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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.



138

REFERENCES

Alarcon, R. (1976). "Formation of acrolein from various amino-acids and polyamines under
degradation at 100 degrees C." Environ Res 12: 317-326.

Antonsson, B. (2003). "The Mitochondrial Apoptosis Pathway". Essentials of Apoptosis: A
Guide for Basic and Clinical Research. X-M. Yin and Z. Dong. Totowa, Humana
Press Inc.: 85-99.

Beauchamp, R. O., Jr., D. A. Andjelkovich, A.D. Kligerman, K. T. Morgan et H. D. Heck
(1985). "A critical review of the literature on acrolein toxicity." Crit Rev Toxicol 14:
309-380.

Bettaieb, A. et D. A, Averill-Bates (2005). "Thermotolerance induced at a mild temperature

of 40 degrees C protects cells against heat shock-induced apoptosis.” J Cell Physiol
205: 47-57.

Bradford, M. M. (1976). "A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding." Anal Biochem
72: 248-254.

Datta, S. R., H. Dudek, X. Tao, S. Masters, H. Fu, Y. Gotoh et M. E. Greenberg (1997).
"Akt phosphorylation of BAD couples survival signals to the cell-intrinsic death
machinery." Cell 91: 231-241.

Degli Esposti, M. et C. Dive (2003). "Mitochondrial membrane permeabilisation by
Bax/Bak." Biochem Biophys Res Commun 304: 455-461.

Degterev, A., M. Boyce et J. Yuan (2003). "A decade of caspases." Oncogene 22: 8543-
8567.

Denning, T. L., H. Takaishi, S. E. Crowe, I. Boldogh, A. Jevnikar et P. B. Ernst (2002).
"Oxidative stress induces the expression of Fas and Fas ligand and apoptosis in
murine intestinal epithelial cells." Free Radic Biol Med 33: 1641-1650.

Eskes, R., S. Desagher, B. Antonsson et J.C. Martinou (2000). "Bid induces the
oligomerization and insertion of Bax into the outer mitochondrial membrane." Mol
Cell Biol 20: 929-935.

Faber, A. C., F.J. Dufort, D. Blair, D. Wagner, M. F. Roberts et T. C. Chiles (2006).
"Inhibition of phosphatidylinositol 3-kinase-mediated glucose metabolism coincides
with resveratrol-induced cell cycle arrest in human diffuse large B-cell lymphomas."
Biochem Pharmacol 72: 1246-1256.

Fan, T. J,, L. H. Han, R. S. Cong et J. Liang (2005). "Caspase family proteases and
apoptosis." Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai) 37: 719-727.




139

Feng, Z., W. Hu, Y. Hu et M.S. Tang (2006). "Acrolein is a major cigarette-related lung
cancer agent: Preferential binding at p53 mutational hotspots and inhibition of DNA
repair." Proc Natl Acad Sci U S A 103: 15404-15409.

Filion, M. C., B. Filion, J. Roy, S. Menard, S. Reader et N. C. Phillips (2004).
"Development of immunomodulatory six base-length non-CpG  motif
oligonucleotides for cancer vaccination." Vaccine 22: 2480-2488.

Fuentes-Prior, P. et G. S. Salvesen (2004). "The protein structures that shape caspase activity,
specificity, activation and inhibition." Biochem J 384: 201-232.

Gagnon, V., M. E. St-Germain, S. Parent et E. Asselin (2003). "Akt activity in endometrial
cancer cells: regulation of cell survival through cIAP-1." Int J Oncol 23: 803-810.

Ghilarducci, D.P. et R. Tjeerdema (1995). "Fate and effects of acrolein." Rev Environ
Contam Toxicol 144: 95-146.

Hampton, M. B. et S. Orrenius (1997). "Dual regulation of caspase activity by hydrogen
peroxide: implications for apoptosis." FEBS Lett 414: 552-556.

Hogg, J.C. (2001). "Chronic obstructive pulmonary disease: an overview of pathology and
pathogenesis." Novartis Found Symp 234: 4-19; discussion 19-26.

Horton, N.D., S.S. Biswal, L.L. Corrigan, J. Bratta et J.P. Kehrer (1999). "Acrolein causes
inhibitor kappaB-independent decreases in nuclear factor kappaB activation in
human lung adenocarcinoma (A549) cells." ] Biol Chem 274: 9200-9206.

Hu, P., Z. Han, A. D. Couvillon et J. H. Exton (2004). "Critical role of endogenous
AkUIAPs and MEKI/ERK pathways in counteracting endoplasmic reticulum stress-
induced cell death." J Biol Chem 279: 49420-49429.

Huang, H., C. A. Joazeiro, E. Bonfoco, S. Kamada, J. D. Leverson et T. Hunter (2000).
"The inhibitor of apoptosis, cIAP2, functions as a ubiquitin-protein ligase and
promotes in vitro monoubiquitination of caspases 3 and 7." J Biol Chem 275: 26661 -
26664.

Ikeda, M., 1. Okamoto, K. Tamura, T. Satoh, K. Yonesaka, M. Fukuoka et K. Nakagawa
(2007). "Down-regulation of survivin by ultraviolet C radiation is dependent on p53
and results in G(2)-M arrest in A549 cells." Cancer Lett 248: 292-298.

Jdatteld, M. et M. Leist (2003). "From Caspases to Alternative Cell-Death Mechanisms".
Essentials of Apoptosis: A Guide for Basic and Clinical Research. X-M. Yin and Z.
Dong. Totowa, Humana Press Inc.: 101-122.

Jacobson, M.D., M. Weil et M.C. Raff (1997). "Programmed cell death in animal
development." Cell 88: 347-354,



140

Jin, HLO., S. 1. Yoon, S. K. Seo, H. C. Lee, S. H. Woo, D. H. Yoo, S.J. Lee, T. B. Choe,
S. An, T.J. Kwon, J. L Kim, M. J. Park, S. 1 Hong, 1. C. Park et C. H. Rhee
(2006). "Synergistic induction of apoptosis by sulindac and arsenic trioxide in human
lung cancer A549 cells via reactive oxygen species-dependent down-regulation of
survivin." Biochem Pharmacol 72: 1228-1236.

Jin, Z. et W. S. El-Deiry (2005). "Overview of cell death signaling pathways." Cancer Biol
Ther 4: 139-163.

Joshi, B., L. Li, B. G. Taffe, Z. Zhu, S. Wahl, H. Tian, E. Ben-Josef, J. D. Taylor, A.T.
Porter et D. G. Tang (1999). "Apoptosis induction by a novel anti-prostate cancer
compound, BMD188 (a fatty acid-containing hydroxamic acid), requires the
mitochondrial respiratory chain." Cancer Res 59: 4343-4355.

Kehrer, J. et S. Biswal (2000). "The Molecular Effects of Acrolein.” Toxicological Sciences
57: 6-15.

Kim, B. M. et H. W. Chung (2007). "Hypoxia/reoxygenation induces apoptosis through a
ROS-mediated caspase-8/Bid/Bax pathway in human lymphocytes.”" Biochem
Biophys Res Commun 363: 745-750.

Krishan, A. (1975). "Rapid flow cytofluorometric analysis of mammalian cell cycle by
propidium iodide staining." J Cell Biol 66: 188-193.

Laemmli, U, K. (1970). "Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4," Nature 227: 680-685.

Li, F., G. Ambrosini, E. Y. Chu, J. Plescia, S. Tognin, P. C. Marchisio et D. C. Altieri
(1998a). "Control of apoptosis and mitotic spindle checkpoint by survivin." Nature
396: 580-584.

Li, L., R.F. Hamilton, Jr., D.E. Taylor et A. Holian (1997a). "Acrolein-induced cell death in
human alveolar macrophages." Toxicol Appl Pharmacol 145: 331-339.

Li, P.,, D. Nijhawan, I Budihardjo, S.M. Srinivasula, M. Ahmad, E.S. Alnemri et X. Wang
(1997b). "Cytochrome c¢ and dATP-dependent formation of Apaf-1/caspase-9
complex initiates an apoptotic protease cascade." Cell 91: 479-489.

Liston, P.,, W.G. Fong et R.G. Korneluk (2003). "Inhibitors of Apoptosis Proteins".
Essentials of Apoptosis: A Guide for Basic and Clinical Research. X-M. Yin and Z.
Dong. Totowa, Humana Press Inc.: 29-46.

Liu-Snyder, P., H. McNally, R. Shi et R.B. Borgens (2006). "Acrolein-mediated
mechanisms of neuronal death." J Neurosci Res 84: 209-218.

Luo, J., J.P. Robinson et R. Shi (2005). "Acrolein-induced cell death in PC12 cells: Role of
mitochondria-mediated oxidative stress." Neurochemistry International 47: 449-457.




141

Malhi, H., G.J. Gores et J. J. Lemasters (2006). "Apoptosis and necrosis in the liver: a tale
of two deaths?" Hepatology 43: S31-44.

Mihara, M., S. Erster, A. Zaika, O. Petrenko, T. Chittenden, P. Pancoska et U. M. Moll
(2003). "p53 has a direct apoptogenic role at the mitochondria." Mol Cell 11: 577-
590.

Nardini, M., E. I Finkelstein, S. Reddy, G. Valacchi, M. Traber, C. E. Cross et A. van der
Vliet (2002). "Acrolein-induced cytotoxicity in cultured human bronchial epithelial
cells. Modulation by alpha-tocopherol and ascorbic acid." Toxicoloy 170: 173-185.

Park,J. Y., K. G. Park, H.J. Kim, H. G. Kang, J. D. Ahn, H. S. Kim, Y. M. Kim, S. M.
Son, I.J. Kim, Y. K. Kim, C. D. Kim, K. U. Lee et I. K. Lee (2005). "The effects
of the overexpression of recombinant uncoupling protein 2 on proliferation,
migration and plasminogen activator inhibitor 1 expression in human vascular
smooth muscle cells." Diabetologia 48: 1022-1028.

Robertson, J. D., M. Enoksson, M. Suomela, B. Zhivotovsky et S. Orrenius (2002).
"Caspase-2 acts upstream of mitochondria to promote cytochrome c release during
etoposide-induced apoptosis." J Biol Chem 277: 29803-29809.

Roy, J., A. Bettaieb et Averill-Bates D.A. (2008a). "A549 Adenocarcinoma Cells Undergo
Apoptosis by Activation of the Death Receptor Pathway Upon Exposure to
Acrolein." Chemico-Biological Interactions: manuscript in preparation.

Rudra, P.K. et H.E. Krokan (1999). "Acrolein cytotoxicity and glutathione depletion in n-3
fatty acid sensitive- and resistant human tumor cells.” Anticancer Res 19: 461-469.

Russell, J. W., D. Golovoy, A. M. Vincent, P. Mahendru, J. A. Olzmann, A. Mentzer et E.
L. Feldman (2002). "High glucose-induced oxidative stress and mitochondrial
dysfunction in neurons." Faseb J 16: 1738-1748.

Saetta, M. (1999). "Airway inflammation in chronic obstructive pulmonary disease.” Am J
Respir Crit Care Med 160: S17-20.

Samet, J.M. et P.W. Cheng (1994). "The role of airway mucus in pulmonary toxicology."
Environ Health Perspect 102 Suppl 2: 89-103.

Scarlett, J. L., P. W. Sheard, G. Hughes, E. C. Ledgerwood, H. H. Ku et M. P. Murphy
(2000). "Changes in mitochondrial membrane potential during staurosporine-induced
apoptosis in Jurkat cells." FEBS Lett 475: 267-272.

Schuler, M., E. Bossy-Wetzel, J. C. Goldstein, P. Fitzgerald et D. R. Green (2000). "p53
induces apoptosis by caspase activation through mitochondrial cytochrome ¢
release.” J Biol Chem 275: 7337-7342.



142

Schwarz, M., M. A. Andrade-Navarro et A. Gross (2007). "Mitochondrial carriers and pores:
key regulators of the mitochondrial apoptotic program?" Apoptosis 12: 869-876.

Stambolsky, P., L. Weisz, L. Shats, Y. Klein, N. Goldfinger, M. Oren et V. Rotter (2006).
"Regulation of AIF expression by p53." Cell Death Differ 13: 2140-2149.

Strasser, A., L. O'Connor et V.M. Dixit (2000). "Apoptosis signaling." Annu Rev Biochem
69: 217-245.

Takemura, Y., K. Fukuo, O. Yasuda, T. Inoue, N.Inomata, T. Yokoi, H. Kawamoto, T.
Suhara et T. Ogihara (2004). "Fas signaling induces Akt activation and upregulation
of endothelial nitric oxide synthase expression." Hypertension 43: 880-884.

Talapatra, S. et C. B. Thompson (2001). "Growth factor signaling in cell survival:
implications for cancer treatment." J Pharmacol Exp Ther 298: §73-878.

Tanel, A. et D. Averill-Bates (2005). "The aldehyde acrolein induces apoptosis via activation
of the mitochondrial pathway." Biochim Biophys Acta 1743: 255-267.

Tanel, A. et D. Averill-Bates (2007a). "Activation of the death receptor pathway of apoptosis
by the aldehyde acrolein." Free Radic Biol Med 42: 798-810.

Tanel, A. et D. A. Averill-Bates (2007b). "Inhibition of acrolein-induced apoptosis by the
antioxidant N-acetylcysteine." J Pharmacol Exp Ther 321: 73-83.

Tanel, A. et D. A. Averill-Bates (2007c). "P38 and ERK mitogen-activated protein kinases

mediate acrolein-induced apoptosis in Chinese hamster ovary cells." Cell Signal 19:
968-977.

Timmer, J. C. et G. S. Salvesen (2007). "Caspase substrates." Cell Death Differ 14: 66-72.

Toninello, A., P. Pietrangeli, U. De Marchi, M. Salvi et B. Mondovi (2006). "Amine
oxidases in apoptosis and cancer.” Biochim Biophys Acta 1765: [-13.

Vasant, C., R. Rajaram et T. Ramasami (2003). "Apoptosis of lymphocytes induced by
chromium(VI/V) is through ROS-mediated activation of Src-family kinases and
caspase-3." Free Radic Biol Med 35: 1082-1100.

Vincent, A. M., I. A. Olzmann, M. Brownlee, W. L. Sivitz et I. W, Russell (2004).
"Uncoupling proteins prevent glucose-induced neuronal oxidative stress and
programmed cell death." Diabetes 53: 726-734.

Youle, R. J. et A. Strasser (2008). "The BCL-2 protein family: opposing activities that
mediate cell death.” Nat Rev Mol Cell Biol 9: 47-59.




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,
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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).



145

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



146

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.



153

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.
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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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