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3.2.5. Phosphorylation de la p53 par l'acroléine 

Un nouvel aspect de cette étude démontre la phosphory lat ion de la p53 aux 

sérines 15 et 46 par l 'acroléine (F igure 3. 1) qui est un agent endommageant de l ' ADN 

(Esterbauer et al ., 199 1 ). Les sérines 15 et 46 de la p5 3 sont phosphory lées en 

réponse aux dommages à l 'ADN (Cnman et al. , 1998 ; Bulavin el al ., 1999). La 

phophory lat ion de la sérine 15 réduit la liaison de l ' oncogène mdm2 à la p53 in v itro 

(Shieh el al., 1997) pour inhiber sa dégradation par la mdm2 (Haupt el al. , 1997). 

Effectivement, l 'acro léine induit la phosphory lati on de la p53 à la sérin e 15, et 

comme attendu ce lle de la sérine 46 qui est la cible de la p38 (B ulav in et al., 1999) 

qu 'on a démontré son activation. Parmi les évènements méd iés par la p53 , il y a 

l 'apoptose et l 'arrêt du cyc le ce llulaire. La p53, qui est un facteur de transcription 

induit la transcription des protéines proapoptotiques comme Bax et le ligand Fas, et 

supprime celle des antiapoptotiques comme le Bc l-2 (B ras el al., 2005). D 'ai lleurs, 

nous avons démontré que l 'acroléine induit une augmentation de Bax et une ba isse de 

Bcl-2 à la membrane mitochondriale ai nsi que l ' augmentation de l 'express ion du 

ligand Fas, tous des changements régulés par la p53. A insi, la présente étude 

démontre que p38 et ERK sont des molécules clés dans l ' induct ion de l ' apoptose par 

l 'acroléine et que AKT et JNK sont des voies de surv ie empruntée par la ce llule pour 

contrer sa toxicité cellulaire. 

3.2.6. L'antioxydant N-acétylcystéine inhibe l'apoptose induite par 

l'acroléine 

Puisque l ' acroléine est un toxique omniprésent dans notre environnement, on 

a étudié l ' effet protecteur des antioxydants sur les ce llules afi n de pouvoir traiter les 

gens qui y sont exposés. On a démontré que le g lutathion qui est parmi les plus 

importants antioxydants intracellulaires, joue un rôle important dans la détoxification 

de l 'acroléine. Ains i, le NAC, un précurseur du glutathion, a inhibé la toxicité induite 

par l 'acroléine dans les cellules proli férat ives Cl-1 0. L·acro léine se lie rap idement aux 
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molécules nucléophiliques comme l'antioxydant glu tathi on, qui est impl iqué dans la 

défense ce llulaire, et emmène une diminution de a concentrati on intracellulaire 

(Heck, 1997; Kehrer et Biswal, 2000). De plus, ell e inact ive l'enzyme glutathione 

rédu ctase qui regénère la fo rme réduite du glutathi one (GS H) par le cyc le rédox du 

glutathione. La baisse de la forme réduite du GS H rend la ce llule plus vulnérable aux 

dommages causés par le stress oxydatif. Nos résultats montrent une baisse accrue du 

GS H intracellulaire avec des faibles concentrati ons de l'ordre de 10 fm ole/cellule. 

Une expos ition des cellules CHO à un e concentrat ion non-l éth ale d ' acro léine (4 

f mole/ce llule) diminue le glutathione intrace llulaire de 55% da ns 30 min. Cette 

baisse est plus rapide et dramatique par rapport à ce lle observée chez les cellules 

CHO exposées au H20 2 pendant l heure (25%) (Lord- Fonta ine et Averill-Bates, 

2002) . Puisque les concentrations d ' acroléine qui abaissent le glutathion 

intrace llula ire sont beaucoup plus fa ibles que celles qui induisent la cytotox icité, ce la 

suggère que la baisse du glutathi on est une étape importante qui précède les 

condit ions cytotoxiques. Dans les cellules du carcin ome pulmonaire A5 49, il y ava it 

une fo rte corrélati on entre la baisse du g lutathi on et l' inhibi tion de la proli fé ration 

ce llula ire (Horton et al., 1997). 

Le NAC, qui augmente le nt veau intrace llula ire de glutathion, offre une 

protecti on contre la cytotoxicité, la nécrose et l'apoptose (F igure 3. 1) engendrées par 

l' acroléine. Le GSH joue un rôle important dans la détox ift cati on ce llulaire des 

espèces oxydatives tels que le H20 2 et les hydroperoxydes lipidiques (Meister et 

Anderson, 1983) et la protecti on des ce llules épithé li ales pulm onaires de l' oxydati on 

et de l' infl ammation. La balance oxyda-réductrice du glutathion est cri tique pour 

plusieurs fonctions cellulaires et des changements indui ts pa r l' acrolé ine semblent 

affecter plusieurs vo ies de signali sation. Cec i inclu t l' activati on de plusieurs gènes de 

transcripti on, la régulation de la proli fé rat ion ce llulaire et l' apoptose (Horton et al. , 

1997, 1999; Ramu et al. , 1996; Rahman et MacNee, 1999, Rahman et al., 1999; 

Arr igo, 1999; Bojes et al., 1999). 
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En plus, nous avons apporté de nouve lles informations sur les mécanismes de 

protection par le NAC contre l ' apoptose induite par l ' acroléine. Les concentrations 

d' acroléine qui abaissent le glutathion co ïn cident avec ce lles qui induisent les 

évènements précoces de l ' apoptose comme la translocat ion du Bax et Bad, la 

dépolarisation de la membrane mitochondriale, la libérat ion du cytochrome-c et 

l ' act ivati on de la caspase-9 (F igure 3.1 ). Aucune autre étude n' a rapporté une 

protecti on contre l ' apoptose induite par l ' acroléine par n' importe quel antioxydant. 

La protection de l ' apoptose par le NAC a été confirmée morphologiquement par 

1' inhibition de la condensation de la chromatine, un évènement tardif de 1 'apoptose, 

induite par l 'acroléine. Un prétraitement avec NA inhibait l ' induction de la voie 

mitochondriale par l ' acroléine puisque le cli vage de la caspase-9 et son activat ion ont 

été totalement inhibés. L 'activation de la caspase-9 e t considérée comme un 

indicateur de la vo ie mitochondriale (Chandra el al. , 2000). NAC inhibait la 

translocation du Bad vers la mitochondrie ainsi que la translocation du Bcl-2 au 

cytosol induite par l 'acroléine. NAC inhibait l ' act ivat ion de la caspase-7 etTectri ce et 

ce lle de la caspase-8 initiatrice ainsi que le cli vage de PARP par l 'acroléine. 

L ' inhibition totale de la caspase-9 et l ' inhibi tion partielle de la caspase-8 

suggèrent que la vo ie mitochondriale est la première cible du mécanisme du 

protection par le NAC puisque l ' activation de la caspase-8 méd ie l ' apoptose par la 

vo ie du récepteur Fas (Saikumar et al., 1999). A in i, no résul tats suggèrent que le 

GSH joue un rôle important dans la toxicité et la modulation de l ' apoptose induite par 

l ' acroléine. 

La baisse du glutathi on et d' autres thiols ce llulaires corrèlent avec l 'apoptose 

dans plusieurs types cellulaires (Aoshiba el al. , 1999 ; Sato el al. 1995). En effet, 

l ' apoptose induite par l ' acroléine chez les neutrophiles co ïncide avec la baisse du 

glutathion intrace llulaire (Finkelstein el al. , 2001 ). Il éta it uggéré que les effets de 

1 ' acroléine sont probablement dues aux changements d'oxydoréduction dans des 

molécules connexes au GSH (F inkelste in et al., 200 1 ) . Cependant, la relat ion entre la 

bai sse du glutathion et l 'apoptose n'est pas encore claire et la bai sse du GSH toute 

_______________________________ _____________ _j 
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seule peut ne pas être suffisante pour induire l 'apoptose. En effet, il était proposé que 

l ' apoptose impliquerait une sorti e du GSH intracellulaire (G hibelli el al., 1995 ; Yan 

den Dobbelsteen et al. , 1996). Ainsi , la diminution du G H est plutôt une 

conséquence et non une cause de l ' apoptose. 

Un rôle pour le stress oxydatif dans l'apoptose intrigue de plus en plus de 

chercheurs. Pour plusieurs années, on a pensé qu ' une exposition directe des ce llules 

au peroxyded ' hydrogène ou à des quinone induit seulement la nécrose, mais de plus 

récentes études démontrent que ces agents à des plus faibles doses peuvent induire 

l ' apoptose (Hampton et Orrenius, 1997). En plus, de plu en plus de chercheurs 

suggèrent que la production des espèce réactives de l ' oxygène (EOR) fa it partie 

intégrante de 1 ' a po ptose et que ces espèces sont déterminantes dans la tox icité 

assoc iée à la radiation ionisante et aux médicaments chimiothérapeutiques (Zamzami 

et al., 1995; M acho et al. , 1997). Puisque l ' acroléi ne génère un stress oxydatif en 

augmentant la production des EORs et que le AC inhibe l ' induct ion de l 'apoptose 

par le NAC, on pense que l ' apoptose induite par l 'acroléine est médié par le stress 

oxydatif. La capacité de plusieurs antioxydants ce llulaires com me la cata lase et le 

AC à bloquer l ' apoptose induite par diver agents autres que des oxydants auss i 

confirme le rôle central du stress oxydati f dans l 'apoptose (B uttke et Sandstrom, 

1994). Réc iproquement, on a assigné une fonction antioxydante à la famille anti­

apoptotique Bcl-2 et à la protéine du baculov irus p35 (Jacobson, 1996; Sah, 1999), 

démontrant que la génération des EOR est probablement une condition prérequise 

pour démarrer l 'apoptose. Cependant, d' autres études ont démontré ques les radicaux 

libres peuvent atténuer l ' apoptose (Hampton et Orrenius. 1998). 

Durant les récentes années, plusieurs précurseurs du GSH ou inducteurs de ses 

enzymes de synthèse ont été développés (Anderson, 1997) . L ' augmentati on du GSH 

est d' un grand intérêt dans le développement de nouvelles tratégies thérapeutiques 

contre les composés tox iques de l 'environemment, comme l ' acroléine, et les effets 

secondaires de plusieurs médicaments tel que 1 'hépatotox icité de 1 'acétaminophène. 

Le NA diminue les protéines conj uguées à l 'acroléine, un marqueur de la 
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perox idati on lipidique, chez les rats développant des dommages hépatiques 

chroniques (Kitamura et al. , 2005). En plu , le NAC supprimait l 'apoptose induite par 

des agresseurs tox iques ou par le facteur de nécrose tumorale (TN F-a) (Cotgreave, 

1997). Le NAC est utilisé pour ses propriétés chimioprotectrices contre les effets 

secondaires de plusieurs médicaments (Mclellan et al. , 1995 ; Gilli ssen et al. , 1997). 

Le NAC est utili sé cliniquement pour traiter les overdoses de l 'acétaminophène 

(Perry et Shannon, 1998) . En outre, le NAC peut agi r directement comme un 

antioxydant en réduisant les espèces réacti ves de l 'oxygène comme le radical hydroxy 

(OH"), le péroxyde d' hydrogène (H20 2) et l ' ac ide hypochloreux (HOC l ) . 

A dministrant le précurseur de la cystéine, le AC, est plus sCrr pour les humains que 

la cysté ine elle-même qui a montré des effets toxiques pour le système nerveux 

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

n' entrera pas dans la cellule à cause de son vo lume. 

3.2.7. Pertinence de l'acroléine dans le traitement des cancers 

De nos jours la thérapie anticancéreuse par inducti on cl ' apoptose prend de pl us 

en plus d' intérêt. Cette étude v ise à comprendre le mécanisme de mort cellulaire 

induit par l ' acroléine ainsi que l ' impact de la modulat ion du glutathion intracellulaire 

sur la toxicité de cet aldéhyde. Nous somme intére és à étudier l ' acroléine parce 

qu 'elle est produite par l ' oxydation des polyamines (Agostinelli et al. , 1996). Il est 

déjà connu que les tumeurs contiennent des concentrations élevées en polyamines 

(Bachrach et Heimer, 1989), qui sont des molécules nécessa ires à la proliférati on 

ce llulaire (Heby et Persson, 2003). A insi, en administrant une enzyme de la famille 

des amines oxydases, l ' amine oxydase du sérum du bovin (BSAO, EC 1.4.3.6), les 

polyamines seront oxydés pour produire de l ' acroléine et du peroxyded ' hydrogène 

(A iarcon, 1970; Tabor et Tabor, 1984). Ce fa isant, la taille de la tumeur diminuera 

puisqu 'on la pri ve des polyamines et on la met en présence de produits apoptogènes 

(Lord- Fontaine et al., 200 1), qui sont le peroxyded ' hydrogène et l ' acroléine. La 
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BSAO a été immobilizée avec succès dans des hydroge ls de po lyéthy lène glyco l 

biocompatibles, ce qui peut être utile pour la tabilité et la li vraison de l ' enzyme dans 

des tumeurs in vivo (De mers et al. , 200 1 ). La BSAO immobi 1 izée était injectée in 

vivo dans des tumeurs de mélanome chez la souris et elle a diminué la croissance 

tumorale (Averiii-Bates et al., 2005) . Nous avous caractéri sé le type de mort 

ce llulaire, qui était l 'apoptose, révélée par la condensati on de la chromatine, chez les 

ce llules tumorales (test de Hoescht) (Averiii-Bates et al. , 2005). En ce qui me 

concerne, j ' ai parti cipé à cette étude in vivo en confirmant l ' apoptose à l ' aide du test 

de l 'annex ine V 1 propid ium iodide et cec i par cyrométri e de flu x (Averiii- Bates et 

al ., 2005). Les résultats de cette étude suggèrent que l ' enzyme immobili sée possède 

un potentiel anticancéreux en clinique, pui sque les produi ts générés sont relachés 

graduellement ce qui stimule l ' apoptose des ce llules plutôt que la nécrose. A insi, les 

résul tats de mon proj et de doctorat pourront aider au déve loppement de cette nouvelle 

thérapie anticancéreuse dont les mécanismes sont investigués en détails afin 

d ' opt imiser le traitement. 

En conclusion, nos résultats ont permi s une meilleure compréhension de la 

tox icité de l ' acroléine, un des produits maj eurs de l 'oxydati on des polyamines 

impliqués dans la régulation de la proli férati on ce llulaire et la croissance des tumeurs. 

En plus, cette étude a permi s une explication poss ible de l ' acti v ité pharmaco log ique 

du cyc lophosphamide, un agent anticancéreux, qui est métaboli sé en acroléine et en 

un mélange de phosphoramides, ce qui ouvre la vo ie au déve loppement de 

1 ' enzymothérapi e par la BSAO pour 1 utter contre les cancers. D 'autre part, les 

ré ultats de ce proj et envisagent la po sib i lité d" ut ili er le composés qui augmentent 

le niveau de GSH dont le N AC dans des cas de tox icité à l 'acroléine, molécule qui 

prend de l 'ampleur dans la recherche sur la maladie cl ' A lzheimer. 

En perspective, il sera important et ori ginal de démontrer si l ' acroléine peut 

induire l 'apoptose in vivo et cec i sur des ti ssu pulmonaires des rats Sprague-Dawley 

sui te à une expos ition par inhalation. L 'étude se fera par vo ie respirato ire puisque 

norm alement les gens sont exposés à l ' acroléine par l 'air comme la cuisson d' huile, 
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l' émiss ion des moteurs et les feux de forêt. Différentes études in vivo se sont 

intéressées au métabo li sme de l' acroléine et son etTet tox ique sans avo ir étudier la 

mort cellul ai re par apoptose (Morri s et al. , 2003; Penn et al., 2001 ; Borchers et al. , 

1999; Linhart et al. , 1996). Les rats seront exposés à diffé rentes concentrat ions en 

acro lé ine suivi e des étapes de prélèvement de poumons et du lavage 

bonchoalvéolaires . Afin d' invest iguer l' apoptose induite in vivo par inhalation de 

l' acroléine, on utili sera un homogénat de poum ons. Les analyses à utiliser seront : la 

mi croscop ie de fluorescence pour confirmer la présence des noyaux apoptotiques à 

1 'a id e du co lorant Hoescht, le test du TU EL pour démontrer la fragmentation de 

1 ' ADN (Barazzone et al., 1998), la tluorimétrie et l' immunobuvardage pour étudier 

l' act ivité et le clivage des caspases -7, -8 et -9. Ensuite, par HPLC on effectuera le 

dosage de l' hydroxyproline qui démontre le dépôt de co ll agène qui est un indicateur 

de fibrose (Hagimoto et al., 1997). La fibrose se ca ractéri se par une surpopulation de 

fibroblastes au niveau des poumons en cas de tox icité pulmonaire (Hagimoto et al., 

1997). Enfin, la microscopie de flu orescence pour étudi er l' activité de la phagocytose 

qui est un mécanisme de défense majeure des poum ons et ceci sur les différents types 

ce llula ires du système immunitaire obtenu par lavage bonchoa lvéo la ire (Kuronuma 

et al. , 2004) . Au niveau des poumons les macrophages sont responsables d ' attaquer et 

de di gérer les bactéries et mi croorgani smes qui entrent par la vo ie respirato ire. Ainsi, 

une act ivité phagocytose dérégulée représente un danger pour la santé humaine. 

Enfin, nos résultats suggèrent que l' acrolé ine induit l' 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, l' antioxydant NAC peut être utilisé dans le 

traitement d ' une toxicité à l'acroléine et po ur aba isser les effets econdaires 

indési rabl es de l' agent anticancéreux, le cyc lophosphamide. 

--- - --·-- - ·-- ----
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Pt): lh 2iJ'2.:1) ..... "" i rt \nt lll<l ll \! r 1 21X J."• t--.1~ .:-\t~ r ln.: .. \ Il n~h t.~ ( e"!:' r\ <..\1. 

dm: 10. 1 Cl 1 iliJ.h<: p.ll):b .O :!.O~ S 

dtui n}! th:.: ~ lU\\ dt pf \c_niuu~ r ancl'r t'l' Il ~ . PP I ~:llnint·~ ill l' 

n ll t·n liiL" '-•.: Jll . tl Î ll:..ïL' ; t :'\t'l J l"l.)llù' I!Uï .ltÎtHl:- in lll !l !lll t:·.:J I.._ ; tmJ 

u~~lll.'~. rtw l' .'..:al l lp k . IJI'l' ~ t~ l ~lll d t:O itl l l l'~ llll.'l'r !'l t 1. 1\ ~a~t)lb 
f(u tht'~l' i nnc:t ~t d k· ,t· l ~ inc luJl · ·n hanl't:d putn.:~cint' 

!\ynt lte:-.i!\ hy um it hntl' dc.t' u rbtlXy l ~ t :-~.: ~md ÎnL'I'l' ;.L'IL'd up t al..~..~ 

••1 l)tJ i y:uu i nt·~ J:'i J. ln additi on. dq>k tion ,,r ptl i ) ,IIIIÎIIL':'\ 

I C dd~ l U ÎllhÎbÏ l ÎOI J O f lUlli( !( $!1(1\\ th f(I J. 
Gi vt·nthe 10k ofthL·nm urn l polyam in ., i nj!rnw tiHc· l m~J 

pl"l !L' ·~\\,'~. !..'l ll\11 11 \l li ~ l..' rJ Orl~ h~l\ l' h L' 'I:Il Tll [ tdL' h ) ~ ~lllllL.' !-> Î I.L' 

in ilibil t•r; f11 r lilL· dilll'l'i:ll l ŒI.Yill~' int' lt l t~d Ill pC >i );.tlllliiC 

b i o:-~ nlhl·~i :"\: ~PLTlll idi nr nnd :-.pL1lliÎ tt..: ~y IHha ~·. \ll u ith inl' 
drl'arht~ \yla~t· .md S-: , dttH"~ 1 - ri!cth i~'n ine th.:t·.n l ){''~ 1:. ~<.: 

j 7 j . Jtt fat\. IIi..\\ Z.. l iLi l t'~ i i.'' 1"01 C tll t.'l' l ll l':.tll l l ' Ill WL'-l.. ll rtL•I UJ.\ 

lllh.l t· l J :.·H· lupt l h.'IH IS 1 u ~in~ ( i • i nh ibi t w~ 11 r p•• lyawin L· 
-.~nl lk·,i ~ .... ud) a~ DF\ IO. ~~ ' Pt·(' iliL' •nhih il11r (I r Dl ni lllitll' 

d ·c·ali>ll\) I.N· [lJI . .111d 111\:l ht 1" 1) " ·'" ' bi , pumid) li(\ dru 
/t Hl l' , ,Ill lllh ÎIJ Îtl)f ~) r .)'-aJL'I Hl~~ 1- ll iL'lil Îllllllll' tkl'~tl h \1 \~ la:-l'. 



(jj 1 : t ll: do~u'-'"' ol' p(1ly;n11ÎIIL'!'- ! 10. 11 1. v;hid l t"~lll d~·pk l L' 

ptl l) ~triiÎllL' L' lliHL' IIl and Îllllï fl' 1 · \', ith pu!) aiiiÎil;.: llll't.tl n) li:-- ru 

a!lliiPr l'tnh.:ti~)ll. (ÏÎÎJ 1-,.,l l ~.t!I!Îrlt' l r..1 11~J:X)Il inli ihill>l~ v.h ich 

l ' dll prL'\l'lll Upt.l k_;..· nr 1.'\ll~l'lhtll~ })H\~aiHÎ l\\.' :0. h~ hJot:J..in~ 

111\ .. 'lll hi ,tJIC l l a lh jlll l h .' ! \. [ J_2[ ~11\d ( 1\ 1 lhL· ll't.' t d Jh ~~~ ,\lill lit 

Jtpad 111~ t'Il/.) li ll.':-- ..,uch a~ BS!\l) Il J - 1 SI . A n.:etlll d..:H·I 

llplll~nll:-.lhall l ll'Jitl!~~tlllllh.: U.\ÎJa~· ÎII~U.' li\ ~Uüf. .\'1 
. .v· bi:-. 

l 2 .. 1 ~ lnlt.tdit:uy \ J - l . · l ~ h~nannlianlin l' f ~! Dl. T25"27t. l'lil l 

in q>fl l\~ lit~.· antit'Uih.-er d'f\.."l' l ,,r Df-\ 10 i 71 Curn.:nd). 
D \1 F( 1 i ~ undCq.!.u Î n~ l'll ll Ît::d ~\'i.i lll ~t l Î<1n ~:-. ~~ t'lh..:lllupr~\·'l'll ­

li<lll"l'Œl j J91 . 
J"lS ,\0 ( EC 1.·1 .. ~ (> ) i' u cnppcr t·nt.ymc-. \-h' 170 k D:t. 

,,·hi d l H,\i dali' cl~ th:~uuiuatt· :-. pnlya!IIÎII t':-. nnllaining. JH i ~ 

111ar) amine f:!l llUp:-. {putr\."\Cine: . ~rcn ni...li11 \.! ilfld :--pcnnilll:J 
in the Jlft'"-"Ol'l· or oxy~c: 11 and waln 1201. The r<:<1<'liOII 
prodtH.:t-- t1f'C h) d'''~~ n pt.::ro\Îl.k (H..,::02 ).1 h l: chrt'l.'\(ltH, din~ 

aiJdl)<Jc, ltlld :t!tiii\Onia 12 11. i\lT•>lcm " ICl1111cd hy the 
'j>ll l\l~tl h."UU' 'j l."illllli\ . lli\Ul nf thl' Ji.tJd~o.' il)dl' .• 111 Ull ~ t .t bk 

llltl.TIII<.,."l.hatt.' o .\1dauon pn>dl iL' l vi J>Cf ll ll li L' 122 .:2 .~1- Fig. 1 
:-!hn~o' til L· r ·~u .. ' lHHl ... ~..· l lL'IIlt' 1 t'r th e l'I ll.) JlllllÎt.' al·tion nf 

n. /\() Vll \f}l'JlHIIlC nnd l hl' !'t)I11HliÎ (III ur L'Yh>tn ;(Ï.,; pro~ 

durt:-. . PrnduCl' nl po lyamim.: n'<idalÎt>n lH.J\'t' hn·n impli · 
~, · mt.·d in pn>gmmrn,:d c \.'11 d ... ·ath f ~--1 1 :mù inhihi t 1011 lll D. i\ 

anJ ptlHL' In ')ndt\..'~1, 11:; 1. 
Wc: prc,·iou ' l) rl·p lfil"d thal 'J>enninc >1\idali•lll pnl· 

du~.· t~ t.uu lJ inhihil lli\.H1tmoll :tn cdl prnli!'~;nJtioll anU lhal 

h<~tll H,O, 1111Ù aldchydc('J wc1<: imtdv~d IIK~o l . f'unhcr­
morc·. nn liHporl:tl ll findlll f'. " tktl the BS/\0/, p<:lmirH: 
t'Ill~) mati e ~y~ H .. ' JII \Va!- nhk ln diruin~tlt' ruuhid lll f!-rC~ i~ ­
t<rnl cclb with '" .:rcxpr ~,ion C•f P-1!1)l'(>Jlr•llc in f l 7.nl. 
1llc>C findin~ ;, '"~~<:,lthn t Fl . i\0 cnuld pmw l<> he u,cful 
tlll· :uh.:~o.· ! lf (.':tttt ll'll1 T·• tu lü· a~hama~c \)(th;.·l u~h~..T \~.,·,l'l"' 

11 1 p•1l~ .tlltllll"' 111 lunmt \'l'r .. u:- rh•111tal ti:-.\lh.'' H 1. h•\Î t' 

NH,(CH~),NH(CH,) .1 NH(CH2J,NH2 + 20, + 2H,O 

(spermtne) l 
r amtne oxtdase 

CHO(CH7),NH(CH).NH(CH7),CHO • 2NH, • 2H,O? 
(d•aldehyde) T 

oo1a o•tllinaliM l 1 
caral<lso and GS GPx 

NH2(CH2),NH2 + 2CH2=CHCHO 

{pulroscine) (ocroloin) ~ 

GSH!GST 

h~ 1 R~~l:t1nn .. c llC't:\( i()( lit: t' ll/\ IT'lft ll ~ ox•d.:~ tiO il 01 1h<: pol)anun~ 

..:pcrnune by BS--\r). ~JX'Illl inc uo~.krr· ' ' OX Idt!lt\ ummJ\ti ("l(t •n the 
prc'i<'llC'C()! o>.)f't' l'! und \1. :lh.'r 1 01~)(111 h\"~il" f>SCtl p.:rn."(td~· t li ~0:!. :' llHlWtll l\ 

otX! th< un'( t~bk ;\mtnooh.k h\'dc tnl ( l'nl~dn.IK" 1 v • .v· bt~t.1 prop t<Hkl ldc 

h~r.lC ) 1-1 hult.lll\'t.IJ.'mu n~.· l 1 ht• omuw~l~kh)dc urM~ r~(\..' ~ p..,tll li t K't l\.t \ ,,, 

ci ulliil:.lll) 11 IO Î(ulll t\.I'C'\ ICII l t!tlJ plll!("h~l lk' Ji ~()~ l' d~ tO.\ tii.:J h) l~\0 

~..·c !lul:tr,klcnœ ~t)~ lctn~ ; tt ) b) C..11l\J;hc r.nd f11 l h> rcOCitn~ \\tlh r~o..'du .. ('d 

g lul<t lhir~t \t" 1CiSII •. c:ittl l )lCd h) gluwthioclt j"\:"H>>.tÙ!IIoC fG I'\}. t\(' 10 10 h 
dciO:\ÎfiOO h\' COOJU_g.nt.on \VIth GSH. cata lpcd h\' ~1 Ul3Ùlinn.c .\ l ron,f~.-r :'K.: 

1GS'n 
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prc•dm·b , uch '" H ~( J , and <tllll·hyc.k'C 1 tllu ld l>t' ~ènenned 
in ~ itu h~ Lkli \t'1 Îll ~ d l llllll.: p,'( idi.l :-.::-- inlP tuntu r:-. h) int.luL'L' 

{,:ytlll\)Xit' Îl ~ i 1 S .~ 7 1 . runht:ll ll lll\:. 13 ... ;\( ) C \ IUIJ abll i:!Cl h~ 

Lh: p li..•ti n::- ti :-.:-. ut· le ,;.:b ~ ) r pol~:mt i nl':-.. nt·~t·:-.:-.ar~ l\!r tumnr 
~hl\\ lh 

T h;.· at l tt 111" tht:-. :-. t ud~ i:-. ll) l'\a lu:..tt l' i11 \Ï\O. u~ in t:: ~ ~ 

!l ill li'· l!IC b ! ICHI IC\ 111mld "hcthc r B~,.\0. wh en injlTlnl 
LIJ!,.'ll l) Ïlll~l thl" ILUI IUI". Î ~ ~thh: l\,) ÎllÛ Ul.'l' ILIIIHJfÎ fÎ d ~tl 

:tClÎ\ Îl~ h~ l'\H l\ l.'rl Î !l~ pUI) ati! ÎII l.':o- hl l l)XÎL' p tùdUL'b Îll 

" lu . il ha> bcc-n wei l t·,tabli. hl·d thal illllnub ili l.ati.m "r 
t:l l /. ~ lill"~ :-- uch a :.. a:-.pa ra ~ i na,c:.. in tc } pl d )' tll t..T ÎL" tll ~t l ri~· c'\ 

, uch '" PEG ine lt·:,;·c!- thëi r Slntc·tu ra l , lah ili ty nnd func ­
tiun ~tl ~tL' ti\ iti c:- in 'i tn1 ~ 1 ll d i 11 \ i vu (2S 1. hm11nh ilt t.\ tl iun l ) r 

8. () int~) ~~ hiUCtl!llpalÎhJc ll l~tll'Ï\ lllaÙC ol' lt(n·int \t~ nuu 

r.lbumin und PEG wu;. rqH>rtcd n:ccnt l) 12~ 1 :llld t h~ 

\..'fllynt t !-.howcd :t high npcrational ,mhilit ) rc lmivc LO 

H\ nati' · lonn. Th r ·fore. hoth na ti ve :ttlu llllllh>lulilxJ 
[3." t\0 ,~. i Il lx: L\)Jitpat ·U in 'i' o in tcnH' nftht-ir ~uHÎlUilll)r 

": lfll.' {.H.:~ a~:n n:- t tilt~~.: ll tc lan\) IIHI~. 

r:,u· l'di iL'C r thrrapit·~. il Î\ uht) important tu t:"~ t~thli !o. h the 
mcckmi ~l n(~) h y which cy tntc,.'"< ic ag. cm :.. cw.J:-.r tliiJtor t' L'I l 

Jeuth . ,\p(>pl<>" ' i, '' hi~hly n·~ubt~d h1rH1 ol td l J~.1lh 
iu\- O I\'Ïil ~ man~ dillcr~..· m t:CIIL'~ und pnHcin' j."l.O I. Durill j.! 
~tpopllhl .... l' a~p ~t!-.t..' L'I ll. ~ lli L"!'- urt.: ta{.ll\ utt·d. chr0111~tlin U..111 · 

lktNUi•>n anù int,·muck•"'lrnallkl!r:lùati<ln .,r D~i\ ,x:çur 
ill th;.· nudtu~ and hlt:h, ~tppl·~u· ( lll tht.: ~u r f~t t.:l' or lh(' t' dl 

lllc"lllhmnc . An carly lllùrphu lùf!ÎCul " ' "'-'Ill iu :tflOJllll>i>- i. 
tht.: ltl~!'o Of pJU:o-lll :t illl"Jllhr::tllC ;.)~YIIUllC l T"). li.:'IUhÎ fl~ lll 

C\fl 'llfl" or pho,pll :ltidyb.:r inc Il l lhC Outer rn C" rllb11111l" 
kallt:t . Celh ~rr >ub>.:qucntly tli,rtHIIHicd in an ordcrl y 
mnnnt·r into upoptotic hud1t' ' · whkh nt'l" n.::movcù by 

phJ~-'Pt:yto'i' . Thi' pr~ll.'\''' ~,l)jJ" lil x:r: t l Î~lll pf ~..·dl u h1 r 

\.' tH ll \..'1l l:O. l!llu -..urrouudin~ li"' ' lll' auJ lllductinn ol' inflwu~ 

nuHÎùl l. a:-- •tt·-cu r~o, ,..,f1l~ n ("c lJ Ju,c 111 "ll thranc mlc~tily ~mJ 

die Il~ n ·n"'"· Tlltrd .. rc. nlttill" und llllllH>lJlli t..:d B. i\0 
w ill h t..· \" dlltpart.:d in ,j,·p i11 lC11 11 "- tll thcir n .. ·~IK'{' lÎ'c 

ttbi ltll( ,.., tu 1nduL'l.' lull tnr c.:dl dl"ath h." cilh cr upüplu:-. 1 ~ 

tlf 1\L'CID:o-Î~ . 

2 . .\l:lt eriah "ml llll·lho tl ' 

Bcn,y l:utri ll.:. Ho..-c ,ht (~ 1Y25l\ 1. /\nnexin V-r n·c. 
propidium i Cl liid~. bo\'ine \l"rlllll albtutiUl. t.:p idènnal 
<)J"owlh fUClOr. h) drotoni~onc. Îll,Uiin . pOI )l"lltykne ~!vwl 
ul :15 kDa amJ lr~m "'' l crnu \\LTL' purdli.l ~t.:J J'nm 1 . · l ~.!I H:t 

Chl·nticd Cil. Tli cthy l:nnint.:. pL"rdl luriL aciJ (7W'< 1 and 
DAH Wt.:!T J'tll"é'h<J>CJ rwm J .T. Bu~c·r. D\ IE\ 1. hl<:Ud 
h~n in~: :-.cru111. !k.'I1 Î\. ill in . ..,ln.:pliHII )'C.: in und li~ pan blu~.: 

\\\,' 1"1..' Ir, un (Ji lx.u C:ul~tLb . ~ l ou!'>\.· •m: lmhlllla L\.· 11:-. B 1 6 ~ 

T'tl (C RL -Il:1221 wcrt.: purd1"''"d l1o 1n the Anll·nl·an l'pc 
t'Uitun: tüll tt.:lion . Pt:m:..Jic C57BL I IIÎL'C". H!;t:d ()..--~ \\" ·"·}....., 

ami wril,!h inp 10-20!! . wcrc purdw:.cd rro1u Ch:trl <:> Ri1l·r 
!ne. 



"SBd ~JliOl"i Jll JTI (](; 1 Ill P-'PU:l<l\n' ' Il·'·' 0:1·91 U 0!11 • 1 
lill\\ WJ!l!'IPd (1"!'-i IOJl ,'\qJ U! \(-.:llll:llll:ll1.1(j ll ..; Jl :1 1.1.lfU! .1J," 

·,dnur ;i pHlUn ."'l .1' 111!~:111 :'\ljlJPllniUbJ'\,1 :"tp lJl!" ':l,1 !UI Il\' 
,l,""1 Jl!ltlfl lln .1,fl'."': (1~111!111 1 (Ptlll!l11l!l'\11 ! ,11jl .{ q p ',\PiddP ljl! ·\\ 

put! _,J,~ .. ) p;tll!ll\' 10_1 1! .1Uttn.) '' ' !' fl'~' 'n.) ,1 q1 P' -.: .lii!F'P!Il.i 
.11p (l l ;;u!pll\,1.)t: llîc) f'.J!U1! .1 ~.1 .1. \\ "HI:'"'liii!J- 1\.1 p)l li!UV 

,\ ',I(J/1111/ >.J_Iiii.JO )//.1/IIJ/J.J.Ij ·s.· · c · ~ 

. ;1tl ! l:l t\l~f1'~-") .1() 1 Ï;lfCllll'rl s:· 1 

~ c 11t pu •.~ .1u1.1\ .1.nnd J"J ;;ilonrrl f - ~- -f z - ~~ ':lll !fl! \" 1.xt' 
J<'.f iit l'-ltii Ti t·z T 6'6( ·.1li!HI.I:t<i-.: Jt'j purq \ 1p ,l (l 6,1,>111 Ti 
Ç(J T C(j .'\J."'.-'1\ ~~ = //} .\\Otj.1 ,1\; ll(lltl ,"'lfl li! '\,1tl!TI II ! t\ (1.111 

.IH '\ ,1 !l!lti1:0h -1l!.i ' ( ·fl!J 11! Il \\Cil{" "i! elli'\ l!(d .""~ .1 !111 Il ! ..; .""'U!UI 

- l:.(tnti ,"''ljl liu!lt1.1 J.H.I:l.l Um.l iJOll!lii OJtp V .1U!J:1.o,npH ."l .ll). l 

JH1,11HHd l"lJI pw; J lll.h:>.l)nd IIJJ Jlli,1111 Hd R~~ ·~ulplllllJd' 
.IIIJ Pll f !C·'IIId OOL I '.)LI !HU:"ld'i .IO_[j lli/(PHld tJS<..II) llli!li!J1U.).1 

~ l t(l.11~1 1 11.: 1'( tl 11 1 ~.1111 11 f':l.\\01(\: '\.111!1H l ~ .{ llld Jll 1 10 !11~.1\ l!l UI~ Ilh 

.111J. .., ,1! l! 11 H!Il-ll JU.1!:l!IJI1"~ Il! lU:t-,:l.ICI :"l-J.1,\\ '.1li ! P!iliL'~d" 

pliH .1U !11U.'Xf..; ·~-11H.I l' lt\...; .)IU :\'ltl.1 ."'~ l jl 1mp ,\i i\ ...:U .) 01 .1.1 !111 

l'' "dtHH:i pnu."HII ! .I.~<b. ...... '\lh.l!Je' .1ljl.l~'~~.l."l' .11p li! P·"'l'!llfl; .\ ,"'! 

.11."'~ ·" 'l\.111!t11 1 ~.\l''<l JII ,1.1:1J.I!P ,1 t{l ,Ill '\Uil!ll~.lllt ,1."=11<'.1 ='11.1. 
pnqJ .11 11 p m [HH:l' p !11J,1ll1 1 . 1(1 ,iu!' ll 

p.11l!III J~ l-1p ."\.I J, \\ \;.1tl!tll l' .(lnd J<' '\liHl(,HUV ' \ [.-,.•\!l."l:'lti"·"'.l 

llllll t··q :;: Ll)"l) J' li l' I·l) -t-L(>.; "·J•" () 'f LLï· "L "O 'f ~0, 

ï ·"(J Ç!n: ~-'-'" -~U IIlll .1d~ pun .1li !P'""·'d' ï ·IVCI 
' ,1li ! J,'I , \1~[11: ."'1 ','11.1 !.1<.:.'\1111(1 ' '\ ;'1tJ!I IIn\ ((.."'(j ;'!;ql_l () -::'lli \11 10 !11J.1l. 1 

-"I.L ·8 :v ·<)(JI :o "'·" ""!l"nd"'''" ->1""1·' ·''Il '" l" ,-1 .. =, 
11; [Jtll~ H:\' '(l :{J(} f "i l~ 1\\ ,1 Jt.:ll[.1 .1~p Jl..l U~l! l! "Od!Ul l,1 .11(1 "."llll!l 

l' ' !l!ll! lV ·p:·h n 'c·"" tpHu!ql .1111) u tH'! lnrn~ pw: fOL Hel 
·' " "l"l'" .. ::,_, .. q u~:," 1.\1" ~ 1r odH'"r-; 1,\1" z: ·1 :"""''Il- 11 
·..;z:'::·LJ V UCl! II\I P" _10 lli J !PHJ.i V Wlll}(;Ç ~ l uPy ) tH'!" 
~ \!Hl=' '( [1lH.! !liU 0~\"-::: 1 \a~~) tiO!W l! ·"'~' :l Y 11~ .ltlP;ll ~p ;"l,"llJ,D 

~ -"'.lflll (l 1 ÇÇ· .-1}.) lrl pl!llllliS " .(--:u !"'n p :·uol lt iOtll "~" .111!1ll:"l 

1ll lli1J<'·' -'t!.L ·r ·"'P""l' Jl !lll-11111 '" l'·'fll"' "'-" H\'0 J-\111 o 1 
"lill rf t~ ·"'' !" ·"'f.1!l md "1 11111 (}t) t· • (lÇ 1 '1 llllllljt)."l ,·,....~~qd 

~ • .1,:1\ ,1.,1 d~~ n.1p\H t.it.--,11\~ \JU.1HWllJlkJ n l!l!'•'• p.1dd!nb. 
.. rldH \q p.v\p·w; .1.1,.," f."~ll!llll-"'(h [1111' ."'U! P!II ll.'\{ l..: ·.111! 
·1:'1\ l! [ll !."l ".1ll! .1'.1.1111d) \;,'HI ! IIII~( p lcl - 1 \qwp ;)ltJ. ' U01111 Ill" l ltll 

/~Hl~) .":.[1! U' PP l ·'"' w~p t(l! \\ p ,'W!ll : ·\!J."~P p11n p .1J;'IJ!.ll\.."l ;u .1\\ 

"\.1ll!lliC\\I·\J :'\."'.!111 ,"lljl J O lJ !.1 :\ 11.1lf(jV\; .1tp ltl(ll_l (1[1.1)'.11' "J 

nor \J.J '-111 -"'<'-'·" w p.J'l J u u~d -'4 '" 1'-' 1.' ·'11"·1 .,, ," J?<l"J 'I 
·\ll:l!.18 "IÇt'J ~.I.)~ .IIM\ · 1..1,1 pug 1;1o-:\ :X.l 01 ïiU! J'l .ll.l ,1 ,11! lllf.,l 

p .)I.UU .' ..;n." -.:qdwn' ptHl!q UJ ,, upu1! \rnd .1 n '!" -< !1 ! 1 11~ :111.1. 

_, nr.uurM"torl uw .rPid fo ·'l·'·· (JI'If \~ ·r·z: 

' ll !lll S' ïiU!J il [J .1p \q.1p [1 :/ll.~q _1 0 Utl \ II~ I U.ltl,l :11fl ;j111 

-.\\ll ll\ll nw o~z 11: r·"'fl1\l!.)(ll "'! ·'' ]UI'} I't l.l:"'!d n .... :-a 11 ,~~~ ·'-'t n:q 

lP""~'ll~ .1q 1 ·c~n."'IU:lfl .,,_,!d .'li11J P!U) ftt!IIJ z " i'l , {>()(1'9 1) 

un!\l':in i~J U I ."l,) .1.1.1.1V (r,z j p-1t1!-'·1.; .1p \J..;no! \.1Jd 

"' ·z·L 11 d · ~t"l" -'m""'''lJ<I J\ l"O•l l '" ·'""w;1''"-'" 
J \lU ~ JO J.1UJ..;.1Jd .1-l{l li! .1. 1nll~J.1 dH1 .1 1 IIHHU JI ~ li ! lll ':: . 

.IP,I -:p 1 '.1.q0 .1.~!111 1.1.'<\ .l'l <i111 0{1 1 <311 !11Hjll."lll! Âq p .1 lllll l l1 ,\.1 -: 1~\\ 
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