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molécules nucléophiliques comme |’antioxydant glutathion, qui est impliqué dans la
défense cellulaire, et emméne une diminution de sa concentration intracellulaire
(Heck, 1997; Kehrer et Biswal, 2000). De plus, elle inactive I’enzyme glutathione
réductase qui regénére la forme réduite du glutathione (GSH) par le cycle rédox du
glutathione. La baisse de la forme réduite du GSH rend la cellule plus vulnérable aux
dommages causés par le stress oxydatif. Nos résultats montrent une baisse accrue du
GSH intracellulaire avec des faibles concentrations de I’ordre de 10 fmole/cellule.
Une exposition des cellules CHO & une concentration non-léthale d’acroléine (4
fmole/cellule) diminue le glutathione intracellulaire de 55% dans 30 min. Cette
baisse est plus rapide et dramatique par rapport & celle observée chez les cellules
CHO exposées au H,O, pendant 1 heure (25%) (Lord-Fontaine et Averill-Bates,
2002). Puisque les concentrations d’acroléine qui abaissent le glutathion
intracellulaire sont beaucoup plus faibles que celles qui induisent la cytotoxicité, cela
suggere que la baisse du glutathion est une étape importante qui précéde les
conditions cytotoxiques. Dans les cellules du carcinome pulmonaire A549, il y avait
une forte corrélation entre la baisse du glutathion et I’inhibition de la prolifération
cellulaire (Horton et al., 1997).

Le NAC, qui augmente le niveau intracellulaire de glutathion, offre une
protection contre la cytotoxicité, la nécrose et [’apoptose (Figure 3.1) engendrées par
’acroléine. Le GSH joue un rdle important dans la détoxification cellulaire des
espéces oxydatives tels que le H,O; et les hydroperoxydes lipidiques (Meister et
Anderson, 1983) et la protection des cellules épithéliales pulmonaires de I’oxydation
et de ’inflammation. La balance oxydo-réductrice du glutathion est critique pour
plusieurs fonctions cellulaires et des changements induits par |’acroléine semblent
affecter plusieurs voies de signalisation. Ceci inclut I’activation de plusieurs génes de
transcription, la régulation de la prolifération cellulaire et 1’apoptose (Horton et al.,
1997, 1999; Ramu et al., 1996; Rahman et MacNee, 1999, Rahman et al., 1999;
Arrigo, 1999; Bojes et al., 1999).
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En plus, nous avons apporté de nouvelles informations sur les mécanismes de
protection par le NAC contre ’apoptose induite par |’acroléine. Les concentrations
d’acroléine qui abaissent le glutathion coincident avec celles qui induisent les
événements précoces de I’apoptose comme la translocation du Bax et Bad, la
dépolarisation de la membrane mitochondriale, la libération du cytochrome-c et
I’activation de la caspase-9 (Figure 3.1). Aucune autre étude n’a rapporté une
protection contre I’apoptose induite par I’acroléine par n’importe quel antioxydant.
La protection de I’apoptose par le NAC a été confirmée morphologiquement par
I’inhibition de la condensation de la chromatine, un événement tardif de I’apoptose,
induite par I’acroléine. Un prétraitement avec NAC inhibait I’induction de la voie
mitochondriale par I’acroléine puisque le clivage de la caspase-9 et son activation ont
été totalement inhibés. L’activation de la caspase-9 est considérée comme un
indicateur de la voie mitochondriale (Chandra er al., 2000). NAC inhibait la
translocation du Bad vers la mitochondrie ainsi que la translocation du Bcl-2 au
cytosol induite par I’acroléine. NAC inhibait |’activation de la caspase-7 effectrice et
celle de la caspase-8 initiatrice ainsi que le clivage de PARP par I’acroléine.

L’inhibition totale de la caspase-9 et I’inhibition partielle de la caspase-8
suggérent que la voie mitochondriale est la premiére cible du mécanisme du
protection par le NAC puisque I’activation de la caspase-8 médie 1’apoptose par la
voie du récepteur Fas (Saikumar et al., 1999). Ainsi, nos résultats suggérent que le
GSH joue un réle important dans la toxicité et la modulation de |’apoptose induite par
I’acroléine.

La baisse du glutathion et d’autres thiols cellulaires corrélent avec I’apoptose
dans plusieurs types cellulaires (Aoshiba e al., 1999; Sato et al., 1995). En effet,
I’apoptose induite par I’acroléine chez les neutrophiles coincide avec la baisse du
glutathion intracellulaire (Finkelstein et al., 2001). 11 était suggéré que les effets de
’acroléine sont probablement dues aux changements d’oxydoréduction dans des
molécules connexes au GSH (Finkelstein er al., 200!1). Cependant, la relation entre la

baisse du glutathion et |’apoptose n’est pas encore claire et la baisse du GSH toute
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seule peut ne pas étre suffisante pour induire I’apoptose. En effet, il était proposé que
I’apoptose impliquerait une sortie du GSH intracellulaire (Ghibelli et al., 1995; Van
den Dobbelsteen et al., 1996). Ainsi, la diminution du GSH est plutét une
conséquence et non une cause de I’apoptose.

Un réle pour le stress oxydatif dans I’apoptose intrigue de plus en plus de
chercheurs. Pour plusieurs années, on a pensé qu’une exposition directe des cellules
au peroxyded’hydrogéne ou a des quinones induit seulement la nécrose, mais de plus
récentes études démontrent que ces agents a des plus faibles doses peuvent induire
I’apoptose (Hampton et Orrenius, 1997). En plus, de plus en plus de chercheurs
suggérent que la production des espéces réactives de 1’oxygéne (EOR) fait partie
intégrante de |’apoptose et que ces espeéces sont déterminantes dans la toxicité
associée a la radiation ionisante et aux médicaments chimiothérapeutiques (Zamzami
et al., 1995; Macho et al., 1997). Puisque |’acroléine génére un stress oxydatif en
augmentant la production des EORs et que le NAC inhibe I’induction de ’apoptose
par le NAC, on pense que I’apoptose induite par I’acroléine est médié par le stress
oxydatif. La capacité de plusieurs antioxydants cellulaires comme la catalase et le
NAC a bloquer I’apoptose induite par divers agents autres que des oxydants aussi
confirme le role central du stress oxydatif dans I’apoptose (Buttke et Sandstrom,
1994). Réciproquement, on a assigné une fonction antioxydante & la famille anti-
apoptotique Bcl-2 et a la protéine du baculovirus p35 (Jacobson, 1996; Sah, 1999),
démontrant que la génération des EOR est probablement une condition prérequise
pour démarrer I’apoptose. Cependant, d’autres études ont démontré ques les radicaux
libres peuvent atténuer I’apoptose (Hampton et Orrenius, 1998).

Durant les récentes années, plusieurs précurseurs du GSH ou inducteurs de ses
enzymes de synthése ont été développés (Anderson, 1997). L’augmentation du GSH
est d’un grand intérét dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
contre les composés toxiques de I’environemment, comme [’acroléine, et les effets
secondaires de plusieurs médicaments tel que [’hépatotoxicité de I’acétaminophéne.

Le NAC diminue les protéines conjuguées a I|’acroléine, un marqueur de la
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peroxidation lipidique, chez les rats développant des dommages hépatiques
chroniques (Kitamura et al., 2005). En plus, le NAC supprimait I’apoptose induite par
des agresseurs toxiques ou par le facteur de nécrose tumorale (TNF-a) (Cotgreave,
1997). Le NAC est utilisé pour ses propriétés chimioprotectrices contre les effets
secondaires de plusieurs médicaments (Mclellan et al., 1995; Gillissen et al., 1997).
Le NAC est utilisé cliniquement pour traiter les overdoses de [’acétaminophéne
(Perry et Shannon, 1998). En outre, le NAC peut agir directement comme un

antioxydant en réduisant les espéces réactives de I’oxygéne comme le radical hydroxy
(OH’), le péroxyde d’hydrogéne (H»O,) et I’acide hypochloreux (HOCI).
Administrant le précurseur de la cystéine, le NAC, est plus sir pour les humains que
la cystéine elle-méme qui a montré des effets toxiques pour le systéme nerveux

central (Dizdar et al., 2000). En plus, le GSH ne peut pas étre administré car il

n’entrera pas dans la cellule & cause de son volume.

3.2.7. Pertinence de ’acroléine dans le traitement des cancers

De nos jours la thérapie anticancéreuse par induction d’apoptose prend de plus
en plus d’intérét. Cette étude vise a comprendre le mécanisme de mort cellulaire
induit par I’acroléine ainsi que I’impact de la modulation du glutathion intracellulaire
sur la toxicité de cet aldéhyde. Nous sommes intéressés & étudier I’acroléine parce
qu’elle est produite par I’oxydation des polyamines (Agostinelli et al., 1996). 1l est
déja connu que les tumeurs contiennent des concentrations €levées en polyamines
(Bachrach et Heimer, 1989), qui sont des molécules nécessaires a la prolifération
cellulaire (Heby et Persson, 2003). Ainsi, en administrant une enzyme de la famille
des amines oxydases, ’amine oxydase du sérum du bovin (BSAO, EC 1.4.3.6), les
polyamines seront oxydés pour produire de I’acroléine et du peroxyded’hydrogene
(Alarcon, 1970; Tabor et Tabor, 1984). Ce faisant, la taille de la tumeur diminuera
puisqu’on la prive des polyamines et on la met en présence de produits apoptogenes

(Lord-Fontaine et al., 2001), qui sont le peroxyded’hydrogéne et I’acroléine. La
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BSAO a €té immobilizée avec succés dans des hydrogels de polyéthyléne glycol
biocompatibles, ce qui peut étre utile pour la stabilité et la livraison de I’enzyme dans
des tumeurs in vivo (Demers et al., 2001). La BSAO immobilizée était injectée in
vivo dans des tumeurs de mélanome chez la souris et elle a diminué la croissance
tumorale (Averill-Bates et al., 2005). Nous avous caractérisé le type de mort
cellulaire, qui était I’apoptose, révélée par la condensation de la chromatine, chez les
cellules tumorales (test de Hoescht) (Averill-Bates ef al., 2005). En ce qui me
concerne, j’ai participé a cette étude in vivo en confirmant I’apoptose a I’aide du test
de I’annexine V / propidium iodide et ceci par cytométrie de flux (Averill-Bates et
al., 2005). Les résultats de cette étude suggéerent que I’enzyme immobilisée posseéde
un potentiel anticancéreux en clinique, puisque les produits générés sont relachés
graduellement ce qui stimule I’apoptose des cellules plutdt que la nécrose. Ainsi, les
résultats de mon projet de doctorat pourront aider au développement de cette nouvelle
thérapie anticancéreuse dont les mécanismes sont investigués en détails afin
d’optimiser le traitement.

En conclusion, nos résultats ont permis une meilleure compréhension de la
toxicité de I’acroléine, un des produits majeurs de [’oxydation des polyamines
impliqués dans la régulation de la prolifération cellulaire et la croissance des tumeurs.
En plus, cette étude a permis une explication possible de I’activité pharmacologique
du cyclophosphamide, un agent anticancéreux, qui est métabolisé en acroléine et en
un mélange de phosphoramides, ce qui ouvre la voie au développement de
I’enzymothérapie par la BSAO pour lutter contre les cancers. D’autre part, les
résultats de ce projet envisagent la possibilité d’utiliser les composés qui augmentent
le niveau de GSH dont le NAC dans des cas de toxicité a I’acroléine, molécule qui
prend de I’ampleur dans la recherche sur la maladie d’ Alzheimer.

En perspective, il sera important et original de démontrer si |’acroléine peut
induire ’apoptose in vivo et ceci sur des tissus pulmonaires des rats Sprague-Dawley
suite & une exposition par inhalation. L’étude se fera par voie respiratoire puisque

normalement les gens sont exposés & I’acroléine par I’air comme la cuisson d’huile,
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I’émission des moteurs et les feux de forét. Différentes études in vivo se sont
intéressées au métabolisme de ’acroléine et son effet toxique sans avoir étudier la
mort cellulaire par apoptose (Morris et al., 2003; Penn et al., 2001; Borchers et al.,
1999; Linhart et al., 1996). Les rats seront exposés a différentes concentrations en
acroléine suivie des étapes de prélevement de poumons et du lavage
bonchoalvéolaires. Afin d’investiguer |’apoptose induite in vivo par inhalation de
I’acroléine, on utilisera un homogénat de poumons. Les analyses a utiliser seront : la
microscopie de fluorescence pour confirmer la présence des noyaux apoptotiques a
I’aide du colorant Hoescht, le test du TUNEL pour démontrer la fragmentation de
I’ADN (Barazzone et al., 1998), la fluorimétrie et I’immunobuvardage pour étudier
I’activité et le clivage des caspases -7, -8 et -9. Ensuite, par HPLC on effectuera le
dosage de I’hydroxyproline qui démontre le dép6t de collagéne qui est un indicateur
de fibrose (Hagimoto et al., 1997). La fibrose se caractérise par une surpopulation de
fibroblastes au niveau des poumons en cas de toxicité pulmonaire (Hagimoto et al.,
1997). Enfin, la microscopie de fluorescence pour étudier I’activité de la phagocytose
qui est un mécanisme de défense majeure des poumons et ceci sur les différents types
cellulaires du systéme immunitaire obtenus par lavage bonchoalvéolaire (Kuronuma
et al., 2004). Au niveau des poumons les macrophages sont responsables d’attaquer et
de digérer les bactéries et microorganismes qui entrent par la voie respiratoire. Ainsi,
une activité phagocytose dérégulée représente un danger pour la santé humaine.
Enfin, nos résultats suggerent que I’acroléine induit ’apoptose par la voie de
récepteur de mort Fas et par la voie mitochondriale et que ces mécanismes sont
MAPK- et caspases-dépendant. En plus, I’antioxydant NAC peut étre utilisé dans le
traitement d’une toxicité 4 I’acroléine et pour abaisser les effets secondaires

indésirables de I’agent anticancéreux, le cyclophosphamide.
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Abstract

Bovine serurn amine oxidase (BSAQ) oxidarively deaminates polyamines containing primary amine groups, spermidine and spermine.
1o form the cytotoxic products hydrogen peroxide and aldehydeis). Polyamines are preseut at elevined levels i many o tissues, The
amis of the study were to evaluate the ani-tumoral acuvities of native and immwobilized BSAQ in nwuse melanomaand also w determine
the mechanism of tumor cell death, CS7BL mice recenved a subeutancous ingection of B 16 melanoma cells to induce formation of tamoens.
Prioe o antiturion treatments with native wnd immobitized BSAQ. The enzyme was immobilized 1 a polytethylence glycol) (PEG)
biocompatible matrix. Antumor treatments consisted of a single injection of enzyme inw the wunor. When immobilized BSAO (2.5 mU)
was injected into the wmor, there was a marked decrease of 70% of the twmor growth. This was compared with a decrease of only 32% of
tumior size when the same amount of aative BSAO wis administered. The type of cell death was analysed in tumors that were treated with
native or immohilized BSAQ. When tumors were treited with immohilized BSAOQ, there was induction of ahigh level of apoptosis (around
70¢%), compared to less than 10% with the nutive enzyme. Apoptotic cell death was assessed by nuclear chromatin condensation using
Hoechst staining and labelling of extemalized phosphatidylserine using Annexin V. However, native BSAQ, probably due to a burst of
evtotoxic products, induced a high Tevel of neciosis of about 30%. conipared to less than 10% with immobilized BSAQ. In conclusion. the
advantage is that immwbilized BSAQ can act by allowing the slow release of cytotoxic products. which induces tumor ¢cell death by
apopiosis tather than pecrosis.
€ 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Polyamine

Kevwonds: Amine A

. Introduction

The nawrally occurring polyamines (speanine, spermi-
dinc and puwrescine) play an essential role in cellular
growth and differentation §1]. Recently, they have also
been implicated in apoptosis, which is a highly regulated
process of cell death {2], and in cellular signal transduction
{3). The polvamine hiosynthetic pathway is very active

Abbreviations: BSAQ, bovine serum smine oxidase: DAH, 1,6-hami
nohexane; DEMO. o-difluoromethylomithine; DMEM. Dulbecco's mod
ed  Engle { CiPa, glutath I id: GSH, raduced
gl i GST. ghuxthione § L I imer ) anit: PEG.
polyetiylene glycol; PBS, phosphote bufiered sakine: PL promdium 1odide.
$D. stmdand deviation: S EM., stndaed error of 1he mean

* Comesponding authar. ‘Tel.: +1 314 987 S000x4811;
fax ¢l 314 957 4034,
E mail addrens: uvenil diana@ugam.co (D.A Avenll Bates).

000629828 see front maher « 2005 Elsevier Ioe. All rights reservaed,
don: 10,101 6/3bep 2005 02.025

during the growth of various cancer cells. Polyamines are
often present at increased concentrations in tumor cellsand
ussues, for example, breast and colon cancers {4]. Reasons
for these increased levels include enhanced putrescine
synthesis by omithine decarboxylase and inereased uplake
of polyamines [5). In addition, depletion of polyamines
leads to inhibition of wmor grawth [6].

Given the role of the natural polyamines in growth-related
processes, enonnous cfforts have been made o synthesize
inhibitors lor the diffevent enzysmes involved in polyamine
biosynthesis: spermidine and spenmine synthase, ornithine
decarboxylase and S-adenosyl-methionine decarboxylase
{71 In fact. new strategies for cancer reatthent arc curreatly
under development {8] using (i) inhibitons of polyaniine
synthesis such as DFMO. a specilic inhibitor of arnithine
decarbuxylase [9). and methylgly oxal-bis-guanidylhydra-
sone. an inhibitor of S-adenosyl-methionine decarboxylase.
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(i) analogues of polvamines 110.11). which can deplete
polyansine content and inws fere with polyamine metabolisin
and/or function. (Jii) polyamine transport inhibitors which
van prevent uptahe of exogenous polyantines by blocking
wembrane tansporters [ 12] and Civy the use of polyanine-
degrading ensymes such as BSAO {13-131. A recent devel-
oprient iy that the polyaimine oxidase insctivawor, N' A -bis
(2.3-butadieny l}- 1. butanediamine  (MDIL. 72527). cun
improve the anticancer effect of DFMO [7). Currently,
DMFQ is undergoing clinical evaluation as a chemopreven-
tion agent [19].

BSAQ (EC 1.4.3.6) is a copper enzyme. Mw 170 kDa,
which oxidatively deaminaies polyamines containing pri-
nary amine groups (putrescine, speamidine and spesminc}
in the presence of oxygen and water {201 The reaction
products are hydrogen peroxide (H,(n), the corresponding
uldehydes and ammmonia [21). Acrolein is formied by the
spuntancous B-climination of the dialdchyde, an unstable
interinediate oxidation product of spermine {22,23). Fig. |

shows the reaction scheme for the cnsymatic action of

BSAQ on spamine and the formation of ¢ytotoxic pro-
ducts. Praducts of polyamine oxidation have been impli-
cated in programnied cell death {24 | and inhibition of DNA
and protin synthesis |25].

We previously reporled that speemine oxidation pro-
ducts could inhibit mammalian vell proliferation and that
both H20; and aldehyde(s) were involved [ 18,26]. Further-
more, an important finding is that the BSAO/spermine
cnzymatic system was able (0 eliminale multidrug-resis-
tant ¢ells with overexpression ol P-glycoprotein [17,27).
These findings suggest that BSAO could prove to be usclul
wcwncer weatment, To wke advimtage of the higher levels
of polyanuncs in wnwr versus nonnal tissues (4], oxic

NH,{CH,)sNH(CHg) NH(CH,) NH, + 20, + 2H,0
(spermine)

+ amine oxidase

CHO(CH,),NH{CH,),NH{CH,),CHO + 2NH, + 2H,0,
(dialdehyde)

beta efimination
catalase and GSH/GPX

NH,{CHy),NH, + 2GH,=CHCHO

(putrescine) (acrolein) \

GSH/GST

Fig. 1. Rexction scheme Ior the enzymanc oxidanon of the polyanine
spermine by BSAQ. Spermi dergoes asidative deamination in the
prexence of oxygen and water to form hydrogen peroxide t HyOy) smmomia
and the unstable aminoaldchyde imermediake [NN bG(3 propwnalde
hyder 14 ( | | Ihe omincaldehyde undergoes spontaneous 3
chimination w form wrolan and purescine. HaO, 1s detoxified by two
celtular defence sy : (i) by catalase and (ii) by ing wilh reduced
ghuathiooe (GSH), cadyzed by ghusthione peroaidase (GPx). Acrolein is
detoxified by conjugstion with GSH. catalyzed by glutathione Stramaferase
(GST)

products such as H20)2 and aldehyde (s} could be generated
in situ by delivering amine oxidases into wnors w induce
cvtotoxicity | 18.27). Furthermore, BSAO could also act by
depleting dssue levels of polyamines, necessary Tor umor
arowth,

The aim of this study is W cvaluate in viva. wing a
mouse aclanoma model, whether BSAO, when injected
directly into the wmor, is able w induce wmoricidal
activity by converting polyamines w toxic products in
sit. It has been well established that immobilization of
enzymes such as asparaginases into polymeric matrices
such as PEG increases their structural stability and fune-
tional activities in vitro and in vivo {28 |, [aumobilization of
BSAOQ into a bivcompatible matdx made of bovine scrum
albumin and PEG was reported recently [29] and the
enzyme showed a high operational smbility relatve to
its native form. Therefore. both nutve and immobilized
BSAQ will be compared in vive in terms of their antiwumor
efficacy against nuce melanomas.

For cancer therapies, it is also important (o cstablish the
mechanism(s) by which cytotoxic agents cause tumor cell
death. Apoptosis is u highly regulated form of cell death
involving many dJifferent genes and proteins {30]. During
apoplosis. caspase enzymes are activated. chromatin con-
densation and inlemucleosomal degradation of DNA occur
in he aucleus and bicbs appear on the surlace of the cell
membrane. An early morphological event in apoptosis is
the loss ol plasma membrane asymmetry, resulting in
cxposure of phosphatidylserine ut the outer membrane
leallet. Cells are subsequendy dismantled in an orderly
manner into apoptotic bodies, which are removed by
phagucytosis. This process avoids liberation of ccllular
contents into surrounding tissue and inducdon of inflam-
mation, us oveurs when cells luse membrane integrity and
die by necrosis. Therefore, native und iminobilized BSAO
will be compared in vivo in terms of their respective
ubilities o induce wmor cell death by either apoprosis
OF NECFOSIs,

2. Materinls and methods
2.1, Materials

Benzylamine, Hocesht (# 33258), Anncxin V-FITC,
propidium jodide. bovine scrum albumin, epidermal
growth factor, hydroconisone, insulin, polyethylene glycol
of 3.5 kDa and wansfcriin were purchased from Sigma
Chemical Co. Tricthylamine, perchloric acid (708 and
DAH were purchased from J.T. Baker. DMEM. foetal
bovine serum. penicillin, streptomycin und trypan blue
were lrom Gibeo Canada. Mouse nielanoma cells Bl6-
FO (CRL-6322) were purchased from the Amencan type
culure collection. Female CS7BL mice. aged 6-8 weeks
and weighing 16-20 g, were purchased from Charles River
Inc.
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days and represents a “vleaner treatmment since the cells
die by apoptosis und not by neerosis. Compared to the
native torm of the enzynie, the advantage with respect to
anticancer treatment is that immuobilized BSAO cun act
by allowing the slow release of eytotonic products within
the tumor,
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