N GSH N L
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e Lys v anar LyS war o Lys v
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Figure 1.8 Mécanisme de la glutathiolation de protéines

e ’e I’addition de Michael et génére un
modifiées par ’acroléine (Furuhata et al., 2002).
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dérivé imine. Apres la condensation de 1’aldol suivie d’une déshydratation, la réaction est
compléte et génere le dérivé N°-(3-formyl-3,4-dehydropiperidino)lysine ou FDP-lysine
comme produit majoritaire (Esterbauer et al., 1991; Uchida et al, 1998a). Par contre,
puisque ce dérivé FDP-lysine contient encore un aldéhyde o-B-insaturé, il n’est pas le produit
final, mais plutdt un intermédiaire qui lie, de maniére covalente, les groupements thiols des
composés tels que la N-acétylcystéine et le glutathion. Le mécanisme proposé de la
thiolation des protéines est démontré a la figure 1.8 entre I’adduit acroléine-lysine (FDP-

lysine) et le glutathion conduisant & 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 particuliérement ceux
contenant un groupement thiol tels que le glutathion (Kehrer et Biswal, 2000). En participant
a la réaction d’oxydoréduction via [’oxydation réversible de sa fonction thiol active, le
glutathion (GSH) maintient I’équilibre entre les forces oxydantes et réduites de la cellule
(Dickinson et Forman, 2002), la prot€geant 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, I'inflammation et I’apoptose (Sen, 2000; Biswal et al., 2002;
Filomeni et al., 2002). La figure 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 a I’acroléine altére I’équilibre
d’oxydoréduction de la cellule lors d’un stress oxydatif, par lequel ce demier génére en plus
une surproduction d’acroléine et de protéines adduites. Ces derniéres a leur tour aggravent le
stress oxydatif déja présent via I’épuisement du glutathion de cette cellule (Furuhata ez al.,
2002). En inhibant la glutathion réductase, I’acroléine empéche de régénérer la forme réduite
du glutathion (GSH) lorsque ce dernier est oxydé en disulfide de glutathion (GSSG)
(Nunoshiba et Yamamoto, 1999). L’épuisement des thiols par I’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 a I’état d’oxydoréduction (Arrigo, 1999; Allen et
Tresini, 2000) de la cellule tels que le facteur nucléaire-kB (NF-kB) et la protéine activatrice-
1 (AP-1) (Horton et al., 1999; Biswal et al., 2002). La régulation par I’état d’oxydoréduction
des facteurs de transcription se produit par leur activation dans le cytosol ou ils sont alors
relocalisés au noyau, ou encore en affectant leur liaison au promoteur a I’intérieur du noyau
méme. Ce processus requiert de la cystéine au domaine de liaison de I’ADN. En liant cet
acide aminé nucléophile, I’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 2 ’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 formes réduites et oxydées du glutathion.
Protein disulphide isomerase (PDI) is used as an example of how the levels of reduced glutathione
(GSH) or oxidized glutathione (GSSG) are maintained in the endoplasmic reticulum (ER). (1)
Free cysteines are introduced into the ER in the form of newly translocated proteins. (2)
Disulphide bonds are formed by PDI, which is reduced. PDI is oxidized by Erol, which is
oxidized by O,, a process that generates reactive oxygen species (ROS). Detoxification of ROS
can lead to an increase in GSSG. PDI might also be oxidized by GSSG leading to an increase in
GSH. (4) PDI is reduced by GSH, which leads to an increase in GSSG. (5) Influx and efflux 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 a plusieurs maladies respiratoires graves telles que 1’asthme
(Samet et Cheng, 1994), la MPOC (Hogg, 2001), qui inclue souvent la bronchite chronique et
I’emphyseme (Saetta, 1999), la FK (Samet et Cheng, 1994; Witschi et al., 1997) et le cancer
du poumon (Feng er al, 2006). Les ROS générées par ’acroléine, comme 1’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, 1’acroléine est une substance
toxique, hautement sélective pour les voies respiratoires (Astry et Jakab, 1983; Aranyi et al.,
1986), induisant des lésions a tous les niveaux des voies aériennes (Beauchamp ez al., 1985).
L’exposition a cet aldéhyde est aussi reconnue pour affecter les processus inflammatoires-
immunitaires (Li, L. et al., 1997a; Finkelstein et al., 2001; Nguyen et al, 200l) 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 altere 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 maniere covalente aux protéines cellulaires, modifiant
ainsi leurs fonctions (Calingasan er al., 1999; Adibhatla er al., 2006). En effet, les adduits
acroléine-protéines ont été trouvés chez des patients souffrant de maladies chroniques qui
sont soupconnées d’étre reliées en partie au stress oxydatif et a I’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 er al., 2002) et
1’athérosclérose (Uchida et al., 1998Db).

En conclusion, I'acroléine cause généralement une inhibition de la prolifération
cellulaire (Agostinelli ef 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 nekpdg signifiant la mort (Robert, 1991). C’est
la forme principale de mort cellulaire lors d’accidents traumatiques, suite a 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, ol des dommages irréversibles se
produisent a leur membrane plasmique, leur cytoplasme et parfois aussi leurs organelles telles
que la mitochondrie, le réticulum endoplasmique et 1’appareil de Golgi qui se gonflent
(Kroemer et al., 2005) et commencent a se désintégrer rapidement (Grooten et al., 1993;

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

Dans la cellule nécrotique, c’est la déplétion de I'ATP qui est responsable du
gonflement des organelles et des altérations au cytosquelette comme la formation de petites
protrusions dans la membrane plasmique (Lemasters ef al., 1983; Gores et al., 1990; Malhi et
al., 2006). De plus, '’ADN dans ce type de mort cellulaire se condense de maniére
irréguliere et se dégrade aléatoirement (Potten et Wilson, 2004; Festjens et al., 2006), par la
DNase I présente dans le milieu extracellulaire (Napirei et al., 2004) ou par la DNase II des
lysosomes (Tsukada et al., 2001), formant ainsi différentes longueurs de fragments d’ ADN
(Higuchi, 2003). Aprés plusieurs minutes ou heures, un état métastable se développe,
caractérisé par une dépolarisation mitochondriale, une désintégration lysosomale, une fuite
bidirectionnelle d’anions et des échanges ioniques rapides (Herman et al., 1988; Zahrebelski
et al., 1995; Malhi et al., 2006). A ce moment, [’activité métabolique, la synthese de

protéines et leur phosphorylation cessent dans la cellule nécrotique (Potten et Wilson, 2004).
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L’état métastable accélere la formation de protrusions et le gonflemment de 1a cellule via les
forces osmotiques (Malhi er 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 2 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 1’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).



Tableau 1.4

Différences entre la mort cellulaire par apoptose et par nécrose

Apoptosis

Necrosis

General
Affects isolated cells

No inflammatory response

Metabolic

Early increase in protein & RNA
synthesis

Cell membrane remains intact

Affected by protein & RNA
synthesis inhibitors

magnesium-dependent)
ATP-dependent

Affects clusters in cells
inflammatory cells invade tissue

Endonuclease activation (calcium- &

Switching off protein synthesis
and phosphorylation
Cell membrane becomes leaky

ATP-depleted

Morphological
Loss of cell to cell contact, early
Shrinkage of cell

Membranes remain intact (no
enzyme leakage)

Condensation of cytoplasm

Condensation and margination of
chromatin

Sharp edges to chromatin masses

Nuclear fragmentation

Cytoplasmic budding and
fragmentation

Phagocytic removal

Organelle structure maintained, late

Loss of cell contact, late

Swelling of cell (sodium ions and water
taken up by cell)

Membrane defects (internal & external)
(enzymes leak out)

Organelle structure lost, early

Cytoplasm becomes clear

Mitochondria swell and acquire
dense bodies.

Lysosomes disrupted (release of enzymes)

Irregular edges to chromatin masses.
No fragmentation

28

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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1.4.2 Voies biochimiques

Les mécanismes moléculaires de la nécrose restent a clarifier, mais ils semblent étre
reliés au manque d’ATP dans la cellule (Eguchi e al, 1997; Leist et al., 1997, Kern et
Kehrer, 2002). Les niveaux d’ATP cellulaire sont contr6lés par trois parameétres : la matiere
fournie (I’entrée de glucose), la synthése d’ATP (principalement dans la mitochondrie) et sa

consommation (Ueda et Fujita, 2004).

Death
receplors T:f ONA damage
> NF-xB
MAPK |—>IL-6
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Figure 1.10 Voies biochimiques de la nécrose.

Necrotic cell death is the result of interplay between several signaling cascades. RIPI
appears to be a central initiator of necrosis. RIP1 has been implicated in the generation of
ceramide upon TNFo-induced necrosis, and its kinase activity was shown to be crucial for
Fas-, TNF-R1- and TRAIL-R-induced necrosis. Necrotically dying cells can actively
release inflammatory cytokines due to the activation of NF-kB and MAPKSs, 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 lipoxygenases (LOX), which in turn disrupt organelle and cell integrity
by damaging protein structures or lipid bilayers (Festjens et al., 2006).

Pour ce qui est de la diminution de la synthése d’ATP, elle semble étre reliée a 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 étre 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 I’oxyde nitrique synthétase (NOS) ou en affectant la respiration
mitochondriale (Festjens et al., 2006). 1l 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 2 la mutochondrie (Vande Velde et al., 2000). Cette élévation de calcium
mitochondrial stimule de maniére excessive le cycle de Krebs, ce qui augmente 1’influx
d’électrons dans la chaine respiratoire, causant ainsi une surproduction de ROS (Festjens et
al., 2006). Cette surcharge de calcium est aussi reliée a ’activation de la phospholipase A,
calcium-dépendante (cPLA;) et a la destruction de la membrane mitochondriale, rendant ainsi

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

L’activation excessive de PARP par des processus tels que I'ischémie-reperfusion,
I’inflammation, les dommages induits par les ROS et I’excitotoxicité¢ du glutamate, est liée a
I’augmentation de la consommation d’ATP (Festjens et al., 2006). Cette baisse du taux
d’ATP affecte I'activité de la Na"-K*ATPase, qui consomme aussi 70% de 1’ ATP cellulaire.
L’accumulation de sodium dans la cellule due a la diminution de I’activité de la Na*-
K*ATPase cause un influx de calcium par I’échangeur Na*-Ca®. Cette baisse d’ATP affecte
aussi activité de la Ca®*-Mg**ATPase, ce qui diminue I'efflux de calcium. Donc, les
problémes osmotiques engendrés par les dommages a la balance ionique sont impliqués dans
la destruction de la membrane plasmique (Ueda et Fujita, 2004). De plus, I'activation de
protéases, la cPLA, ou les lipoxygénases (LOX), bouleversent a leur tour I'intégrité de la
cellule par des dommages aux protéines ou aux bicouches lipidiques (Festjens et al., 2006).
Par exemple, ce surplus de calcium cytosolique meéne a I’activation des calpains, protéases
intracellulaires, qui médient la lyse des lysosomes (LMP) par le relachement de cathepsines

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

Donc, la nécrose n’est pas due & une seule cascade de signalisation bien définie, mais
elle est plutdt le résultat de I'interaction entre plusieurs mécanismes intracellulaires. La

figure 1.10 illustre cette affirmation. Le récepteur de protéine 1 sérine/thréonine kinase
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(RIP1), qui possede un domaine de mort (DD), semble &tre I’initiateur central des voies
biochimiques de la nécrose (Festjens et al., 2006). 11 a été impliqué dans la génération de
céramides durant la nécrose induite par le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-o) (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 (TNF-R1) et le récepteur ligand inductible d’apoptose associé au TNF (TRAILR)
(Holler et al., 2000; Chan et al., 2003). De plus, RIP1 est impliqué dans la mort cellulaire
par nécrose induite par la stimulation des « toll-like receptor » ( TLR) et par les dommages a
I’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 reldcher activement des cytokines inflammatoires (interleukine-6,
[L-6) da a I'activation de NF-xB et des protéines kinases activées par mitogenes (MAPKs)
(Vanden Berghe et al., 2006), un processus qui implique aussi RIP1 (Kelliher er al., 1998;
Devin et al., 2003; Lamkanfi et al., 2005).

143 Lien entre nécrose et acroléine

C’est la grande réactivité de 1’acroléine qui est a la base de sa cytotoxicité chez toutes
les cellules exposées a 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, I’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 I’ADN (Horton et al., 1997). Par conséquent, de fortes doses d’acroléine, supérieures a

50 uM, 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 a la chute programmée des feuilles a I’automne et
dérive des deux mots grecs, apo pour éloignement et prose pour chute (Kerr et al., 1972). Ce
suicide cellulaire est un processus important et complémentaire a la mitose lors du
développement embryonnaire, en plus du maintient de 1’homéostasie tissulaire chez 1’adulte
et de la régulation du systéme immunitaire (Jacobson et al., 1997; Schwarz et al., 2007). Le
tableau 1.4 décrit les caractéristiques métaboliques et morphologiques de ’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 synthése de I’ ARN et de
certaines protéines et pour finalement moduler leur activation (Jeffrey et al., 2002; Potten et
Wilson, 2004; Malhi ef al., 2006). Par exemple, I’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 » (IkB) kinase et la dégradation protéosomale d’IkB, permettant ainsi
I’activation et la translocation nucléaire de NFxB (Barnhart et Peter, 2003; Malhi et al.,
2006). De son c6té, NFxB induit I’augmentation de I’expression des génes de survie comme
le lymphome de cellules B extra long (Bcl-XL) et la protéine inhibitrice de 1’apoptose liée au
chromosome X (XIAP) (Yin et Ding, 2003b; Malhi et al., 2006). De plus, I’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 I’ ADN
en 180-200 paires de bases par I’'activation d’endonucléases, la condensation de la
chromatine et du cytoplasme, ’exposition de la phosphatidylsérine & I’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). Eventuellement, 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 I’élimination des cellules
endommagées ou indésirables tout au long de leur vie. Ceci est assuré par |’apoptose, qui est
un processus actif nécessitant de [’énergie sous forme d’ATP, ou les cellules sont
individuellement enrayées de maniére ordonnée et contr6lée, minimisant ainsi les réponses
inflammatoires et la perte d’organelles dans I’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 a I’ADN et le retrait de facteurs de croissance
peuvent initier les cascades de signalisation de 1’apoptose (Antonsson, 2003; Festjens et al.,
2006; Malhi et al., 2006). Trois voies de signalisation apoptotique ont été identifiées : une
extrinseque, les récepteurs de mort et deux voies intrinseéques, une impliquant la

mitochondrie et I’autre le réticulum endoplasmique.

1.5.2 Voies apoptotiques

1.5.2.1  Voies des récepteurs de mort et du « cross-talk »

Les récepteurs de mort sont des récepteurs de cytokines a la surface des cellules
appartenant a la superfamille du facteur de nécrose tumorale / facteur de croissance nerveux.
Chez les mammiferes, la majorité des membres de cette famille sont impliqués dans le
développement, le maintient et le fonctionnement des cellules immunitaires et des organes
lymphoidiques secondaires, mais ils participent aussi dans d’autres processus comme
I’homéostasis des os (Locksley er 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 1’apoptose (Nagata, 1997; Ashkenazi et Dixit, 1998;
Locksley et al., 2001; Mollinedo et Gajate, 2000).

Les ligands de cette famille TNF sont des protéines transmembranaires de type-II avec
un domaine homotrimérique extracellulaire, homologue 2 la partie C-terminale du TNF, qui
est fréquemment tronqué en une cytokine soluble (Bodmer ef al., 2002; Curtin et Cotter,
2003). Les récepteurs de mort sont normalement des protéines transmembranaires de type-I,

caractérisés par la présence d’un a quatre domaines extracellulaires N-terminaux conservés
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contenant deux a cinq motifs répétitifs riches en cystéine, une seule région transmembranaire
et un domaine de mort intracellulaire, C-terminal aussi conservé d’environ 60 & 80 acides
aminés, qui lient les protéines adaptatrices et initient 1’apoptose (Idriss 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-R1 (Gray et al., 1990) et Fas (Itoh et al., 1991) seront décrits.

De fagon générale, la transduction du signal par les récepteurs de mort est initiée, suite
a la liaison du domaine extracellulaire avec son ligand et par I’agglomération du récepteur a
la membrane plasmique, ce qui déclenche immédiatement la juxtaposition des domaines de
mort intracellulaires (DD) (Curtin et Cotter, 2003; Malhi et al., 2006; Mollinedo et Gajate,
2006). La figure 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 événement
mene au recrutement de différentes protéines adaptatrices telles que la protéine associée au
domaine de mort de Fas (FADD), le récepteur de protéine (RIP) et/ou la protéine associée au
domaine de mort (Daxx) & la membrane plasmique, ol 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 2 mourir par apoptose de maniere caspase-indépendente (Charette et al., 2001;

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

En ce qui conserne la protéine adaptatrice RIP, elle peut initier deux voies de
signalisation distinctes. RIP peut recruter la protéine associée au domaine de mort de RIP
(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 et al., 2005;
Lavrik et al., 2006; Stevens et Maier, 2008). Par contre, RIP peut aussi initier la voie
nécrotique, caspase-indépendente, médiée par la formation de ROS, telle que décrite a la

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

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

de mort (DED), elle recrute des caspases (caspase-8 et/ou caspase-10) 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 er 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 1’ auto-activation de
celles-ci, probablement par une faible activité protéolytique que possédent les procaspases
(Guicciardi et Gores, 2003; Fuentes-Prior et Salvesen, 2004). L’activation des caspases
initiatrices entraine 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 a la survie de la cellule (polyADP-
ribose polymérase (PARP), inhibiteur de la DNase activé par caspase (ICAD), lamin A,
actine, fodrin, ...), et 2 I'exécution de cette mort (Guicciardi et Gores, 2003; Fan et al., 2005;

Timmer et Salvesen, 2007).

Une voie alternative pour les récepteurs de mort Fas et TNF-R| est I’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 Bcl-2, en tBid (Bid tronqué) (Fan er al., 2005;
Lavrik et al., 2006; Stevens et Maier, 2008). Une fois tronqué, le tBid est transloqué 2 la
mitochondrie et induit I'activation des caspases effectrices par le largage de facteurs

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

La voie de signalisation du récepteur de mort TNF-R1 differe de celle du récepteur Fas
par les différentes caractéristiques suivantes. L’association de FADD et de RIP a
I’agglomération du récepteur TNF-R1 requieére une autre protéine adaptatrice, la protéine
associée au TNF-R1 avec un domaine de mort (TRADD) (Strasser et al., 2000; Fan et al.,
2005). De plus, le récepteur TNF-R1 peut initier une voie apoptotique caspase-indépendente
médiée par la cathepsin B, qui amplifie le signal de mort via la voie apoptotique

mitochondriale (Guicciardi er al., 2000; Holler et al., 2000; Sandes et 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 mitochondrial pathway (black arrows)
(Strasser et al., 2000). RIP initiates a caspase-independent (red arrows) necrotic pathway mediated
by the formation of ROS (Holler et al., 2000). Daxx activates the Askl-INK kinase pathway
leading to caspase-independent apoptosis (Yang et al., 1997; Chang et al., 1998; Charette er al.,
2000; Charette et al., 2001). (B) Tumor necrosis factor receptor | (TNF-R1) 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-R1 has been
demonstrated and the Askl-JNK pathway is also activated by ROS (blue line, caspase involvement
unclear) (Yang et al., 1997; Shinoda et al., 2003). 3) The RIP-mediated necrotic pathway is
inhibited by caspase-8 (Holler et al., 2000). 4) TNF-RI can initiate a caspase-independent direct
cathepsin B-mediated pathway (Holler 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. er al., 2000; Strasser et al., 2000; Foghsgaard et al., 2001; J4ittela et
Leist, 2003).
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1.52.2 Voie mitochondriale

La voie de signalisation intracellulaire mitochondriale de 1’apoptose peut étre activée
par une variété d’insultes cytotoxiques, telles que les infections virales, le dommage 4 I’ 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 a Bel-2 ( Bax ) ou tBid,
induisent la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie et causent le
relichement de ses protéines solubles dans le cytosol cellulaire. Ces protéines vont
promouvoir ’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
¢, I’endonucléase G (endoG), le facteur inducteur d’apoptose (AIF), la protéine liante de
I’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/Omi) sont larguées
de la mitochondrie au cytosol de la cellule, est encore controversé. Cependant, différents
modeles ont été proposés, dont plusieurs impliquent la perméabilisation de la membrane
externe de la mitochondrie o 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 rble important (Belzacq et al., 2002; Kim e? al., 2003; Bras et al., 2005). C’est I’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; Bemnardi et al., 2006; Kinnally et Antonsson, 2007).
Une variation de ce modele 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 ef al., 1997; Schlesinger ef al., 1997), de
Bcl-2 (Schendel et al., 1997) et de Bid tronqué (Schendel ez al., 1999) ont révélé une habileté

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

La figure 1.12 illustre le r8le central de la mitochondrie dans la régulation de I’apoptose.

Une fois ouvert, le PTP permet le largage du cytochrome ¢ dans le cytosol de la cellule
ou il se lie au facteur activateur de protéase apoptotique-1 (Apaf-1) (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 er al) et un site de liaison nucléotidique. La formation du
complexe Apaf-1 avec le cytochrome ¢ augmente 1’affinité pour le dATP, ce qui entraine un
changement de conformation dans la protéine Apaf-1 menant a son oligomérisation et a
I’exposition de son domaine CARD (Adrain et Martin, 2001; Acehan et al., 2002; Antonsson,
2003; Jin et El-Deiry, 2005). Par la suite, la procaspase-9 peut se lier & chacun des sept
monomeres d’Apaf-1 par des interactions CARD-CARD (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004).
Ce complexe de haut poids moléculaire est un apoptosome et sa formation promouvoit
I’activation de la caspase-9, due a I’augmentation de la concentration locale de la caspase-9
zymogene (Li et al., 1997b; Zou et al., 1999; Youle et Strasser, 2008). De plus, Apaf-1
semble avoir un r6le de régulateur allostérique de la caspase-9, car la caspase-9 protéolytique
libre possede peu d’activité enzymatique (Murphy et Martin, 2003). 11 semble que seul un
monomere de chaque dimere de la caspase-9 soit catalytiquement actif (Renatus et al., 2001;
Acehan et al., 2002). Une fois activée dans I’apoptosome, la caspase-9 propage la cascade de
caspases par I'activation de la caspase-3 et de la caspase-7 (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004,
Timmer et Salvesen, 2007). La caspase-3, a son tour, active la caspase-6 et ces deux
dernieres promouvoient I’activation des caspases-8 et -10 (Slee et al., 1999; Fan et al., 2005).
La caspase-3 participe aussi a une rétroaction d’amplification qui promouvoit davantage
I’activation de la caspase-9 (Srinivasula et al., 1998; Slee et al., 1999; Timmer et Salvesen,
2007). Donc, il est évident que lorsque la caspase-9 est activée dans 1’apoptosome, il y a une
amplification rapide du signal de mort apoptotique par I’activation d’une panoplie de

caspases diftérentes (Murphy et Martin, 2003).
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Figure 1.12 [llustration schématique du rdle central de la mitochondrie dans la régulation de
I'apoptose(Jin et El-Deiry, 2005).

The BH3-only proteins, such as Bax and tBid, trigger apoptosis in response to developmental cues,
insufficient trophic support, and intracellular damage. As for the loss of Bim, it renders cells refractory
to cytokine deprivation, calcium flux, Taxol, and the T-cell receptor signals 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
transcriptionally independent pathway involving localization of p53 to the mitochondria, followed by
binding and inhibition of Bcl-xl and/or bel-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 cleaved 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 ef al., 1999).

Death signals activate some BH3-only members of the Bcl-2 protein family and other proteins, which in
turn induce oligomerization of the pro-apoptotic, BH123 proteins like Bax and Bak to insert into the
outer mitochondrial membrane (OMM) or to form a “megachannel” also known as the mitochondrial
permeability transition pore (MPT pore) (Hampton et Orrenius, 1997). Bax and Bak appear to
permeabilize 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
nucleus and generate DNA fragmentation. Subsequent binding of released cytochrome c to Apaf-1
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 (IAPs), they act as a brake for apoptosis by inhibiting activated
caspases. Smac/DIABLO and HtrA2/Omi bind IAPs in a manner similar to caspases, therefore
functioning as competitive inhibitors (Du ef 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 reladchées dans le cytosol lors de I’apoptose, ou elles ont toutes un role
soit dans l’initiation ou dans la propagation de la cascade signalétique de 1’apoptose. Ces
protéines peuvent &tre catégorisées en deux groupes. Le premier groupe unissant le
cytochrome ¢, Smac/DIABLO et HtrA2/Omi active ou promouvoit 1’activation des caspases
(Youle et Strasser, 2008). Le second groupe, comprenant I’endoG et AIF, transloque au
noyau et induit la dégradation de I’ ADN indépendamment des activités des caspases (Jin et
El-Deiry, 2005). Donc, les protéines relachées de la mitochondrie peuvent initier au moins
deux voies différentes de signalisation apoptotique, une caspase-dépendante et I’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 2 sa membrane et de
son activation par des agents qui ciblent spécifiquement le RE (Nakagawa et al., 2000;
Faitova et al., 2006). Plusieurs conditions, comme la perte d’un environnement oxydant dans
la lumiere du RE ou de I’homéostasie du calcium, 1’hypoxie/ischémie, la privation de
nutriments et l’accumulation de protéines dans le RE, peuvent empécher son bon
fonctionnement et causer une accumulation de protéines dépliées (Faitova et al., 2006). Ces
protéines ont tendance a s’agréger par des interactions hydrophobiques et peuvent conduire a
’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 a limiter ’accumulation de
protéines dépliées au RE. Elle réduit la synthése générale de protéines, mais active
sélectivement |’expression de protéines ayant la capacité de faciliter les activités de
chaperonne (Mori, 2000; Faitova et al., 2006). Les premiers effets de 'activation de la
réponse UPR sont désignés a protéger le RE, mais ils servent aussi a limiter les dommages
aux autres organelles et a protéger I’organisme en éliminant les cellules exposées & un stress

prolongé (Faitova et al., 2006). Dans des conditions séveres de stress au RE ou les cellules
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ne peuvent s’adapter, la réponse UPR déclenche alors 1’apoptose (Breckenridge et al., 2003,
Faitova ef al., 2006; Sundar Rajan ef al., 2007). La réponse UPR comporte au moins quatre
systemes distincts a 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 systeéme de la réponse UPR consiste en I’atténuation de la translation pour
réduire la charge de la biosyntheése et donc prévenir ’accumulation additionnel de protéines
dépliées (Sundar Rajan et al., 2007). Trois récepteurs transmembranaires du RE, 1’inositol
requis 1 ( IRE1), I’ «activating transcription factor 6 » (ATF6) et le « PKR-like ER
kinase » (PERK), répondent a I’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 IRE1 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 meéne a la phosphorylation de |’ « eukaryotic translation initiation
factor » (elF-2a1), qui a pour effet d’inhiber la syntheése générale de protéines (Sundar Rajan
et al., 2007) et d’arréter le cycle cellulaire a la phase GI1 (Shi et al., 1998; Harding ef al.,
1999; Faitova et al., 2006). PERK est aussi requis pour I’activation de NF-kB, qui régule
positivement les protéines antiapoptotiques comme Bcl-2 durant le stress au RE, contribuant
ainsi 2 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 a I’appareil de Golgi (Chen ef al., 2002), ou elle
sera clivée par deux protéases, S1P et S2P (site-1, -2 proteases) (Sundar Rajan et al., 2007).
Cette protéolyse expose le domaine cytosolique d’ATF6 qui migre alors au noyau cellulaire,
o il transactive les promoteurs en aval (Faitova et al., 2006). ATF6 induit la transcription de

la « X-Box protein-1 » (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 PERK/PKR, system upon protein aggregation,
attenuates protein synthesis by phosphorylating the elF2a 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-localized chaperones and XBP1 transcription factor. The transcribed XBP1 mRNA is
processed in the cytosol by the endoribonuclease activity of IREl. The resulting mRNA is
translated into a XBP1 protein with an active transactivation domain, which translocates to the
nucleus and induces its own expression as well 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 IREl, sa trans-autophosphorylation active son domaine cytosolique
endonucléasique, qui peut alors cliver ’ARNm (acide ribonucléique messager) de XBP1
(Calfon et al., 2002; Faitova et al., 2006). Ceci cause une augmentation de I’expression des
génes de la dégradation associée au RE (ERAD) dont la « ER degradation-enhancing -
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 I’ARNm de
XBP1 permet la synthése du facteur de transcription a haute activité « basic-leucine zipper »
(bZIP) qui stimule la transcription de génes de protéines chaperonnes (exemple : BiP,

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

Le second systtme implique I’augmentation d’expression de geénes codants les
protéines chaperonnes du RE telles que BiP/GRP78 et GRP94 (protéine de liaison luminale /
protéine régulée par le glucose). Ce mécanisme permet d’augmenter I’activité du repliement

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

Le troisieme systéme est la dégradation de protéines mal repliées par ’ERAD. Les
protéines mal repliées qui ne peuvent étre repliées correctement dans le RE sont alors rétro-

transloquées dans le cytosol et dégradées par le protéasome (Sundar Rajan et al., 2007).

Le quatrieme systeme est le mécanisme de signalisation apoptotique du RE déclenché
lorsque le stress est trop sévere. L’apoptose dans le RE comporte au moins deux principales
voies d’activation : I'une dépend de certains facteurs de transcription et 1’autre est caspase-
dépendante (Szegezdi et al., 2003; Sundar Rajan et al., 2007). La figure 1.14 illustre les

mécanismes de signalisation apoptotique du RE.

Pour ce qui est de la premiere voie, IRE1, ATFG et PERK sont soupgonnés d’avoir une
fonction proapoptotique, possiblement par ’augmentation de la régulation du facteur de
transcription, ’arrét de croissance et dommage a IADN/C/EBP protéine homologue
(GADD153/CHOP), qui peut, a son tour, amplifier le signal proapoptotique (Zinszner et al.,
1998; Sundar Rajan et al., 2007). Ce mécanisme altére la balance entre Bcl-2 et Bax, en

faveur de I’apoptose (Wang et al., 1998; Ghribi et al., 2001; Faitova et al., 2006). Une autre
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alternative est que IRE1 peut activer les éléments proximaux de la voie c-jun N-termimal
kinase et induire ’apoptose en recrutant la protéine adaptatrice facteur 2 associée au TNFR
(TRAF2) et la kinase « apoptosis signal-regulating kinase-1 » (ASK-1) (Urano et al., 2000;
Yoneda et al., 2001; Sundar Rajan et al., 2007).

Le RE peut aussi initier la mort cellulaire par I’activation des caspases. Cette voie, ol
la caspase-12 semble €tre 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 modeles (Szegezdi et al., 2003; Faitova et al., 2006). La
procaspase-12 pourrait interagir avec Irela via la protéine adaptatrice TRAF2. Lors d’un
stress au RE, la procaspase-12 serait libérée de TRAF2, formerait un homodimeére et
proceéderait a 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, a 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 a I’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 entraine son
autoactivation (Rao et al., 2001; Szegezdi et al., 2003). Alors, I'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 méme. Cette caspase initie une cascade de caspases, en clivant
directement la procaspase-9, qui, a son tour, active la caspase-3 effectrice (Morishima et al.,

2002) et culmine a la mort cellulaire par apoptose (Sundar Rajan et al., 2007).
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CHOP/GADDI153 and/or other processes may be responsible for the down-
regulation of Bcl-2, which results in mitochondrial cytochrome ¢ 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 Bcl-2

De multiples signaux apoptotiques peuvent modifier la conformation, I’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 Bcl-2, composée de groupes de

protéines proapoptotiques et antiapoptotiques, est illustrée a la figure 1.15.

Les protéines de la famille Bcl-2 peuvent étre localisées a la mitochondrie de fagon
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 Bcl-2 semblent
contrdler I'apoptose principalement par leurs effets sur la mitochondrie (Yin et al., 2003a;

Youle et Strasser, 2008).

Un point commun des protéines de la famille Bcl-2 est qu’elles partagent toutes des
séquences homologues dans quatre domaines d’homologie a Bel-2 (BHI, 2, 3 et 4), mais ce
ne sont pas tous les membres de cette famille qui posseédent 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 BHI 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 r6le 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 (Dents 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 a un seul domaine BH3,

Green bars depict o-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 BH1 (brown lines), BH2 (grey lines), BH3 (blue
lines) and BH4 (orange lines) regions are shown. The BHI, 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 Bcl-2 family
proteins and thercby promotes apoptosis. The upper five proteins (Bcl-2, Bel-XL, Bel-W, Al and
MCL1) are generally anti-apoptotic. The three proteins in the shaded area are less well 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 Bcl-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 I'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 a des actions antagonistes pour les deux types de
protéines et par conséquent, pourrait déclencher un processus rhéostat de contrdle de la mort

cellulaire, basé sur la balance délicate des facteurs pro-vie ou pro-mort (Oltvai et Korsmeyer,

1994, Jin et El-Deiry, 2005).

Un autre type d’interaction peut se produire entre deux membres proapoptotiques,
habituellement avec une protéine a un seul domaine BH3 et une protéine a multiples
domaines, comme par exemple Bid avec Bax (Wang et al., 1996; Youle et Strasser, 2008) ou
I’antagoniste/tueur homologue a Bcl-2 (Bak) (Wei et al., 2000; Willis et al., 2007; Youle et
Strasser, 2008). De telles interactions pourraient étre importantes dans l’activation des
molécules exécutrices 2 multiples domaines, Bax ou Bak, par les protéines a 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 fagon a
la cascade de caspases, ou la molécule initiatrice Bid activerait la molécule exécutrice Bax ou

Bak.

Le dernier type d’interaction est la multimérisation de la méme protéine de la famille
Bcl-2. Ce phénomene 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 a 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, I’homodimere ou I’homo-oligomérisation de protéines
antiapoptotiques permet d’amplifier leur bioactivité (Wang et al., 2008a), par exemple une
étude in vitro a démontré que les dimeres de Bcl-2 peuvent encore interagir avec Bax et

neutraliser ainsi I’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 role soit la régulation du transport de métabolites essentiels, comme I’ ADP et I’ ATP,
a travers la mitochondrie et donc le contrdle indirect des fonctions de cette organelle (Vander
Heiden et al., 1999; Schwarz et al., 2007). 1l est donc primordial que les protéines de cette
famille soient trés bien régulées puisqu’elles ont un rdle 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
a la mitochondrie (Luo et al., 1998; Li et al., 1998b; Youle et Strasser, 2008). Un autre
exemple est ’activation de la protéine antagoniste de mort cellulaire de Bcl-2 (Bad), par la
perte de son groupement phosphate en réponse & une privation de facteurs de croissance, qui
favorise la mort cellulaire par apoptose en antagonisant I’activité de Bcl-2 et de Bel-xL (Zha

et al., 1996; Youle et Strasser, 2008).

Une autre fagon de réguler 1’activité des protéines de la famille Bcl-2 est par leur
interaction avec d’autres types de protéines. Par exemple, la régulation de I'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 14-3-3¢ viendra se lier 2 Bad et induira sa
séquestration dans les membranes riches en cholestérol, empéchant ainsi sa fonction
proapoptotique 2 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 a la protéine
31 (Bap31) au site du RE. Bap31, activé par la caspase-8 active, régule 1'apoptose médiée
par le RE en induisant la fragmentation des membranes cellulaires et le relachement du
cytochrome ¢ de la mitochondrie. Par contre, la liaison de Bap31 a Bcl-2 ou a Bel-xL
empéche son activation et sa fonction proapoptotique (Ng ef al., 1997; Stojanovic et al.,

2005; Faitova et al., 2006).
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1.5.4 Caspases

Les caspases (pour cysteinyl-aspartate-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 c6té carboxylique des résidus de 1’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 a la
cellule qui sont reconnus comme étant le phénotype de 1’apoptose (Martin et Green, 1995;

Nicholson et Thomberry, 1997; Salvesen et Dixit, 1997; Fan ef al., 2005).

Les caspases chez les mammiféres peuvent €tre divisées en deux grandes familles :
celles dont le réle principal est la régulation des cytokines (caspases-1, -4, -5, -11, -13, -14 et
-15) et celles qui ont un réle central dans |’apoptose (voir tableau 1.5). La famille des
caspases impliquées dans 1'apoptose peut étre 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
initiatrices, car elles peuvent étre recrutées par des protéines activatrices de caspases (comme
FADD ou Apaf-1) griace au domaine recruteur de caspases (CARD, des caspases-1, -2, -4, -5,
-9, -11, -12) ou DED des caspases-8 et -10. Les caspases a plus petits prodomaines
(caspases-3, -6, -7) ne peuvent faire d’interactions protéine-protéine et elles sont donc moins
aptes a étre activées hitivement 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 requiérent 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 pl0
(Eckhart ef 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, ou x est
soit R, Q ou G (Murphy et Martin, 2003; Fan et al., 2005). Lors de ’activation des caspases,
il se produit deux clivages au niveau des liaisons Asp-X, un entre le prodomaine et la grande

sous-unité et I’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 possedent donc
deux sites actifs. La présence de ces résidus aspartiques internes aux sites de clivage permet
a certaines caspases de s’autoactiver ou d’étre 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 I’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-1 (ICE) Proinflammatoire
Caspase-2 (ICH-1) Proapoptotique
Caspase-3 (CPP32, Yama) Proapoptotique
Caspase-4 (ICErel II, TX, ICH-2) Proinflammatoire
Caspase-5 (ICErel 111, TY) Proinflammatoire
Caspase-6 (Mch2) Proapoptotique
Caspase-7 (Mch3, ICE-LAP3, CMH-1) Proapoptotique
Caspase-8 (FLICE, MACH, Mch5) Proapoptotique
Caspase-9 (ICE-LAP6, Mch6, APAF-3) Proapoptotique
Caspase-10 (Mch4) Proapoptotique
Caspase-11 Proinflammatoire
Caspase-12 Proapoptotique/ Proinflammatoire
Caspase-13 Proinflammatoire
Caspase-14 (MICE) Proinflammatoire
Caspase-15 Proapoptotique / Proinflammatoire

Légende: Les caspases-2, -8, -9, -10 et -12 sont des caspases initiatrices de la caspase
protéolytique proapoptotique, qui meéne a I’activation des protéases exécutrices de |'apoptose,
les caspases-3, -6, et -7. Ces demieres clivent de nombreuses protéines requises pour la
survie de la cellule. La fonction premicre des caspases-1, -4 et -5 en plus de leurs
homologues non-humaines caspases-11 et -13 est de transformer les proformes de
I’interleukine-1B et interleukine-18 en deux cytokines proinflammatoires (Martinon et
Tschopp, 2004). La caspase-14 est activée lors de la différenciation des kératinocytes
épithéliaux, mais elle n’est pas impliquée dans les processus apoptotiques (Lippens et 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-P1) tétrapeptidiques de leurs substrats, en clivant le lien entre le résidu P1 et le
c6té C-terminal de l’acide aminé adjacent dans la chaine 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 ef al.,
1996) et B (Neamati et al., 1995), la Gas2 (Brancolini et al., 1995), la kératine 18 (Caulin et
al., 1997), la B-catenine (Brancolini et al., 1997) et ICAD (Liu et al., 1997; Enari et al.,
1998), responsable de la dégradation de I’ADN une fois clivées. Le clivage de ces substrats
contribue a la réorganisation du corps cellulaire et méme dans certains cas, a la formation des

corps apoptiques (Murphy et Martin, 2003; Fan ez al., 2005).

Pour maintenir une balance entre la vie et la mort de la cellule, une famille de
protéines inhibitrices de ’apoptose ( [AP ) 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 I’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 er al., 2006). A
présent chez 1’humain, les membres de la famille des IAP sont cIAPI1 (protéine cellulaire
inhibitrice de 1’apoptose), cIAP2, hILP2 (human [AP-like protein 2), ML-IAP (melanoma
IAP), XIAP (protéine inhibitrice de 1’apoptose liée au chromosome X), NAIP (protéine
neuronale inhibitrice de 1’apoptose), Survivin et Apollon. Tous les membres de cette famille
contiennent un a trois domaines N-terminaux [AP répétés du baculovirus (BIR) et cing
d’entre eux contiennent a leur extrémité C-terminale un domaine RING (protéique « doigt a
zinc »). Les domaines BIR sont responsables de 1’abolition de 1’activité enzymatique des
caspases car ils bloquent leur poche catalytique. Pour ce qui est du domaine RING, il
possede une activité ligase E3 de I’ubiquitine et il dirige alors la dégradation des caspases

cibles par le protéasome (Fan et al., 2005; Eckelman et al., 2006; Mulfti 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 I'humain s'expose de
fagon considérable a 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 forét ou d’habitation et un constituant des gaz d’échappement des véhicules
motorisés. De plus, ce produit toxique est utilisé en industrie comme matiére premiere pour
la fabrication de polymeres d'acrylique, dans la production d'acide acrylique et comme
herbicide. L'acroléine, un aldéhyde o,B-insaturé trés réactif, est un des produits toxiques de la
peroxydation des lipides endogenes 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 a 1’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 I’acroléine.
Par contre, mon projet de recherche vise a investiguer divers mécanismes d’apoptose activés

par de faibles doses d’acroléine chez la lignée cellulaire pulmonaire A549.

1.6.2 Choix du modele

Pour approfondir les voies de signalisation de mort initiées par une exposition a
’acroléine, la lignée cellulaire A549 a été choisie. Il s’agit d’un adénocarcinome humain du
type de cancer du poumon le plus répandu, « non a petites cellules ». Cette lignée a été isolée
en 1972 et a été obtenue des cultures de I’«American Type Culture Collection » (ATCC). Le
choix des cellules A549 comme modele pour 1'étude provient du fait qu’elles sont des
cellules humaines, bien caractérisées, stables, immortelles, a prolifération rapide et d’origine

pulmonaire.
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L’exposition des cellules A549 a de faibles concentrations d’acroléine a été réalisée
dans le milieu t-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 a 37°C.
Les concentrations d’acroléine variaient de 0 a S0pM pour représenter les concentrations
retrouvées in vivo, puisque les niveaux estimés d’acroléine dans le sérum d’un humain sain
peuvent atteindre SOpM (Satoh et al., 1999) et 80uM dans les fluides des voies respiratoires
d’un fumeur (Eiserich et al., 1995).

1.6.3 Objectifs spécifiques

11 est connu qu’a des concentrations non létales, I’acroléine diminue la prolifération des
cellules pulmonaires cancéreuses humaines (Ramu et al., 1996; Horton et al., 1997; Rudra et
Krokan, 1999) et induit I’apoptose chez certaines lignées cellulaires, telles que les
macrophages alvéolaires (Li ef al., 1997a), ainsi que les cellules épithéliales des bronches
(Nardini et al., 2002). Récemment, chez les cellules ovariennes d’hamster chinois (CHQ) en
prolifération, il a été¢ démontré que ’acroléine active la voie mitochondriale (Tanel et Averill-
Bates, 2005) et la voie du récepteur de mort Fas (Tanel et Averill-Bates, 2007a) de
I’apoptose. De plus, toujours chez les cellules CHO, il a été établi que I’acroléine médie
I’induction de I'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 &tre inhibée par I’antioxydant N-

acétylcystéine (Tanel et Averill-Bates, 2007b).

Considérant qu’il n’est pas nécessairement possible de faire des extrapolations entre les
espéces, nous n’avons pas poursuivi les recherches dans un modele animal. Etant donné la
pertinence de I’exposition a I’acroléine pour la santé humaine, nous nous sommes attardés sur
I’induction de I’apoptose et de ses mécanismes de signalisation chez les cellules pulmonaires

humaines, soit le premier organe ciblé par une exposition a I’acroléine,
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Par contre, ces études précédentes permettent d’élaborer certaines hypotheses. Il est
donc probable que I’acroléine a faibles doses induit I’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 I’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 I’apoptose et initie la dysfonction de la mitochondrie par la voie du « cross-
talk ». En troisieme lieu, 'activation de la voie mitochondriale de ’apoptose par I’acroléine

sera évaluée.

1.6.4 Approches expérimentales

En premier lieu, les événements de la phase exécutrice d’apoptose ont été déterminés
par ’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 ’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 exces ce substrat a 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 &tre détectée par le fluorimetre.  L’activité
enzymatique de la caspase est proportionnel a la fluorescence é€mise par ces petites

molécules.
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Tableau 1.6

Liste des substrats fluorescents pour mesurer ’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)-NH,
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 'apoptose sera suivie au microscope & fluorescence
pour la condensation de la chromatine dans le noyau cellulaire grace a 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 4 la membrane cytoplasmique externe de la
cellule par marquage a I’annexin V-FITC (van Engeland et al., 1998; Averill-Bates et al.,
2005). L’iodure de propidium (PI), imperméable a la membrane plasmique (coloration rouge
en microscopie a 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 a fluorescence. Le comarquage au
Hoescht et au PI nous permet de classifier les cellules selon différents criteres. Les cellules
vivantes ne peuvent €tre marquées au PI car leur membrane plasmique est intacte, mais le
Hoescht les pénetre et marque légérement leur noyau avec une chromatine structurée, a
coloration bleu pale. Les cellules apoptotiques ont une membrane plasmique intacte et ne
peuvent pas étre marquées au PI, mais le Hoescht les pénetre et marque fortement 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 Pl 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 I’apoptose, la PS, qui était normalement a la
surface interne de la membrane plasmique, est transloquée la surface externe, ol I’annexin V
peut maintenant la lier. Grice 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 a membrane plasmique intact
expriment la PS a la surface extracellulaire et sont donc marquées par I’annexin V. Les
cellules apoptotiques & membrane plasmique perforée expriment la PS a la surface
extracellulaire et sont donc comarquées par I’annexin V et le PI. Les cellules nécrotiques ont
une membrane plasmique perforée mais n’expriment pas la PS a la surface extracellulaire,

donc elles ne sont marquées que par le P1.

Nous allons aussi étudier I’effet de 1’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 I’ ADN (Krishan, 1975).

En second lieu, le role de la voie du récepteur de mort Fas sera démontrée par la
translocation des protéines adaptatrices FADD et RIP du cytosol a la membrane
cytoplasmique par fractionnement cellulaire suivit de la méthode du Western blot (Bettaieb et
Averill-Bates, 2005). De plus, I’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 & 1’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). A I’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 a la surface extracellulaire des cellules exposées a 1’acroléine par
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rapport aux cellules non traitées grace a la cytométrie de flux. Cet appareil mesure I’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. a

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 2 la membrane mitochondriale seront évalués par fractionnement cellulaire

suivit de la méthode du Western blot (Bettaieb et Averill-Bates, 2005).

En troisi¢me lieu, la voie mitochondriale sera démontrée par différents facteurs. Le
changement du potentiel de sa membrane et [’augmentation de la production de ROS, suite a
une exposition a I’acroléine, seront démontrés en cytométrie de flux par le colorant Rhol23
{Rhodamine 123) (Bettaieb et Averill-Bates, 2005) et la sonde H,DCFDA (Denning et al.,
2002), respectivement. L.a Rhol23 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 a 3 fois plus élevé que celui de la membrane
plasmique, l'accumulation du colorant est majoritairement mitochondriale. La Rhol23 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 phénomeéne est mis a profit pour effectuer des mesures quantitatives du
potentiel de membrane mitochondrial (Shapiro, 1994). Par conséquent, plus I’'intensité de
fluorescence est faible, moins il y a de Rhol23 a la mitochondrie, et plus le potentiel de
membrane mitochondrial est faible. De son c6té, le H,DCFDA est une sonde spécifique aux
ROS et perméable aux membranes cellulaires. Elle devient fluorescente seulement au
moment ou ses groupements acétates sont clivés par les estérases intracellulaires lors d’un
stress oxydatif. Donc, plus ’intensité de fluorescence en cytométrie est élevée, plus il y a de

H,DCFDA 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, ou il a été possible de suivre I’impact d’une
exposition a 1’acroléine sur la translocation de différentes protéines telles que le cytochrome ¢
et '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,
’activation de la caspase-9 par fluorimétrie (Hampton et Orrenius, 1997; Tanel et Averill-
Bates, 2005). 11 a été suggéré que le ratio Bax/Bcl-2 était plus important que la modulation
de I’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
I’ immunocytochimie et le Western blot, ne peuvent pas donner un résultat quantitatif et elles
sont donc inadéquates pour calculer le ratio Bax/Bcl-2 (Ong et al., 2000). La cytométrie de
flux est particuliairement bien adaptée pour la mesure précise, semiquantitative de
I’expression de Bax et de Bcl-2, ainsi que pour l’estimation de I’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 1’expression totale de Bax et de Bcl-2 en
utilisant des anticorps monoclonaux fluorescents spécifiques a ces deux protéines par

cytométrie, permettant ainsi de calculer le ratio (Del Poeta er 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 poursuivre les recherches pour augmenter nos
connaissances sur l'acroléine, considérant l'étendue de I'exposition des humains a cet agent
toxique et de ses impacts sur la santé humaine. Ces études sur la toxicité de I’acroléine sont
pertinentes dans plusieurs contextes affectant la santé humaine, comme [’action
pharmacologique et/ou les effets secondaires de la cyclophosphamide, un agent anticancéreux
ou 'acroléine est I’'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 IL
RESULTATS EXPERIMENTAUX

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 “4549 Adenocarcinoma Cells Undergo Apoptosis by
Activation of the Death Receptor Pathway upon Exposure to Acrolein” sera soumis sous peu
a la revue Chemico-Biological Interactions. Ce manuscrit a €té rédigé par moi-méme et a été
révisé par la Dre Diana A. Averill-Bates. De plus, j’ai effectué toutes les expériences pour
cet article, a I’exception des résultats présentés a la Figure 9 portant sur la PEG-catalase, qui
ont été réalisés par Ahmed Bettaieb. Cette étude in vifro, sur la lignée cellulaire tumorale
AS549, porte sur I’évaluation des mécanismes de toxicité induits par I’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 DEATH RECEPTOR PATHWAY UPON EXPOSURE TO
ACROLEIN

Julie Roy, Ahmed Bettaieb and Diana A. Averill-Bates'?

Département des sciences biologiques, Université du Québec a 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-1-propanesulfonic acid; COPD: chronic
obstructive pulmonary disease; DISC: 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; oMEM:
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; PIDD: pS53 induced protein with a death domain; PS: phosphatidylserine;
PVDEF: polyvinylidene difluoride; RAIDD: RIP-associated ICH-1/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 I'humain s'expose de
facon considérable a 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,beta-insaturé treés réactif, est un des
sous-produits toxiques de la peroxydation des lipides endogénes lors d'un stress oxydatif. La
peroxydation des lipides a ét€ impliquée dans plusieurs désordres, dont certaines maladies
pulmonaires, cardiaques et neurodégénératives. Notre laboratoire a concentré ses efforts sur
I’évaluation des mécanismes de toxicité induits par I’acroléine in vitro, sur la lignée cellulaire
A549, un adénocarcinome pulmonaire humain. Plus précisément, nous avons étudié les
mécanismes impliqués dans I’induction de 1’apoptose par I’acroléine via la voie du récepteur
de mort Fas. [’exposition des cellules A549 a l’acroléine (0 a 50 pM) a causé une
augmentation de 1’expression du ligand FasL et la translocation des protéines adaptatrices
FADD et RIP 2 la membrane plasmique. A ces concentrations subléthales, I’acroléine a
induit ’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 I’augmentation de l’activation de p53 par phosphorilation et
déclenché la phase d’exécution de I’apoptose chez les A549 par I’activation de la caspase-7
effectrice, ’externalisation de la phosphatidylsérine et la condensation de la chromatine
nucléaire. La surproduction d’especes réactives de I’oxygene induite par ['acroléine est
responsable de I’augmentation du ligand FasL et de I'activation de la caspase-8. Cette étude
démontre que ’acroléine induit la voie extrinséque 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 CLES : Acroléine, apoptose, récepteurs de mort, caspase, Bid.
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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 S0 pM}) 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 o,-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 er 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 amino 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 er 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 cells (Kehrer et Biswal,
2000). This has been attributed to its highly reactive and extremely electrophilic proprieties
(Beauchamp et al., 1985), which permits it to bind cellular nucleophiles (Kehrer et Biswal,
2000). Acrolein can mediate cigarette smoke induced macrophage activation, which could be
responsible for the induction of chronic inflammation (Facchinetti er al., 2007) and mucus
hypersecretion in the respiratory track (Borchers et al.,, 1999). Hence, acrolein is a highly
selective airway toxicant (Aranyi ef al., 1986), which is capable of inducing respiratory tract
lesions (Beauchamp ef 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),
cystic fibrosis (Witschi ef al., 1997) and lung carcinogenesis (Feng er al., 2006).

Exposure to doses of acrolein higher than 50 uM 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 (Malhi 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 uM 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 permeability, alters levels of glutathione, protein sulfhydryls (Patel et Block,
1993) and thiol-containing enzymes, as well as forming adducts with DNA (Kehrer et

Biswal, 2000).

It was reported that at doses inferior to 50uM, 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 ef 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 er 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 ef al., 2006). This event results in the translocation of adaptor proteins
such as Fas associating death domain (FADD) and/or receptor-interacting protein (RIP) to the
cytoplasmic 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). Alternatively, 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 ef al., 2005). 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

AS549 cells (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) (Invitrogen Canada), 2 mM L-glutamine, 3.7 g/l sodium bicarbonate, 1.0 mM
sodium pyruvate and 1% penicillin (50 U/ml)-streptomycin (50 pg/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% CO, 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 (Grafstrom, 1990; Horton et al.,
1999).
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2.6.2 Flow cytometric analysis of FasR and FasL extracellular expression

Briefly, 1x10° cells were resuspended in cMEM plus 10% FBS and incubated with
acrolein (0 to 27 uM) 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 pl of PBS-1% FBS. Cells were then incubated either with 20 ug/ml of
(FITC)-labeled anti-FasR (Cifone et al,, 1994) or 20 pg/ml of (PE)-labeled anti-FasL
(Kayagaki et al., 1995) (Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA) for 30 min at room
temperature in the dark (Filion er 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-1 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 uM 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, cells were fixed with 1% formaldehyde for 20 min and permeabilized with
saponin buffer (20 mM Hepes/ 138 mM KCI/ 4 mM MgCl,/ 0.2 mg/ml saponin/ 1% bovine
serum albumin/ 1 mM ATP/ 3 mM phalloidin) for | min. Cells were washed twice in
saponin-free buffer and labeled for 1 h at 4°C with 20 pg/ml of (PE)-labeled anti-FasL
monoclonal antibody (Caltag laboratories, Burlingame, CA, USA). After washing cells three
times, total expression of FasL in 10 000 cells was analysed by FACScan (Vitriol et al.,
2007).

2.6.4 Preparation of whole cell lysates

Following treatment with acrolein, cells were washed in buffer A (100 mM sucrose, |

mM EGTA, 20 mM 3-(N-morpholino)-propane sulfonic acid (MOPS), pH 7.4) by
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centrifugation (1000 g, 3 min). Briefly, the supernatant was discarded, pelleted cells were
resuspended in lysis buffer H (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 80 mM B-
glycerophosphate, 10 mM EGTA, 0.5 mM EDTA, 1 mM Na;VO,, 5 mM Na,P,0,;, 50 mM
NaF, 2% SDS, 1% Triton X-100, 1 mM dithiothreitol (DTT) 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 lysates were isolated in the supernatant

(Bettaieb et Averill-Bates, 2005) for the immunodetection of FasR, p53 and anti-pS3 Ser"P .

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, | mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF),
I mM DTT and 1% cocktail of protease inhibitors: 10 pM aprotinin, 10 uM pepstatin A, 10
uM leupeptin, 25 uM calpain inhibitor I). After a 30 min incubation on ice, lysates 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
supernatant was centrifuged further at 15000 g for 15 min to isolate the mitochondrial
fraction. The pellet was subsequently washed with 500 uL of buffer A and centrifuged at
15000 g for 15 min. The final pellet containing the purified mitochondrial fraction was then

resuspended in lysis buffer H for the detection of tBid.

The supernatant was centrifuged at 100 000 g for | h. The resultant supernatant was
designated as the cytosolic fraction, which was used for the detection of FADD, RIP and Bid.
The pellet was resuspended in lysis buffer H and designated as the microsomal fraction,

which was used for the detection of translocation of FADD and RIP to the plasma membrane.

2.6.6 Immunodetection

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of the cellular proteins was

carried out according to Laemmli (Laemmli, 1970). Proteins (40 pg) 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 100°C and loaded onto a SDS-polyacrylamide gel.
Electrophoresis was carried out at a constant voltage of 125 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, 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 overnight 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'’P
(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 cyclooxygenase 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 caspase 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 uM
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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 pul 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—1-propane sulfonic acid and 10% sucrose, pH 7.2). Cells were lysed 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 uM, 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-Val-Asp-
Val-Ala-Asp-AFC (Z-VDVAD-AFC) with Amax excitation wavelength at 400 nm and Amax
emission wavelength at 505 nm. For caspase-8, the substrate was Z-lle-Glu-Thr-Asp-AFC
(Z-IETD-AFC) with Amax excitation at 400 nm and Amax emission at 505 nm, and for
caspase-7, the substrate was MCA-Val-Asp-Gin-Val-Gly-Trp-Lys-(DNP)-NH, (MCA-
VDQVDGWK(DNP)-NH,) with Amax excitation at 325 nm and Amax emission at 395 nm
(Calbiochem, La Jolla, CA, USA).

2.6.8 Determination of cell death by Annexin V-FITC staining

Externalized phosphatidylserine (PS) on the outer surface of the cytoplasmic
membrane becomes labeled by fluorescein (FITC)-labeled Annexin V (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 flow cytometry,
A549 cells (lxlO"’/ml) were incubated for 4 h with acrolein (0 to 27 uM). Cells were then
washed twice with PBS and resuspended in 1 ml of binding buffer (10 mM Hepes/NaOH, pH
7.5, 140 mM NaCl, and 2.5 mM CaCl,). A volume of 500 ul of cell suspension was
incubated with 5 ul of Annexin V-FITC and 10 pl of propidium iodide (PI) for 10 min at
room temperature in the dark. Cells (10 000) were then analysed by flow cytometry (Averill-
Bates et al., 2005). Annexin V-FITC fluorescence was detected on the FLL-1 detector and PI
fluorescence on the FL-3 detector. Four populations of cells were analysed: live control cells
in the lower-left quadrant (Annexin V7/PI'); early stage apoptotic cells in the lower-right

quadrant (Annexin V*/PI'); late stage apoptotic cells in the upper-right quadrant (Annexin
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V*/PT"); necrotic cells in the upper-left quadrant (Annexin V/PI"). The results are reported

as the fraction of total apoptotic cells (early and late stage apoptosis).
2.6.9 Morphological analysis of apoptosis

To wvisualize nuclear morphology and chromatin condensation by fluorescence
microscopy (Lee et Shacter, 1997), A549 cells were exposed to acrolein (0 or 14 pM) for 4 h
at 37°C in oMEM plus 10% FBS. Cells were then washed twice with PBS and Hoechst
33258 (60 pg/ml) was added for 15 min to stain apoptotic cells. Cells were washed and PI
(50 pg/ml)y was added to stain necrotic cells. 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). Cells were classified using the following criteria: a) live
cells (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 cells 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. Cells were pretreated with or without 300 uM
PEG-catalase for 3 h and then exposed to acrolein for the indicated periods of time. 10 pM
of 2"7'-dihydrodichlorofluorescein diacetate (H,DCFDA) was added. H,DCFDA produces a
green fluorescence when it becomes oxidized in the presence of hydrogen peroxide. Levels
of hydrogen peroxide in 10 000 cells were determined by flow cytometry using the FL-1

detector.
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2.6.11 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 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 uM);
(8)P < 0.05, (68 8)P < 0.01 as compared with cells 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 1 to 50 uM to
represent in vivo values, since the level of acrolein in the serum of a normal human was
estimated to reach 50 uM (Satoh er al., 1999) and up to 80 uM in respiratory track lining
fluids in smokers (Eiserich et al., 1995). The death receptor pathway of apoptosis can be
initiated by ligation of the receptor Fas (FasR) to its Iiéand, 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 cells, we evaluated the modulation of
expression of FasR and FasL by flow cytometry (Fig. 1A-1E). There was a 4 to 29 %
increase in FasL. expression at the extracellular surface of the plasma membrane following a
1 h exposure to acrolein concentrations ranging from 1 to 27 uM, 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. 1A, 1B). Since the extracellular FasR
expression decreased following exposure to acrolein, we further investigated if there were

changes in the total expression of this receptor. The immunodetection of FasR in A549



73

whole cell lysates after 1 h of exposure to acrolein (3-14 uM) 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 (Jaitteld 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-10 was not activated 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 cells (maximum increase 14 %)
after exposure to 0 to 7 uM of acrolein, for 30 min to 2 h. After 30 min exposure to acrolein
(0 to 27 uM), 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 uM).
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2.7.4 Induction of the cross-talk pathway by acrolein and implication of p53

Once procaspases-2 and/or -8 are activated, they can induce a cross-talk pathway
between the death receptor and the mitochondrial pathways, through their ability to cleave
Bid (Lavrik er al., 2006; Youle et Strasser, 2008). Exposure of A549 cells to acrolein for 30
min caused a small increase in mitochondrial tBid, which was more pronounced after 1 h
(Fig. 5A, 5C). In addition, acrolein induced a dose-dependent increase in cytosolic
expression of full length Bid up to 2.2-fold, relative to the untreated control after 30 min (Fig.
5B). 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-5C).

It is well known that p53, 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 p53 and its phosphorylation, A549 cells were exposed to low concentrations of
acrolein ranging from O to 14 uM, for 30 min and | h. Acrolein (7 pM) induced an increase
in the total cellular expression of p53 and phospho p53(serl5) 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,
2008). The downstream event investigated from caspases-2 and -8 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 AS549 cells to acrolein at concentrations
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ranging from 0 to 27 uM (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 pM.

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 AS549 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. 8D, 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 uM of acrolein, compared to the untreated control (Fig.

8D, 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 H,DCFDA fluorescence (Fig. 9A). There was a 14 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 uM 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 can induce apoptosis by the death receptor pathway. This was
partially confirmed in acrolein-exposed A549 cells by increased expression of FasL, which
was also shown in CHO cells (Tanel et Averill-Bates, 2007a), and decreased expression of
FasR by acrolein at the extracellular membrane, while total cellular content of FasR remained
stable. These results imply that increased FasL expression at the extracellular membrane
encumbers FasR by specific binding, thereby preventing its detection by the anti-FasR-FITC.
The decrease in FasR at the extracellular membrane could also be explained by
internalisation of the Fas[.-FasR cluster following receptor activation (Henkler et al., 2005).
These results suggest that acrolein induces 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 RIP to the plasma cell membrane and caspase-8 activation.

2.8.2 Acrolein induces translocation of adaptor proteins FADD and RIP to the plasma
membrane

It is well established that TNF-induced cell death can take the form of either apoptosis
or necrosis (Laster ef al., 1988). The ability of Fas to induce necrosis-like programmed cell
death, in addition to apoptosis, has also been described (Holler et al., 2000). The complexity
of death-receptor-induced cell survival, apoptotic and necrotic signaling networks now
exceeds by far that of the simple linear pathway originally suggested by the discovery of the
receptor-triggered caspase cascade (Jaitteld 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 low concentrations (less than 50 uM) of
acrolein led to recruitment of FADD and RIP to the cytoplasmic membrane. These results
are consistant with acrolein-induced FADD translocation to the cytoplasmic membrane in
CHO cells at low concentrations (inferior to 50 uM) (Tanel et Averill-Bates, 2007a). Under
these conditions, acrolein induced PS externalization and nuclear chromatin condensation
associated with apoptosis and a low level 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 cells, after short exposures (0.5 to 2
h), demonstrated that acrolein (1 to 27 uM) caused substantial caspase-8 activation. These
results are in agreement with acrolein-induced caspase-8 activation in CHO cells at low
concentrations (10 to 50 uM) (Tanel et Averill-Bates, 2007a). Given the low 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-terminal fragment that
appears to enhance apoptosis through enhanced DISC formation (Holler er 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 well defined, and are in
fact controversial. Some 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 RAIDD 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 AS49 cells, acrolein (1 to 7 uM) 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

mitochondrial 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 pS3 after a 30 min to 1 h in A549 cells and increases activation of pS3 Ser"’P after 30
min, this could explain the upregulation of cytosolic Bid expression after a 30 min exposure
to acrolein. The posttranslational modification of p53 at p53 Ser'"P has also been

demonstrated in acrolein-treated CHO 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 would enhance the capacity of Bid to transport lysolipids to
the outer mitochondrial membrane. Here, the detergent-like effect of these lysolipids 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 (Slee ef 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 all of the caspase enzymes contain a nucleophilic active-site cysteine
residue, potentially they could all be inhibited by acrolein, through direct alkylation
(Mannick et al,, 1999; Finkelstein et al., 2001). Even though pro-caspase-3 undergoes
cleavage to generate caspase-3 in CHO 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 uM 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 pM) in murine proB
lymphocytes (Kern 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 AS549 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 pM of
acrolein (Li et al., 1997a), in the human lung epithelial cell line HBE1, as indicated by the
externalization of PS and DNA fragmentation, 24 h after a 30 min exposure to concentrations
of 10 to 25 pM 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 cells. 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 cells. This is a new contribution to
knowledge in acrolein toxicity, which can increase ROS production by rapidly depleting cells
of its antioxidants, such as glutathione, which inhibits the detoxification of H,0,. Significant
accumulation of H,0, in cells, produced by endogenous mechanisms (mitochondrial electron
transport chain), is responsible for the toxic effects of acrolein exposure which significantly
impairs mitochondrial functions, such as cellular respiration and ATP production (Luo et al.,
2005).

2.9 Conclusions

In 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
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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2.11  Figure Legends

Fig. 1: FasL expression is increased by acrolein. A549 cells (10° /ml) were incubated for
1h at 37°C with acrolein (0 to 27uM) 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 pM without antibody (—), 0 uM with antibody (filled
line) and 50 pM acrolein (). (D) After 1h exposure of AS549 cells to acrolein,
immunodetection of FasR (48kDa) in whole cell lysates 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 /ml) were incubated for 30 min or 1h at 37°C with acrolein (0 to
14uM) in ¢-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 (1h) 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. AS549 cells (10° /ml) were incubated for lh or 2h at 37°C with acrolein (0 to
50uM) in a-MEM containing 10% FBS. Immunodetection of RIP (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 RIP are relative to the untreated control. (C) A
representative blot for RIP expression (1h) 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 (10° /ml)
were incubated for 30 min, 1h or 2h at 37°C with acrolein (0 to 27uM) in «-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 (10° /ml) were incubated for 30
min, lh or 2h at 37°C with acrolein (0 to 14uM) in o-MEM containing 10% FBS.
Immunodetection of cytosolic Bid (22kDa) and mitochondrial t-Bid (15kDa) 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 (1h) and Bid (2h).

Fig. 6: Acrolein induces activation of p53. A549 cells (10° /ml) were incubated for 30 min
or 1h at 37°C with acrolein (0 to 14uM) in -MEM containing 10% FBS. Immunodetection
of p53 and of p53 Ser'’P in whole cell lysates was carried out by Western blotting, using
GAPDH (37kDa) as loading control. Densitometric analyses of the expression of (A) p53
and (B) p53 Ser”®P are relative to the untreated control. (C) A representative blot from three
independent experiments is shown for expression of p53 and p53 Ser'’P (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 (10° /ml) were
incubated for 30 min, 1h or 2h at 37°C with acrolein (0 to 27uM) in &-MEM containing 10%
FBS. Caspase-7 activity was measured in cell lysates using the fluorescent substrate MCA-
VDQVDGWK(DNP)-NH,. 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! (**) 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 (10° /ml) were
incubated for 4h at 37°C with acrolein (0 to 27uM) in a-MEM containing 10% FBS. (A)
Acrolein induces externalization of phosphatidylserine. A549 cells were subsequently
stained using Annexin V-FITC 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 uM (B) and 14 pM acrolein (C). Morphological analysis of apoptosis in (D)
untreated A549 cells and (E) cells exposed for 4h to 14 uM 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 (10° /ml) were pretreated with or without 300 pM PEG-catalase for
3h and then exposed to acrolein concentrations ranging from 0 to 50 uM for the indicated
periods of time. (A) Levels of ROS in 10 000 cells were analysed by flow cytometry, using
the FL-1 channel for H,DCFDA. (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 cell 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 (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 IIL
RESULTATS EXPERIMENTAUX

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 Dre Diana A.

Averill-Bates. Le manuscrit intitulé “Acrolein Induced Apoptosis via Activation of the
Mitochondrial Pathway in 4549 Adenocarcinoma Cells” sera soumis sous peu a la revue
Toxicology. Ce manuscrit a été rédigé par moi-méme et a été révisé par la Dre Diana A.
Averill-Bates. De plus, j’ai effectué toutes les expériences pour cet article, a I’exception des
résultats présentés a 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 I’évaluation

des mécanismes de toxicité induits par 1’acroléine et sur la voie apoptotique de la
p

mitochondrie qu’elle déclenche.
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3.2 Article

ACROLEIN INDUCED APOPTOSIS VIA ACTIVATION OF THE MITOCHONDRIAL
PATHWAY IN A549 ADENOCARCINOMA CELLS

Julie Roy, Ahmed Bettaieb and Diana A. Averill-Bates'?
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Abbreviations: ALF: apoptosis-inducing factor; AKT: protein kinase B; Apaf-1: apoptosis
protease activating factor-1; Bax: Bcl-associated X protein; Bcl-2: B-cells lymphoma 2; Bcl-
XL: Bcl-associated X long protein; Bid: BH3-interacting domain death agonist; BSA: bovine
serum  albumin;  CHAPS:  3-[(3-cholamidopropyl)dimethyllammonio]-2-hydroxy-1-
propanesulfonic acid; CARD: caspase recruitment domain; cIAP: cellular inhibitors of
apoptosis; COPD: 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
receptor; FasL: Fas ligand; sFasL: soluble Fas ligand; FACS: fluorescence activated cell
sorter; FBS: fetal bovine serum; FCCP: p-trifluoromethoxy-phenyl-hydrazone FITC:
fluorescein  isothiocyanate; GAPDH:  glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase;
H,DCFDA: 2',7-Dichlorodihydrofluorescein diacetate; «MEM: minimum essential medium
alpha; MOPS: 3-(N-morpholino)-propane sulfonic acid; NADH: nicotinamide adenine
dinucleotide; OMM: outer mitochondrial membrane; PARP: poly(ADP-ribose) polymerase;
PBS: phosphate-buffered saline; PI: propidium iodide; PS: phosphatidylserine; PTP:
mitochondrial permeability transition pore; PVDF: polyvinylidene difluoride; Rhol23:
rhodamine 123; ROS: reactive oxygen species; SDS-PAGE: sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis; tBid: truncated Bid.

Running title: Acrolein, Apoptosis and Mitochondria
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3.3 Résumé

L'acroléine, un aldéhyde alpha,beta-insaturé tres réactif, est un polluant omniprésent
dans l'environnement et ['humain s'expose de fagon considérable a cet agent toxique dans son
alimentation, par exemple dans la vapeur d'huile de cuisson, et par la combustion de matieres
organiques. Elle est un des sous-produits toxiques de la peroxydation des lipides endogenes
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 1’acroléine in vitro, sur la lignée cellulaire A549, un adénocarcinome pulmonaire
humain. Plus précisément, nous avons étudié les mécanismes impliqués dans I’induction de
’apoptose par ’acroléine via la voie mitochondriale. L’exposition des cellules A549 a
I’acroléine (0 & 50 pM) a causé une augmentation du potentiel membranaire mitochondrial
ainsi qu’une surproduction des especes réactives de I’oxygéne. De plus, cette exposition a
amené une translocation de Bax i la mitochondrie, le relichement du cytochrome ¢ dans le
cytosol et la translocation de la protéine AIF au noyau. A ces concentrations subléthales,
I'acroléine a induit 1’activation de la caspase-9 initiatrice, ainsi que des caspases exécutrices,
caspases-3 et -6. L’acroléine a aussi conduit a I’exécution de I’apoptose par le clivage de
I’enzyme PARP.  L’inhibition par l’antioxydant PEG-catalase a démontré que la
surproduction d’espéces réactives de 1’oxygeéne induite par 1’acroléine est responsable de
I’augmentation du potentiel membranaire mitochondrial et de 'activation de la caspase-3.
Cette étude démontre que 1’acroléine induit la voie intrinseque de I’apoptose médiée par le
stress oxydatif chez les cellules A549. 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 CLES : Acroléine, apoptose, mitochondrie, caspase.
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3.4 Abstract

Acrolein, a highly reactive alpha,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 SO uM) caused an increase
in mitochondrial membrane potential and of reactive oxygen species production. There was
translocation of Bax to the mitochondria, 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. Inhibition
by antioxidant PEG-catalase showed that overproduction of reactive oxygen species induced
by acrolein was responsible for increased mitochondrial 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 AS49 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 o,f-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 DL-
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 omnipresent

in the environment (Kehrer et Biswal, 2000).

Acrolein is also produced ir 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 Biswai, 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 er
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 DNA and can also form
protein adducts (Kehrer et Biswal, 2000; Furuhata ef 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 (COPD) (Hogg,
2001), which often includes chronic bronchitis and emphysema (Saetta, 1999), cystic fibrosis

(Samet et Cheng, 1994) and lung carcinogenesis (Feng ef al., 2006).

Sublethal doses of acrolein, inferior to 50 uM, were shown to decrease the

proliferation of human lung carcinoma cell lines (Rudra et Krokan, 1999) and induce
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apoptosis in some cell types, such as alveolar macrophages (Li ef al., 1997a) and bronchial
epithelial cells (Nardini et al., 2002). Apoptosis plays an important part in homeostatic cell
turnover and in the regulation of cell numbers during development (Jacobson et al., 1997).
Distinct morphological and biochemical alterations characterize this cell 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-1 (Apaf-1) and leads to the assembly of a heptameric protein ring
called an apoptosome, that can bind procaspase-9 and induce its activation through a
conformational change (Schwarz et al., 2007; Youle et Strasser, 2008). Upon 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 G and apoptosis-inducing factor (AIF), normally 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 El-Deiry, 2005).

Recently, it was demonstrated that acrolein activates the mitochondrial and the death
receptor pathways of apoptosis in normal Chinese hamster ovary (CHO) cells (Tanel et

Averill-Bates, 2005; Tanel et Averill-Bates, 2007a). However, the molecular mechanisms
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and biochemical pathways implicated in acrolein-induced apoptosis are not well understood.
Since one of major routes of exposure to acrolein is the lung via inhalation, we therefore
chose the A549 adenocarcinoma cell line for this study for its human pulmonary origin. This
research investigates whether exposure to low doses of acrolein (1 to 50 uM) 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 can
increase the outer mitochondrial membrane permeability and by consequence, cause the
release of proapoptotic proteins, such as cytochrome ¢ 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 toxic agent and its effect on human

health.

3.6 Material and Methods

3.6.1 Cell culture

A549 cells (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) (Invitrogen Canada), 2 mM L-glutamine, 3.7 g/l sodium bicarbonate, 1.0 mM
sodium pyruvate and 1% penicillin (50 U/ml)-streptomycin (50 pg/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% CO, 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 («MEM) plus 10% FBS for experimental studies (Horton et al., 1999).
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362 Measurement of mitochondrial membrane potential by flow cytometry

To measure changes in mitochondrial membrane potential, the fluorescent probe
rhodamine 123 (Rho123) was used. Freshly harvested A549 cells (1x106), resuspended in
OMEM plus 10% FBS, were pretreated with or without 300 uM polyethylene glycol catalase
(PEG-catalase) (Sigma-Aldrich Canada, ON, Canada) for 3 h and then exposed to acrolein (0
to 50 uM) or to 25 uM 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 (1000 g, 3 min) with cold PBS. Then, 2 uM of Rho123 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-1 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).

3.63 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 (1x10% were
resuspended in «KMEM plus 10% FBS and pretreated with or without 300 uM PEG-catalase
for 3 h and then exposed to acrolein for the indicated periods of time. 10 uM of 2'7'-
dihydrodichlorofluorescein diacetate (H,DCFDA) 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 (H,0,), and
then incubated for 30 min with 10 pM H,DCFDA. Samples were washed and analysed by
flow cytometry on the FL-1 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 cell lysates

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
centrifugation (1000 g, 3 min). Briefly, the supernatant was discarded, pelleted cells were
resuspended in lysis buffer H (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 80 mM p-
glycerophosphate, 10 mM EGTA, 0.5 mM EDTA, 1 mM Na;VO,, 5 mM Na,P,0;, 50 mM
NaF, 2% SDS, 1% Triton X-100, 1 mM dithiothreitol (DTT) 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 lysates were isolated in the supernatant for
the immunodetection of p53, phospho-pS3(serlS), AKT, phospho-AKT(ser473), Bad,
phospho-Bad(ser136), cIAP1/2 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, | mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF), 1 mM DTT and 1% cocktail of protease inhibitors: 10 pM aprotinin, [0 uM
pepstatin A, 10 uM leupeptin, 25 uM calpain inhibitor I). After a 30 min incubation on ice,
lysates were homogenised using a hand potter (Kontes glass CO, Duall 22, Fisher, QC,
Canada).  Unbroken cells were pelleted by centrifugation at 500 g for 5 min. The
supernatant was centrifuged further at 2500 g for 10 min to isolate -the 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 pl of buffer N (20 mM HEPES-KOH, 25% glycerol, 420
mM NaCl, 0.2 mM PMSF, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM EDTA, | mM DTT, 1% cocktail of
protease inhibitors, pH 7.9 at 4 °C) 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 2500 g centrifugation, the isolation supernatant was further centrifuge at
15000 g, 15 min. The subsequent pellet was washed with 500 uL of buffer A and centrifuged
at 15000 g for 15 min. The final pellet containing the purified mitochondrial fraction was

then resuspended in lysis buffer H for the detection of Bax, cytochrome ¢ and AIF.

The supernatant obtained by the first 18000g centrifugation was then centrifuged at
100 000 g for 1 h. The resultant supernatant was designated as the cytosolic fraction, which

was used for the detection of cytochrome ¢ and AIF (Bettaieb et Averill-Bates, 2005).

3.6.6 Immunodetection

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of the cellular proteins was
carried out according to Laemmli (Laemmli, 1970). Proteins (40 pg) were quantified
according to Bradford (Bradford, 1976) and then solubilised in Laemmli sample buffer. The
samples were boiled for 5 min at 100°C and loaded onto a SDS-polyacrylamide gel.
Electrophoresis was carried out at a constant voltage of 125 V. Cellular proteins were
transferred electrophoretically to a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane using a
MilliBlot Graphite Electroblotter I apparatus (Milli-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 at 80 mA/gel.
Hydrophobic or nonspecific sites were blocked overnight 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-PARP, anti-cIAP1/2, anti-AIF, anti-cytochrome c, anti-Bax,
anti-Bad, anti-phospho-Bad(ser136), 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 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
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anti-goat IgG (Biosource, Camarillo, CA, USA). PVDF membranes were washed four times
for 15 min, and all 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, 1x10° cells were resuspended in aMEM plus 10% FBS and incubated with
acrolein (0 to 27 uM) in a final volume of 1.0 ml at 37°C. After 1 h or 2 h of exposure, the
cells were washed twice by centrifugation (1000g, 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-1% FBS by centrifugation, they were resuspended in | ml of
PBS-1% FBS-0.05% Tween 20 and incubated for 15 min at 37 °C for cell membrane
permeabilization. Cells were then washed with PBS-1% FBS by centrifugation (1000 g, 3
min) and then labeled: with anti-Bax, anti-Bcl-2 or anti-survivin monoclonal antibodies (5 ul
per 10° 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-1 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. Cells were pretreated with or without 300 uM
PEG-catalase for 3 h 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 ul 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—1-propane sulfonic acid and 10% sucrose, pH 7.2). Cells were lysed 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 uM, 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 Amax excitation at 400 nm and Amax emission at
505 nm. For caspase-3, the substrate was Ac-Asp-Glu-Val-Asp-AMC (Ac-DEVD-AMC)
with Amax excitation at 380 nm and Amax emission at 460 nm, and for caspase-6, the
substrate was Ac-Val-Glu-Ile-Asp-AMC (Ac-VEID-AMC) with Amax excitation at 380 nm
and Amax emission at 460 nm (Calbiochem, La Jolla, CA, USA).

3.6.9 Cell cycle analysis

Following a 24 h treatment with acrolein, 1x10° cells were washed twice in PBS-1%
FBS by centrifugation (1000 g, 3 min). The pelleted cells were resuspended in 1 ml of cold
PBS-1% FBS and 3 ml of cold 100% ethanol was added drop by drop with agitation to avoid
cell clumping. Cells were fixed at -20 °C for | h and then washed twice in PBS. The pelleted
fixed cells were resuspended in 500 ul of cell cycle solution (0.05 mg/ml of propidium iodide
and 0.5 pg/ml of RNase A in PBS) and incubated at 4°C for 24 h in the dark (Krishan, 1975).
Cells (10 000) were analysed by flow cytomeiry on the FL-2, FL.2-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/GI1 phase, S phase and G2/M phase.
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3.6.10 Statistics

Data represent meanstSEM 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 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 uM);
(6)P < 0.05, (60)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 AS549 cells. We first evaluated its effect on mitochondrial
membrane potential (Fig. A, 1B). A hyperpolarisation of the mitochondrial membrane was
induced when cells were exposed to low concentrations of acrolein ranging from 0 to 50 uM,
for 30 min to 1 h. Rhol23 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. |C, ID). Several studies have
linked mitochondrial membrane hyperpolarisation with ROS generation (Russell ef 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 Bcl-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 uM, 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 Bcl-2, or in the ratio of Bax / Bcl-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 c into the cytosol, where it can bind Apaf-1 (Li et al., 1997b) and amplify the
apoptotic cascade. Acrolein (0 to 14 uM) caused the liberation of cytochrome ¢ into the
cytosol after 30 min in A549 cells. In the mitochondrial fraction, cytochrome ¢ levels
decreased to about 60 %, relative to the untreated cells (Fig. 3A, 3C). Cytochrome ¢ 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-1 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 O
to 27 uM, for 30 min, | 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 | 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 cells. Caspase-3
activity increased by about 20 to 29 % after a 1 h exposure to acrolein (1 to 27 uM) 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 cells.

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 El-Deiry, 2005). We subsequently investigated the
ability of acrolein (0 to 14 pM) to induce the release of AIF from mitochondria, In the
mitochondrial fraction (Fig. 5B, 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. Finally, in the nuclear fraction (Fig. SA, 5D), acrolein induced an 8 to 202 %

increase in AIF expression after an exposure of 30 min to | 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 cells. This was evaluated by changes in the cell cycle, including 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, G0/Gl, S, and G2/M, did not change during a 24 h exposure to
acrolein.  Nevertheless, the percentage of SubGO0/Gl population, corresponding to

fragmented DNA in apoptotic cells, increased up to 10 % in acrolein-treated A549 cells,
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compared to the untreated cells. Furthermore, expression of full-length 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 uM). 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 Bcl-2 and Bcl-XL, neutralizing their antiapoptotic
activity (Jin et El-Deiry, 2005). We therefore determined the ability of acrolein to modulate
the expression of Bad and its phosphorylation (Fig. 8A, 8B). Exposure to 14 uM of acrolein
for 30 min induced a 29 % increase in total cellular expression of Bad. However, a 30 min
exposure to acrolein caused a pronounced dose-dependent increase in total cellular

expression of phospho Bad (ser136) from 50 to 230 %, in relation to the untreated cells.

3.7.9 Acrolein increases clIAP1/2 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 uM) to regulate the expression of cIAP1/2 in A549 cells (Fig. 9A, 9B). Indeed,
acrolein induced a dose-dependent increase in the total cellular expression of clAP1/2,

ranging from 25 to 91 % above the control level.
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Survivin, the only cIAP to associate with chromatin structures (Li ef 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 cells. After a 1 h exposure (0 to 14 pM),
there was a small (10 to 16 %) decrease in the total cellular expression of survivin, compared

to the untreated control (Fig. 9C, 9D).

3.7.10 Effects of acrolein-induced ROS on mitochondrial membrane potential and caspase-3

activation

Since acrolein caused mitochondrial apoptosis in A549 cells, we further investigated
whether this pathway could be triggered by increased ROS production. We therefore
evaluated whether the cell 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 cells with 300
uM PEG-catalase, a well-known ROS scavenger, which detoxifies hydrogen peroxide (Fig.
10A, 10B, 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 pM) induced ROS overproduction in proliferating human pulmonary
adenocarcinoma A549 cells. Luo and coworkers reported that acrolein induced cell death by
necrosis in PC-12 cells, through stimulating the production of mitochondrial ROS and
inflicting mitochondrial dysfunction (Luo et al., 2005). Acrolein caused hyperpolarisation of

the mitochondrial membrane in A549 cells, which underwent cell death by apoptosis, rather
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than necrosis. Several studies using other toxic compounds (Joshi 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 ez 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. Some 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 ¢ release (Kim et Chung, 2007). Our findings show that the total cellular
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expression of Bax and Bcl-2 and the ratio between these proteins are not modulated by short
exposures to low concentrations (0 to 27 uM) 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 CHO cells after 1 h exposure (Tanel et

Averill-Bates, 2007Db).

3.8.3 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 c into the cytosol, after
30 min. These results are in agreement with acrolein-induced cytochrome c translocation
from mitochondria to the cytoplasm in CHO cells after | h exposure (Tanel et Averill-Bates,
2005). Acrolein could cause mitochondrial dysfunction through the cross-talk pathway
involving caspases-2 and -8 mediated cleavage of proapoptotic protein Bid (Roy er al,
2008a), 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 ez al., 20082). 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 ¢ by mechanisms which appear to involve

proapoptotic Bcl-2 proteins, rather than loss of MMP.

3.8.4  Acrolein induces activation of initiator caspase-9 and effector caspases-3 and -6

At the post-mitochondrial level, cytochrome ¢ is an essential component of the cytosolic
apoptosome complex, along with Apaf-1 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 CHO cells after | h exposure (Tanel et
Averill-Bates, 2005), but for the first time, we demonstrate that acrolein induces activation of
caspase-6 in A549 cells. Caspase activation by acrolein seems to be cell type dependent
since other reports indicated that it inhibits activation of caspase-3 in CHO (Tanel et Averill-
Bates, 2005; Tanel et Averill-Bates, 2007a) and in PC-12 (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 Averill-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 AJF release from mitochondria and translocation to the nucleus

AIF normally resides in the mitochondrial intermembrane space and can act as a ROS
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 pM) 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 p353

activation after 30 min in A549 cells (Roy et al., 2008a), it is possible that the direct action of
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p53 on the mitochondrial outer membrane (Mihara et al., 2003) might exert a synergistic
effect by enabling the rapid release of AIF from mitochondria (Stambolsky er 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 ef al., 1997a) and in the
human lung epithelial cell line HBE1 (Nardini et al., 2002). In CHO cells, 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 cell survival by exerting an antiapoptosis effect against various stimuli
{(Franke et al., 1995) and plays a significant role in glucose metabolism (Faber et al., 2006).
Activation of AKT by phosphorylation prevents the proapoptotic action of Bcl-2 family
protein Bad through its phosphorylation at Ser'P (Datta er al, 1997). Bad regulates
apoptosis upstream from mitochondrial-mediated caspase-9 activation, by binding to Bcl-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 well as an upregulation in Bad phosphorylation, in A549 cells. AKT

activation could 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 et 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 mitochondria 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 cIAP1/2 expression in the presence of acrolein

Not long ago, cIAP-1 and cIAP-2 were found to directly inhibit some 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 pM) of acrolein induced an upregulation of the total cellular
content of antiapoptosis cIAP1/2 proteins in A549 cells 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
clAP-2 is mediated by activated AKT (Hu et al., 2004). Also, others have found that
overexpression of AKT resulted in an upregulation of clAP-1 expression (Gagnon et al.,
2003). These results suggest a pivotal 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 ef al., 1998a). For the first time, we report that
low doses (0 to 14 pM) of acrolein induced a slight downregulation of the total cellular
content of antiapoptosis protein survivin in A549 cells after | h exposure. This result could

be associated with acrolein-induced pS3 activation and/or to acrolein-generated ROS. In
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AS549 cells, previous reports suggested that pS3 down-regulates the expression of survivin, by
binding to the survivin promoter and suppressing its transcription (Ykeda ef 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 survival/death balance towards cell death (Jin et al,,

2006).

3.89 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
partially 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 cIAP1/2. 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 (Jadtteld 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 signals (Strasser er al., 2000). In the case of IAPs, they can be



124

degraded by the caspases (Liston ef al., 2003). The overall fate of the cell is a question of
balance between the pro- and antiapoptotic signals. In this study, even though the
antiapoptotic proteins are upregulated and activated, we can still detect an activation of the
proapoptotic signals 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 (106 /ml) were incubated for 30 min, lh or 2h at 37°C with acrolein
(0 to 50uM) in -MEM containing 10% FBS. (A) A549 treated cells, relative to untreated
control cells, were analysed by flow cytometry for Rhol23 (2uM) fluorescence in channel
FLL1. Data represent means and SEM of relative fluorescence intensity from three
independent experiments. FCCP (25uM) 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 O pM (filled line), 14 uM acrolein (),
and 1h to FCCP (7). (C) AS549 treated cells, relative to the untreated control cells, were
analysed by flow cytometry for H,DCFDA (10uM), fluorescence in channel FL1. Data
represent means and SEM of relative fluorescence intensity from three independent
experiments. H,O, (1mM) was the positive control for ROS production. (D) The histogram
blots are representative results of ROS expression in A549 cells exposed for 1h to 0 uM
(filled line), 14 uM acrolein (-}, and to H,O, (7). 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 / Bel-2 ratio. AS549 cells (1 0° /ml) were incubated for 2h at 37°C with acrolein
(0 to 14uM) in o-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) AS49 treated cells, relative to the
untreated control cells, were analysed by flow cytometry for internal 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 pM (filled line), and 14 uM acrolein (-). (E) The histogram blots
are representative results of Bcl-2 expression in A549 cells exposed for 2h to 0 pM (filled
line), and 14 uM acrolein ().

Fig. 3: Release of cytochrome ¢ from mitochondria in the presence of acrolein. A549
cells (10° /ml) were incubated for 30 min at 37°C with acrolein (0 to 14uM) in a-MEM
containing 10% FBS. Immunodetection of cytochrome ¢ (I1kDa) 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 ¢ and (B) cytosolic cytochrome ¢ 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.
AS549 cells (106 /ml) were incubated for 30 min, 1h or 2h at 37°C with acrolein (0 to 27uM)
in «-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 cell lysates 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-AMC. 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 cells (10° /ml) were incubated for 30 min or [h at 37°C with acrolein (0 to
14uM) in o-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. (D) A representative blot from three independent experiments is shown for cells
exposed for 30 min to acrolein. P < 0.05 (*) indicates a statistically significant difference
between treatment with acrolein and the untreated control.

Fig. 6: Activation of the execution phase of apoptosis by acrolein. (A) A549 cells (10°
/ml) were incubated for 24h at 37°C with acrolein (0 to 27uM) in a-MEM containing 10%
FBS. Using PI as a marker for cell cycle, 10 000 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 cell cycle in channel FL.2-A is shown for the untreated cells and A549 cells treated with
[4 uM of acrolein. (C) Immunodetection of PARP (116kDa) in whole cell lysates was
carried out by Western blotting, using GAPDH (37kDa) as loading control. AS549 cells (10°
/ml) were incubated for 2h at 37°C with acrolein (0 or 14uM) in a-MEM containing 10%
FBS. Densitometric analyses of the expression of PARP are relative to the untreated control.
(D) 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. 7: Activation of AKT in the presence of acrolein. A549 cells (10° /ml) were
incubated for 30 min or 1h at 37°C with acrolein (0 to 14uM) in &-MEM containing 10%
FBS. Immunodetection of AKT and PhosphoAKT (serd473) (60kDa) 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 (serd73) are
relative to the untreated control. (C) A representative blot from three independent
experiments is shown for cells 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. AS549 cells (10° /ml) were incubated for
30 min at 37°C with acrolein (0 to 14uM) in o-MEM containing 10% FBS.
Immunodetection of Bad and PhosphoBad (ser136) (25kDa) in whole cell lysates was carried
out by Western blotting, using GAPDH (37kDa) as loading control. Densitometric analyses
of the expression of (A) Bad and PhosphoBad (ser136) are relative to the untreated control.
(B) A representative blot 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 cIAP 1/2 expression in A549 cells. Cells (10° /ml) were
incubated for 1h or 2h at 37°C with acrolein (0 to 14uM) in a-MEM containing 10% FBS.
Immunodetection of cIAP 1/2 (70kDa) in whole cell lysates was carried out by Western
blotting, using GAPDH (37kDa) as loading control. Densitometric analyses of the
expression of (A) clAP 1/2 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 internal expression of survivin. Data represent
means and SEM from three independent experiments. (D) The histogram blot is
representative results of survivin expression in A549 cells exposed for 1h to 0 uM (filled
line), and 7 pM acrolein (7). 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. AS549 cells (10° /ml) were pretreated with or without
300 uM PEG-catalase for 3h and then exposed to acrolein (0 to 50uM) 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 10 000 cells were analysed by flow cytometry, using FLI channel for H,DCFDA
and Rhol123. (C) Caspase-3 activity was measured in cell lysates 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 (68) or P < 0.01
(6 0) 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 1V.
CONCLUSIONS

4.1 Introduction

Un polluant omniprésent dans I’environnement est ’acroléine, un aldéhyde o,f3-
insaturé, auquel I’étre humain est exposé de maniére considérable dans plusieurs situations.
Elle est principalement utilisée comme biocide, mais |’acroléine est aussi générée lors de feu
de forét, 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 I’alcool allylique ou de la
cyclophosphamide (Ghilarducci et Tjeerdema, 1995). Elle est aussi responsable de la
peroxydation lipidique associée a la génération de ROS (Kehrer et Biswal, 2000).
L’acroléine est mutagene et génotoxique pour les cellules humaines car elle est hautement
réactive et extrémement électrophile (Beauchamp e al., 1985), ce qui lui permet de lier les
nucléophiles cellulaires (Kehrer et Biswal, 2000). L’acroléine a aussi la capacité de se lier a
I’ADN et former des protéines adduites (Kehrer et Biswal, 2000; Furuhata ef al., 2002). En
épuisant la défense antioxydante (Yang ef al., 2004) et en augmentant le stress oxydatif (Luo
et Shi, 2004), I’acroléine induit une inflammation chronique (Facchinetti e al., 2007) et elle
est donc associée a plusieurs maladies pulmonaires (Hogg, 2001) et neurodégénératives (Arlt

et al., 2002).

Il a été démontré que des concentrations d’acroléine (supérieures a 50 uM) 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 a
certaines pathologies ou de déficits métaboliques (Malhi er al, 2006). Elle est souvent
caractérisée par des dommages irréversibles a la membrane plasmique, a la désintégration des
organelles, ce qui mene au largage du contenu cellulaire dans le milieu extracellulaire et a
une réaction inflammatoire (Festjens ez al., 2006). Lors d’expositions a des doses supérieures
a 50 uM, I’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,



144

2002). En effet, I’acroléine cause une inhibition de la croissance cellulaire (Marano et
Puiseux-Dao, 1982), augmente la perméabilité de la membrane cellulaire et altére 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 I’ADN (Kehrer et Biswal, 2000).

De plus, il est aussi bien connu qu’aux doses non létales, inférieures a 50 puM,
I’acroléine diminue la prolifération des cellules pulmonaires cancéreuses humaines (Ramu et
al., 1996; Horton et al., 1997; Rudra et Krokan, 1999) et induit I’apoptose chez certaines
lignées cellulaires, comme les macrophages alvéolaires (Li et al., 1997a) et les cellules
épithéliales des bronches (Nardini er al., 2002). L’apoptose est essentielle pour le
développement embryonique, le maintient de 1’homéostasie tissulaire et la régulation du
systéme immunitaire (Schwarz et al., 2007). Cette mort cellulaire est caractérisée par une
série de modifications morphologiques et biochimiques distinctes comme 1’ externalisation de
la phosphatidylsérine, la condensation de la chromatine, la fragmentation de I’ ADN puis de la
cellule en corps apoptotiques (Malhi ez al., 2006). Récemment, chez les cellules ovariennes
de hamster chinois (CHO), il a été démontré que [’acroléine est responsable de I’activation
des voies apoptotiques mitochondriales (Tanel et Averill-Bates, 2005) et des récepteurs de
mort (Tanel et Averill-Bates, 2007a). De plus, les protéines p38 et kinase régulatrice de
signal extracellulaire (ERK) de la voie des protéines kinases activées par mitogénes
(MAPKinases) étaient impliquées dans 1’apoptose induite par ’acroléine dans les cellules

CHO (Tanel et Averill-Bates, 2007c).
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4,2 Voie apoptotique des récepteurs de mort induite par Pacroléine

Pour approfondir nos connaissances sur les voies de signalisation de mort initiées par
I’acroléine, la lignée cellulaire A549, un adénocarcinome humain, a été choisie 2 cause de
son origine pulmonaire, le premier organe ciblé par ce polluant. Par conséquent, les cellules
AS549 ont été exposées a de faibles doses d’acroléine, variant de O a 50 uM, pour représenter
les concentrations in vivo, pouvant atteindre S0 uM dans le sérum d’un humain normal (Satoh
et al., 1999) et 80 uM dans les fluides des voies respiratoires d’un fumeur (Eiserich et al.,
1995). Nos recherches ont investigué les mécanismes impliqués dans ’induction de la voie
de signalisation du récepteur de mort Fas de I’apoptose par une exposition a I’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 I’acroléine (0 a 50 pM) induit 1’apoptose par la voie de
signalisation des récepteurs de mort chez les cellules A549 en prolifération, ce qui a été
confirmée par I’activation de la caspase-8. Nos résultats suggerent I’implication du récepteur
de mort Fas. L’acroléine a causé une augmentation d’expression du FasL et une diminution
d’expression du FasR a la membrane extracellulaire, sans modifier la quantité du FasR
contenue dans toute la cellule. Ces résultats impliquent que 1'augmentation d'expression du
FasL a la membrane extracellulaire encombre le FasR par liaison spécifique empéchant ainsi
sa détection par I'anti-FasR-FITC. La diminution du FasR a la membrane extracellulaire
peut aussi étre due a I’internalisation d’aggrégations de FasL-FasR suivant I’activation de ce
récepteur (Henkler er al., 2005). De plus, 'activation de la voie des récepteurs de mort par
une exposition & I’acroléine est aussi confirmée par la translocation de FADD et de RIP & 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 (Jdattela
et Leist, 2003). Tout comme les différentes familles de protéases, c’est la concentration de

protéines adaptatrices telles que FADD qui peut étre la clé de la décision entre la voie
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apoptotique ou nécrotique déclenchée par les récepteurs de mort (Jaittela 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 a 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 étre inhibé par ’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 2 50 uM, meéne au recrutement de RIP et FADD a la

membrane cytoplasmique chez les cellules A549.

De plus, chez les cellules A549, des doses relativement faibles d’acroléine, inférieures
a 50 uM, ont activé la caspase-8 initiatrice apres de courts temps d’exposition. Il est bien
connu que la caspase-8 est activée apres son recrutement au FADD et aux récepteurs de mort.
La caspase-8 semble &tre la principale caspase initiatrice pendant I’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 (Holler et al., 2000; Curtin et Cotter, 2003). Par conséquent,
la caspase-8 semble jouer un rdle essentiel dans I’initiation de I’apoptose par les récepteurs

de mort, plut6t que dans la nécrose.

La caspase-8 peut provoquer l'activation des caspases effectrices directement ou
indirectement en induisant la voie mitochondriale de I’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 mene a 'amplification de !’activation
des caspases effectrices par le largage de facteurs proapoptotiques de la mitochondrie et 2
I’exécution de apoptose (Lavrik et al., 2006). Effectivement, nos résultats ont démontré une
augmentation significative de I'expression de tBid a la mitochondrie. Il semble que
I’acroléine peut causer le dysfonctionnement de la mitochondrie par la signalisation des

récepteurs de mort via [’activation de la caspase-8, qui clivent la protéine Bid en tBid.

Chez les cellules A549, des doses inférieures a 50 uM d’acroléine ont aussi causé une

faible activativation de la caspase-2 initiatrice, qui suggere un role mineur comparé 2 la
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caspase-8, selon les niveaux d’activation. Les mécanismes moléculaires de 1’activation de la
caspase-2 sont encore controversés et semblent dépendre du type cellulaire. Certains auteurs
ont rapporté que des dommages a I’ADN peuvent activer la caspase-2 dans un complexe
multinucléaire impliquant la protéine inductible avec un domaine de mort (PIDD) et la
protéine associée a RIP avec un domaine de mort (RAIDD) (ensemble formant un
piddosome) (Maiuri ef al., 2007; Tinel et 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 I’apoptose par le clivage de Bid en tBid (Lavrik et al., 2006).

Une fois activée, la caspase-8 (Slee et al., 1999) initiatrice peut provoquer I’activation
de la caspase-7, via 'activation de la caspase-3 (McStay et al., 2008). Chez les cellules
A549, I’acroléine peut déclencher I’apoptose via les caspases-3 et -7 effectrices, puisque leur
activité enzymatique a été significativement augmentée aprés de courtes expositions.
Comme les caspases-3 et -7 sont reconnues pour cliver 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 nos recherches sur I’habileté de I’acroléine a induire 'exécution de
’apoptose. L’induction de la phase d’exécution de I’apoptose par I’acroléine a été confirmée
par trois caractéristiques distinctes, soit I’augmentation de ['externalisation de la
phosphatidylsérine, 1’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 1'acroléine active, nous voulions déterminer si I’augmentation de I’expression du FasL et
de I’activation de la caspase-8 dépendent de la surproduction de ROS que cause 1’acroléine.
Il est connu que I’acroléine induit la formation de ROS chez les cellules PC-12 (Luo et al.,
2005). Diverses recherches ont aussi démontré que les ROS peuvent induire I'expression du
FasL (Wang et al., 2008b) et qu’elles sont impliquées dans I’activation de la caspase-8 durant

I’apoptose via les récepteurs TRAIL (Perez-Cruz et al, 2007). Chez les cellules A549,
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I’inhibition des ROS générées par ’acroléine grice 2 I’antioxydant PEG-catalase, a empéché
I’augmentation de D’expression totale du Fasl ainsi que 1’augmentation de [’activité
enzymatique de la caspase-8. Par conséquent, les ROS sont préalablement requises pour que
I'acroléine induise 1’apoptose par la voie du récepteur Fas chez les cellules A549. Ceci est
une nouvelle contribution pour 1’acroléine, qui peut produire des ROS en épuissant
rapidement les antioxydants cellulaires, comme le gluthation, empéchant ainsi la
détoxification du H,O,. Une accumulation significative de H,O, dans les cellules, produit par
des mécanismes endogenes (dont la chaine de transport d’électrons de la mitochondrie), est
responsable des effets toxiques d’une exposition a I’acroléine et bouleverse les fonctions
mitochondriales, telles que la respiration cellulaire et la production d’ATP. En conclusion,
cette étude détaille I'induction de I’apoptose, via ’activation de la voie du récepteur de mort
Fas, par I’acroléine a de faibles doses, inférieures a 50 pM, chez les cellules pulmonaires
humaines en prolifération. Par contre, ceci n’empéche pas le fait que ’acroléine pourrait

aussi induire I’apoptose par des voies de signalisation alternative ou complémentaire.

4.3 Voie apoptotique mitochondriale induite par I’acroléine

Il existe différentes formes de stress cellulaire comme le dommage a I'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 1’apoptose peut aussi se produire
via ’activation des caspases-2 ou -8, qui initie la voie du « cross-talk » par le clivage de Bid,
menant ainsi au reldchement du cytochrome ¢ (Robertson et al., 2002; Schwarz et al., 2007).
Considérant ces dernieres affirmations et qu’il a été démontré que I’acroléine peut induire le
clivage de Bid chez les cellules A549, nous avons poursuivi nos recherches sur les
mécanismes impliqués dans [’induction de la voie mitochondriale de 1’apoptose par une

exposition a de faibles concentrations (0 a S0 uM) d’ acroléine.

Nous avons commencé par déterminer que 1’acroléine n’induit pas une dépolarisation
de la membrane mitochondriale chez les cellules A549, mais plutdt une hyperpolarisation.

Certains chercheurs ont aussi démontré qu'un composé d’acide gras, le BMDIS8S, a
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déclenché I’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 ef al., 2006). 11 a été rapporté par Luo et ses
collegues que 1’acroléine induit la mort cellulaire par nécrose en stimulant la formation de
ROS a la mitochondrie et en infligeant la dysfonction mitochondriale chez les cellules PC-12
(Luo et al., 2005). Effectivement, 1’acroléine a induit une surproduction de ROS chez les

cellules A549.

La perte du potentiel membranaire mitochondrial n’est pas toujours requis pour la
libération du cytochrome ¢ (Schuler ef al., 2000). Le cytochrome c peut étre libéré de la
mitochondrie par d’autres mécanismes impliquant les protéines proapoptotiques de la famille
Bcl-2. Dans la majorité des études in vifro avec différentes lignées cellulaires, la distribution
intracellulaire de Bax varie avant et apres les stimuli apoptotiques, en augmentant de maniére
invariable son association a 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 a Bax, causant sa relocalisation a la mitochondrie,
induisant le dysfonctionnement de cet organelle et le relachement du cytochrome ¢ (Eskes ef

al., 2000; Kim et Chung, 2007).

Nos recherches ont démontré que I’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 a 50 uM, chez les cellules A549. Par contre, I'acroléine a
stimulé la translocation de Bax a la mitochondrie. Mais, considérant que le mouvement de
Bax a 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 ¢
de la mitochondrie et sur I'activation des caspases. Nous avons donc démontré que ces
faibles doses d’acroléine induisent le reldichement du cytochrome ¢ dans le cytosol des

cellules A549.

En plus des protéines Apaf-1 et procaspase-9, le cytochrome ¢ est un élément essentiel

a la formation de l’apoptosome, qui promouvoit '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
’activation des caspases effectrices (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004; Timmer et Salvesen,
2007). Nos résultats ont démontré que 1’acroléine peut effectivement induire 1’activation de
la caspase-9 initiatrice et des caspases-3 et -6 effectrices. La faible activation de certaines
caspases pourrait provenir du fait que I"acroléine, hautement électrophile, réagit rapidement
avec les groupements thiols des caspases. Il a été proposé que 1’acroléine pourrait inhiber en
partie I'activité de cette famille d’enzymes par alkylation directe de la cystéine de son site
actif (Kern et Kehrer, 2002; Tanel et Averill-Bates, 2005). Comme 1’activation des caspases-
3, -6 et -7 effectrices peuvent cliver les substrats de caspases tels que PARP (Fan et al., 2005)
et induire la condensation de la chromatine (Degterev ef al., 2003), nous avons poursuivi
notre étude sur I’habileté de I’acroléine a exécuter 1’apoptose d’une maniére caspase-

indépendant.

Le facteur inducteur d’apoptose (AIF) réside normalement dans I’espace
intermembranaire de la mitochondrie et peut €tre relaché dans le cytosol durant ’apoptose. 11
a été proposé qu’ AIF réagit avec les ROS de la mitochondrie et exerce un rdle cytoprotecteur,
permettant ainsi aux cellules de surmonter plus facilement les effets d’un stress oxydatif
(Susin ef al., 1999a; Urbano et al,, 2005). Lors de sa libération durant I’apoptose, il est
transloqué au noyau ot il devient un puissant d’élément déclencheur de I’apoptose (Cande et
al., 2002; Cregan et al., 2004). AIF semble induire la mort cellulaire en partie par sa liaison a
1"’ ADN, en stimulant ["activité de DNases, en déclenchant la condensation de la chromatine et
la fragmentation de ’ADN d’une maniere caspase-indépendante (Jin et El-Deiry, 2005).
Pour la toute premiere fois, nous rapportons que de faibles doses d’acroléine, inférieures a 50
uM, induisent la translocation d’AlF de la mitochondrie au noyau chez les cellules A549,
[’augmentation tardive d’AlF a la mitochondrie aprés une exposition a I’acroléine pourrait
venir du fait que le géne d’AIF est régulé positivement par p53. L’étendue de cette
modulation de [’expression d’AIF par p53 varie selon le type cellulaire (Stambolsky e? al.,
2006), mais nous avons démontré que l'acroléine augmente [’activation de p53 chez les
cellules A549. Alors, il semble que les protéines mitochondriales relachées par une
exposition a ’acroléine peuvent déclencher au moins deux voies de signalisation de mort

cellulaire différentes, une caspase-dépendante et I’autre caspase-indépendante.
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Il a donc été démontré que I’acroléine peut induire I’apoptose chez les cellules
pulmonaires humaines en prolifération par I’activation de la voie mitochondriale. Malgré que
I’acroléine ne cause pas d’arrét du cycle cellulaire, elle induit la phase d’exécution de

I’apoptose par fragmentation de I’ ADN, une autre caractéristique distincte de 1’apoptose.

Par contre, la protéine kinase B ou PKB (AKT) promouvoit la survie cellulaire en
exercant un effet antiapoptotique contre différents stimuli (Franke ef al., 1995). AKT est
activée par différents facteurs de croissance, hormones et stress cellulaires externes comme le
choc thermique ou I'osmolarité (Talapatra et Thompson, 2001). L’activation d’AKT par
phosphorilation prévient I'action proapoptotique de la protéine Bad en promouvant sa
dégradation (Datta et al., 1997). Bad régule I’apoptose en amont de 1’activation de la
caspase-9. Lorsque Bad n’est pas phosphorilée, elle se lie a Bcl-2 et Bel-XL neutralisant
ainsi leur activité antiapoptotique (Antonsson, 2003). Notre étude a démontré que 1’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 a
une exposition a 1’acroléine chez ces cellules, la protéine Bad ne pourra pas accomplir sa
fonction proapoptotique, en liant Bel-2 et Bel-XL, et sa phosphorilation va donc promouvoir
sa dégradation. De son coté, I'activation d’AKT pourrait étre associée a la voie de
signalisation du récepteur de mort Fas induite par la présence d’acroléine, car Takemura et
ses collegues ont démontré que I’activation de cette voie apoptotique par différents ligands

peut activer AKT, chez le cellules endothéliales humaines (Takemura ef al., 2004).

Ils ont démontré que la signalisation de Fas peut médier un effet apoptotique non relié
sur les cellules endothéliales (Takemura ef al., 2004). Cet effet dépend fortement du signal
de survie provenant d’AKT. En présence de ’inhibiteur d’AKT, wortmannin, le FasL. n’a
pas induit une augmentation de la régulation de I’expression de eNOS, mais I’apoptose et la
voie de signalisation du récepteur Fas a induit '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 glycogéne synthase kinase 3 via la phosphorilation par ia

kinase AKT située en amont, chez les cardiomyocytes (Badorff ef al., 2002). Notamment, la
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voie de signalisation phosphatidyl inositol-3 kinase (PI3K) / AKT est importante pour le
maintient de ’expression de FLIP, une protéine inhibitrice de la caspase-8 de la voie du
récepteur de mort Fas (Panka e al., 2001; Suzuki ef al., 2003). De plus, cette voie de
signalisation peut médier I’activation de I’eNOS, qui induit une augmentation de la régulation
du relachement d’oxyde nitrique des cellules endothéliales (Dimmeler et al., 1999; Fulton ez
al., 1999). L’oxyde nitrique peut alors activer la voie de signalisation d’AKT chez ces
cellules. Par conséquent, les niveaux d’activit¢ d’AKT semblent &tre 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 1’apoptose (IAPs), ce sont des régulateurs
intrinseques de la cascade de caspases. Il a été démontré que cIAP-1 et cIAP-2 peuvent
inhiber directement certaines caspases, dont les caspases-3 et -7 (Huang et al., 2000). Pour la
toute premiere fois, nous rapportons qu’une courte exposition (2 h) a de faibles doses
d’acroléine (inférieures a 50 pM) induit une augmentation de I’expression cellulaire totale
des protéines antiapoptotiques cIAP1/2 chez les cellules A549. Ces résultats peuvent &tre
associés a I’augmentation d’expression et d’activation d’AKT par I'acroléine, car des
recherches précédentes ont démontré que I’ AKT endogene est impliquée dans I"augmentation

de la régulation de la transcription d’1APs spécifiques (Gagnon et al., 2003; Hu et al., 2004).

Pour approfondir nos connaissances sur I’induction de I’apoptose par I’acroléine, nous
voulions déterminer si I’hyperpolarisation de la membrane mitochondriale et I’activation de
la caspase-3 dépendent de la surproduction de ROS que cause lacroléine. [l a été
préalablement démontré que 1’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 1’activation de la caspase-3 durant I’apoptose (Vasant et al.,
2003). Chez les cellules A549, P’inhibition des ROS générées par I’acroléine grace a la PEG-
catalase, a empéché [’hyperpolarisation de la membrane mitochondriale ainsi que
’augmentation de I'activité enzymatique de la caspase-3. Par conséquent, les ROS sont
préalablement requises pour que I’acroléine induise |’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 a 50 uM, via la voie mitochondriale chez les cellules
A549 en prolifération. Cette voie apoptotique a été confirmée par le relachement du
cytochrome c, l'activation de caspases et I’exécution de l’apoptose induite suite a une
exposition a 1’acroléine, chez cette lignée cellulaire. Par contre, I’acroléine induit aussi des
mécanismes de survie cellulaire par la phosphorilation d’AKT, de Bad et 1’augmentation
d’expression des cIAP1/2. Souvent, une réponse & un stress, généralement peu sévere, peut
induire des signaux de survie cellulaire afin de sauver la cellule. Si le stress est trop sévere,
la cellule va plutdt mourir par apoptose ou nécrose. Couramment, plus d’une voie de
signalisation biochimique peut €tre 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 (Jdatteld et Leist, 2003). Tout est une question de balance entre les signaux
pro- et anti-apoptotiques. Dans cette étude, méme si les protéines antiapoptotiques sont
surexprimées et activées, il est encore possible de détecter une activation des signaux

proapoptotiques et ['acroléine peut encore exécuter la mort cellulaire par apoptose chez les

cellules AS49.

4.4 Conclusions et perspectives

Ces deux études présentent 'induction de I'apoptose, via I’activation de la voie du
récepteur de mort Fas et la voie mitochondriale, par I’acroléine a de faibles doses, inférieures
a 50 uM, chez les cellules pulmonaires humaines en prolifération. Les recherches futures sur
’acroléine pourraient s’attarder sur la chronologie des événements dans I'induction de
’apoptose via l'utilisation d’inhibiteurs spécifiques. De plus, considérant que I’acroléine est
impliquée dans I’activation d’AKT et de p53, il serait convenable d’investiguer I’implication

de cet aldéhyde dans la voie des MAPKSs 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 1'étendue de I'exposition des humains & cet agent
toxique et ses impacts sur la santé humaine. Ces études sont pertinentes dans plusieurs
contextes affectant la santé humaine, comme I’action pharmacologique et/ou les effets
secondaires de la cyclophosphamide, un agent anticancéreux, ol I’acroléine est I’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.



~ ANNEXEL
RESULTATS PUBLIES

1. Préface

Cette annexe inclut un troisieme article scientifique décrivant les résultats
expérimentaux d’un second projet, qui a été réalisé au cours des deux années de maitrise dans
le laboratoire de la Dre Diana A. Averill-Bates. Le manuscrit intitulé « Mechanism of Cell
Death Induced by Spermine and Amine Oxidase in Mouse Melanoma Cells » a été publié
dans la revue « International Journal of Oncology », en 2008, dans le volume 32, aux pages
79 a 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’étre nommée comme quatrieme auteure. Cette étude in vifro, sur un adénocarcinome
cervical, la lignée cellulaire Hela parentale, porte sur I’évaluation des mécanismes
d’apoptose induits par I’action enzymatique de ’amine oxydase de sérum bovin (BSAO) sur
la polyamine spermine. L’amine oxydase pourrait étre trés utile comme approche novatrice
dans le traitement du cancer par enzymothérapie, sachant que les taux de polyamines sont

plus élevés dans I’environnement tumoral.
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Abstract. Polyamines such as spermine. spermidine and
putrescine e necessary for cell proliferation and are detected
at higher concentrations in most lumor tssues. compared to
normaf tissues. The amine oxidase enzymes can generale
eytotoxic products such as hydrogen peroxide and aldehydes
from these polyamines. This study investigates the mechanisms
of cell death in B16-FO mouse melanoma tumor cells exposed
to bovine scrum amine oxiduse wnd exogenous spermine. The
bovine serum amine oxidasc/spermine cnzymatic system
induced inhibition of cell proliferation in B16-F0 melanoma
cells und cell death by both apoptotic and necrutic processes.
Bovine serum amine onidase or spermine. alone. did not
induce cylotoxicity or cell death by apoptosis. idicating that
the enzymatic reaction producls were responsible. Cadalise
and NAD-dependent aldehyde dehydrogenase, inhibitors of
hvdrogen peroxide and aldehydes, respectively, decreased eell
death by apoptosis and necrosis. This further confirms that
the cytotoxic products are responsible For causing cell death,
Usc ol inhibitovs of different caspases showed that melanoma
cells were sensitive to processes involving caspase-3 and -9,
but were insensitive W caspase-6. Bovine serum amine oxidase
in the presence of spermine could be usclul ws a promising
new ol for anticancer treaiment by the sclective generation
of toxic compounds [rom polyamines in tumors.
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Introduclion

The polyamines spermine. spermidine and putrescine are
ubiquitous celf components. which are essential for cell pro-
tiferation and Jifferentiation (1) 11 (hey accumulude excessively
within cells, cither duce to very high extracellular amounts or
deregulation of the systems that control polyiimine homeostasis,
they can induce toxic effects (2). These molecules are substrates
of « family of cnzymes, the wmine oxidases. that includes
copper containing amine oxidases isofated from serum (3.
These enzymes are important because they contribute to
regulating the fevels of monvamines und polyamines (4).
Amine ovidases catalyze the oxidative deamiation of poly-
amines to gencrale the reaction producls hydrosen perovide

and aldehydetsy (3. Such tosie products are able o mduce
stress-activated signal ransduction pathways, [cading 1o cell
death, necrosis or apoplosis, in several cullured tumor coll
lines (5-71. The diversity between normal and tumor cells iy
refated to polyamine content and metabolism. Polyamine
cancentrations are high i growing tissues such s tumars of,
for example, the breast and colon (€1, compared 10 normal
tissues. These increased fevels can be explained by enhanced
putrescine synthests by ornithine decarboxylase (ODC) and
increased uptake of potyamines (9). It was reported that
depletion of polyamines fed to the inbibition o tumor growth
().

During the past decades. considerable rescarch has been
devoted to the discovery of new and more effective agents for
clinical antitumor therapy, involving the polyamine pathway
(4. 10-1-5. This research explores the posaibility of using
puritied bovine serum amine oxiduase (BSAQ). in the presence
of exogenons spermine or endogenous polyamines, 1o induce
cytotoxicity, after injection of the enzyme inlo the tumor
(15}, BSAO (1:C 14.3.0) is « copper-contiining glycoprotein
weighing 170 KDa. which oxidatively deaminates the primary
amino groups of polyumines, such as spermine and spermidine.
‘The reaction involves dioxygen und waler as substrates (163
The products are 11,0,. aldehydes and anmonia (1617}, In the
case of sperming, the monoaldehyde, the unstable dialdehyde
intermediate [N N-bis(3-propionaldehyde)-1 4-butanediamine].
and a further breakdown product, fikely to be acrolein, may
be formed (18.19). Taking inlo account the higher levels of
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polyamines in tumor tissucs (9,16}, BSAO could be delivered
lo tumors and used 10 generate cytotoxic molecules from
spermine and spermidine in s, eading © @ promising new
treatment for the destruction of tumors by enzymotherapy.

I was previously reported that purified BSAO and
spermine. In causing cytotoacity, can mduce inhibition of
cell profiteration and severe glutathione depletion in Chinese
hamster ovary (CIHO) cells (20.21). The eytotoxic effect
mduced by spermine and BSAQ appeared to be mediated
by the oxidation products, 1:0- and aminadialdehyde or
acrotein. In our eaperimentd conditions. 11,0, was the main
factor causing cytotoxicity in cells, since the addition of
cutalase provided almost complele protection against cell
killing. The residual eytotoxicity was attributed to the other
reaction product, aminodialdehyde or acwolein. We previously
demonstrated that the simultancous presence of exogenous
enzymes. catalase and NAD-dependent aldehyde dehydro-
genase (ALDHD, complerely inhibited ¢ ytotoxicity (6.22).

The development of multidrug-resistant (MDR) tumor cells.
following exposure 10 cytutoxic drugs. is & major vbstacle of
conventional anticancer chemotherapy . Considering previous
observations i P-glycoprotein vvereapressing MDR CHO
cells (23) and human cancer colls (6.7.24.25), our results
demonstrate thut MDR cells are significantly more sensitive
than the corresponding wild-type (WL cells o [4,Q, and
aldchyde(s). the products of BSAQ-cutalyzed oxidation of
sperming, suggesting @ possible new strategy against MDR
tumors. However, the mechanisms by which BSAO causes cell
death in the presence of spermine are not entirely understood.

Physiologically, upoptosis is an integral part of embryonic
development and the regufation of organ homeostasis. There
are two main processes by which cells dict apoplosis or
neerosts (26). Apoptosis is a highly regulated process mvolving
numerous genes and proteins. Apoptolic mechanisms ave wlso
exploited Tor tumour therapy (23 An carly morphological
event in apoptosis is the toss of plasma membrane asymmetry.
resulting in exposure of phosphatidylserine (PS) at the outer
membrane leafler (27). Caspases are proteolytic enzymes.,
which play an important role during apoplosis. They e divided
into initiator (caspuse-2, -8 and -9} and cliector (caspuse-3., -6
and -7) groups {28). The effector caspuases cleave various
protein substrates in the cell, leading o morphological and
biochemical features characteristic of apoptosis, During later
stages of apoptosis, internucleosomal degradation of DNA
accurs, blebs appear on the cell membrance and the ccll
subsequently breaks down into apoptotic bodies, which are
engulied by phagocytic cells. thus avoiding inflammadory
damage to surrounding tissues. Huwever, severe changes of
the mitochondrial structure. such as ditaation of’ the cristace
and disruption ol membranes with characteristic morphological
changes, are common teatures of necrosis. Necrosis involves
celfular swelling and leakage of cell contents into surrounding
tissucs. provoking inflammation and tissue damage.

Given that polyamine concentrations arc high in growing
tissucs such as tumors (9.16). this rescarch explores the
possibility ol using purified BSAO 1o produce toxic products.
which are able 1 induce a cytotoxic effect in mouse mclanoma
B16-FO cells, humin hepatoceltular carcinoma HepG2 cells and
humun cervical carcimomi Hela cells. This study investigates
the mechanisnis) of cell death mduced by spermine in the

presence of purificd BSAO in virro. The objective is 1o
determine whether, in our experimental conditions, mouse
melanoma tumor cells die by apoptosis andfor necrosis. when
exposed to Hy0, wnd aldehydets) formed by the BSAO!
spermine enzymatic system. We also examined whether
inhibitors of the cytotoxic weaction products. catalase andior
ALDH. can inhibit cefl death. Morcover, the involvement
of dilferent caspases in cell death caused by spermine and
BSAO was evaluated using mhibitors of different caspases.

Materials und methods

Tissue culture. 316-10 cells (ATCC #CRL-6322) were grown
in Dulbeceo’s modificd Bagle's medium (Invitrogen Canada,
Burlington, ON) containing 10% fetal bovine scrum (FBS)
(Invitrogen Canada). 4 mM L-glutamine. 4.5 ¢/l glucose.
1.0 mM sodium pyravate and 14 pemicillin (50 U/ml)-
streptomyein (30 pg/imly, supplemented with hydrocoriisonc
(1A pM), insubin (10 gefmD. apo-trnsterring (10 pg/mly and
epidermal growth fuctor (10 ng/ml) (Sigma Chemical Co.
St. Louis, MOY (135). HepG2 cells (ATCC #1B-8063) were
cultured in minimum cssential medium (Invitrogen Canaday
with Earle's salis, 2 mM L-ghutamine, 1 mM sodium pyruvate.
0.1 mM non-cssential anrinog acids and 106 FBS. Hcla
cells (ATCC #CCL-2) were cultured in Dulbecco's modificd
Lagle's medium, 10% FBS. non-essential amine acids (G.1 mdd)
and antibtotics. ‘Tumor cells were grown o near contluence
in a4 humidificd atmosphere of 36 CO, in a water-jacketed
incubator at 37°C and were then incubated for 24 h with fresh
culture medium (13}, Confluent cells were harvested using
0.23% (Wiv) trypsin-0.024% (w/v) EDTA solution, centrituged
(1000 x ¢. 3 minj and vesuspended in PBS contuining 14

BSA and 10 mM glucose for experimental studics.

Purification of BSAO. Bovine blood was withdrawn at «
slaughterhouse and mixed with 3.8% sodium ctrale solution
(an anticoagulanty and then treated according to ‘Turing et af
(29) 1o purify the enzyme amine vxidase. ‘The following
modilications were made 1o the method: @ a CM-Celfulose
column, equilibrated with phosphate buffer (.01 My at pIT 5.8,
t remove huemoglobin. followed by by an AL-Agarose
column. in phosphate buffer (0.01 M) at plt 7.2 to climinate
cenuloplusmin, Finally two ivnic exchiange chiromatographics
were performed using o Q-Sepharose column, in phosphate
bulTer (0.025 M) ar pIl 68 and a Q-Scepharose column. in
phosphate buffer (0.02 M) at pH 8.0 according to Juanes er ol
(30). The enzyme was cluted wnd highty purificd with an
NuaCl gradient. All purification steps were carricd out in a
cold room. at 4°C.

Cytotoxicity assay. The colony survival assay meuasures the
ability of cells 1o profiferate and form mucroscapic colonies
following cxposure to eytotoxic treatments (31). Ereshly
harvested B16 and 11epG2 cells {10%ml) were incubaled with
BSAO (6.0 mUmb) and spermine (0-30 p M), cither with or
without catalase (300 Usmby. for 1 hvat 37°CL The cells were
then washed three times by centrifugation (1000 x ¢ 3 min),
and then diluted and plated W tissue culture dishes, which
were incubated at 37°C in an avmosphere of 5% CO, for 12
days. Macroscopic colonics (>50 cells) were stained with
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Figure 1. BSAO and sparmine indueed egtotoxicity in BI6 meclanoma and
HepG2 liver cells: inlnbition by cwalase. (o) 1316 and (w) HepG2 cells
(10%m]) were treated with BSAO (6.0 miUsmi and different concenirations
of speanine for 1 hat 37°C. () BI6 and ¢ ) HepG2 cells were exposed to
BSAQ and spernine for | howith catalase (300 Uimly. Meuns and SEM are
[rom 2 separile experiments.

methylene blue. Percent cell survival was expressed s the
mean number of colonics pbtained relative o the mean number
ol colonics formed in the untreated control (31).

Morphological analvsiy of apoptosis and necroxis. Near
contluent B16 cells were exposed 10 BSAD (6.4 mbiml) and
spermine (0-200 M), cither alone, or with cither ALDII
(04 Uiml) (Roche Diagnostics GmbH Mannheimy, Germany).
or catalase (300 imD (Sigmad. catalase and ALIDE wogether.
ar polyethylene glveol-catalase (PEG-catulase) (300 Ufml)

(Sigma), in culture dishes tor 3 h wt 37°C tn w water-jacketed
incubator. Where appropriate. eells were pretreated for 1 h
with different caspase inhibitors (8 pM) (Culbiochem. San
Dicgo. CAY. washed o remove inhibitors and then incubaied
with BSAO (6.0 mU/mib) and spermine (50 M) for 3 h.
Dishes were then washed twice with PBS and Hocchst 33258

(60 pg/ml) was added for 15 min o sin apoplotic cells.
Cells were washed and propidium iodide (PD (50 grg/ml) was
added to stain necratie cells. Tmages vbtuined by fluorescence
microscopy (Carl Zeiss Canada Lid, Montreal, QC) were
analysed by Northern Eclipse software and pictures were
taken by digital camera (camera 3CCD, Sony DXC-950P.
Cmpix lmaging Inc. Mississauga, ON) (323, Cells were
classificd using the following eviteria: a) five cefls. normal
nuclei, pale blue chromuatin with arganized structure: b)
membrane-intact apoptotic cells, bright hlue condensed or
fragmented chromating and ¢) neerotic cells. red. enlarged
nuclel with smooth normal structure (33). The fractions of
apoptotic and necrotic ¢ells were determined relative to total
cells {obtuined using bright ficld illumination). A minimum
af 200 cells were counted per dish.

Analyxis of apoptosis by annexin V-FITC saining . Exwernialized
phosphatidylserine (PSY on the outer surfuce of the cylo-
plasmic membrane becormes labelled by fluoreseein (FITC)-
labelled annexin V. which his w high aflinity for PS-containiny
nhosphalipid bitayers (271, To analyze apoptotic cell death
by flow cytomeny, B16 melanoma cells (1x10%ml) were
incubated for 1 v with aerolein (30 M)y or with HyO, (50 iM).
or for 2 h with BSAO (6.0 mU/ml) and spermine (30 g M),
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Figure 2, Lack of tonicity of BSAQ and sperniing in Hela cells, HeLa cells
were eaposed (01 and 2 B (dia not showny of treatment with BSAO (6 mU/
ml} + spermine (100 M) wgether, BSAG alone, or spermine alone, relative o
untreated controls. Cells were analysed tor apoptosis (A} using Hoechst 33258,
und neciosis with PIBY. Means und SEM are from 3 separate experiments.

cither alone or together. Where appropriate. cataluse (300 L/ml)
and ALDH (.4 Uiml) were added o the cells belore exposure
1o BSAO and sperrine. Cells were then washed twice with
PBS and resuspended in | oml of binding bufter (10 mi
HepesiNaOHL ptE 7.5, 140 mM NaClL and 2.5 mM CaCly). A
vohume of 300 g1 of cell suspension was incubated widy 5 el
of annexin V-FI'TC (BD Bioscicnces Cimada, Mississauga.
ON)Y and 5 gl of Pl for 10 min at room temperature in the
dark. Cells were then analysed by flow cytomelry using a
FACScan equipped with an argon Liser emitting at 488 nm
and amtly zed using Lysis 1 software (Becton Dickinson,
Oxaford, UK) (13). Annexin V-ITTC and Pl {luoreseence
were detected on FL-1 and FL-3 detectons. respectivel v, Tour
populations of cells were analysed: live control cells in the
lower-left quadrant (annexin V/PL): carly-stage apopiotic
cells in the lower-right guadrant Gonexin V4P late-stage
apoptotic cells in the upper-right quadrant Gannexin V+4/PI:
and necrotic cells in the upper-left quadrant (annexin V+/P1).
The vesults arcveported as the fraction of totaf apoptotic cells

tearly- and late-stage apoplosisy.

Caspase aeliviry. The activity of cuspases was measured
according 1o Hampton and Orrenius (3. with minor modili-
cations (32). Briefly. 3x107 cells/ml were incubated with
BSAO (6.0 mUZmb and spermine (0-100 uM) at 37°CLoor
with L0, (0-75 M) or acrolein (0-50 M), Cells were then
washed twice by centrifugation (1000 X g, 3min) in cold
PBS and resuspended in reaction buffer [20 mM piperazine-
N-N-bis-(2-cthancsulfonic acid). 100 mM NaCl, 10 mM
dithiothreitol, 1 mM LEDTA. 0.1% 3-(3-cholamidopropyl-
dimcethy limmonio)-2-hydrory - L -propance sulfonic acid and
104 sucrose, pIl 7.2 [ Cells were Tysed at -20°C for 12 min.
The kinetic reaction was staned after addition of the appropriate
caspase substrate (final concentration vf 30 M) at 37 C
using « Spectra Max Gemini spectrolluerometer (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA). For caspase-3. the peptide substrate
DEVD-AMC (Ac-Asp-Glu-Val-Asp-AMC) was added 1o cell
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Figare 3. nhibitors of 0, and uldehydes decressed apoprosis and necross induced by spermtine and BSAQ in B16 melanoma cells, B16 cells were treated
with spernyine €150 4M)Y and BSAO (4.0 mUimly tor 3 h (B). relative w umreated contol eells (A1 Apoprotic cedls (ehronmtin condensation) were stained
with Hoachst 33258 and necrotic cells with PL Magnificadon: x320. B16 cells wire utied with speanine (0-200 M3 and BSAO (6.0 mU¥FmD for 3 h, cither

with (Y no inhibitor, or with the inhibitors (D) caalase (3060 Wy, (B PEC
catdase and ALDH. The fractions of (m} apoptotic and ¢ ) necrotic cells are ¢

lysates and followed by kinetics for 30 min with excitation
wavelength (3 Ex) at 380 nm and emission wavelength (. Em)
at 460 nm. For caspase-6, the substrate was VEID-AMC (Ac-
Val-Glu-1le-Asp-AMC). for caspase-7. the substrale was
MCA-VDOVDGWKDNP)-NILL [MCA-Val-Asp-Gin- Val-
Gly-Top-Lys-t DNPRNIT | e Ex, 325 nm & B, 302 nm) and
for caspuse-9. the substrate was LEHD-AI'C (Ac-Leu-Glu-
His-Asp-ATC) (0 Lx, 415 wme 2 Em 490 nimy (Calbiochem).

Results
Cyrotoxicity of spermine and BSAOQ. Puriticd BSAO (6 mU/mb

and ¢xogenous spermine (3-50 ¢ M) caused cytotoaicity (foss
of celt pralifevation) in mouse melanoma B16 cells and in

catalave (300 Uknl) (pretreatnwem Tor - hy (F
cen relative (o totdcells, Menns and SEM are lrom 2 sopaiiy

ALDH 0+ Uil or () both
caperinenls.

human hepatoceliular carcinoma HepG2 cells during | h <
37°C (Fig. ). Human HepG2 cells were more sensilive to
cytotoxicity of spermine and BSAO than mouse melanomu
cells. BSAO and spermine (50 pM) deeressed the pereentage
of cell survival 10 0.24 in HepG2 cells. relative to only 6% in
melanoma cells. As individual agents. BSAO (4.1-12.2 mU/ml)
and spermine (0-500 M) did not cause eytotoxicity in B 16 and
HepG2 oeells tdata not shown), Catalase partially inhibited
cytotoxicity induced by spemmine and BSAO in both cell types.
The woxicity of BSAO and spermine was also investigaled in
human Hela eells: Ttowever. there was ne induction of cell
death by cither necrosis or apoptosis (g, 2A and ) following
f-h or 2-h expasures to BSAO (6 mU/ml) and spermine
(100 M), compared 1o unticated controls.
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Figure 4. BSAO and spermine caused externalisation of PS (apoplosisy in
BI6 cells: protectivn by caafuse wnd ALDH. Cells (20,0000 were anuly s
for apoptosis by flow cytometny with anneain V-FITC (F1-1 ¢channel
and PLFL3 chamnel, y-axis). Bl6 melanoma cells (Hmly were ¢
and Py left umreated, or tecared with (B1 BSAQ (6.0 mUmil) alone. (€)
spermine (50 M ideae or (D aud G BSAQ wd speauine together, lae 2 h,
B16 cells were incubaied with BSAO und spermine in the presence of both
sanatase (300 Wby and ALDH (04 Uzml) (H), Representative FACScan
wre shown, Parels B and 1 represent means and SEM for percentuge
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Morphological analysis of apoprosis and necrosis in Bl16
melanoma cells treated with spermine and BSAQ: protective
effects of catalase and aldehyde dehydrogenase. The type of
cell death induced by BSAQ and spermine was subscguently
mvestigated in B16 melanoma cells. Induction of apoptosis
was confirmed morphologically by the appearance of cells
with condensation of nuclear chromatin (frigmented nuclet,
hlue Huorescence) (Mg, 3B). This is a well-characterized
nuclear event which oceurs at later stages in the apoptotic
cascade. There was also a Jarge induction of cellular necrosis
{ved fluorescence) (Fig. 3B). There were very few dead cells
1 unircated controls (Fig. 3A). Spermine alone and BSAO
alone did nol cause chromatin condensation or necrosts i our
cxperimental conditions {data not shown), indicating that ccli
dedth was caused by the products of the engymatic reaction,

The numbers of apoptotic and secrotic cells in BSAO and
spermine-treated melanoma cells were quantified from the
microscope images (Fig. 3C)y. Both necrosis and apoptosis
increased as the spemiine cancenmtration increased from 50 o
150 M (Fig. 3C). At higher concentrations of spermine
(100200 M), necrosis rather than apoptosis was the major
cause of ¢ell death, duc to the Targer amount of cytotoxic
products formed in the presence of BSAO.

Subsequently. we determined whether the eviotonic
reaction products, HL0; and uldehyde(s), were responsible
for cuusing cell dealh. The ability of inhibitors of the cytotoxic
products to decrcase the level ol apoptosis amd necrosis
venerawed by the enzymatic reaction of spermine and BSAO
was evaluated (Fig. 3D-G). The inhibitors used were catakise
(CA'D and PEG-cataluse . which are hoth inhibitors of 1,0,
(35) and ALDH. which inhibits aldehydes (including acrolein).
Lxogenously added catalase remains outside cells, whereas
PEG-cukilase allows the enzyme to enter cells (36) and to
increase intracellular cataluse acuvity (35). Exogenous cutalase
inhibited both necrosis and apoptosis caused by spermine and
BSAQ in melanoma eells (Fig, 3D, PEG-catalase (g, 315
was a more cffective inhibitor than exogenous catalase. "This
suggests that [0, exerts toxicity at botl the intracellutar and
eatraccllular [evels, THowever, BSAO remains outside cells
and generates H,0, and aldehyde(s) at the extracellular Jevel.
I'his indicates that HaO, formed outside the cells is able (o cross
the membrane and to enter cells (0). ALDH wlso decreased
both necrosis and apoptosis (g, 30 Catlase had o greater
inhibitory cffect than ALDIE TTO, was previously showa 1o
be more eytotonic to CHO cells at lower concentrations than
aldehyde(s) (22). Alxo, wldehyde(s) became cytlotoxic at later
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times during the reaction than L0, However, catalase and
ALDIH ogether (Fig. 3G) provided mare cffective inhibition
of apoptosis and necrosis than cither cidalase or ALDI
alone. These findings suggest that both toxie produets [H,0,
and aldehydets)| contribuie to the induction of apoptosis and
neerosis by BSAO and spermine in melanoma cells.

Analysis of apoprosts by annexin V binding 10 PS in B16 cclls
treated wwith spermine and BSAQ: inhibition by catalase and
aldelivde dehvdrogenase. Apoptosis is characterized by a
varicly of morphological features. Changes in the plasina
membrane are one of the carliest of these features. [In apoptotic
cells, the membrane phospholipid PS is translocated from the
mner o the outer feaflet of the plasma membrane, thereby
exposing PS to the external cellulur environment (27).
Annexin V. a phospholipid-binding protein with high affinity
for PS, binds to apoptotic vells with externalized PS. Fig. 4
shows typical FACScan diagrams of annexin ¥V ‘Pl
fluorescence obtained afier reatment of B16 cells with BSAOQ
(6 mU/ml) and spermine (30 M), When B16 cells were
treated with both BSAO and spermine for 2 b, there was a
60% inercase in apoptotic cells (anexin ¥#) (Fig. 4D and B,
compired o untrealed controls (annexin V4P (Fig. 4A).
BSAQ (Fig. 413) or spermine alone (IFig, 4Cy did not cause
apoptosis under these experimental conditions (Fig. 4E).

To contirm the rofe of the eytotoxic reaction products in
causing caternalisation of PS in the presence of spermine and
BSAO. the ability of their inhibitors o deerease apoptosis was
evalunted (Fig. dl:-1). The induction ol annexin ¥ membranc
binding in spermine- and BSAO-trewted B16 cells (Fig. 4G)
was markedly inhibited in the presence of both catalise
and ALDI (Fig. 411 and ). and returned to the control level
(Fig. 417 and 1), Subscquently. we cvatuated whether 11,0,

Figure 5. Acrolein and hydrogen peroxide couse anovxin ¥ hinding tapoptosis)
i meliasoma cells. BLO cells (10%01]) were cither (A) lely unireated or
teeaeed with (B3 SO g M acrolein or (C) 50 60M H, O, for T I, Cells (20 000)
wee then stained with annenin VoFITC (FL-1 chimnel, x-aais) and PE (PR
olirnel, y-unis) wnd analysed by How eytameiry. Representative FACSean
diagrans are shown, (D) Meuos « v for percentage of anneain
V= apapiotic cells from 3 adependy

1 are

Xperiments.

and the aldehyde acrolein, twa ol the enzymatic oxidation
products of spermine oxidation, could induce PS externdisation
in melanoma cells (Fig. Sy, Lffectively, acrolein (30 pM)
(Fig. 58 and Dy and 1,0, (30 pM) (Fig. SC and D) were both
able to incrcase annexin Vobinding (o the pkisma membrane .
refutive to untreated controls {17ig. SA). Together, these findings
further confirm that toxic products. such as aldehydes (..
acrolein) and HLO,. contribute to the induction of apoplosis
by BSAC and spermine,

Role of caspase activation in the induction of apoptosis by
BSAQ and spermine. The ability of purificd BSAO and
spernnne lo activate caspases has received litte attention.
Figs. 6 and 7 show the activities of caspase-9. -3, -6 and -7 in
B 16 melimoma cells exposed w0 BSAO (6.0 mUiml) and
spermine, or to their reaction products H.O, and acrolein.
The initiator caspase-9 was activated by BSAO und spermine
(10-530 M) in BI6 cells afier 30 min (1. 6A). Cuspase-9
activily declined whigher concentrations of the polyamine
{Fig. 6A). The toxic reaction products H.O, (g, 6C) and
acrolein (IFig, 6D also activated caspase-9. BSAO (6.0 mU/
ml) alone and spermine (5-200 ;M) alone did not activate
caspase-9 (Fig. GBY. This indicates that the reaction products
venerated by BSAQ and spermine were responsible for
activation of caspase-9.

The clfector caspase-3 was also activated during 2-h
eaposures to BSAO and spermine (10-20 g (Fig. 7A). and
1,0 (g, 7C). However. caspase-3 activity way inhibited by
acrolein in melanoma cells (g, 7). BSAO (6.0 mU/ml)
alone or spenmine (5-200 ;M) dlone had no effiect on caspase-3
activity (Lig. 713, However. the activities of the other efivetor
caspases. caspase-6 (Fig, 7I5) and caspase-7 (Fig. 7Y were
inhibited by BSAO and spenmine (3-100 #M), These findings
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indicate that the cytotoxic products of the enzymatic
ol BSAQ and spermine induce apopiosis in B16 cells via
activation of caspase-9 and -3.
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Figure 9. Spermine and BSAD Jo not activate caspases in Hela colls. Hela
vells were exposed w | and 2 b (date not shown) of icatment with BSAO
(0 mUARD + spermine (100 v BSAO alone and spermuiue alone. reliive
to untreated controls, Cells were then analysed fur activity ol caspase-X (A),
<6 (B). -7 (Crand -9 (D3 Means and SEM are front 3 separate experinens.,

The role of different caspases in the induction of apoptosis
in BI6 cells by BSAO and spermine was further confirmed
by using specific caspase inhibitors (g, 8) {37). Inhibiors
of caspase-3 and -9 and w general caspise inhibitor decreased
the induction of chromatin condensation by spermine and
BSAO in Bi6 cells (Nig. ). An inhibitor of caspuse-6 did not
inhibit chromatin condensation. which is consistent with the
lack of activation of caspase-6 by BSAO and spermine. A
specific inhibitor of Caxpuse-7 s nat commercially available.

Given that BSAO and spermine did nol cause toxicity in
HeLa cells, we investigated their effect on activity of caspases
(Iig. 9. Interestingly. when Tela cells were treated with
BSAO (6.0 mUimly and spermine (100 g M), there was a
decrease in activity of caspase-3 (Fig. 9A). -6 (Fig. 9B) and
-9 (Fig. 9Dy, relative to untreated controls. There was no clear
cffect on caspase-7 activity (Iig. 9C). The lack of caspase
activation is consistent with the luck ol induction of apoptosis
by BSAO and spermine in Hela cells (g, 2A).
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Discussion

Inhibition of tumor cell proliferation by enzymatic oxidation
procicts of polvamines. The present findings dhow that BSAQ
and spermine caused cytotoxicity (foss of cell proliferation)
in B16 melanoma and HepG2 liver carcinama cells. The
cnzymatic reaction products, F,0, and aldchyde(s). were hoth
responsible for cytotoxicity, since cataluse did not afford
complete protection. Cytotoxicily induced by purificd BSAO
and spermine in CHO. human melanoma M 14 and LoVo
colon adenocarcimoma cells was also induced by both of the
axidation products. although it was mainly duc to H,O,
(6.7.22). However, spermime caused eylotoxicity in mouse
manmunary carcinoma FM3A cells, L1210 feuhemia cells and
NIH3T3 cells, in the presence of fetal calf scrum (FCS) (19).
In these studies, eytotoxicity was evalualed using the trypan
blue exclusion assay, which is an indicator of damage to
the membrane that corresponds 10 neeratic ecll death. The
eytotoxic effect of spermine was dependent on the presence
of amino vxidase. which is known to be present in [FCS. In
these cell types, cell death was inhibited by ALDH. but not
by calakese.and was mainly attributed o acrolein.

Induction of apoptosis by enzymatic oxidarion products of
polyamines. The first study 1o link polyamine oxidation to
programmed cell death was reported during blastocyte develop-
ment in murine cbryos (38). Our {indimgs show that purified
BSAQO and spermine induced cell death by apoptosis in B16
melanomi cells, The induction of apoptosis was revealed
by condensation of nuclear chromatin, externalization of
PS.activation of cuspase-3 and -9 and inhibilion of upoptosis
by caspase inhibitors. Induction of apoptosis was attributed
to the toxic reaction products since calalne and ALDH,
which are inhibilors of FH,0, and aldchydes, respectively.
inhibited chromatin condensation and PS externulization
induced by exposure to BSAO and spermine. Activition of
caspase-9 appeared o be mediated by buth toxic reaction
products. Caspasc-3 activation by BSAO and spermine.
however, appeared 1o be mediated by H,04, but not by acrafein.
Inhibition of caspase-3 activity by acrolein is consistent with
another study in Chinese hamster ovary cells (32).

Our findings show that purificd BSAO and spermine
imduced ccll death in B16 melanoma cells by both apoptosis
and necrosis, as well as eytotoxicity (loss of cell proliferation).
Necrosis wis confirmed by uptake of P1.which ix an indicator
of damage 1o the cell membrane. Apoptosis and necrosis
constitule a (wo-stage continuum, where the same toxin or
stimulus can induce, in a dose-related manner, cither apoptosis
ar neerosts (39). For example, the toxic aldehyde acrolein was
shown 10 induce cell death by both apoptosis and necrosis,
with apoptosis occwrring at lower doses and shorter exposure
times., compared Lo neevosis (32).

However, studies i human colon adenocarcinoma W and
MDR LoVo cells did nat reveal ultrastructural characteristics
of apoplosis in the presence of BSAO and spermine (6 M),
duning 60 min of incubation. by trunsmission clectron nicro-
scopy €6). In L1210 leukemia cells, none of the characteristic
mourphologival feutures of wpoptotic cell death [chromatin
condensation, nuclear fragmentation, mfernucleosomal DNA
cleavage. and poly(ADP-ribose) pulymerase cleavige] were

observed during cell death attributed o spermine oaxidation
mediated by serum containing & high level of wnine oxidase
(40). However. cell death was attributed to necrosis, which
was preceded by a loss of phospholipid asymmetry. although
this latter phenomenon is usually a feature of cell death by
apoptosis. Morcover, inhibition of a wide spectrum of caspases
did not prevent spermine wid serum amine oxidase-dependent
cell death in L1210 cells. Overallitappears that the mode of
cell death caused by oxidation products of spermine and
BSAO appears 1o be cell 1ype dependent.

Induction of apoprosis directly by polvamines. Polyamines
are important regulators of cell growth wnd proliferation,
They are involved in the progression of cefls through the cell
cycle (4) 42). Polyamine levels are aliered during the cell
cycle and can regulate important checkpoints of the cell
cycles As aconsequence, depletion of polyamines results in
growth arrest, mainly at the GI phase (43). Polyamines ae
also involved in the Ras/mitogen-activided protein kinase
(MAPK) stigmal transduction pathway, which is involved in
cell proliferation. ws well as stimulating the expression of the
oncogenes ¢c-mye, c-fos and ¢-jun (4145).

More recently. polyamines have also been implicated in
events inherent o genctically programmed cetl death (46 47).
However, the link between polyamines and apoptosis is
complex and results are somewhat contradictory. Both up-
regulation and down-regulation of polyiumine levels and
ODC activity, a key step in polyamine biosynthesis. have
been repurted duving apoptosis, Furthermore. depletion of
pulyamines ¢an either protect or sensitize cells to apoptosis,
depending on the cell type and the death-inducing signal (435).
Elevation of polyamine concentrations may fead 10 apoptosis,
independent of polyamine oxidiase (48.49). or to malignant
lransformation (46).

Polvamines appear to be mvolved at both the mitochondrial
and post-mitochondrial Tevels of apoptosis. Spermine was
shown to induce release ol cytochrome ¢ from mitochondria
and to activaie caspase-3 (15449). On the other hund  polyiamine
depletion tr
by causing

cred the mitochondrial pathway of apoplosis
discuplion of mitochondvial membrane potential
leading to activation of caspase-3 (5.

Relevance of amine vxidase-mediated polyamine oxidation 1o
anticancer treatmen. Melanoma is an aggressive form off
skin cancer, whose incidence is increasing steadily (81),
Melanoma cells frequently exhibit inherent reststance to
commonly used chemutherapeatic drugs. Despite a variety off
anticancer strategics, there is @ high [evel of treatment failure
and the average patient survival rale is only 6 10 10 months,
The present study shows that melunoma cells are sensitive W
the toxic cffects of oxidation products of BSAO and spermine,
‘These findings are in agreement with recent resulls showing
evtowxic cffects of spermine metaholites in human melunoma
M Id cells (M4 WT) and their doxorubicin-resistant varing
{inc (M14 ADR) (7). Therefore. a potential therapeutic strategy
using BSAQ and polyamines could be envisaged as a new
targeted treatment in carfier stages of malignant meltanoma.,
thus avoiding surgery.

The antitumor potentiadl of BSAO was thevefore evaluated
in vivo, using a B16 mouse melanoma model i CS7BL imice.
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BSAO. when directly injected into the solid tumors. was able
to nduce tumoricidal activity by converting endogenous
polyamines 1o toxic products in situ (153, The enzyme was
administered inits native form and wso immaobilized n
hiocompalible polymer composed of bovine scrum albumin
and polyethylene ylycol (PEG). The immobilized cnzyme
showed higher operional stahility and functional aclivitics.
refative o its native form (52). When immobilized BSAO
wits injected into the lumar, there was @ marked decrease
(70%) m tumor growth, compared o a fower decrease of
32% of tumor size when native BSAO was administered. The
mechanisims of cell death were determined in vivo (15}, When
tumors were treated with immobilized BSAO. there was 4
high level of apoptotic cell death (~70%). compared 1o <10%:
with the native enzyme, Native BSAO. probably duc 1o a
burst of ¢ytotoxic products, induced a high level of necrosis
(~40%), comparcd to <10% with immobitized BSAO. The
advantage is that immobilized BSAO can act by allowing the
stow release of cytotoxic products. which induces tumor
cell death by upoplosis vather than necrosis. thus decreasing
inflammatory damage to surrounding tissues.

From a therapeutic point of vicw, the improvement of the
cfficacy ol in sirn formation of cytotoxiv polyamine mctaboliles
is cssentinl, This may be achicved by combinations of the
treatment with cytotosic drugs, or by heat. Jowas previousty
demonstrated that hyperthermia (427°Cy potentiwtes the
eytotonic effeets of the vxidation products of spermine and
BSAO in CHO, LoYo colon carcinoma cells and M i< human
melanoma cells and in their MDR counterparts (6.7.25.53).
Hyperthermia is making considerable progress in the cancer
clinic (34). Hyperthermia in combination with eytotoxic drugs,
preferentially those with enhunced eytotoxicity at an clevated
lemperature (533, and the administration of drug combinations
are clinically accepted methods. In 2002, 110 was reported that
the combination of hyperthermia with cither vadiotherapy
andsor chemotherapy led to improved clinical outcome in
18 ramdomized studies (reviewed inorel. 34, This was
demonstrated Tor melanoma and cancers of the head and
neck, breast. brain, rectum. cervix. ocsophagus. lung and
vulvaivaging. There have been many more promising results
from clinical studies sinee then. Regional hyperthermia has
the patential (0 increase cytotoxic effects of radiation or
chemotherapeutic agents within the tumor mass. without

increasing normal tissue toxicity. [Typerthermia is applicd in
cancer patients in the clinic by cither localized heating of the
wmor at temperatures such as 42-43°C for 1-2 h, or by milder
heating at 39.5-417C for longer times (6-24 h). 'The latler, whole
body hyperthermia is oflen used 10 treat carcinomas with
distant metastases. In this hind of cancer, the eylotoxic effect
of aldehydes could be effective. In fact. paticnts with inoperable
carcinomas in terminal stages were treated with benzaldehyde
with satisfactory results (563,

Currenily, we are studying drug combinations with the aim
of improving the induction of cell death by toxic polyamine
metabolites. When combined with BSAO. prevreatment with
the lysosormotropic drug, NUN*-bis(2.3-butadienyl)-1.4-
butancdiamine dihydrochloride (MDL 72527), sensitized
M 14 metanoma cells to oxic sperine metabolites (7). MDL
72527 iy an inactivator of FAD-dependent polyamine vxidase.
It has cytotoxic properties. which are, however, unrelated to

its ability 1o inactivate polyamine oxiduse (37). Since MDL
72527 has w ditferent mechanism of woxicity. it could be useiul
by amplifying cell death induced by 11,0, and aldehydes (38).

In conclusion, the toxic enzymatic oxidation products
generated by BSAO wnd polyamines could be uselul as a
combined treatment approach with hyperthermia (39.5-42°C)
orwith other drugs, such as lysosomotropic compounds. with
the hope of discovering new avenues for climinating several
types of solid tumours. including melanomas and carcinomas,
pacticularly those with MR phenotypes. in carlier and Tater
stages of discase.
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