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RESUME

Les neutrophiles exercent un rdle primordial lors de I’inflammation. Chez un
organisme sain, [I’inflammation se résorbe d’elle-méme, principalement via
I’élimination des neutrophiles apoptotiques. Un déréglement dans le contrdle de
I’apoptose peut entrainer plusieurs maladies graves. 1l est donc important de découvrir

de nouvelles molécules qui peuvent provoquer I’apoptose de ces cellules.

La Viscum album agglutinine-1 (VAA-I) est une lectine de plante qui appartient au
groupe des protéines inactivant le ribosome, tout comme la ricine. La VAA-I posséde
des propriétés anti-tumorales et peut également provoquer I’apoptose chez différents
types cellulaires lorsqu’elle est utilisée & forte concentration (1000 ng/mL). Ainsi, elle
entraine la dégradation de plusieurs protéines du cytosquelette par I’entremise d’un

mécanisme dépendant des caspases.

Cette thése présente principalement les résultats issus de quatre articles scientifiques
présentant la VAA-I comme une molécule anti-inflammatoire. En effet, nous avons
investigué les propriétés anti-inflammatoires de la VAA-I dans le modéle
inflammatoire de la poche d’air murine. Nous avons remarqué que la VAA-I n’induit
pas & elle seule le recrutement de cellules. Par contre, en combinaison avec un extrait
bactérien, elle est capable de freiner le recrutement cellulaire et ce possiblement en

rendant les cellules recrutées apoptotiques.

De plus, la VAA-1 est capable d’induire I’apoptose chez un autre type de
granulocytes, soit les éosinophiles, et une lignée cellulaire apparentée, les AML (acute
myelogenous leukemia) 14.3D10. Toutefois, I’apoptose induite dans ces derniéres
cellules semble influencer différemment la destruction des protéines du cytosquelette

et/ou Iactivation des caspases, profil jusqu’a ce jour respecté avec les autres types

cellulaires.
- ‘ //'/-7
-
Ualise e
\/alérie Lavayre, M Sec. Denis Girard, Ph D.
Etudiante Directeur de recherche
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INTRODUCTION

Les granulocytes, principalement les neutrophiles, sont recrutés aux sites
inflammatoires en réponse aux d’infections ainsi que dans les tissus endommages.
Pendant Iinflammation aigué, la production en neutrophiles augmente
considérablement grace 4 la présence de nombreuses cytokines pro-inflammatoires, tel
le GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). Toutefois, plusieurs
mécanismes de défense employés par ces cellules dans le but d’éliminer les agents
étrangers sont potentiellement dangereux dans le tissu héte. Par exemple, une
production excessive en protéases ou en réactifs d’oxygéne peut endommager les
tissus et entrafner le développement de maladies inflammatoires chroniques. II est
donc important que ces cellules soient efficacement et rapidement éliminées afin

d’éviter toutes ces conséquences néfastes.

L’élimination de cellules se fait via un procédé naturel et vital qui permet également
de maintenir une quantité adéquate de cellules dans la circulation. Il s’agit de
I’apoptose. L’apoptose est une mort cellulaire programmée qui permet a ’organisme
de détruire les cellules sans que celles-ci ne perdent leur intégrité membranaire

Jjusqu’a une phagocytose subséquente.

Une compréhension des procédés qui régulent I’apoptose des neutrophiles permettrait
une meilleure connaissance des pathologies de maladies inflammatoires ou I’apoptose
des neutrophiles est perturbée et pourrait également nous permettre d’identifier de

nouvelles avenues thérapeutiques.

Le cytosquelette est une structure hautement dynamique qui s’adapte a tous les
¢vénements qu’une cellule peut subir au cours de son existence. Lors de 1’apoptose,
certaines protéines du cytosquelette sont clivées par les caspases, protéases
principalement activées dans ce processus. De plus, le neutrophile perd certaines
propriétés fonctionnelles ainsi que des caractéristiques biochimiques et
morphologiques. Ces derniéres sont observables par le rapetissement des cellules

apoptotiques.



Il existe une classe de molécules qui permet d’induire 1’apoptose de fagon trés
efficace. 1l s’agit des protéines qui inhibent le ribosome. Cette activité stoppe
véritablement la synthése protéique de la cellule et entraine inévitablement son
apoptose. La cycloheximide est un inhibiteur synthétique hautement reconnu et étudié

dans le milieu scientifique.

La VAA-I est I’inhibiteur de synthése protéique sur lequel notre équipe travaille. C’est
une lectine issue de la plante de gui qui posséde une dualité fonctionnelle. C’est-a-dire
qu’utilisée & faible concentration, elle exprimera des caractéristiques pro-

inflammatoires et & forte concentration, des propriétés apoptotiques.

Méme si les extraits de gui, commercialisés sous le nom d’Iscador, sont grandement
utilisés en Europe, dans certains cas, cette administration a résulté en de séveres
intoxications et de sérieux dommages au foie (Olsnes ef al, 1982). Afin d’éviter tout
effet non désirable, il s’avére donc important de mieux comprendre le mécanisme
d’action de la VAA-I & Pintérieur des cellules et encore mieux dans un modéle

inflammatoire.

Les deux principaux objectifs de cette thése sont:
- d’analyser Deffet anti-inflammatoire de la VAA-I dans un contexte
inflammatoire
- d’étudier les caractéristiques apoptotiques de la VAA-I chez les granulocytes,
principalement I’influence sur les protéines du cytosquelette et I’implication de

certaines caspases.

La premiére section de cette thése consiste en une revue de littérature regroupant cing
thémes principaux. Le premier théme abordé présente les cellules qui sont étudiées
dans cette thése. Le second chapitre est consacré au role des neutrophiles & intérieur
de I’inflammation. Le chapitre suivant traite du mécanisme permettant la résolution de
Iinflammation, soit I’apoptose. Bien que pendant 1’apoptose plusieurs protéines sont
influencées, un petit chapitre est consacré & un groupe de protéines qui joue un role
important dans le maintient de la forme de la cellule, les protéines du cytosquelette.
Nous vous présentons comme dernier chapitre, le puissant inducteur d’apoptose utilisé

tout au long de cette thése, la VAA-IL
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Jusqu’a ce jour, aucune étude n’a réellement testé en profondeur le potentiel pro- ou
anti-inflammatoire de la VAA-1 dans un contexte inflammatoire in vivo. De plus, nous
savons que la résolution de I’inflammation réside dans I’induction de I’apoptose. 11
s’avére essentiel de bien documenter ses actions afin d’en limiter les effets

secondaires et d’optimiser les propriétés curatives de la VAA-I.

Le premier article présenté dans cette thése (Lavastre et al, 2004) présente une étude
réalisée sur les propriétés anti-inflammatoires de la VAA-I dans un modéle

inflammatoire murin.
Les trois autres articles (Lavastre et al, 2005a, Lavastre et al, 2007 et Lavastre et al,

2005b) documentent d’avantage I'implication des caspases chez le neutrophile ainsi

que d’autres granulocytes dans la dégradation de certaines protéines du cytosquelette.
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SECTION 1 : REVUE DE LITTERATURE



1. LES GRANULOCYTES

1.1 Généralités

Les granulocytes font partie de I'immunité non spécifique. Ils constituent, avec les
macrophages, les barrieres biologiques de I’organisme contre les infections. Les
granulocytes sont constitués des polymorphonucléaires neutrophiles, des éosinophiles
et des basophiles qui représentent respectivement 65%, 2 a4 5% et 0,1% de la
population leucocytaire. Leur proportion peut varier selon I’état de santé général de
I’organisme, c’est-a-dire dans le cas de pathologies ou encore d’allergies. Les
granulocytes ont comme propriétés caractéristiques de comporter des granules et de
phagocyter. Le qualificatif de ces cellules provient de la couleur de leur cytoplasme
apres I’ajout du colorant de Romanowsky. Les granules des neutrophiles ne fixent pas
le colorant (neutre), ceux des éosinophiles vont fixer I’éosine (acide) et les basophiles,

le colorant violet (basique) (Ogilvie, Askenase et Rose, 1980).

Neutrophiles Eosinophiles Basophiles

Figure 1. Les granulocytes. Représentation des granulocytes d’aprés leur réaction 2 la coloration de
Romanowsky. Les éosinophiles possedent des granules hautement acides et captent le colorant éosine
(rouge), les granules des basophiles sont plutdt basiques et absorbent le colorant violet-bleu. Le contenu
des granules du neutrophile n’est ni acide, ni basique. Il ne fixe aucun des colorants et demeure ainsi
quasi-transparent.

1.2 Les neutrophiles

Le neutrophile est la premiere ligne de défense contre les infections bactériennes et
fongiques. Un étre humain en santé génére entre 1 4 2X10" neutrophiles par jour, ce
qui lui octroie d’étre le leucocyte le plus abondant dans la circulation. Le noyau du

neutrophile est typiquement polylobé et posséde entre deux a cing lobes qui sont reliés



par des filaments de chromatine. Pendant sa maturation, le neutrophile fait
I’acquisition graduelle de trois types de granules : les granules primaires, secondaires
et tertiaires. Ceux-ci lui permettront de réaliser de nombreuses fonctions. Un
neutrophile peut comporter de 50 2 200 granules dans son cytoplasme. Le tableau
suivant résume la composition de chaque type de granules. Ces derniers sont reconnus
pour leur contenu en protéines protéolytiques et bactéricides. De plus, leur membrane
contribue au stockage de protéines membranaires qui sont incorporées dans le
cytoplasme durant la mobilisation des granules et I’exocytose de leur contenu

(Borregaard, 1997).

Tableau 1. Composition des granules du neutrophile (membrane et matrice) (Faurschou ct
Borregaard, 20003)

Granule primaires ou  Granules secondaires on  Granules tertiaires  Vésicules sécrétrices
azurophiles spécifiques

cathepsin G lactoferrine gélatinase cytochrome bssg
élastase cathelicidine acétyltranférase albumine
protéinase-3 métalloprotéases B,-microglobuline immunoglobuline
CAP-37 (azurocidine)  (collagénase ct gélatinase) lysozyme transferrine
CAP-57 (BP) histaminase cytochrome bssg protéinase 3
défensines héparinase CD11b/CD18 CR1
MPO sialidase CD11b/CD18
muramidase hCAP-18 (LL-37) alkaline phosphatase
lysozyme B,-microglobuline CD10, CD13,CD14
o-antitrypsine Cig-R
fMLP-R
leukolysine

Abréviations : CAP, cationic antimicrobial protein; BPl, bacterial permeability increasing protein;
MPO, myéloperoxydase; CD, cluster of differentiation; CR1, complement repector I; fIMLP-R, formyl-
méthionine-leucyle-phénylalanine - receptor.

Le neutrophile est le leucocyte qui posséde la plus petite demi-vie des leucocytes,
c’est-a-dire qu’il survit en général dans la circulation entre 8 a 20 heures. Toutefois,
leur présence perdure jusqu’a plusieurs jours s’ils sont présents dans un milieu
inflammatoire. Un neutrophile 4gé se dirigera spontanément en apoptose en I’absence

de cytokines ou d’autres agents pro-inflammatoires.

Lors d’une infection, les neutrophiles circulants sont attirés vers le foyer infectieux
par des agents chimioattractants (fMLP, la composante C5a du complément, I’IL-8, le
leukotriéne B4, etc.) qui sont sécrétés par les bactéries ou générés par I’héte. Les
neutrophiles reconnaissent les bactéries préalablement opsonisées. Le neutrophile joue

un rdle primordial dans la phagocytose. Le neutrophile invagine sa membrane autour



du microorganisme et il y a alors formation d’un phagosome. Parallélement a cette
phagocytose, des lysosomes cytosoliques (granules) migrent vers le phagosome,
fusionnent avec lui pour déverser les hydrolases et autres enzymes lysosomales et
protéines cationiques qu’ils contiennent a I’intérieur du phagosome pour digérer la
bactérie (Prescott, Harley et Klein, 1995). Ce processus entraine habituellement la

mort du neutrophile via I’apoptose.

Bien qu’il ne soit pas un trés grand producteur de cytokines comme les macrophages,
les lymphocytes T ou les cellules natural killer (NK), le neutrophile a la capacité de
synthétiser et de relacher certaines cytokines aux roles variés suivant une stimulation
(Cassatella, 1995). Cette production est grandement influencée par des agents
stimulants comme le lipopolysaccharide (LPS), le zymosan (sucre provenant des
parois cellulaires chez les levures) et d’autres cytokines (tumor necrosis factor (TNF)-
o, interleukine (IL)-1a, IL-1B, IL-4, IL-10, IL-13, GM-CSF, transforming growth
Jactor-B (TGF-)). Le tableau suivant représente les différentes cytokines exprimées

par le neutrophile (Witko-Sarsat, 2000).

Tableau 2. Classement des cytokines synthétisées par le neutrophile (inspiré de Cassatella, 1995)

Cytokines pro- Cytokines anti- Chimiokines Facteurs de Relfichées sous Sécrétion
inflammatoires inflammatoires croissance certaines conditions  mltigée
TNF-a IL-1Ra IL-8 INF-a M-CSF IL-6
IL-1a GRO-a INF-B IL-3 MCP-1
IL-18 MIP-1a G-CSF GRO-8 GM-CSF
1L-12 MIP-188 FasLigand IL-18 SCF
CINC CD30Ligand TGF-a INF-y
VEGF oncostatine
HGF neurotrophines

Abréviations: I1L-1Ra, IL-1 receptor antagonist; GRO, growth-related gene product; MIP,
macrophage infiltrating protein ; CINC, cytokine induced chemoattractant ; INF, interféron; G-CSF,
granulocyte-colony-stimulating factor; VEGF, vascular endothelial growth factor; HGF, hepatocyte
growth factor; M-CSF, monocyte chemotactic protein-1; MCP-1, monocyte chemotactic protein-1;
SCF, stem cell factor.

1.2.1 Pathologies et désordres associés aux neutrophiles

La plupart des pathologies associées aux neutrophiles se manifeste par la présence
d’infections bactériennes récurrentes venant du fait que ces cellules comportent un ou
plusieurs mécanismes anti-bactériens déficients ou encore lorsque le patient manifeste

une neutropénie. Certaines sont directement en lien avec les granules ou leur contenu.



Par exemple, des granules anormalement gros, syndrome de Chédiak-Higashi,
empéche Pinitiation d’une réponse inflammatoire. La déficience en MPO résulte en un
désordre génétique atteignant une personne sur deux milles (Abramson et Wheeler,

1993).

La maladie du leukocyte adhesion deficiency-(LAD)-1 est un désordre autosomique et
récessif qui affecte environ une personne sur un million. Cette maladie résulte en des
mutations (majoritairement des mutations faux-sens et non-sens) dans la région du
géne CD18 (ou sous-unité B2) encodé dans le chromosome 21q22.3 (Weitzman et al,
1991). CD18 est la sous-unité commune de trois intégrines (lymphocyte function-
associated antigen-1 (LFA-1), macrophage-1 antigen (Mac-1) et pl50,95),
respectivement associée avec alLp2/ CD11a, aMB2/CD11b et aX. Comme les deux
sous-unités o et B s’apparient en tant que précurseur intracellulaire, la présence d’une
mutation dans la sous-unité B prévient grandement cette liaison et le transport des
sous-unités a la surface cellulaire. Elle peut affecter la rigidité structurale de la sous-
unité B et influencer soit les mouvements inter domaines ou la relation quaternaire
avec l’autre sous-unité (Arnaout et al, 1993). De plus, un apprétage incorrect de
PARNm (épissage incorrect ou ARNm instable) entraine une forme tronquée ou
instable de la sous-unité B (Anderson, Kishimoto et Smith, 1997). Dans le cas du
LFA-1, une sous expression de la sous-unité 3 entraine la diminution des intégrines a
Pintérieur du radeau peptidique (/ipid raft), qui joue un rdle dans I’activité régulatrice
positive des intégrines et qui est responsable de la formation de complexes
d’intégrines avec d’autres protéines membranaires (CD82 et CD63) (Hogg et al,
2002). Le défaut ou I’absence de ces molécules d’adhésion a la surface des leucocytes
diminuent grandement leur habileté & adhérer aux cellules endothéliales avec les
sélectines et ainsi & migrer au site d’infection (Cox et Weathers, 2008). La maladie se
manifeste cliniquement par des infections bactériennes récurrentes de la bouche, de la
peau et du tractus respiratoire ainsi qu’une susceptibilit¢ plus grande pour les

infections fongiques.

Un défaut au niveau du fonctionnement de la nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH)-oxydase se caractérise par une maladie orpheline héréditaire

grave appelée la X-chronic granulomatous disease (X-CGD). Cette maladie rare reliée



au chromosome-X est associée a une déficience en gp91ynox (70%), p47pnox (30%) ou
P22pmox €t P67phox (2 @ 3%) (prévalence : 1/200,000). Elle est caractérisée par des
infections séveéres et récidivantes, résultat d’une incapacité des phagocytes a produire

des dérivés oxygénés toxiques (Hiraoka et al, 1998).

Plusieurs maladies comme la polyangéite microscopique, la granulomatose de
Wegener et ’angéite granulomateuse allergique sont reconnues collectivement comme
des vasculites associées a des antineutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA). Les
ANCA sont des anticorps anti-cytoplasmiques de neutrophiles. Les deux principales
cibles des ANCA sont la MPO et la protéinase 3, molécules présentes dans les
granules des neutrophiles. Ces anticorps dirigés contre les protéines du soi peuvent
entrainer le développement de vasculites et de glomérulonéphrites systémiques

(Hartman et al, 1990 ; Osaki, 2007).

Une diminution en nombre de neutrophiles (neutropénie) peut étre congénitale ou liée
a d’autres facteurs (chimiothérapie ou infection). Cet état provoque les mémes

caractéristiques qu’un patient possédant des neutrophiles inefficaces.

La polyarthrite rhumatoide est une maladie auto-immune inflammatoire chronique trés
fréquente puisqu’elle affecte entre 0,5 et 1% de la population adulte (Kitsis et
Weissman, 1991). Cette maladie systémique se manifeste le plus souvent localement
au niveau de [D’articulation : douleur, rougeur, formation d’un cedéme tissulaire,
hypervascularisation, augmentation du liquide synovial, présence de cytokines pro-
inflammatoires et infiltration de différentes cellules inflammatoires (macrophages,
fibroblastes, lymphocytes T, cellules dendritiques et neutrophiles). Les neutrophiles
représentent 80% des cellules infiltrées dans le synovium et dans les tissus
articulaires. IIs s’accumulent a la jonction pannus-cartilage, premier site d’érosion du
cartilage, et contribuent directement & sa destruction (Wipke et Allen, 2001 ;
Gougerot-Pocidalo et Halbwachs-Mecarelli, 2005). Depuis plusieurs d’années, des
avancées majeures ont été réalisées pour comprendre les facteurs cruciaux dans la
régulation des cellules osseuses et I’érosion destructive de I’0os. C’est sans grande
surprise que nous apprenions que ces facteurs sont exprimés par les cellules
inflammatoires, incluant le neutrophile, présentes dans le joint. Le relaichement rapide

de facteurs, notamment le receptor activator of nuclear factor-xB (RANK), le RANK



ligand (RANKL) et I’ostéoproteégerine (OPG), de protéases et de formes réactives de
I’oxygéene par les neutrophiles dans les joints, supplémente celui produit par les autres
cellules inflammatoires présentes dans le tissus synovial (Poubelle et al, 2007). La
présence accrue de RANK/RANKL/OPG stimule la formation des ostéoclastes qui
contribuent a I’érosion rapide des os durant la maladie (Haynes, 2008). Ainsi, la
présence accumulée de neutrophiles activés aux joints et dont I’apoptose est dérégulée

provoque cette maladie (Hallet e al, 2008).
1.3 Les éosinophiles

Dans le cadre de ce projet, le deuxiéme type de granulocytes étudiés est I’éosinophile.
Comparativement aux neutrophiles, on retrouve trés peu d’éosinophiles (5%) dans la
circulation, la plus grande majorité se retrouvant dans les tissus. Tout comme les
neutrophiles, ce sont des cellules qui ont une assez courte demi-vie dans la circulation
sanguine. Incubés in vitro, aprés 24 heures et sans I’ajout d’agoniste, on retrouve
environ 40% d’€osinophiles en apoptose spontanée (Dewson, Cohen et Wardlaw,
2001). Par contre, dans les tissus, ils peuvent survivre jusqu’a une dizaine de jours. Ils
posseédent un noyau bilobé et sont de taille et de complexité granulocytaire semblables
aux neutrophiles. Bien qu’ils puissent phagocyter les micro-organismes et les digérer,
leur premier role est d’attaquer les parasites. L’activité cytotoxique de ces cellules
implique la fusion entre ses granules et sa membrane. Ils se lient aux larves et libérent
par dégranulation des protéines toxiques pour le parasite. Leurs granules contiennent
entre autre de I’histaminase, de la major basic protein (MBP), de ’eosinophil cationic
protein (ECP), de ’eosinophil-derived neurotoxin (EDN), de la lysophospholipase,
de la collagénase, de I’eosinophil peroxidase (EPO) et de la catalase (Rothenberg et
Hogan, 2006).

Une concentration élevée en €osinophiles peut étre attribuable a plusieurs facteurs :
infection parasitaire, allergie, asthme, maladies inflammatoires de la peau (lupus),
leucémie ou cancer. Dans le cas d’une inflammation allergique, les é€osinophiles
sécrétent des protéines (MBP, ECP, EDN, EPO) et des cytokines (IL-4, IL-'5, IL-8,
TNF-a) qui endommagent [’épithélium des bronches, résultant ainsi en une
hyperactivité. Lors d’une infection parasitaire (par exemple, I’helminthe Paragonimus

westermani), le parasite est reconnu pour induire I’apoptose des €osinophiles assez



rapidement. Parallélement a la production dans la moelle osseuse et au recrutement
sélectif des éosinophiles aux sites inflammés, le contrle sur leur apoptose est ultime
puisqu’il influence I’importance des éosinophiles dans le milieu. Les éosinophiles
jouent un rdle important dans plusieurs maladies inflammatoires. En condition
normale, I’éosinophile se dirige spontanément en apoptose et c’est en présence de
cytokines pro-inflammatoires (IL-3, IL-5, GM-CSF) qu’il peut survivre plus
longtemps (Min et al, 2004).

1.4 Les lignées cellulaires a ’image des granulocytes

Dans ce doctorat, trois types de lignées cellulaires sont utilisés. Les PLB-985 et les
X-CGD sont des cellules promyélocytaires humaines qui sont a [’image des
neutrophiles (Hiraoka et al, 1998 ; Pedruzzi et al, 2002). L’ajout de diméthylsulfoxide
(DMSO) pendant cinq jours permet & ces cellules d’étre différenciées en neutrophiles
matures. Suite 4 une recombinaison homologue du géne responsable de la fabrication
de la sous-unité gp91-phox chez les PLB-985, des chercheurs ont créé une lignée
déficiente (X-CGD) et incapable de générer la production de radicaux libres aprés
différenciation et en présence d’un stimulant (Hiraoka et al, 1998). Cette lignée a la
capacité de mimer la granulomatose septique chronique. L’utilisation de ces deux
lignées nous offre un excellent modéle in vitro pour étudier le réle potentiel de la

NADPH-oxydase dans I’apoptose des phagocytes.

Les AML 14.3D10 (3D10) sont quand & elles des cellules dites éosinophiliques. Elles
expriment les granules et 1’éotaxine des éosinophiles mais n’expriment aucunement
les récepteurs associés aux chimiokines présents chez les éosinophiles matures.
Toutefois, I'ajout d’IL-3, d’IL-5 et de GM-CSF résulte en une différenciation en
éosinophiles matures a plus de 70%. Les cellules différenciées développent une
activation fonctionnelle accrue en migrant et en adhérant aux cellules €pithéliales via
’acquisition de récepteurs aux chimiokines (CCR-1 et CCR-3) (Zimmermann et al,

2000).



2. L’INFLAMMATION

2.1 Généralités et implication du neutrophile

L’inflammation est le procédé de base par lequel le corps répond a une infection ou &
une irritation. Elle se manifeste par I’apparition d’une douleur, de chaleur, d’enflure
et d’une rougeur. Elle conduit normalement vers la réparation et le rétablissement des
structures et des fonctions des tissus endommagés contribuant au maintient de
I’homéostasie. Elle se manifeste par I’apparition de plusieurs éléments majeurs :
augmentation du flux sanguin, accumulation et activation de cellules inflammatoires
d’origine hématopoiétique, augmentation de la perméabilité capillaire suivi par
I’élimination de débris cellulaires, des particules étrangéres et des cellules
inflammatoires (Roit, Brostoff et Male, 1994). Ces procédés sont principalement
orchestrés par les médiateurs inflammatoires. Ce sont des molécules solubles qui sont
sécrétées par les cellules ou générées dans le plasma a partir des protéines de la
matrice qui agissent directement sur les cellules inflammatoires cibles par I’entremise
de récepteurs spécifiques. Il s’agit principalement de cytokines, de chimiokines, de
médiateurs lipidiques (spécialement mais non exclusivement dérivés de [’acide

arachidonique) (Henson, 2005).

Le rdle des neutrophiles dans une réaction inflammatoire typique est clairement établi.
Ils s’accumulent dans les foyers inflammatoires et peuvent s’associer aux
éosinophiles, aux lymphocytes et aux macrophages pour former des granulomes. 11 est
I’acteur le plus important et le plus étudié dans la réponse inflammatoire. Etant les
principaux phagocytes circulants, les neutrophiles sont les premiers et les plus
abondants des leucocytes libérés au site d’infection. En plus de jouer un role
prépondérant dans la défense de I’organisme, le neutrophile est impliqué dans la
pathogenése des tissus inflammés en plus d’étre responsable de certaines maladies

inflammatoires persistantes (Seely, Pascual et Christou, 2003).

La diapédeése
La figure 2 illustre la diapédése des neutrophiles au foyer inflammatoire. Les

neutrophiles qui circulent dans le sang, possédent un rble bien particulier de



surveillance en vue de I’élimination des microorganismes. L’événement initial qui
permet au neutrophile de traverser la barriere endothéliale est 1’apparition de

nouvelles molécules d’adhésion sur I’endothélium adjacent au site inflammé.

membrane basale

milieu interstitiel (extravasculaire)

Figure 2. Transmigration du neutrophile au site inflammatoire. La marginalisation (2) du
neutrophile du vaisseau sanguin jusqu’au site inflammatoire s’effectue grice au gradient chimiotactique
(1) engendré par les bactéries et les cellules endommagées (demi-cercles et fléche verts) ainsi que les
cellules stromales activées (macrophages, cellules épithéliales et endothéliales) (demi-cercles et fleche
gris). Le roulement (3) et I'étalement (4) (via les sélectines et intégrines) du leucocyte s’effectuent
proximité des cellules endothéliales. La diapédeése (5) implique un désassemblage provisoire des
jonctions endothéliales de la membrane basale. Une fois le neutrophile traversé, il procéde 2
I’élimination du pathogene (6) (Witko-Sarsat er a/, 2000; Luster. Alon et von Andrian, 2005).

La libération de médiateurs pro-inflammatoires par les tissus endommagés résulte en
une extravasation locale du leucocyte. L’endothélium sécréte plusieurs facteurs :
platelet-activating factor (PAF), leukotriene B4 (LTB,) et une variété de chimiokines.
Parmi celles-ci, I’IL-8 est un agent majeur chimiotactique des neutrophiles. De plus,
les produits bactériens (LPS ou peptides formylés) possédent un grand pouvoir
d’attraction. L’interaction entre les sélectines présentes chez le leucocyte (L-sélectine)
et les cellules endothéliales (E- et P-sélectine) rend possible le roulement du
neutrophile le long des vaisseaux sanguins. Ce mouvement permet au neutrophile

d’étre en étroite relation avec I’endothélium et ainsi, en présence de médiateurs
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inflammatoires, la cellule est activée. Ce n’est qu’une fois dans cet état que I’adhésion
ferme du neutrophile provoque I’arrét de la celllule (Kvietys et Sandig, 2001). Sous
I’activation des récepteurs couplés aux protéines-G, les intégrines leucocytaires (31
(very late antigen (VLA)-1 a 6) et B2 (LFA-1, Mac-1 et CD11c/CD18 (CR4)) se lient
aux membres de la superfamille des immunoglobulines présents sur les cellules
endothéliales: I’intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 et -2 et la vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-I) (Dejana, 2006 ; Petri et Bixel, 2006). D’autres
molécules d’adhésion (comme les platelet-endothelial cell adhesion molecule
(PECAM)-I) sont également impliquées dans la diapédeése. Cette adhésion permet
I’étalement du leucocyte et par la suite la transmigration. Elle a habituellement lieu
préférentiellement entre deux cellules endothéliales adjacentes ou une discontinuité
des jonctions serrées et adhérentes est observée ; il s’agit de la voie paracellulaire
(Luster, Alon et von Adrian, 2005). Les jonctions adhérentes consistent en des
complexes vasculaires-endothéliaux (VE)-cadhérine/cathénine entre les cellules
endothéliales. Les jonctions serrées sont des protéines transmembranaires multiples,
incluant les occludines, les claudines-1 et-2, ainsi que des protéines associées comme
les ZO-1, -2 et -3, qui relient ces jonctions aux protéines du cytosquelette (Kvietys et

Sandig, 2001).

Des études plus récentes ont révélées que possiblement cette transmigration n’était pas
seulement exclusive a la voie paracellulaire. Ainsi, I’observation de certaines sections
a suggéré qu’un peu moins de 10% des transmigrations peut également s’effectuer a
travers des régions qui ne sont pas nécessairement associées aux jonctions cellulaires
(Petri et Bixel, 2006). Des observations en microscopie électronique ont démontré que
le neutrophile pouvait pénétrer a I’intérieur de la cellule endothéliale. Les neutrophiles
adoptaient une conformation de cloche avec une constriction au niveau de
’endothélium. Ceci indique que le leucocyte est coincé dans un pore circulaire dont le
diamétre est limité. Cette voie transcellulaire a été observée principalement in vivo

sans étre toutefois démontrée in vitro (Kvietys et Sandig, 2001).

Pendant la diapédése, le neutrophile modifie sa conformation continuellement pour
s’adapter au passage. Cette modification s’effectue grice aux différentes protéines du
cytosquelette qui constitue la partie dynamique de la cellule. L’actine semblent étre

impliquée et les protéines ezrine, radizine et moesine sont également importantes pour
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relier et contrdler le mouvement de ICAM-I a la surface cellulaire (Dejana, 2006).
Dans une autre étude, I’équipe de Nieminen (Nieminen ef al, 2006) a méme avancé la
possibilité que certains filaments intermédiaires, notamment la vimentine, étaient

importants dans la diapédése des leucocytes.

La chimioattraction

Par la suite, le leucocyte requiére un gradient chimioattactant afin de compléter le
processus de transmigration. Les agents chimioattractants sont des molécules solubles
qui conférent la direction ou le mouvement cellulaire. Les cellules migrent dans la
direction ou la concentration est plus élevée. Ces agents proviennent de sources
variées : sous-produits bactériens, facteurs du complément et chimiokines produits par
les cellules inflammatoires et non. La locomotion du leucocyte a travers la matrice
extracellulaire s’effectue est médiée par les B2-intégrines de méme que les B1- et B3-
intégrines (Burg et Pillinger, 2001 ; Witko-Sarsat et al, 2000). Emmagasinées
majoritairement dans les granules du neutrophile, ces intégrines sont rapidement
exprimées a la surface membranaire suivant leur stimulation par les agents
chimioattractants. Le mouvement requiére une formation continuelle de nouveaux
contacts. Ainsi, les B3-intégrines une fois exprimées sont endocytosées lorsqu’elles

atteignent I’arriére de la cellule et finalement recyclées vers I’avant.

2.2 Phagocytose, dégranulation et destruction de la bactérie

Le neutrophile, ainsi que I’éosinophile, sont deux cellules qui ont la capacité de
phagocyter. La phagocytose des neutrophiles implique deux types de récepteurs : les
récepteurs Fcy (CD32 (FcyRlIla) et CD16 (FcyRIIIb)) et les récepteurs du complément
(CR1 (CD35) et Mac-1). L’englobement de la bactérie permet la formation d’un
phagosome. Tel que mentionné auparavant, les molécules anti-microbiennes du
neutrophile sont emmagasinées dans ses granules. Pour qu’une €élimination de I’agent
étranger soit efficace, il est nécessaire de fusionner ces derniéres avec le phagosome

pour qu’il y ait formation d’un phagolysosome (Burg et Pillinger, 2001).
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provoque I"activation du neutrophile qui favorise I’assemblage de la NADPH-oxydase. Les sous-unités
gp91 et p22, présentes dans la membrane, représentent respectivement la grosse et la petite chaine du
cytochrome bssy. La translocation vers la membrane de deux sous-unités cytosoliques, p67 et p47, une
protéine accessoire. p40. ainsi que la protéine Rac-GTP, compléte I'assemblage de la NADPH-oxydase.
Une fois active, 'enzyme peut générer le superoxyde (O:) et participer a la destruction des bactéries
(inspiré de Assari, 2006).

La dégranulation des vésicules dans le phagolysosome est I’élément clé de I’activité
anti-microbienne. Son efficacité chez le neutrophile dépend de deux principaux
événements qui ont lieu lorsque ce dernier est stimulé. Le premier événement consiste
en la génération de reactive oxygen species (ROS) par la flambée oxydative. Cette
explosion respiratoire est & I’origine de la bactéricidie des neutrophiles (Selvaraj et al,
1966). L’association des protéines membranaires (8091 phox, P22pnox (Cytochrome bssg)
et des facteurs solubles (P40phoxs P47phox €t P67pnox) permet 1’assemblage d’un
complexe enzymatique multi-protéique: la NADPH-oxydase (figure 3). Cet
évenement est dépendant de I’oxygene et convertit cette molécule en radicaux libres
(anions superoxydes (O:-)). L’action de la superoxyde dismutase permet une
conversion rapide des anions en peroxyde d’hydrogéne (H,0,). La MPO, présente
dans les granules azurophiles, posséde le pouvoir de reconvertir le peroxyde en un
acide dont I’action est encore plus destructrice pour les bactéries que lui-méme, soit
I’acide hypochloreux (HOCI). Le HOCI oxyde de nombreuses molécules comme les
acides aminés, les nucléotides et les hémoprotéines. En plus d’aider a la destruction
des bactéries, le HOCI peut entrainer également de graves blessures au tissu héte. I

inactive entre autre rapidement 1’c-1 antiprotéinase qui s’avére étre 1’inhibiteur
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circulant principal des sérines protéases, jouant notamment un rdle dans

I’amplification de I’inflammation (Witko-Sarsat et al, 2000).

Le deuxiéme événement consiste quant & lui a la libération de toutes les protéines et
enzymes anti-microbiennes contenues dans les granules. Leur présence dans les
granules sous forme latente permet de contrdler leur activation jusqu’a leur libération
lors de la dégranulation. Cette libération permet entre autre d’augmenter la
permcabilité membranaire des bactéries la rendant plus sensible aux enzymes du

neutrophile.

Des médiateurs pro-inflammatoires (comme le GM-CSF et le LPS) prolongent
davantage la vie des neutrophiles au foyer inflammatoire en augmentant la stabilité
mitochondriale, en réduisant I’activité de la caspase-3 (Watson e al, 1999) et
finalement en diminuant I’expression du géne Bcl-2-associated X protein (Bax),
membre de la famille pro-apoptotique B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) (Dibbert et al,
1999).

La maturation du phagolysosome s’organise de fagon a éliminer convenablement et
efficacement le pathogéne. Ainsi, le cocktail anti-microbien (enzymes hydrolytiques,
peptides cationiques, NADPH-oxydase) se retrouve dans un milieu graduellement
acide (pH < 5.5). Cette habileté d’acidifier le contenu est fondamentale a la
fonctionnalité du phagosome. Créant un environnement relativement hostile pour la
croissance microbienne, I’acidification améliore ’efficacité des autres composantes
microbiennes. Par exemple, les enzymes hydrolytiques qui sont trés sensibles au pH
requi¢rent un milieu acide pour une activité optimale. Cet état contribue également a

la maturation de procédés impliqués dans le trafic des vésicules.

L’acidification est dépendante de la vacuolar-type ATPase (V-ATPase), complexe
enzymatique multimérique qui est associé avec la membrane du phagosome naissant.
La V-ATPase est une pompe active qui transforme I’énergie de I’ATP hydrolysé en

protons a travers la membrane du phagosome (Steinberg, Huynh et Grinstein, 2007).
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2.3 Modeéles inflammatoires

Les modéles d’animaux sont d’une extréme utilité lorsqu’il s’agit d’étudier les bases
physiologiques de I’inflammation. La réponse inflammatoire in vivo implique des
interactions multiples entre différentes cellules qui peuvent s’avérer plus difficiles a
étudier in vitro. L’étiologie complexe de I’inflammation a permis le développement de
plusieurs modéles expérimentaux. On peut les classer en deux grandes catégories : soit
les modeéles qui simulent une inflammation aigué ou encore chronique (Winyard et

Willoughby, 2003).

Bri¢vement, il existe plusieurs modéles qui nous permettent de simuler une
inflammation aigué chez le rat ou la souris. En induisant un cedéme dans la patte de
animal a I’aide de divers produits comme la carragénine (Winter, Risley et Nuss,
1962), histamine (Amann et al, 1995) ou la formaline (Turner, 1965) ou encore dans
Poreille grice au xyléne (Junping et al, 2005), 4 I’acide arachidonique (Romay, Ledon
et Gonzalez, 1998), au PMA (Griswold, Martin et Badge, 1998) ou a I’oxazolone
(Evans, Hossack et Thomson, 1971), on arrive a recréer ce type d’inflammation. De
plus, une augmentation de la perméabilité vasculaire peut étre induite par I’acide
acétique dans ces mémes animaux (Whittle, 1964). Enfin, une cavité propice a
I’inflammation peut étre introduite sous-cutanée via la formation d’une poche d’air.
L’agent irritant peut étre de la carragénine (Selye, 1953) ou du LPS (Vandal et al,
2003). Ce modéle inflammatoire, utilisé dans le premier article présenté dans cette

thése (Lavastre ef al, 2004), est plus amplement décrit en 2.3.1.

L’implantation sous-cutanée d’un corps étranger (une boulette de coton compressée
(Godlstein et al, 1976) ou de petites tiges de verre (diamétre de 6mm) stérilisées
(Vogel, 1996)) dans un rat entraine une inflammation de type chronique.
L’introduction de ces objets dans la peau de I’animal provoque I’apparition d’un tissu

connectif non différencié (Winyard et Willoughby, 2003).

2.3.1 Le modéle de la poche d’air murine

Hans Selye fut le premier 4 décrire le modele de la poche d’air en 1953 chez les rats

(Selye, 1953). Ce modéle consiste & injecter de Iair stérile sous la surface dorsale

15



d’un animal (rat ou souris). Cet influx crée une cavité stérile dans Pattente de
I’injection d’un stimulus pouvant provoquer une réponse inflammatoire. L’injection
d’air doit s’étaler sur une période de cinq jours afin de permettre le développement en
périphérie d’une couche de cellules concentrée en fibroblastes, macrophages et
mastocytes. Cette couche comporte des manifestations semblables au mécanisme
inflammatoire présent dans les tissus synoviaux. En effet, des chercheurs ont
démontré que la perturbation mécanique du tissu connectif permettait une organisation
cellulaire similaire au tissu synovial suite aux observations obtenues en microscopie
€lectronique ou encore avec un colorant (haematoxyline ou éosine). Ainsi, une
structure dynamique étroitement liée a la membrane synoviale est formée aprés cinq
Jours (Edwards, Sedgwick et Willoughby, 1981). Cette cavité, utilisée comme une
«chambre de culture» permet de concentrer I’effet uniquement & ’intérieur de la
poche puisque la couche cellulaire tapissant la cavité interne empéche la diffusion du

produit injecté.

Cette technique a comme avantage une étonnante faisabilité ainsi qu’une bonne
reproductibilité. La poche d’air nous permet de recueillir, de quantifier et d’identifier
facilement les leucocytes dans la cavité. Elle offre la possibilité d’effectuer différentes
analyses biochimiques (morphologie et activité enzymatique) sur I’exsudat constitué
de nombreuses cellules inflammatoires ayant infiltré la poche et d’un fluide dans
lequel elles baignent, et ce & partir d’une variété de molécules injectées. Dans le cadre
de ce doctorat, Iutilisation du LPS comme molécule inflammatoire nous permet
d’obtenir un nombre trés élevé de neutrophiles a court terme, ce qui comporte un net

avantage par rapport aux autres techniques (Colville-Nash et Lawrence, 2003).

2.4 Résolution de I’inflammation

Un programme coordonné de résolution de I’inflammation s’initie dans les premiéres
heures de la réponse inflammatoire. Lorsqu’il y a eu destruction du stimulus étranger,
il y a diminution progressive du recrutement de neutrophiles, la mort cellulaire est
engagée et il y a un rétablissement progressif de la population 4 un niveau basal. Peu 3
peu, les neutrophiles meurent par apoptose et se font phagocyter par les macrophages.
Conséquemment, cette phagocytose promouvoit la clairance des neutrophiles et le

relachement de cytokines réparatrices (TGF-B1) et anti-inflammatoires comme I’IL-
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10, PIL-4 et ’1L-13, synthétisées par le macrophage. Ceci affecte la production en
cytokines des neutrophiles et ces derniers sécrétent I’lL-1Ra qui est une cytokine anti-
inflammatoire (Witko-Sarsat e/ al, 2000). Le programme anti-inflammatoire se
termine finalement par la migration des macrophages vers les vaisseaux lymphatiques

(Serhan et Savill, 2005).

La reconnaissance par les macrophages et I’élimination efficace des granulocytes
apoptotiques sans que ceux-ci reldchent dans le milieu extracellulaire leur contenu
chimiotactique s’avérent primordiales dans la résolution de I’inflammation. Une
régulation adéquate et rapide de I’apoptose est donc vitale. Un mauvais contrdle dans
ce processus entraine une accumulation et une persistance des cellules au site
inflammatoire résultant en des maladies inflammatoires chroniques. Plusieurs
stratégies thérapeutiques sont développées afin d’améliorer la clairance des cellules

apoptotiques et ainsi la résolution de I’inflammation.
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3. L’APOPTOSE

3.1 Généralités

Le terme «apoptose» fut employé pour la premiére fois par Kerr et ses collaborateurs
en 1972 (Kerr, Wyllie et Currie, 1972) afin de décrire une mort cellulaire
morphologiquement distincte et particuliére. Ce terme est issu du mot grec apoptosis
(apo : loin de, qui marque un achévement et pfosis : chute). Cette mort cellulaire
programmée est généralement décrite par des particularités morphologiques et des

mécanismes biochimiques distincts.

L’apoptose est considérée comme une composante vitale dans une variété de procédés
biologiques incluant le maintien de I’homéostasie cellulaire, la regénération tissulaire,
le fonctionnement du systéme immunitaire ainsi que le développement embryonnaire

(Elmore, 2007).

Quoi qu’au niveau morphologique et biochimique I’apoptose puisse se distinguer de la
nécrose, il y a un chevauchement entre les deux procédés. En effet, elles partagent les
mémes réseaux biochimiques qui sont décrits comme le « continuum apoptose-
nécrose » (Zeiss, 2003). Qu’une cellule meurt par apoptose ou par nécrose dépendra
en partie de la nature du signal, du type de tissus, du stage de développement ou
encore du milieu physiologique. Par contre, I’apoptose est un procédé grandement
impliqué dans la résolution de I’inflammation. Les cellules apoptotiques sont ainsi
ingérées sainement par les macrophages sans dommage pour I’organisme (Elmore,

2007).

L’apoptose est contrlée par une série d’événements biochimiques qui entraine la
cellule & mourir de fagon ordonnée. C’est un mécanisme qui est remarquablement
conservé entre les espéces. L apoptose peut étre initiée principalement par deux types
de facteurs, soit les facteurs extrinséques ou la voie des death receptor (DR) et les
facteurs intrinséques ou la voie de la mitochondrie (Los, Wesselborg et Schulze-

Osthoff, 1999). 1l existe également une autre voie additionnelle (classée dans la voie



extrinséque). Celle-ci, qui implique la perforine et les granzymes (A ou B), s’effectue

via les lymphocytes T cytotoxiques.

" " Voie perforine

" Voie extrinséque " " Voie intrinséque

Igranzymes

radiation, toxines,
hypoxie, etc.

cellules T
cytotoxique

CASPASES EFFECTRICES =—p Substrats cytoplasmiques et
nucléaires clivés

Abréviations : '¥m , potenticl membranaire mitochondrial ; FADD, Fas-associated death domain ;
Apaf-1, apoptotic protease-activating factor-I, dATP: désoxy-adénosine triphosphate.

Figure 4. Phases initiatrices de 1’apoptose. Cette figure illustre les premiéres étapes des principales
voics d’activation de 1’apoptose: la voie des DR, la voic de la mitochondrie et celle des
perforine/granzymes. La voie d’activation dépendra du stimulus cytotoxique regu. Pour que la voie des
DR soit activée, un ligand (exemple, FasL ou CD95L sur les cellules T cytotoxiques) doit fixer le
récepteur (récepteur Fas). Ainsi, il y a recrutement d’une caspase (caspase-8) et autoprotéolyse de cette
derniére. La voie de la mitochondric est activée par une déstabilisation de son potentiel membranaire.
La déstabilisation de la mitochondrie ainsi créée provoque la libération du cytochrome c et la formation
de I'apoptosome via I’activation de la caspase-9. Finalement, les cellules T cytotoxiques peuvent
activer la voie des perforine/granzymes. Chaque voie active une caspase initiatrice (-8, -9 ou -10) qui a
son tour active les caspases effectrices (Hengartner, 2000 ; Sadowski-Debbing et al, 2002 ; Elmore,
2007).

3.2 Voie extrinséque

Cette voie est responsable de I’élimination des cellules non désirées pendant le
développement, I’éducation du systéme immunitaire et I’immunosurveillance
(Boatright et Salvesen, 2003). Elle initie I’apoptose par I’intermédiaire de récepteurs
transmembranaires : les DR ou récepteurs de mort. Ceux-ci font partie des membres
de la superfamille des TNF-R. Ces membres partagent la méme caractéristique, soit

de contenir une 4 cinq séquences répétées riches en cystéines a I’intérieur de leur
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domaine extracellulaire ainsi qu’un domaine cytoplasmique communément appelé le
death domain (DD) (Ashkenazi et Dixit, 1998). Le DD est essentiel pour la
transduction intracellulaire du signal apoptotique. On retrouve dans cette famille
plusieurs couples ligand/récepteur: FasL/FasR (CD95L/CD95), TNF-o/TNFRI,
Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 et Apo2L/DR5 (Elmore, 2007).

Signalisation par le CD95

Un des DR qui détient un réle trés significatif dans le systtme immunitaire est le
CD95 (ou Fas). Cette molécule est exprimée par plusieurs types cellulaires. Son
expression peut étre augmentée par des cytokines (INF-y, TNF-a) mais aussi par
Pactivation des lymphocytes T. L’apotose via le CD95 est engendrée directement par
son ligand naturel, le CD95L, qui est une molécule transmembranaire de type 1l
associée au TNF exprimée entre autres par les lymphocytes T cytotoxiques (Krammer,
1999). Suite a la liaison & son ligand, des protéines adaptatrices cytoplasmiques sont
recrutées et se lient parfaitement au récepteur. Dans le cas du CD95, il s’agit du
FADD. Ce dernier s’associe & son tour avec la caspase-8 via une dimérisation du DR.
La formation d’un tel death-inducing signalling complex (DISC) ou complexe de
signaux de mort entraine 1’autocatalyse et ’activation de la caspase-8, rendant cette

derniére apte a activer des caspases effectrices telle la caspase-3.

La voie des perforine/granzymes

Le systéme CD95/CDI5L est la voie prédominante des lymphocytes T cytotoxiques
pour induire I’apoptose chez les cellules cibles (Brunner et al, 2003). Par contre, ces
cellules ainsi que les cellules NK partagent une autre voie cytotoxique qui est critique
pour la défense contre les microbes et les cellules transformées : il s’agit de la voie des
perforine/granzymes. Parce qu’elle fait intervenir un agent provenant de I’extérieur
(granzyme B), cette voie peut étre aussi incluse dans la voie extrinséque (Stennicke et
Salvesen, 2000). Ainsi, aprés la reconnaissance de la cellule cible, des granules
cytotoxiques sont exocytosés et reldchent leur contenu dans cette derniére pour induire
I’apoptose. Les granules contiennent des protéines qui perturbent Iintégrité de la
membrane cellulaire, soit la perforine, ainsi qu’une famille de sérines protéases
connues comme étant les granzymes (Lieberman, 2003). Ainsi, la granzyme B, une
fois a Iintérieur de la cellule, scinde des protéines aux résidus d’aspartate, comme la

caspase-10. Des études ont également démontré que la granzyme B pouvait utiliser la
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voie intrinséque afin d’amplifier les signaux de mort en induisant la libération de
cytochrome c (Barry et Bleackley, 2002 ; Russell et Ley, 2002). De plus, la granzyme
B peut directement activer les caspases effectrices. La granzyme A, quant a elle,
active en paralléle une voie indépendante des caspases en scindant I’ADN simple brin
(Martinvalet e al, 2005) en plus de pouvoir déstabiliser le potentiel mitochondrial par

un mécanisme encore inconnu a ce jour (Lieberman, 2003).

3.3 Voie intrinséque

La voie intrinséque est utilisée pour éliminer les cellules en réponse a des radiations, a
des agents chimiothérapeutiques ou encore a un dommage subit par la mitochondrie.
L’activation de la voie de la mitochondrie se fait via la déstabilisation de son potentiel
transmembranaire, ce qui entraine une distribution différente des protéines a sa
surface. Cette dépolarisation est le résultat de la présence de facteurs intrinséques
comme la perte de protéines anti-apoptotiques, I’activation de p53, I’irradiation, la
présence de ROS ou les dommages dans I’acide désoxyribonucléique (ADN) (Los ef
al, 1999). Suite a la perte de la protéine anti-apoptotique (famille Bcl-2) a la surface
membranaire de la mitochondrie entrainant une altération de la perméabilité, il y a
libération du cytochrome c dans le cytosol. Ce dernier s’associe a I’Apaf-1 qui est une
protéine de 130 kDa consistant en trois domaines distincts. En présence de dATP,
’Apaf-1 recrute la pro-caspase-9 via une région spécifique (caspase recruitment
domain (CARD)), formant ainsi I’apoptosome tout en activant la caspase-9. La
caspase-9 maintenant activée quitte ’apoptosome et peut a son tour cliver d’autres

caspases (Cohen, 1997).

L’activation de la cascade des caspases est considérée comme 1’élément central de la
machinerie apoptotique. Elle débute par ’autoactivation des caspases initiatrices et
Iactivation des caspases inflammatoires et effectrices. Bien qu’il existe deux voies
d’initiation, il est important de comprendre qu’elles ne sont pas indépendantes 1’une
de Pautre. Ainsi, des études ont démontré que la caspase-8 pouvait amplifier la voie
de la mitochondrie via le clivage de la protéine anti-apopotique BH3-interacting
domain death agonist (Bid) (famille Bcl-2) (Hengartner, 2000). Le fragment de Bid
perméabilise la membrane de la mitochondrie et accélére son désassemblage (Lassus,

Opitz-Araya et Lazebnik, 2002).
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3.4 Les caspases

Les caspases forment une famille d’endoprotéases qui ont la particularité de cliver leur
substrat aprés un résidu aspartique (D). Leur nom provient du fait qu’elles sont
spécifiquement des cystéines aspartases. Une activation non régulée des caspases
pourrait étre létale pour la cellule. C’est pourquoi elles sont synthétisées sous la forme
d’un précurseur latent — un zymogene. Cette protéine correspond & une séquence
particuliére: un pro-domaine de régulation de longueur variable en N-terminal suivi de
deux sous-unités, pl0 et p20, cette derniére contenant un domaine catalytique. Le
corps du centre catalytique est formé par une séquence conservée de cinq acides
aminés : QACXG. Ces procaspases requiérent un événement d’activation. Suite a la
coupure du pro-domaine prés d’un résidu aspartate bien précis, elle se convertissent en
caspases actives. Certains auteurs ont démontré que plusieurs caspases étaient actives
sous forme d’un hétérotétradimére contenant deux sites actifs (Hengartner, 2000). La
spécificité du substrat des caspases (sauf la -2) est déterminée par une séquence de
quatre acides aminés qui sont présents au site de clivage (Budihardjo et al, 1999 ;

Cohen, 1997 ; Donepudi et Griitter, 2002).

Selon leur structure et leur fonction, les caspases sont divisées en trois familles dont
deux sont associées directement a I’apoptose et I’autre impliqué dans I’inflammation:
les caspases initiatrices, les caspases effectrices et celles associées a 1’élaboration de

cytokines (Cohen, 1997). Ces caspases sont représentées briévement dans le tableau 3.

3.4.1 Les caspases initiatrices

Les caspases initiatrices sont les premiéres a étre activées dans I’apoptose et
constituent la premiére étape qui permet d’activer les caspases effectrices. Les
caspases initiatrices possédent un long pro-domaine dont certaines régions sont
associées a des récepteurs ou des protéines adaptatrices. Pour étre activées, les
caspases-8 et -10 doivent étre recrutées par un récepteur transmembranaire (DR). Un
clivage croisé entre deux caspases initiatrices est effectué pour compléter ’activation.
Par contre, ce clivage n’est pas essentiel 4 la formation du site actif, Ainsi I’activation

de la caspase-9 requiére un arrangement particulier a Pintérieur de I’apoptosome
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(complexe composé de I’Apaf-1 et de cytochrome ¢) ainsi qu’une dimérisation
procurant une surface compatible avec I’organisation catalytique du site actif
(Boatright et Salvesen, 2003). Méme si la caspase-9 est la caspase initiatrice la plus
commune dans la voie intrinséque, une étude récente a démontré que la caspase-2 est
requise dans les réponses apoptotiques suite notamment au dommage de I’ADN

(Lassus, Opitz-Araya et Lazebnik, 2002).

Tableau 3. Les familles de caspase (inspiré de Budihardjo et al, 1999)

7 Synonymes Caractéristiques/substrats B
- Caipases irifigirices — e
Caspase-2 Nedd2, ICH! Absente chez le neutrophile
Caspase-8 FLICE, MACH Associée 4 Fas, TNFR1
Caspase-9 MCHS6, ICELAP6 Activée par I'apoptosome
Caspase-10 FLICE2, MCH4 Associée & DR4, activée par granzyme B
Caspases effectrices
Caspase-3 CPP32, YAMA, Apopain Réle clé dans I’apoptose
Caspase-6 MCH2 Clive la membrane nucléaire
Caspase-7 MCH3, CMH, ICELAP3 Homologue 4 52% avec Casp3
Caspase-14 MICE Clivée par aucune autre caspase
Caspases inflammatoires (famille de ICE)
Caspase-1 ICE Clive pro-1L-1p
: Caspase-4 TX, ICH2, ICErl1 Clivée par Casp8
Caspase-5 TY, ICErill Homologue 4 77% avec Casp4
Caspase-11 - Réle négligeable dans I’apoptose
Caspase-12 - Activée par le stress dans le RE
Caspase-13 ERICE Clivée par Casp8 et granzymeB

Abréviations: TNFR, tumor necrosis factor receptor; ICE, IL-1B converting enzyme, Casp, caspase.
3.4.2 Les caspases effectrices

Les caspases effectrices sont principalement activées par les caspases initiatrices et
occasionnellement par d’autres protéases sous certaines conditions. Ces caspases
clivent presque exclusivement des protéines de la machinerie cellulaire essentielle au
maintient de la vie plutét que d’activer d’autres caspases. La caspase-3 joue un réle
bien particulier dans la phase d’exécution de ’apoptose. La forme active de cette
caspase est un marqueur important lors de I’identification des cellules apoptotiques.

C’est la caspase a laquelle on attribue le plus grand nombre de substrats clivés. La
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caspase-7 est identifiée, tout comme la caspase-3, comme une caspase exécutrice, et
de par le fait qu’elle lui soit homologue & prés 52%, elles partagent de nombreux
substrats. Le role apparent de la caspase-3 dans Dactivation de la caspase-7 est
d’enlever la partie N-terminale. Toutefois, la raison ainsi que son influence sur
I’activation demeurent encore inconnues (Stennicke et Salvesen, 2000). Ces deux
caspases se retrouvent dans le cytosol sous forme de dimére avant méme leur
activation et leur clivage est essentiel pour leur activation. Ces caspases possédent un
pro-domaine beaucoup plus petit que les caspases initiatrices. La caspase-6, un peu
moins étudiée que les autres caspases effectrices, reconnait principalement les

protéines nucléaires (Boatright et Salvesen, 2003).

3.4.3 Les caspases inflammatoires

Ces caspases sont aussi connues sous la famille des ICE puisqu’elles sont impliquées
dans la maturation de plusieurs cytokines inflammatoires (comme I’[L-1 ou I’lL-18).
Par exemple, Putilisation de Iinhibiteur de caspase-1 Ac-YVAD-CHO prévient la
production de I’IL-1B chez les monocytes, suggérant ainsi que cette caspase est en
réalité une enzyme qui élabore I’IL-1B (Thornberry et al, 1992). Cette affirmation fut
confirmée plus tard en utilisant des souris déficientes en caspase-1 qui étaient
incapables d’exprimer I'IL-1 (Kuida er al, 1995). Ces caspases promouvoient
I’assemblage de complexes mutltiprotéiniques, connus sous le nom d’inflammasome,
qui sont requis lors de [D’activation des caspases inflammatoires. Elles sont
caractérisées par la présence d’un domaine CARD a Dintérieur de leur partie N-
terminale, tout comme la caspase-9. Elles sont moins impliquées que les deux autres
familles dans I’apoptose. Seule la caspase-1 aurait un réle i jouer dans ’apoptose des

thymocytes. (Martinon et Tschopp, 2007).
3.5 Les substrats des caspases

L’activation biochimique des composantes clés lors de I’apoptose est responsable du
changement morphologique de la cellule, de la destruction de la membrane nucléaire,
du dommage a la mitochondrie, de la condensation de la chromatine, de la
fragmentation de ’ADN et finalement de la formation de corps apoptotiques

(Budihardjo et al, 1999). Ainsi, durant la phase exécutrice de I’apoptose, plusieurs

24



protéines sont clivées. La poly (ADP-ribose) polymérase (PARP), polymérase
impliquée dans la réparation de I’ADN, est reconnue pour étre possiblement le
substrat le plus étudié des caspases. Présente chez la plupart des cellules, elle peut
méme servir d’indicateur d’apoptose. La DNA-PK et la Ul-70 kDa, impliquées
respectivement dans la réparation de ’ADN double brin et I’épissage de P’acide
ribonucléique messager (ARNm), sont également dégradées pendant I’apoptose. 11 est
a noter qu’aucune de ces protéases n’est exprimée par le neutrophile (Ward et al,
1999). Finalement un groupe important de protéines est grandement affecté par les
caspases, les protéines du cytosquelette. Qu’elles soient impliquées dans la formation
de corps apoptotiques (fodrine) ou dans le mouvement des protéines membranaires,
leur dégradation est particuliérement apparente du fait que la cellule diminue en taille

lors de son apoptose.

3.6 Modulateurs de I’apotose

La régulation de I’apoptose joue un rdle essentiel dans la modulation de
I’inflammation. Un mauvais fonctionnement de cette régulation est impliqué dans un
grand nombre de maladies cliniques. Les facteurs qui influencent I’apoptose sont
nombreux. Il existe deux grandes classes de facteurs : soit les facteurs qui retardent
Pinduction d’apoptose (inhibiteurs) et les facteurs qui dirigent les cellules en apoptose

(inducteurs).

Les molécules présentes au tout début de I’inflammation sont des molécules qui
activent les granulocytes et qui par conséquent retardent leur apoptose. Ces inhibiteurs
d’apoptose sont constitués des cytokines pro-inflammatoires (GM-CSF, G-CSF, IL-
1B, IL-2, IL-15, INF-y), du LPS et des fragments du complément C5a. Tout ceci a
pour conséquence de prolonger la vie des granulocytes afin d’augmenter leur capacité
& détruire les agents étrangers (chimioattraction, dégranulation, génération de
superoxydes, etc.) (Akgul, Moulding et Edwards, 2001). Conséquemment, aprés avoir
€liminé les microorganismes, il est primordial d’arréter le processus inflammatoire
pour éviter des complications. La libération de médiateurs anti-inflammatoires (TGF-
B et IL-10) (ou inducteur d’apoptose) par le macrophage a donc pour effet de ralentir

progressivement cette inhibition d’apoptose.
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Alternativement, plusieurs études se concentrent sur I’élimination des cellules par

I’activation de leur apoptose.
3.6.1 Les inducteurs d’apoptose

Le récepteur Fas, présent a la surface de la plupart des cellules, est responsable du
contréle des réponses immunitaires. Chez les granulocytes, cette liaison contrdlerait le
nombre de neutrophiles circulant dans la circulation sanguine (Santos-Beneit et
Mollinedo, 2000). Fas fait partie d’une superfamille, la famille des récepteurs du TNF
ou DR qui regroupe plusieurs membres : TNFR1 et 2, OX40 (CD134), CD40, CD27,
CD30, DR3/Apo3, decoy receptor 1 (DcR1), DcR2, DR4 et DRS. La liaison du
récepteur avec son ligand (respectivement, FasL, OX40L (pour OX40 et CD40),
CD27L, CD30L, Apo3L et Apo2L/TRAIL pour les quatre derniers) induit
inévitablement 1’apoptose de la cellule (Ashkenazi et Dixit, 1998). Par contre, son role
chez les neutrophiles est controversé. L’apoptose des granulocytes peut également étre
accélérée in vitro par plusieurs inhibiteurs de synthése protéique, suggérant ici
I’existence d’une ou de plusieurs molécules qui pourraient réguler leur survie (Ward ef
al, 1999). L’actinomycine D et la cycloheximide (respectivement inhibiteur de
transcription et de translation) sont d’excellents exemples. Un milieu hypoxique ou la
présence de certains anti-oxydants (par exemple, la catalse) peuvent également

entrainer le retard de I’apoptose (Akgul, Moulding et Edwards, 2001).
3.6.2 Les inhibiteurs d’apoptose

En plus des cytokines pro-inflammatoires décrites plus-haut, d’autres agents tels les
chimiokines (IL-8) ou les glucocorticoides (dexaméthasone) sont également reconnus
pour prolonger la vie des neutrophiles. Ces derniers, qui stimulent aussi la synthése
protéique, nous aménent & la conclusion que la survie du neutrophile pourrait étre

régulée par I’expression de protéines nouvellement synthétisées (Cox, 1995).

Une catégorie bien particuliére de molécules utilisées dans ce doctorat posséde la
capacité d’inhiber I’apoptose différemment selon la dose : les inhibiteurs synthétiques
de caspases. Ces inhibiteurs sont de petits polypeptides synthétisés particuliérement

dans le but de masquer le site actif des caspases et ainsi d’empécher leur action.
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L’utilisation de ces peptides ou macromolécules a permis de définir le rdle central des
caspases dans I’inflammation et I’apoptose des mammiferes. Elles ont la capacité de
lier ce site de fagon réversible ou non. La conception de tels inhibiteurs consiste a
attacher a la séquence de reconnaissance un groupement fonctionnel comme un
aldéhyde (CHO), un chlorométhylcétone (CMK) ou encore un fluorométhylcétone
(FMK). La séquence permettant la reconnaissance du substrat par la caspase
détermine la spécificité de I’inhibiteur. Les inhibiteurs les plus efficaces possédent une
séquence de reconnaissance de quatre peptides. (Garcia-Calvo er al, 1998 ; Misaghi ef

al, 2004).
3.7 Méthodes de détection de Papoptose

Il existe plusieurs méthodes pour évaluer I’apoptose des cellules. En effet, une variété
de critéres peut étre examinée. Les altérations morphologiques, la fragmentation de
I’ADN, la détection des caspases, 1’identification des substrats clivés, les altérations
de la membrane cellulaire, les extraits totaux ainsi que I’évaluation du potentiel

mitochondrial en sont d’excellents exemples (Elmore, 2006).

Altérations morphologiques

La coloration des cellules grice & I’éosine, nous permet de distinguer les cellules
apoptotiques des cellules non apoptotiques. Cette méthode est efficace par contre
I’état de la cellule doit toutefois étre confirmée par une autre méthode. Sous le
microscope, on observera une cellule geénéralement plus petite qu’une cellule non
apoptotique et parfois la formation de corps apoptotiques, caractéristique
exceptionnellement absente chez le neutrophile. La morphologie du noyau chez le
neutrophile change selon Iétat. Le noyau polylobé observé en condition normale
adoptera une conformation dite pycnotique lors de I’apoptose. En effet, la
condensation de sa chromatine provoquera une agrégation d’ADN au centre de la
cellule qui sera facilement observable au microscope optique. Bien que certains
granules intracellulaires pourraient porter a confusion, une observation au microscope
a transmission électronique (MTE) confirmerait I’état apoptotique. En plus d’observer
une condensation du matériel génétique, une fragmentation de I’ADN, une membrane

cellulaire intacte, une désorganisation des organelles cytoplasmiques, de grosses
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vacuoles claires ainsi que du bourgeonnement 4 la surface cellulaire sont également

observables au MTE (White et Cinti, 2004).

L’apoptose peut étre également évaluée visuellement par la mise en évidence de la
fragmentation et de la condensation de I’ADN en marquant le noyau des cellules avec
différents produits tel que les colorant DAPI et Hoechst 33342. La détection de I’état
apoptotique s’effectue cette fois-ci en examinant les noyaux au microscope a

fluorescence.

Fragmentation de ’ADN

La technique du DNA ladder (échelle d’ADN) est utilisée pour visualiser les produits
de clivages des endonucléases activées pendant I’apoptose (Wyllie, 1980). Cette
méthode consiste 4 extraire I’ADN d’un lysat cellulaire homogéne et a lui faire subir
une électrophorése sur gel d’agarose. La coupure ordonnée de I’ADN (entre les
nucléosomes & chaque 180 paires de bases) lors de I’apoptose se présente sous forme
d’échelle aprés révélation au bromure d’éthidium. Ceci, contrairement a la nécrose qui
se caractérise par une bavure ou un smear. Cette méthode est facile a utiliser et
détecte I’état apoptotique jusqu’a une sensibilité de 1X10° cellules. Pour un nombre

plus retreint de cellules, cette technique n’est pas recommandée (Elmore, 2007).

L’utilisation des fragments d’ADN peut servir & P’identification d’une cellule
apoptotique. Dans la méthode du terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick end-labeling (TUNEL), les extrémités 3° des brins d’ADN sont marquées
par des nucléotides spécifiques (dUTP) a I’aide de I’enzyme désoxyribonucléotidyle
transférase terminale (Abbas, Lichtman, Pober, 1997). Le dUTP peut quant a lui étre
marque a son tour par une variété de sondes qui sont détectables soit par microscopie
optique, microscopie & fluorescence ou encore par cytométrie en flux. Cette technique
est rapide (trois heures) et trés sensible car elle peut détecter I’état apoptotique dans
aussi peu qu’une centaine de cellules par la cytométrie ou encore individuellement par
la microscopie. Toutefois, cette technique s’avére assez cofiteuse et malheureusement
de faux positifs peuvent étre observés car les cellules nécrotiques et les cellules en
processus de réparation d’ADN seront également marquées positivement. Pour toutes

ces raisons, il est essentiel de combiner cette méthode avec une autre (Elmore, 2007).
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Détection des caspases et identification de substrats clivés

L’activation des caspases peut étre détectée par une variété de méthodes incluant les
immunobuvardages de type Western, les immunoprécipitations ainsi qu’en
immunohistochimie. Il en va de méme pour les substrats clivés. Des anticorps pour la
forme active et inactive de la caspase ainsi que pour les substrats sont disponibles sur
le marché. Des ensembles de détection existent également pour les 13 caspases
connues (Gurtu, Kain et Zhang, 1997). 1l est également possible de coupler un
conjugué fluorescent & un inhibiteur de caspase pour détecter I’activité de celle-ci.
L’inhibiteur se lie 4 la caspase et la marque ainsi (Grabarek, Amstad et
Darzynkiewicz, 2002). Ces méthodes requierent la nécessité d’obtenir un lysat
cellulaire afin de pouvoir libérer les enzymes et les protéines. Les principaux
avantages sont de pouvoir cibler spécifiquement les caspases (initiatrices ou
effectrices) ainsi que d’étre rapide. Par contre, I’intégrité cellulaire est perdue ; ce qui
ne nous permet pas de localiser les événements apoptotiques ou de déterminer le type

de cellules qui est en apoptose (Elmore, 2007).

La méthode du polymerase chain reaction (PCR) nous permet de déterminer le profil
génétique d’au moins 112 génes utilisés dans I’apoptose. Les génes anti-apoptotiques
peuvent également étre repérés a 1’aide de cette méthode. Toutefois, ’interprétation de
ces résultats peut étre confuse due au nombre considérable de geénes analysés ainsi

qu’a une méthodologie complexe (Hofmann et al, 2001).

Altération de la membrane cellulaire

L’altération de la surface membranaire est un signal qui permet I’identification de
cellules apoptotiques. Dans le cas des cellules ayant la capacité de phagocyter (dans ce
doctorat, les neutrophiles et les éosinophiles), une diminution des récepteurs de
phagocytose FcyRIIIb (CD16) peut facilement étre détectée a I’aide d’un anticorps
liant spécifiquement ce récepteur, 1’anti-CD16. Une diminution de la fixation de

Ianticorps révéle une augmentation de I’apoptose.

De plus, il y a translocation d’une autre molécule présente habituellement sur la
membrane interne, la phosphatidylsérine, vers I’extérieur lors de I’apoptose. Ce
phénoméne peut étre facilement mesuré en cytométric en flux ou encore en

microscopie a fluorescence par une augmentation de la fixation avec ’annexine-V
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couplé a son fluorochrome. L’avantage de cette technique est qu’elle est sensible et
qu’elle a I’habileté de confirmer I’activité des caspases initiatrices. Le désavantage est
que les cellules nécrotiques peuvent également étre marquées par I’annexine-V. C’est
pourquoi cette méthode est souvent couplée a une autre méthode impliquant un
colorant de viabilité cellulaire (marquage au propidium iodide ou bleu de trypan)
(Elmore, 2007).

Evaluation du potentiel mitochondrial

Cette méthode détecte principalement 1’apoptose induite par la voie intrinséque
principalement lors des événements précoces. La transition de perméabilité
mitochondriale, la dépolarisation de la membrane, le flux calcique (Ca®"), le statut
rédox de la mitochondrie ainsi que la production de radicaux libres par la
mitochondrie peuvent étre suivis par la microscopie confocale. Le principal
désavantage de cette technique est que ces paramétres peuvent également étre apergus
pendant la nécrose (Bedner et al, 1999). Des colorants sont utilisés pour marquer le
relachement du cytochrome ¢ ou encore la présence des protéines pro-apoptotiques
(Bax, Bid) ou anti-apoptotiques (Bcl-2) régulatrices. Toutefois, cette coloration peut
affecter I’interaction entre les protéines et le cytochrome ¢ est instable lorsqu’il est
relaché dans le cytoplasme (Goldstein e al, 2000). Donc d’autres méthodes seraient

essentielles pour confirmer I’état apoptotique.
3.8 Les neutrophiles et les éosinophiles apoptotiques

Le contréle de I’apoptose chez les granulocytes suscite un vif intérét dans la recherche
scientifique. En effet, les granulocytes démontrent des réactions différentes par
rapport aux autres leucocytes face aux mémes agents. Conséquemment, il existe aussi
des différences dans le contrdle de I’apoptose entre les éosinophiles et les
neutrophiles. En effet, les neutrophiles s’enlignent spontanément (en culture) plus
rapidement en apoptose (50 4 70% d’apoptose en 24 heures) que les éosinophiles
(méme taux mais en 48 heures). Ceci démontre possiblement un mécanisme de
contrble différent de I’apoptose entre les deux types cellulaires (Ward et al, 1999;
Akgul, Moulding et Edwards, 2001). Une méme molécule, les glucocorticoides
(dexaméthasone), déclenche I’apoptose chez les thymocytes et les éosinophiles mais

inhibe 1’apoptose chez les neutrophiles (Ward et al, 1999). Malgré des études
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controversées (Tsuchida et al, 1995 ; Murray et al, 1997 ; Liu et al, 1996), le TNF-o
induit I’apoptose & I’intérieur des dix-huit premiéres heures de contact chez le
neutrophile (Van den Berg ef al, 2001) mais pas chez les éosinophiles (Qin et al,
2007). De plus, I’IL-5 influence différemment ces cellules en inhibant ’apoptose
chez les éosinophiles sans trop affecter celle des neutrophiles (Hoontrakoon et al,
2002 ;Cassatella et McDonald, 2000). Le tableau récapitulatif suivant nous présente
certains agents et traitements qui influencent différemment I’apoptose des deux

granulocytes.

Tableau 4. Retard et accélération de Papoptose constitutive chez les neutrophiles et les

¢osinophiles par des agents spécifiques ou des traitements (inspiré de Ward ef al, 1999b)

Retard de ’apoptose

Références

Accélération de

P’apoptose

Références

Neutrophiles

agents qui accélérent

I’ AMPc cytosolique (PGs)

Rosst et al, 1995,
Yasui et al, 1997

oxyde nitrique

Wong, Rossi et
Chilvers, 1997 ;
Blaylock et al, 1998

agents qui augmentent le
[Ca®];

Cousin, Haslett et
Rossi, 1997, Whyte
etal, 1993

FasL et anti-Fas

Iwaieral, 1994 ;
Tsuyuki et al, 1995

glucocorticoides

(dexaméthasone)

agonistes des neutrophiles_

(LPS, fMLP, PAF, LTB,,
GM-CSF, etc.)

Meagher et al, 1996

TNF—a

Ward et al, 1999a,
Murray et al, 1997

_Rossi;Haslclt,

1997 ; Ward et al,
1999; Hannah et al,
1995

inhibiteurs de synthése
protéique (actinomycine

D, cycloheximide)

Meagher et al, -
1996; Bessho et al,
1994

hypoxie

Hannah et al, 1995

inhibiteurs de NF-xB

(gliotoxine)

Ward et al, 1999a

agents qui accélérent
I’AMPc cytosolique (PGs)

Rossi et Haslett,
1997, Meagher et al,
1996

FasL et anti-Fas

Yasui et al, 1997 ;
Tsuyuki et al, 1995

agonistes d’éosinophiles
(IL-5, GM-CSF)

Hallsworth et al,
1996; Yasui et al,
1997

agents qui augmentent le
[Ca™;

Cousin, Haslett et
Rossi, 1997

glucocorticoides

(dexaméthasone)

Meagher et al, 1996

inhibiteurs de NF-xB

(gliotoxine)

Ward et al, 1999a

Abréviations: AMPc, adénosine monophosphate cyclique; PGs, prostaglandines; [Ca”],
concentration libre en Ca? intracellulaire; NF-xB, nuclear factor xB.

Le neutrophile est une cellule qui comporte bien des particularités par rapport aux

autres types cellulaires en ce qui concerne 1’apoptose. Premiérement, c’est une cellule
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qui ne posséde ni la caspase-2 et trés peu de mitochondries. Deuxiémement, le
neutrophile n’exprime pas les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et basal cell
lymphoma-extra-large  (Bcl-X;) a4 maturité.  Troisiémement, il  exprime
constitutivement les protéines pro-apoptotiques Bax, Bid, Bak et Bad. Ces protéines
ont habituellement une longue durée de vie et I’absence de Bcl-2 et la présence des
protéines pro-apoptotiques chez le neutrophile pourraient expliquer pourquoi ces
derniers possédent une aussi petite durée de vie (Akgul, Moulding et Edwards, 2001).
Les €osinophiles quant 4 eux expriment les protéines anti-apoptotique Bcl-X;, Bax et

en tres petite quantité la protéine Bcl-2 (Scheel-Toellner et al, 2004).

Par contre, le neutrophile posséde PARNm d’Al et la protéine Mcl-1 dont la perte
graduelle de cette derniére serait responsable de son apoptose spontanée (Scheel-
Toellner et al, 2004). De plus, d’autres facteurs ont été mesurés comme une
déstabilisation du potentiel membranaire de la mitochondrie, la libération de
cytochrome ¢ en condition non physiologique (Pryde et al, 2000) ainsi que I’activation
de la caspase-3. Les neutrophiles expriment certains DR comme le TNFRI, le
récepteur de TRAIL, le CD95 et son ligand. Par contre, leur implication dans
I’apoptose spontanée ne semble pas étre prépondérante. Méme si certains chercheurs
ont démontré que I’ajout d’un inhibiteur de caspase-8 freinait ’apoptose spontanée, et
que cette derniére est seulement activée lorsqu’elle est associée aux récepteurs, il
s’avére important de clarifier exactement son rdle et son implication au sein de

I’apoptose des neutrophiles (Daigle et Simon, 2001; Renshaw e al, 2003).

Les neutrophiles sont la principale défense contre les bactéries et champignons tandis
que les éosinophiles possédent principalement un réle anti-parasite. De nouvelles
stratégies pro- ou anti-apoptotique pourraient étre développées en considérant le
mécanisme de ces pathogénes utilisé pour contrecarrer la défense exercée par ces
cellules. Les différences et les similitudes entre les neutrophiles et les éosinophiles en
réponse a des agents anti- ou pro-apoptotiques démontrent qu’il y a effectivement un
potentiel pour le développement d’agents comportant des spécificités afin d’éliminer
ces deux types de granulocytes de fagon sélective. Ces stratégies demandent une
recherche fondamentale plus approfondie sur les actuels médiateurs physiologiques
qui gouvernent I’apoptose des granulocytes de fagon in vitro et in vivo (Ward et al,
1999b).
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4. LES PROTEINES DU CYTOSQUELETTE

Le cytosquelette représente un réseau tridimensionnel a travers le cytoplasme et le
noyau qui est hautement structuré et organisé en trois composantes distinctes. Il est
constitué des microfilaments, des microtubules et des filaments intermédiaires. La
composition en protéines du cytosquelette est caractéristique pour chaque type
cellulaire ou tissu et fournit une machinerie requise pour le métabolisme de la cellule.
Plusieurs organelles ont une association particuliére avec les différents types de
filaments comme la mitochondrie, 1’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique.
Les réles du cytosquelette sont nombreux. Il est essentiel pour plusieurs fonctions
cellulaires incluant le transport de vésicules, les interactions cellulaires, les
interactions extracellulaires avec la matrice par I’association de récepteurs de surface,
la mobilité cellulaire, le recyclage des récepteurs, la phagocytose et le cycle cellulaire.
De plus, une variété de protéines sont associées au cytosquelette (dynéine, kinésine,
profiline, gelsoline, myosine, vinculine, etc.). Elles peuvent agir a titre d’exemple
comme protéines stabilisatrices, motrices ou adaptatrices. (Edwards, 1994; Atencia,

Asumendi et Garcia-Sanz, 2000).

Bien que le cytosquelette soit sujet 4 des changements drastiques lors de I’apoptose,
une liste des protéines du cytosquelette connues pour étre affectées ou dissociées est
loin d’étre établie. Il s’avére important de détailler cette liste d’autant plus que
certaines protéines du cytosquelette pourraient conduire a la formation d’auto-
anticorps dans les maladies auto-immunes. C’est le cas de la vimentine dont des auto-
anticorps dirigés contre cette protéine sont présents dans 80% des cas chez des
patients atteints d’arthrite rhumatoide. L’origine de ces auto-anticorps demeure encore
inconnue mais certaines études ont démontré que I’expression de fragments de
vimentine apparus suite au clivage de celleci a4 la surface de certaines cellules
pourrait expliquer 1’apparition de ce phénoméne (Mor-Vaknin et al, 2003; Boilar et al,
2003).

4.1 Les microfilaments

La composante la plus dynamique du cytosquelette est sans contredit les

microfilaments qui sont directement impliqués dans le mouvement cellulaire et la



phagocytose. Ils possédent un diamétre se situant entre 4 et 7 nm. La molécule
d’actine est une protéine globulaire dont la concentration est trés importante dans la
cellule (5 a 8% des protéines totales chez le neutrophile). Cette protéine a été
grandement étudiée chez les neutrophiles et est reconnue pour étre clivée lors de
I’apoptose (Brown, Bailey et Savill, 1997). Environ 50% de I’actine est présente sous
forme filamenteuse tandis que I’autre proportion est maintenue sous forme de
monomere soluble (ou globulaire). Son assemblage se fait principalement d’un c6té
(extrémité positive ou barbed end), ce qui confére une polarité au filament. Une
multitude de protéines sont associées ou liées a I’actine afin de réguler le procédé
d’assemblage (la polymérisation et la dépolymérisation) (Rogers, Morris et Blake,
1992).
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Figure 5. Les différentes structures des microfilaments. Principales étapes de formation et de
dissociation des microfilaments (inspiré de Rogers, Morris et Blake, 1992)

Certaines protéines se lient aux extrémités des filaments d’actine. Ce coiffage inhibe
I’association des monomeéres d’actine et ainsi I’élongation du filament. La nucléation
est I’étape majeure de régulation pour I’élaboration des filaments. Plusieurs protéines
régulent ce procédé. Entre autre, la gelsoline (84 kDa) est reconnue pour coiffer deux
monomeéres d’actine et ainsi produire un site propice a I’élongation. Par contre, cette
protéine joue un autre role qui est paradoxal. En coiffant I’actine, elle peut également
scinder en deux les filaments. La profiline est la protéine la plus connue pour
maintenir le pool d’actines globulaires disponibles pour la formation des filaments.
Elle lie I’actine et altére I’équilibre entre les monoméres et les filaments d’actine. Il

existe un groupe de protéines qui sert de pont entre plusieurs filaments. L’expression
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de ces protéines affecte grandement la structure des microfilaments. De ce groupe, la
vinculine (130 kDa), la paxilline (68kDa) et la fodrine (235-240kDa) permettent
I’ancrage de P’actine a la membrane et sont souvent connues sous le nom de protéines

adaptatrices (Rogers, Morris et Blake, 1992).

Dans notre laboratoire, nous avons démontré que lors de I’apoptose spontanée des
neutrophiles et de celle induite par la VAA-I (Savoie et al, 2000 ; Lavastre et al,
2002a), le toxaphéne (Lavastre et al, 2002b), le tributylétain (Lavastre et Girard,
2002b) ainsi que par le trioxyde d’arsenic (Binet et al, 2006), certaines protéines
associées aux microfilaments sont fragmentées comme la gelsoline et la paxilline. A
I’inverse, le GM-CSF et le chlorure de méthylmercure (utilisé a faible dose) qui sont
reconnus pour retarder I’apoptose maintiennent I’expression de ces mémes protéines
intacte (Moisan, Kouassi et Girard, 2003). Et cela, comparativement 4 la vinculine qui

n’est pas dégradée dans ces mémes conditions.

Les myosines constituent une superfamille de protéines motrices associées a I’actine.
Elles sont regroupées principalement en 15 classes. Les myosines conventionnelles
qui forment des filaments dans les cellules musculaires et non musculaires forment la
classe Il et elles sont nommées les non muscle heavy chain (NMHC) et la NMHC-IIA
est I’isoforme retrouvée chez les neutrophiles (Sellers, 2000). Elle représente 1% des
protéines totales du neutrophile et est requise pour le mouvement vectoriel similaire

au mouvement musculaire (Edwards, 1994).
4.2 Les filaments intermédiaires

Les deux seuls représentants des filaments intermédiaires présents chez les
granulocytes sont les filaments de type vimentine (58 kDa) et les lamines nucléaires
(70 kDa). Leur diameétre (entre 8 et 12 nm) est plus grand que les microfilaments mais
moins élevé que les microtubules d’oil leur appellation. Les filaments intermédiaires
possédent une grande stabilité chimique. La vimentine (57 kDa) forme avec les
lamines nucléaires (70 kDa) un réseau périnucléaire. Chez les astrocytes, la vimentine
est essentielle & I’assemblage du réseau des protéines acides fibrillaires et gliales, un
autre filament intermédiaire, ainsi qu’a la production de myéline dans le systéme

nerveux périphérique (Galou er al, 1997). Le role de la vimentine chez le neutrophile
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n’est pas clairement établi. Les lamines nucléaires tapissent la surface interne de la
membrane nucléaire (Fuchs et Weber, 1994). La protéolyse de I’enveloppe nucléaire
est rendue possible grice au clivage de ces protéines qui constituent cette enveloppe.
Ces coupures ont lieu quand méme tét dans le processus afin de permettre I’entrée
d’endonucléases a Iintérieur du noyau. Il existe trois types de lamines (A, B et C)

mais seules les lamines B sont présentes chez le neutrophile.

De nouveaux réles pour les filaments intermédiaires ont ét¢ récemment découverts,
notamment I’action modulatrice de 1’adhésion et la croissance cellulaire ainsi qu’une
certaine résistance aux différentes formes de stress et a ’apoptose (Marceau er al,

2007).

4.3 Les microtubules

Ce dernier type de filaments, dont le diamétre est approximativement de 25 nm, forme
une structure tubulaire et est composée d’o~ et de B-tubuline (55 kDa). De par leur
polarité (tout comme les microfilaments), leur polymérisation et leur dépolymérisation
s’effectuent principalement sur un seul cété (extrémité positive). Les assemblages et
désassemblages des microtubules sont contrélés par une balance établie entre des
protéines stabilisatrices et déstabilisatrices qui leur sont associées (Mollinedo et
Gajate, 2003). Ils forment un support squelettique pour les microfilaments, établissent
le fuseau mitotique pendant la division cellulaire et controlent la position des
organelles et des protéines (Atencia, Asumdi et Garcia-Sanz, 2000). Parmi ces
protéines, plusieurs sont des agents régulateurs lors du processus apoptotique et leur
libération des microtubules affecte leurs activités. Bcl-2-interacting mediator of cell
death (Bim), membre pro-apoptotique de la famille de Bcl-2, est une protéine
séquestrée par les microtubules via son interaction avec la dynéine, protéine motrice
des microtubules. Elle joue un réle dans I’apoptose induite par les agents anti-
cancéreux, puisqu’une fois libérée lors de 1’apoptose, elle provoque la libération de

cytochrome c par la mitochondrie.

Une autre protéine transportée par les microtubules et associée a la dynéine, p53,
transloque vers le noyau durant 1’apoptose. Ce transport influence la transcription de

deux protéines, ainsi elle augmente la transcription de Bax tout en diminuant celle de
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Bcel-2. Cela provoque indubitablement une augmentation de la perméabilité de la

membrane mitochondriale (Estéve, Carré et Braguer, 2007).

Lors de I’apoptose, le désassemblage des microtubules est accompagné d’une
déphosphorylation des protéines associées, par exemple la protéine tau. Cette derniére
est requise pour stabiliser la structure et fournit la base du transport intraneuronal

(Atencia, Asumdi et Garcia-Sanz, 2000).

Plusieurs chercheurs se sont penchés sur I’effet des microtubule-targeted tubulin-
polymerizing agents (MTPAs) (paclitaxel, taxane, taxotére, taxol). Ces MTPAs
occupent un rdle central dans le traitement contre le cancer de la peau. Ainsi, suivant
leur liaison & la B-tubuline, les MTPAs dérangent le taux de polymérisation de la
tubuline et inhibent le cycle cellulaire via I’activation de la voie intrinséque (Bhalla,

2003).

Contrairement aux autres protéines du cytosquelette, les microtubules ne sont pas
dégradés dans le processus apoptotique. Par contre, certains chercheurs ont remarqué
qu’ils pouvaient étre partiellement dépolymérisés et réorganisés pendant ce

phénoméne (Van Engeland et al, 1997).
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5. LA VISCUM ALBUM AGGLUTININE-I

5.1 Généralités et distribution des lectines

A ce Jour, les lectines sont définies comme des protéines ou des glycoprotéines qui
possédent au moins un domaine non-catalytique qui lie spécifiquement et
irréversiblement un monosaccharide ou un oligosaccharide (Peumans et Van Damme,
1995). Elles jouent également des réles clés dans plusieurs procédés biologiques. Le
site de reconnaissance des sucres est nommé le carbohydrates-recognition domain
(CRD). La liaison d’une lectine a ces résidus de sucres est aussi spécifique qu’une
reconnaissance antigénique ou enzymatique. Plusieurs lectines sont également
reconnues pour agglutiner les érythrocytes in vitro d’ot leur appellation
d’agglutinines. Les lectines sont présentes partout ; dans les microorganismes, les

champignons, les plantes, les animaux et les humains (Franz, 1986).

Tableau 5. Classification des lectines (inspirée de Dodd et Drickamer, 2001)

Groupe Ligands typiques  Fonctions Source Exemples
calnexine, Glc, Man, retiennent les eucaryotes calréticuline humaine
calréticuline oligosaccharide  glycoprotéines mal
repliées
(chaperonne)
lectine de type-L.  variés triage de protéines  plantes ERGIC-53, VIP-36
(légumineuses),
animaux
lectine de type-P  mannose-6- trafic intracellulaire  eucaryotes récepteur indépendant
phosphate des cations
lectine de type-C  variés adhésion, immunité animaux sélectines, collectines
innée
galectines B-galactoside adhésion, animaux galectine-1
agrégation,
prolifération,
épissage
lectine de type-1  acide sialique adhésion animaux superfamille des
- ) immunoglobulines
lectine de type-R ~ variés enzymatique animaux, ricine, VAA-I
: o 3 plantes,
_ bactéries

Abréviations : ERGIC, endoplasmic reticulum Golgi intermediate compartment; VIP, vesicular
integral membrane protein.

Les lectines de plantes ont fait I’objet d’une classification élaborée par I’équipe de
Peumans et Van Damme selon laquelle ces protéines se distinguent dans la spécificité

des sucres reconnus et leur origine (Peumans et Van Damme, 1998).



Tableau 6. Classification des lectines de plantes (inspir¢ dec Pcumans et Van Damme, 1998 ;

Peumans ef al, 2001)

Type de lectine

Caractéristiques

Exemples

lectine des léguminecuscs

lectine liant la chitine

lectines  les  plus
communes

domaine hevein
(polypeptide de 43 aa)

Phaseus vulgaris phytohémagglutinine

latex de I’arbre caoutchouc (IHevea brasiliensis)

RIP-1 une chaine (B) tritine  (Triticum  aestivum), RIP  d’orge
o (Hordeum vulgare), RIP d’épi (Zea mais) :
RIP deux chaines ricine (Ricinus communis), ‘modeccine (Adenia
RIP-II (A et B), les plus digitata), abrinc (Abrus- precatorius), VAA-I
. toxiques . (Viscumalbum)
lectine liant le mannose plantes monocot snowdrop (Galanthus nivalis)
famille des jacalines protéine de storage Jjackfruit
famille des amaranthines - espéces d'Amaranthus
lectines phloéme cucurbit lie la chitine cucurbitacées

Abréviations : aa, acides aminés ; RIP, ribosome inactivating protein.

Les lectines jouent deux réles majeurs a I’intérieur des plantes. Lorsqu’elles sont
présentes en grande quantité dans la plante, elles sont utilisées pour emmagasiner des
protéines qui peuvent étre mobilisées pour sa croissance et son développement. Le
second rdle leur sert & se protéger contre les attaques des herbivores, des insectes, des
humains ou autres pathogénes en retardant leur croissance ou en étant carrément
toxiques pour les prédateurs (Murdock et Shade, 2002). Elles sont localisées

principalement dans trois parties de la plante soit les graines, les feuilles et racines.

La Viscum album et I’Iscador

La lectine que nous avons utilisée dans cette thése provient de la plante de gui
européen (Viscum album), famille des Lorenthacaea, qui est une plante
hémiparasitaire. On retrouve le gui rattaché & différentes espéces d’arbres comme les
pommiers, les pins, les sapins, les peupliers et les chénes. Son nom provient du fait
que cette plante posséde des baies blanches (album) qui baignent dans une substance
gluante, la viscine (Viscum) et a été longtemps utilisée pour ses vertus médicinales.
L’iscador est composé d’extraits fermentés de la plante de gui qui sont traités par un
procédé mécanique spécial qui repose sur des bases anthroposophiques et spirituelles.
Il existe différentes préparations d’Iscador dépendemment de I’arbre parasité. Bien
que I’Iscador a démontré une activité immunomodulatrice, son efficacité et sa sécurité
furent controversées (Augustin et al, 2005 ; Niwa et al, 2003). Ainsi, ces extraits sont

administrés comme traitement complémentaire contre le cancer (Mikeska et al, 2005;
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Stoeva et al, 1999 ; Biissing et al, 2008 ; Grossarth-Maticek et Zeigler, 2008) et suite
a I’ablation chirurgicale de la tumeur (Maldacker, 2006). La lectine est principalement
utilisée pour améliorer la qualité de vie des patients, I’efficacité du systéme
immunitaire et réduire les effets secondaires de la chimio- ou radiothérapie (Horneber
et al, 2008). Ce médicament est le plus utilisé en médecine oncologique en Allemagne
et en Suisse. Ces extraits sont composés de plusieurs substances actives : viscotoxines,
polysaccharides, oligosaccharides, alkaloides, protéines de Vester et trois classes
distinctes de lectines : mistletoe lectin (ML)-1, ML-Il et ML-III (Franz, Ziska et
Kindt, 1981). Ces derniéres, localisées dans les feuilles de la plante (précisément les
vacuoles), different en taille et en spécificité (Grossarth-Maticek er al, 2001 ; Franz,

1986).

Tableau 7. Les lectines de 1a Viscum album (Franz, 1986)

Lectine Masse (kDa) Compesition Spécificité de reconnaissance
ML-I 115(2X 63)  téuradimere (29 et 34kDa) ' D-galactose
ML-Il. 60  hétérodimére (32 et27kDa)  D-galactose/N- acétylgalactosamine
ML-1I 50 hétérodimere (30 et 25kDa) N-acétylgalactosamine

La lectine la plus étudiée dans la plante de gui, identifiée comme le principal
ingrédient pharmacologique actif depuis la fin des années 1980 et qui fait I’objet de
ma thése est la ML-I (Hajto, Hostanska et Gabius, 1989). ML-II et ML-1II semblent
étre des produits de dégradation de ML-I (Hajto et al, 2005). Selon les auteurs, la ML-
I est aussi connue sous I’appellation de viscumine ou Viscum album agglutinine-I

(VAA-I) (Timoshenko, Cherenkevich et Gabius, 1995).

5.2 Purification de la VAA-I

Etant donné que la plante de gui produit la VAA-I en trés petite quantité, les extraits
totaux (Iscador) de la plante sont préférentiellement utilisés pour ses activités
immunostimulatrices (Habeck, 2002). Par contre, afin de mesurer I’effet exclusif de la

VAA-I et non des autres composantes, il est essentiel de la purifier.
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La méthode qui permet d’isoler la VAA-I de la feuille de gui se rapporte a une
technique qui a été publiée a la fin des années soixante-dix (Ziska, Franz et Kindt,
1978). Ainsi, une certaine quantité d’extraits de feuilles de la plante Viscum album est
mélangée a une solution salée aqueuse (NaCl). Aprés s’étre débarrassé du culot, le
surnageant est passé sur une colonne de sépharose. Trois élutions suivies d’un passage
sur une colonne d’affinité pour les sucres spécifiques aux différentes lectines
s’enchainent afin d’obtenir les trois lectines séparément. La VAA-I est récoltée grice
a une derniére élution réalisée avec une solution salée contenant des résidus de
galactosides. Finalement, une dialyse est nécessaire pour obtenir une protéine purifiée
afin d’enlever tout sucre et tout sel. 11 est possible d’effectuer la séparation in situ des
deux sous-unités de la protéine en scindant les ponts disulfures grice au B-
mercaptoéthanol (5%) et en effectuant une séparation chromatographique (Franz,

1986).

Selon les méthodes de purification, le temps de la récolte de la plante et I’arbre
parasité, les différentes préparations de VAA-I résultantes peuvent révéler des effets
variables (Beuth ef al, 1992). 1l est d’autant plus important de baser notre étude sur
une préparation de VAA-I stable et bien contrélée, c’est-a-dire celle commercialement

vendue par Sigma.
5.3 Structure de la VAA-I et mécanisme d’action

La VAA-I consiste en deux chaines protéiques reliées par des ponts disulfures. La
chaine A ou cytotoxique, ou réside I’activité enzymatique, posséde une masse
moléculaire de 29 kDa. La chaine B ou immunostimulatrice, pése environ 34 kDa et
reconnait les sucres, plus particuli¢rement les résidus de galactoses qui sont présents a
la surface des cellules (Krauspenhaar er al, 1999). L activité cytotoxique de la VAA-I
permet de la classer dans la famille des RIP soit les protéines qui inactivent le
ribosome et par le fait méme la synthése protéique de maniére irréversible. Plus
précisément, il s’agit d’une RIP de type II (RIP-II) du fait qu’elle posséde deux
chaines (Stirpe et al, 1992).

Jusqu’a maintenant, plus d’une quizaine de RIP-II ont été identifiées dont la VAA-I,

la ricine, I’abrine et la modécine. Les lectines du groupe RIP-I sont beaucoup moins
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toxiques que les RIP-II du fait qu’elle ne possédent pas la chaine B des RIP-I1 et par
conséquent ont une moins grande propension & pénétrer & Iintérieur de la cellule

(Barbieri, Batelli et Stirpe, 1993 ; Van Damme et al, 2001).

L’analyse structurale, physique et biologique de la VAA-I révele beaucoup de
similitudes avec la ricine. Les deux lectines partagent des structures similaires. Leurs
séquences en acides aminés possédent des homologies (41% pour la chaine A et 64%
pour la chaine B) (Bantel et al, 1999 ; Krauspenhaar ef al, 1999). Lustik fut I’un des
premiers auteurs a remarquer des ressemblances fonctionnelles entre les deux lectines.
L’inoculation intra péritonéale des lectines (10 pg par kg de masse corporelle) a
supprimé la tumeur chez les ascites de souris. Elles ont démontré les mémes
changements morphologiques sur les cellules tumorales bien que la ricine révélait des
effets plus cytotoxiques que la VAA-I (Lustik, 1975). Cette différence réside dans le
fait qu’elles interagissent différemment avec les sucres (transport intracellulaire et
libération de la molécule dans le cytoplasme) et qu’elles occupent différemment les
sites de liaisons a la surface cellulaire (Stirpe ef al, 1980). La différence de toxicité
entre les deux lectines peut également étre attribuable a I’organisation
tridimentionnelle des molécules selon les concentrations utilisée (Franz, Ziska et
Kindt, 1981). Ainsi, la ricine se retrouve sous forme d’un hétérodimére tandis que la
VAA-I peut étre représentée sous un tétradimére (deux hétérodimeéres (A-B)(B-A))
(Moisenovich et al, 2001 ; Niwa et al, 2003).

L’activité cytotoxique : la chaine A

La chaine A est un puissant agent qui inactive irréversiblement le ribosome. Elle doit
absolument étre séparée de 1’autre chaine pour exercer ses fonctions a I’intérieur des
cellules. La chaine A comprend 3 domaines distincts et son site actif est formé a

Pinterface de ces domaines (Krauspenhaar ef al, 1999)

Lactivité spécifique de cette chaine est plus précisément une ARN N-glycosidase. En
fait, elle supprime la N-glycosidation sur ’adénine a la position 4324 (A4324) présente
a Pintérieur d’une séquence conservée G-A-G-A située a Iintérieur de I’ARN
ribosomal 28 S de la grosse sous-unité du ribosome (Endo, Tsurugi et Franz, 1988 ;
Stirpe et al, 1992). Le mécanisme de reconnaissance entre 1’adénine et la RIP-I1,

PPaction catalytique et pourquoi une dépurination d’une simple adénine permet 1’arrét
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de la synthése protéique ne sont pas encore bien compris (Niwa et dl, 2003).
Toutefois, cette unique omission rend la grosse sous-unité inapte & lier le facteur
d’¢élongation-2 et ainsi par conséquent abolit toute synthése protéique. Des études ont
démontré expérimentalement qu’une simple chaine A pouvait inactiver

approximativement 50 ribosomes en dix minutes (Olsnes et al, 1982).

Les sites de reconnaissances : la chaine B

La chaine B permet a la VAA-I de se lier a la cellule grice aux résidus de galactose
terminant les glycolipides et les glycoprotéines qui sont présents a la surface cellulaire
via une pochette peu profonde et préformée (Rini, 1995). Cette chaine semble étre la
duplication d’un produit d’un géne d’une ancienne unité de 40 résidus qui liait les
galactoses (Robertus et Ready, 1984). Elle consiste en deux domaines principaux
comportant une configuration similaire, chacun divisé en quatre sous-domaines, selon
lesquels trois sont homologues (Ye et al, 2006). La liaison aux sucres est exécutée par
deux sites de liaisons ou pochettes situés dans le sous-domaine a1 et y2 de la chaine
B, séparés par environ 62 A. Un potentiel troisiéme site de reconnaissance aux
galactoses fut également observé (Mikeska et al, 2004). La liaison est favorisée par un
réseau de liaisons hydrogénes, des forces de van der Walls, ainsi que des contacts
hydrophobiques (Quiocho 1989 ; Mikeska et al, 2004). Les groupements 4’- et 3’-
hydroxyles des monosaccharides affectent grandement la liaison avec la lectine. Le
groupement 2’-hydroxyle, présent sur le sucre, agit plutdt comme stabilisateur du
complexe lectine-sucre (Lee, Gabius et Lee, 1994 ; Mikeska er al, 2004). Ainsi,

présent en tétradimére, la VAA-I offre en fait six sites de liaisons aux sucres.

Plusieurs chercheurs se sont penchés sur des études de liaison de la lectine aux sucres.
Ainsi, Putilisation de Iionisation électronique et de la spectroscopie de masse a
permis de démontrer que la VAA-I comportait aussi une affinité aux acides sialiques
avec une préférence marquée pour les gangliosides et glycoprotéines comportant des
résidus de Neu5Ac-a-2-6Gal-B-1-4GlcNac, considéré comme étant le vrai récepteur
de la VAA-I, présents 4 la surface des granulocytes (Wu et al, 1995 ; Miithing er al,
2004). Ceci est contraire  la ricine qui elle n’est nullement spécifique aux acides
sialiques. Ainsi, la VAA-I est spéficique aux galectines avec une certaine affinité pour
les GalNAc. Les gangliosides furent identifiés la premiére fois par une équipe

allemande 2 la surface des cellules ganglionnaires du cerveau, d’oll leur appellation.
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Ils sont formés d’oligoglycocéramides contenant des résidus d’acide N-
acétylneuraminique (acide syalique ou NeuSAc) unis via un lien glycosidique a une ou
plusieurs unités monosaccharides ou encore & un autre résidu d’acide sialique (Levery,
2005). La figure suivante présente la forme la plus commune de monosialo-
gangliosides : le ganglioside Gy). Les auteurs concluent méme que la VAA-I devrait

plutdt Etre considérée comme une lectine liant les acides sialiques.

N-acétylgalactosamine galactose glucose
HOCH
galactose H 1.0 4 (o] 1 o o 1 ]
HOCH o NHOCCH 5) 4 O- Céramide
3 (o]
H 1.0 3
\%/ HOO (0] H
o 2
H o
- (o]
H
HOCH o
(o]
CH,CON CH,CON
Acide N-acetylneuraminique

Figure 6. llustration du ganglioside Gy (inspiré de Levery, 2005)

Or, cette affirmation fut révoquée I’année d’avant par des évidences en essais solide-
phase. Ces chercheurs ont démontrés que chaque site de liaison en vérité ne
comportait pas une trés grande spécificité aux GalNac. En effet, I’espace n’est pas
suffisamment grand pour un groupement N-acétyle dans le site N-terminal car il est
bloqué par deux résidus (Asp27 et Lys41) qui forment des liens hydrogénes avec le
groupement 2’-hydroxyle (Niwa er al, 2003). En fait, une certaine ambiguité existe
lorsque I’étude porte sur la spécificité d’un unique site de liaison qui utilise des
données biochimiques par rapport 2 une vue d’ensemble de la lectine comportant
Iinteraction avec les autres sites de liaison. Ces préférences peuvent toutefois
expliquer le potentiel immunostimulateur de la VAA-I envers certaines sous-

populations de leucocytes (Miithing er al, 2004).
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Figure 7. Schématisation possible du mécanisme d’entrée de la VAA-I dans la cellule. La VAA-I,
présenice avec ses trois siles possibles de liaison, fixe les résidus de D-galactoses présents a la surface
cellulaire (1). Elle est soit endocytosée dans son intégralité (2a) et subit une dissociation des deux
chaines dans I'appareil de Golgi (3a) ou encore sa dissociation s’effectue avant son internatlisation (2b)
et est ensuite transportée vers cet appareil (3b).Une fois dissociée, la chaine A inactive le ribosome et la
chaine B stimule les fonctions pro-inflammatoires de la cellule (4) (Lavastre et al, 2002a ).

Transport et séparation des chaines
Suite a la liaison aux sucres, la VAA-I est ensuite transportée dans une vésicule vers

I’appareil de Golgi. Le transport rétrograde de la molécule a I’intérieur de I’appareil
de Golgi jusqu’au réticulum endoplasmique est rendu possible gréce 4 la chaine B qui
interagit avec les récepteurs circulants dans les compartiments internes. Ce transport
est essentiel a I’activité biologique de la VAA-I puisque I’utilisation d’un inhibiteur
du transport vésiculaire, la brefeldine A, empéche |’apoptose induite dans les
neutrophiles (Lavastre et al, 2002a) et les cellules T Jurkat (Bantel er al, 1999). Afin
que la VAA-I puisse exercer ses fonctions, il est primordial que les deux chaines
soient séparées (Krauspenhaar et al, 1999). A ce sujet, les études se contredisent sur la
localisation de cette séparation. Ainsi, certains chercheurs (Agapov et al, 1999 ;
Mikeska et al, 2004 ; Niwa et al, 2003) stipulent que la séparation des deux chafines
s’effectue a la surface cellulaire, et ce avant méme que la lectine soit transloquée a
Pintérieur du cytosol, tandis que d’autres (Krauspenhaar er al, 1999 ; Utsumi, Aizono

et Funatsu, 1987) affirment que I’hétérodimeére doit résister & la dégradation pendant
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qu’il traverse les lysosomes et I’appareil de Golgi et ainsi les deux chaines doivent
demeurer liées jusqu’a cet organelle. Toutefois, les deux groupes sont convaincus que
les liens qui unissent les deux chaines doivent absolument étre coupés pour que la
lectine puisse octroyer sa toxicité. La translocation des deux chaines séparées dans le
cytoplasme permet donc a la VAA-I d’exercer ses caractéristiques bien précises, soit
d’activation ou d’inhibition (Moisenovich et al, 2002 ; Wesch, Rapak et Olsnes,

1999).

5.4 Les activités biologiques de la VAA-I

L’interaction de la lectine a son ligand, présent a la surface cellulaire, joue un réle
important dans les effets pro-inflammatoires. Les différentes études démontrent que la
VAA-I lie préférenticllement les monocytes au détriment des lymphocytes. Ainsi,
chez les lignées de monocytes (human acute monocytic leukemia cell line (THP-1)), la
VAA-l augmente les concentrations de I’inositol phosphatase et du
phosphatidylinositol, indiquant I’implication de signaux de transduction a ’intérieur
des monocytes. Chez les neutrophiles, les effets de la VAA-I n’impliquent
aucunement les événements reliés a la phosphorylation des tyrosines (Savoie ef al,

2000).

5.4.1 Propriétés immunostimulatrices

La VAA-I exerce différents effets et ce dépendamment de la dose utilisée. Lorsque la
VAA-l est utilisée a de faibles concentrations (de 1 a 100 ng/mL), Deffet
immunostimulateur de la protéine est prédominant. Le tableau suivant consiste en un
résumé de différentes études in vitro et in vivo révélant les effets stimulateurs a

I’intérieur de plusieurs types cellulaires,

Fait intéressant, utilisée de 1 a4 10 mg/mL, la VAA-I peut stimuler la sécrétion
d’insuline. D’ailleurs des thés (1g/400 mL d’infusion) fabriqués dans les années
cinquante a base de feuille de gui étaient utilisés pour traiter le diabéte. (Gray et Flatt,
1999). Ainsi administrée, la lectine s’est avérée a démontrer des propriétés

médicinales bénéfiques comme une habileté A ralentir la pression sanguine et le
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rythme cardiaque, une stimulation du systéme immunitaire, une relaxation des

spasmes ainsi que des effets diurétiques.

Tableau 8. Propriétés immunostimulatrices de la VAA-I

DOSE CELLULES EFFET REFERENCE
T 5073g/mL- lignées cellulaires production de cytokines pr(;-_ _ V(_:h_meycrel a;;
inflammatoires (IL-6, TNF-a) 1998

504 100 ug/mL

promyélocytaires

lymphocytes

production de radicaux libres,
annexine-V positive (présence

d’apoptose)

Biissing, Schaller
et Pfiiller, 1998

2 ug/mL (chaine B)

cellules T Jurkat

libération de calcium

Walzel et al, 2001

0,13 10 ng/mL

En présence du virus

herpes simplex, 1 ug

cellules dendritiques et
précurseurs

lymphocytes T

maturation, développement

adjuvant mucosal, prolifération,

production d’IL-5

Stein, Biissing et
Schietzel, 2002
Lavelle et al, 2002

0,1 420 ug/mL

Non toxiques

neutrophiles

cellules NK

production d’ O,

augmentation de la cytotoxicité

0,33 mg/kg de poids
corporel d’extraits de V.
album et 1,6 ng/kg de poids
corporel de VAA-I

lymphocytes de patients

cancéreux

augmentation de la réparation de

’ADN

Timoshenko et
Gabius, 1993
Tabiasco et al,
2002
~Kovacs, Hajto et
Hostanska, 1991

10 ng/mL

PBMC

production d’IL-1, IL-6, TNF-a

Haijto et al, 1990

1-10 ng/mL

PBMC

augmentation de I’ARNm d’IL-
la, IL-1B, IL-6, TNF-a, INF-y,
GM-CSF, IL-10

Haijto ef al, 2005

0,25-1 ng/kg
(dans les lapins)

cellules NK

augmentation de la cytotoxicité

neutrophiles

augmentation de la phagocytose

LGLs

augmentation de leur nombre

Hajto, Hostanska
et Gabius, 1989

50 ng/mL

(dans les rats) et in vitro

celules NK

augmentation de leur nombre et

de leur cytotoxicité

monocytes

production d’IL-12

Hajto ez al, 1998 ;
Miiller et Anderer,
1990

Abréviations: LGLs, large granular lymphocyte ; PBMC, peripheral blood mononuclear cells.
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La production de cytokines par la VAA-I chez les lapins concorde bien avec celle
observée chez des patients atteints de cancer. En fait, la production de cytokines
pyogéniques (TNF-a et IL-6) peut facilement étre observée par I’augmentation de la
température du corps humain. Ainsi, une augmentation de la température fut observée
chez des patientes atteintes du cancer du sein aprés une unique injection de VAA-I.
Cet effet peut étre jugé comme un procédé potentiellement bénéfique dans le

mécanisme de défense (Hajto ef al, 1990 ; Hajto et Hostanska, 1985).

5.4.2 Propriétés cytostatiques/apoptotiques

A plus forte concentration (100 ng/mL et plus), la VAA-I induit ’apoptose dans
plusieurs types cellulaires. Chez la lignée cellulaire des promonocytes U-937, elle
induit P’augmentation de calcium cytosolique, I’expression du récepteur H,
(histamine) et celui du complément C5a. (Wenzel-Seifert, Lentzen et Seifert, 1997).
L’augmentation de calcium intracellulaire joue un rdle important dans I’induction de
I’apoptose puisqu’elle entraine P’activation des certaines endonucléases (dépendantes
du calcium) responsables de la fragmentation de I’ADN. L’augmentation des deux
récepteurs est un processus qui accélére cet événement. La VAA-I induit I’apoptose
aussi chez d’autres types cellulaires : monocytes, lignées monocytaires THP-1,

thymocytes murins et lymphocytes (Hostanska et al, 1996-97).

Plusieurs chercheurs tentent d'élucider la voie d’activation de I’apoptose de la VAA-1
chez différentes cellules. Chez les cellules T Jurkat, la VAA-I induit I’apoptose via
Iactivation de la caspase-8, tout en étant indépendante des signaux impliquant les DR
(Bantel et al, 1999). Cette apoptose est également indépendante du p53. En effet,
I’équipe de Hostanska (2003) a testé la VAA-I sur des lignées cancéreuses murines
dont la protéine p53 était déficiente. Ils ont remarqué que Iactivité proliférative
cellulaire était inhibée par la VAA-I. Cette induction était toutefois dépendante de la

déstabilisation de la membrane mitochondriale et I’activation de la caspase-3.
Depuis plusieurs années, notre laboratoire s’intéresse a ce sujet et tente d’élucider le

mode d’action principalement chez le neutrophile. Bien que la VAA-I lie les sucres de

la plupart des cellules du systéme immunitaire, ce sont les granulocytes et les
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monocytes qui démontrent une meilleure affinité (Hajto et al, 2005 ; Hostanska ef al,
1995).

Nous avons remarqué que la VAA-I (1000 ng/mL) induit I’apoptose des neutrophiles
via Iactivation des caspases. Cette induction n’est pas dépendante de la flambée
oxydative ni de la perturbation du potentiel mitochondrial. Certaines protéines du
cytosquelette sont dégradées par les caspases comme la gelsoline, la vimentine et la
paxilline mais pas la vinculine ni la tubuline (Lavastre ef al, 2002a). Le traitement
avec le tyrphostin B42 (inhibiteur de tyrosine kinases) n’empéche pas I’apoptose
induite par la VAA-I. Ceci suggére que cette apoptose est indépendante de I’activation
des tyrosines kinases. Egalement, PPapoptose dans ces mémes cellules implique
Pactivation de la caspase-3 (Savoie et al, 2000). Notre équipe a également démontré
que la diminution de I’expression de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 était
grandement diminuée (Lavastre ef al, 2002). De plus, nous avons démontré que la
VAA-I pouvait freiner certains effets stimulateurs de I’IL- 15 chez le neutrophile
comme le retard d’apoptose ainsi que la synthése protéique de novo (Pelletier et al,
2001).

La VAA-I (I ng\kg de masse corporelle, 2 fois/semaine, 6 fois inférieure 4 la LD-50)
administrée sous-cutanée, provoque I’augmentation en nombre de lymphocytes T
auxiliaires et de cellules NK, du récepteur a I’IL-2 sur les lymphocytes et du

récepteur au HLA-DQ chez les lymphocytes B (Elsésser-Beile ef al, 1998).

5.5 Les activités pro- et anti-tumorales de la VAA-I

Le potentiel clinique des lectines de plantes en thérapie complémentaire aux
traitements classiques (chimiothérapie, radiothérapie) a soulevé bien des contreverses.
Les propriétés immunomodulatrices, comme la production de cytokines pro-
inflammatoires, se sont avérées étre plus ou moins favorables dans certains cas de
cancer. En fait, a certaines reprises la lectine pouvait méme stimuler les tumeurs dans
les lignées cellulaires, sur les histocultures de tumeurs humaines ainsi que dans deux
modéles animaux comportant des tumeurs (Gabius, 2001). Son utilisation massive en
Europe, principalement en Allemagne, est le fruit d’un concept purement dogmatique

et spirituel, suivant les idées des docteurs Rudolf Steiner et Ita Wegman (Legnani,
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2008). Ces fondateurs de la premiére clinique anthroposophique furent les premiers a
utiliser la plante de gui pour traiter le cancer en 1918 (Kienle ef al, 2003). D’un point
de vue pharmaceutique, plusieurs facteurs (composition variable de la lectine,
méthodologie faible, discontinuité du traitement ou interruption prématurée, suivi
incomplet) rendent difficile la reproductibilité dans les essais cliniques cités plus bas.
De plus, la lectine ne peut faire la distinction entre une cellule cancéreuse et une
cellule normale, ce qui rappelle sa fonction initiale de protégér la plante de gui de tous

les prédateurs éventuels, malades ou pas (Riidiger, 1998).

Etudes rapportant une utilisation avantageuse

Malgré ces observations et les risques éventuels, I’Iscador est présentement
grandement utilisé pour traiter le cancer a une dose d’environ Ing de VAA-I par kg de
masse corporelle, administrée deux fois par semaine, et présente certains résultats‘
satisfaisants dans des études en phase 1 (Mikeska er al, 2004 ; Biissing, 1996 ;
Klebingat, 1998 ; Kleijnen et Knipschild, 1994 ; Grossarth-Maticek et Ziegler, 2008).
En examinant les résultats et la constance de plusieurs études, la VAA-I put améliorer
la qualité de vie de certains patients cancéreux ainsi que limiter certains effets
secondaires reliés aux thérapies plus conventionnelles (chimio-, radio- et
hormonothérapie). Ces observations furent toutefois critiquées (Kienle et Kiene,
1997).

Durant les traitements avec la VAA-I, une légére réaction inflammatoire survient
habituellement prés du site de I’injection. Suite 4 une biopsie de la peau autour du site
d’injection, les chercheurs remarquérent toutefois que I’épiderme était normal. Par
contre, le derme et les régions sous-cutanées sous cette région démontrérent une

infiltration de lymphocytes et de monocytes (Gorter et al, 1998).

De plus, une augmentation des lymphocytes T périphériques, dont ’expression des
marqueurs CD25" et HLA-DQ" est rehaussée, est remarquée chez les patientes
atteintes du cancer du sein (Beuth er al, 1992). L’efficacité de la VAA-I envers les
cellules cancéreuses est grandement influencée par la spécificité de la chaine B et son

interaction avec un récepteur de surface putatif (Ye et al, 2006).
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Des études réalisées in vitro démontrent une certaine variabilité en ce qui concerne
Iefficacité de la VAA-I envers les différentes lignées cellulaires cancéreuses, tout
dépendant du type de tumeur, du type cellulaire, de I’individu et de I’dge des patients
(Kn&pfl-Sidler et al, 2005). Une étude pilote effectuée par I’équipe de Hajto sur douze
patients comportant des tumeurs malignes (stage I11 et 1V, cancer des os, poumons,
seins, peau, ganglions), a démontré que I’injection de VAA-I (Ing/kg de masse
corporelle) a permis de complétement rétablir un patient (disparition compléte de la
tumeur), d’obtenir des réponses partielles (réduction de 50% ou plus de la tumeur)
pour trois d’entre eux et trois autres ont eu des rémissions mineures (réduction de

moins de 50% de la tumeur) (Hajto et al, 2005).

Dans une autre étude, des chercheurs ont observé une amélioration dans la capacité a
réparer ’ADN de leurs lymphocytes chez des patientes atteintes de cancer du sein
auxquels de I’Iscador (1,6 ng/kg de masse corporelle) avait été administré (Kovacs,

Hajto et Hostanska, 1991).

Efficacité clinique controversée

Bien que les préparations de lectines soient parmi les thérapies non conventionnelles
les plus largement prescrites dans le centre de I’Europe, son efficacité fut le sujet de
nombreux débats controversés. Des études in vitro et in vivo effectuées sur des
modéles d’animaux ont démontré les risques associés a une telle utilisation dans des
cas de tumeurs. En suivant la croissance de la tumeur (huit sarcomes et quatre
mélanones), cinq d’entre eux ont démontré une stimulation/prolifération significative.
Dans des histocultures établies a partir d’une trentaine de cas (tumeurs humaines
prélevées), la plus faible concentration (1ng/mL) comportait une certaine toxicité. De
plus, cinq tumeurs progressaient suite 4 1’augmentation significative de thymidine

radioactive (Gabius et al, 2001).

Dans une autre étude, les tumeurs induites chimiquement dans la vessie des rats n’ont
été nullement influencées aprés un traitement expérimental avec la VAA-I de quinze
mois. Les tumeurs ont méme plutét progressées (Kunze et al, 1998). Thimoshenko et
ses collaborateurs ont quant a eux étudiés les tumeurs sous-cutanées et les lésions
meétastasiques des poumons et ils ont eux aussi remarqué que leur croissance et leur

fréquence avaient augmentées significativement relativement aux souris témoins suite

51



a I’administration de la VAA-I sur une période de vingt-et-un jours (Timoshenko,

Gabius et Lala, 2001).

En résumé, méme s’il s’avére intéressant d’utiliser la VAA-I comme thérapie non
conventionnelle ou encore comme effecteur potentiel dans la production endogéne de
cytokines, les évidences obtenues dans les études pré-cliniques nous procurent de
séricuses réserves quand a la justification éthique et a la légitimité de son utilisation.
Compromettre 1’état de santé d’un patient pendant un traitement n’est jamais
Justifiable. Des études de plus haute qualité et trés encadrées sont requises pour
pouvoir confirmer Iefficacité et la sécurité de la VAA-I comme médicament anti-

tumoral.

Bien que I’efficacité de la VAA-I soit controversée lorsqu’elle est utilisée 4 une faible
dose, il est important de se rappeller qu’une des propriétés proéminentes de cette
lectine est sa capacité a retarder la croissance de certaines tumeurs in vivo ainsi qu’une
variété de lignées cancéreuses humaines, de fibroblastes et de lymphocytes in vitro a
plus forte concentration (Pryme et al, 2006). C’est donc dans cette optique que I’enjeu
d’effectuer des études sur les propriétés pro-apoptotiques de la lectine devient
intéressant. Que se soit pour freiner les tumeurs ou encore diminuer I’inflammation, la

VAA-I s’avére un choix intelligent.
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SECTION 2 : ARTICLES



1.1 ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF VISCUM ALBUM AGGLUTININ-I (VAA-I):
INDUCTION OF APOPTOSIS IN ACTIVATED NEUTROPHILS AND INHIBITION OF

LIPOPOLYSACCHARIDE-INDUCED NEUTROPHILIC INFLAMMATION IN VIVO

Auteurs

Valérie Lavastre, Héléne Cavalli, Claude Ratthé et Denis Girard

Publié dans
Clinical Experimental Immunology (2004), volume 137, pages 272-278

Contribution personnelle

J’ai réalisé les études sur les neutrophiles humains au repos et activés par le LPS
(immunobuvardages de type Western et cytométrie en flux) (figures 1, 2, 3, 4 et SA).
J’ai planifié¢ et réalisé les expériences effectuées sur les souris (figures 5 et 6). Jai
participé a I’analyse des résultats ainsi qu’aux analyses statistiques. J’ai participé a
Iélaboration du manuscrit. J’évalue ma contribution personnelle pour cet article a

environ 80%.

Contribution des co-auteurs

Héléne Cavalli : Elle a participé a la réalisation des études in vivo (préparation des

souris, injection des agonistes, sacrifice, préparation des lames et analyse).

Claude Ratthé : Elle a mesuré les concentrations en cytokines dans les fractions
intracellulaires et extracellulaires du surnageant des neutrophiles humains par la

technique d’ELISA (tableau 1) ainsi que réalisé les études statistiques s’y rattachant.
Denis Girard : 11 a dirigé les expériences reliées a cette étude. 1l a participé a la

planification des expériences, aux analyses statistiques ainsi qu’a la réalisation du

manuscrit.
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1.2 Résumé en frangais de l'article

La VAA-1 est une lectine de plante qui posséde des propriétés anti-tumorales. Cette
lectine est aussi connue pour ses effets immunostimulateurs lorsqu'elle est employée a
faible dose (1 a 100 nglmL). Nous avons démontré récemment que la VAA-1, utilisée a
une plus forte concentration, est un puissant inducteur d'apoptose in vitro chez le
neutrophile humain. Jusqu'a présent, le réle de la VAA-I sur des neutrophiles activés
n'a pas été investigué et ses propriétés pro-inflammatoires dans un modéle in vivo
n'ont encore jamais fait l'objet d'aucune recherche. Dans cette étude, nous
démontrons que la VAA-l (1000 ng\mL) induit I'apoptose chez des neutrophiles
humains activés par le LPS in vitro ainsi que chez des neutrophiles murins isolés a
partir d'un exsudat obtenu suite & une stimulation par le LPS. En utilisant le modéle de
la poche d'air murine, nous avons démontré que l'injection de VAA-1 (100 ou 1000
ng/mL) n'induit aucune réaction inflammatoire. Toutefois, des doses de 1 et de 10
ng/mL de VAA-l provoque une inflammation, témoignée par une augmentation
significative de leucocytes totaux (principalement des neutrophiles). De plus, la VAA-
| freine le recrutement de neutrophiles dans la poche murine induite par le LPS
lorsque ce dernier fut administré en simultané avec la VAA-1. Des neutrophiles
démontrant une morphologie caractéristique de l'apoptose ont été ainsi observés.
Contrairement au LPS qui provoque la synthése de plusieurs cytokines, la VAA-I n'a
pas induit la production de TNF-a, IL-IRa, IL-la, IL-I1(3, IL-8, IL-10 ou 1L-12 (p70)
chez le neutrophile humain. Cette étude a démontré que la VAA-I induit l'apoptose
chez des neutrophiles humains activés et ce, & une concentration qui n'induit pas de
réponse pro-inflammatoire. De plus, la VAA-l est en mesure d'inhiber la réponse
inflammatoire induite par le LPS dans le modéle de la poche d'air murine. Ces
recherches ouvrent les portes pour des perspectives sur l'utilisation future de la VAA-I
dans les thérapies basées principalement sur son activité anti-inflammatoire

contrairement a son emploi déja existant reposant sur ses effets immunostimulateurs.

1.3 Article tel que publié

Cet article a di étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Clinical and experimental immunology 2004 Aug;137(2):272-8.Anti-inflammatory effect of Viscum album agglutinin-1
(VAA-1): induction of apoptosis in activated neutrophils and inhibition of lipopolysaccharide-induced neutrophilic
inflammation in vivo. DOL: 10.1111/j.1365-2249.2004.02545.x

Lavastre V, Cavalli H, Ratthe C, Girard D.
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2.1 ViSCUM ALBUM AGGLUTININ-I (VAA-I) INDUCES APOPTOSIS AND DEGRADATION
OF CYTOSKELETAL PROTEINS IN HUMAN LEUKEMIA PLB-985 AND X-CGD CELLS

VIA CASPASES: LAMIN B, IS A NOVEL TARGET OF VAA-I

Auteurs

Valérie Lavastre, Sonia Chiasson, Héléne Cavalli et Denis Girard

Publié dans
Leukemia Research (2004), volume 29, pages 1443-1453

Contribution personnelle

Jai réalisé les études sur les PLB concernant 1’évaluation de leur état apoptotique
(cytologie, dégradation d’ADN sur gel d’agarose, immunobuvardages de type
Western) pour produire les figures 1, 2 4, 5 et 6. J’ai effectué les expériences
concernant I’expression des caspases au niveau des protéines (figure 3B et 3C) et
Putilisation des différents inhibiteurs (figures 2B, 7 et 8). J’ai participé a I’analyse des
résultats. J°ai aidé a la correction du manuscrit. J’évalue ma contribution personnelle

pour cet article & environ 70%.

Contribution des co-auteurs

Sonia Chiasson : Elle a planifié et réalis¢ les expériences de réactions de
polymérisation en chaine par transcriptase inverse (RT-PCR ou reverse transcriptase-
polymerase chain reaction) pour les caspases (fi gure 3A). Elle a réalisé les analyses et

les statistiques s’y rattachant.

Héléne Cavalli: Elle a confirmé certains résultats d’immunobuvardages de type

Western ainsi qu’analysé les résultats.
Denis Girard : Il a dirigé les expériences relides a cette étude. 1l a participé a la

planification des expériences, aux analyses statistiques ainsi qu’a la réalisation du

manuscrit.
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2.2 Résumé en francais de l'article

La VAA-1 est un puissant inducteur d'apoptose chez de nombreux types cellulaires et
possede également des propriétés anti-tumorales. L'utilisation des lignées
promyélocytaires PLB-985 et PLB-985 déficientes en la sous-unité gp91 phox, nous a
permis de démontrer que la VAA-I peut également induire I'apoptose chez ces types
de cellules comme démontré par cytologie, par l'apparition de I'échelle d'’ADN
caractéristique de l'apoptose ainsi que par le clivage d'une protéine du cytosquelette,
la gelsoline. Chaque lignée cellulaire exprime les caspases-3 et -8 qui sont activées
suite & l'ajout de la VAA-I. De plus, la lamine-B, est identifiée comme une nouvelle
cible de la VAA-l. Sa dégradation est renversée par l'ajout de l'inhibiteur général,
zVAD, ainsi que par l'inhibiteur de la caspase-6 mais non par l'inhibiteur de la

caspase-8.

2.3 Article tel que publié

Cet article a dit étre retiré en raison de restrictions liées au droit d'auteur.

Leukemia Research. 2005 Dec;29(12):1443-53. Epub 2005 Oct 19.

Viscum album agglutinin-1 (VAA-I) induces apoptosis and degradation of

cytoskeletal proteins in human leukemia PLB-985 and X-CGD cells via caspases: lamin B1 is a novel target of VAA-I.
DOI: 10.1016/j.leukres.2005.05.014

Lavastre V, Chiasson S, Cavalli H, Girard D.
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3.1 VISCUM ALBUM AGGLUTININ-I INDUCES DEGRADATION OF CYTOSKELETAL
PROTEINS IN LEUKEMIA PLB-985 CELLS DIFFERENTIATED TOWARD
NEUTROPHILS: CLEAVAGE OF NON-MUSCLE MYOSIN HEAVY CHAIN-IIA BY

CASPASES

Auteurs

Valérie Lavastre, Frangois Binet, Eliane Moisan, Sonia Chiasson et Denis Girard

Publié dans
British Journal of Haematology (2007), volume 138, pages 545-54

Contribution personnelle

J7ai planifié et réalisé les expériences de microscopie (figures 1A et B) ainsi que les
immunobuvardages de type Western (figures 2, 3 et 4). J’ai contribué a I’analyse des
résultats et aux analyses statistiques s’y rattachant. J’évalue ma contribution

personnelle pour cet article a environ 40%.

Contribution des co-auteurs

Francois Binet : Il a planifi¢ et réalisé les expériences de microscopie a fluorescence
(figures 1C et 4B). Il a contribué a I’analyse des résultats ainsi qu’aux analyses

statistiques s’y rattachant.

Eliane Moisan : Elle a participé a la planification et a la réalisation des expériences
de cytométrie en flux (figure 6). Elle a contribué & I’analyse des résultats et aux
analyses statistiques s’y rattachant. Elle a également effectué la mise au point des
conditions nécessaires & la détection intracellulaire de la NMHC-IIA dans les

immunobuvardages de type Western.

Sonia Chiasson : Elle a effectué les expériences de RT-PCR afin de déterminer
I’expression des différentes caspases chez les PLB-985 et les neutrophiles (figure 5B).

Elle a contribué & I’analyse des résultats et aux analyses statistiques s’y rattachant.
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Denis Girard : 1l a dirigé les expériences reliées a cette étude. Il a participé a la
planification des expériences, aux analyses statistiques ainsi qu’a la réalisation du

manuscrit.

3.2 Résumé en francais de Particle

Le réle de I’agent anti-cancéreux VAA-I chez les promyélocytes PLB-985
différenciés en un phénotype de neutrophile par le dimethylsulfoxide (DMSO) (PLB-
985D) n’a jamais été étudié. Cette étude enquéte sur la possibilité que la VAA-I
puisse provoquer une rupture dans le réseau des filaments du cytosquelette chez les
cellules PLB-985D et chez les cellules PLB-985 non différenciées. La VAA-I induit
I’apoptose des cellules PLB-985D, tel que démontré par cytologie et en examinant la
dégradation de la gelsoline, événement se produisant par I’activation de la caspase-3.
La VAA-I induit une certaine perturbation des protéines du cytosquelette basée sur la
rupture du réseau de filament d’actine et le clivage de la paxilline, de la vimentine et
de la lamine B,. De plus, pour la premiére fois, nous avons démontré que la chaine
lourde TIA de la myosine non musculaire (NMHC-IIA) est également clivée par
I’ajout de la VAA-I. La dégradation de la NMHC-IIA est renversée par I’inhibiteur de
caspases z-VAD-fmk chez les neutrophiles et les cellules PLB-985D. Cependant,
contrairement ala lamine B, aucune fragment de NMHC-HIA n’est détecté a la
surface des neutrophiles apoptotiques. En conclusion, les cellules PLB-985D
répondent de fagon similaire aux neutrophiles concernant le démantélement des
prot€ines du cytosquelette testées dans cette étude. Ainsi, les cellules PLB-985D
peuvent offrir un substitut approprié pour les neutrophiles dans des expériences de

criblage, prévenant des isolations de neutrophiles répétitives.

3.3 Article tel que publié

77



research paper

hih

Viscum album agglutinin-l induces degradation of cytoskeletal
proteins in leukaemia PLB-985 cells differentiated toward
neutrophils: cleavage of non-muscle myosin heavy chain-lIA by

caspases

Valérie Lavastre, Francois Binet, Eliane
Moisan, Sonia Chiasson and Denis
Girard

INRS-Institut Armand-Frappier, Université du
Québec, Pointe-Claire, QC, Canada

Received 2 April 2007; accepted for publication
18 May 2007

Correspondence: Denis Girard, PhD, INRS-
Institut Armand-Frappier, 245 boul. Hymus,
Pointe-Claire (PQ), QC, Canada, H9R 1G6.
E-mail: denis.girard@iaf.inrs.ca

Summary

The role of the anti-cancer agent Viscum album agglutinin-1 (VAA-I) in
leukaemia PLB-985 cells differentiated toward a neutrophil-like phenotype by
dimethylsulphoxide (PLB-985D) has never been studied. This study
investigated whether or not VAA-I can induce cytoskeletal breakdown in
PLB-985D cells, as previously observed in undifferentiated PLB-985 cells.
VAA-I was found to induce apoptosis in PLB-985D cells, as assessed by
cytology and by degradation of gelsolin, an event known to occur via caspase-
3 activation. VAA-I induced cytoskeletal breakdown based on the disruption
of the F-actin network and cleavage of paxillin, vimentin and lamin B,. In
addition, we demonstrated, for the first time, that non-muscle myosin heavy
chain [IA (NMHC-IIA) was cleaved by VAA-I treatment. Degradation of
NMHC-IIA was reversed by the pan caspase inhibitor z-VAD-fmk in PLB-
985D cells and neutrophils. However, unlike lamin B,, no NMHC-IIA was
detected on the cell surface of apoptotic neutrophils. In conclusion, PLB-
985D cells responded in a similar manner to neutrophils regarding the
degradation of the tested cytoskeletal. Therefore, PLB-985D cells may provide
a suitable substitute for neutrophils in screening experiments, preventing
extensive neutrophil cell isolation.

Keywords: leukaemia cells, neutrophils, cytoskeleton, caspases, myosin.

Although the cytoskeleton is known to undergo dramatic
changes during apoptosis, the list of cytoskeletal proteins
known to be degraded in haematopoietic cells is far from being
complete. This is particularly true for granulocytes, which are
known to exert several functions requiring cytoskeleton
rearrangements, including respiratory burst, chemotaxis,
adhesion, phagocytosis and apoptosis {Bengtsson et al, 1993,
2006; Kothakota et al, 1997; Anderson et al, 2000; Robinson &
Badwey, 2002; Grzanka et al, 2003; Veselska et al, 2003).
Among the cytoskeletal proteins, actin has been (and is still)
the most studied in neutrophils (Bengtsson et al, 1993, 2006),
probably due to the fact that several laboratories investigate
F-actin polymerisation in activated neutrophils using flow
cytometry, which is a very simple and rapid method. In the
past few years, studies performed in apoptotic cells have
identified several cytoskeletal proteins as caspase substrates

© 2007 The Authors

(Brancolini et al, 1995; Sanghavi et al, 1998; Nicholson, 1999;
Byun et al, 2001; Chen et al, 2003; Cho & Johnson, 2004).
Because of our general interest in granulocytes, we conducted
experiments in order to identify which cytoskeletal proteins are
cleaved by caspases during apoptosis. We have previously
demonstrated that the microfilament-associated proteins
(MFAPs) gelsolin and paxillin, but not vinculin, are cleaved
by the plant lectin Viscum album Agglutinin-1 (VAA-I) in
apoptotic mature human neutrophils (Savoie et al, 2000;
Lavastre et al, 2002) as well as in promyelocytic PLB-985 cells,
mature eosinophils and eosinophilic AML14.3D10 cells (Lav-
astre et al, 2005a,b). The two intermediate filament (IF)
proteins vimentin and lamin B, known to be expressed in
neutrophils, were also found to be cleaved by VAA-I-induced
caspases in neutrophils, PLB-985 cells, eosinophils and
AML14.3D10 cells (Lavastre et al, 2002, 2005a,b). In addition

Journal Compilation © 2007 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology, 138, 545-554 doi:10.1111/j.1365-2141.2007.06692.x
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to vinculin, VAA-I did not promote cleavage of a- and
B-tubulin in granulocytes (Lavastre et al, 2002, 2005a,b),
suggesting that existence of a selective mechanism for
cytoskeletal protein degradation.

Factors that modulate apoptosis and the execution phase of
apoptosis may vary from cell to cell, and because several
common caspase substrates are not expressed in neutrophils
(Bhatia et al, 1995; Sanghavi et al, 1998; Santos-Beneit &
Mollinedo, 2000; Moulding et al, 2001) it is important to
identify caspase substrates specific to these cells. In addition,
because elimination of apoptotic neutrophils by professional
phagocytes, such as macrophages, is important for the
resolution of inflammation, searching for new pro-apoptotic
agents and/or new targets to these agents represent an
interesting avenue of research for developing or ameliorate
therapeutic strategies in inflammatory disorders. Because we
have recently demonstrated that the MFAP gelsolin is
fragmented by caspases in VAA-I-induced human neutrophils
(Savoie et al, 2000; Lavastre et al, 2002), we hypothesised that
several other cytoskeletal proteins may be targets to caspases.
The present study found that non-muscle myosin heavy chain
IIA (NMHC-IIA) was cleaved by VAA-I in apoptotic granulo-
cytes, including dimethylsulphoxide (DMSO)-differentiated
PLB-985 (PLB-985D) and peripheral human neutrophil cells.

Methods

Chemicals and agonists

The monoclonal antibodies to human cytoskeletal proteins
(anti-gelsolin, clone GS-2C4; anti-vinculin, clone Vin-11-5;
anti-vimentin, clone Vim 13.2; anti-a-tubulin, clone B-5-1-2;
anti-myosin IIA (non-muscle) and the plant lectin VAA-I,
a potent inducer of apoptosis (Savoie et al, 2000; Lavastre et al,
2002) were purchased from Sigma-Aldrich Canada Ltd.
(Oakville, ON, Canada). The pan caspase inhibitor, z-VAD-
fmk (caspase-1,-3,-4 and -7) was purchased from Calbiochem
(La Jolla, CA, USA) and dissolved in endotoxin-tested DMSO
(Sigma, St Louis, MO, USA) as previously published. The
polyclonal anti-lamin B, antibody (clone C-20) was purchased
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

Cell cultures and differentiation

Human myelomonoblastic cell line PLB-985 cells (a gift from
Dr Y. Pommier, National Cancer Institute, Bethesda, MD,
USA) were cultured at 37°C in a 5% CO, atmosphere, in
RPMI-1640 complete medium supplemented with 10% fetal
calf serum (FCS) and antibiotics; 1% penicillin-streptomycin
(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA). Cells were cultivated at
a cell density between 2 x 10°ml and 1 x 10%ml and the
medium was changed thrice a week. For differentiation of
PLB-985/HL-60 cells toward the neutrophil-like phenotype,
1:25% (v/v) DMSO (Lavastre et al, 2002, 2005a) was added to
the culture for 6 d and the efficiency of the differentiation was

evaluated by the Nitroblue tetrazolium (NBT; Sigma) dye
reduction (blue-black formazan deposits). Experiments were
conducted with an efficiency of cell differentiation >75%. Cell
viability was systematically verified with trypan blue exclusion
before performing the different experiments and was routinely
>98%.

Granulocyte isolation

Neutrophils were isolated from venous blood of healthy
volunteers by dextran sedimentation followed by centrifuga-
tion over Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Baie D'urfée, QC,
Canada), as previously described (Savoie et al, 2000; Lavastre
et al, 2002, 2005a,b). Blood donations were obtained from
informed and consenting individuals according to our insti-
tutionally approved procedures. Experiments were performed
when cell purity was >95% as verified by cytology from
cytocentrifuged preparations coloured by the Hema 3 Stain Set
(Biochemical Sciences Inc., Swedesboro, NJ, USA). Cell
viability was verified by trypan blue exclusion and was always
>98%.

Immunofluorescence

Cells were incubated as specified and for the indicated times.
Then, cells were spun on prewashed miscroscope slides for
2 min at 300 g and fixed/permeabilised with a solution of 2%
paraformaldehyde —0-005% digitonin for 5 min at 37°C. After
several washes in phosphate-buffered saline (PBS)-125%
bovine serum albumin (BSA), slides were incubated with
fluorescein isothiocyanate (FITC)-phalloidin (1:50), the anti-
NMHC-IIA antibody (1:50) or the respective isotypic control
for 30 min at 37°C. For NMHC-IIA detection, slides were
washed again and incubated with a goat anti-rabbit FITC-
conjugated antibody (1:50), for 30 min at 37°C. Slides were
visualised at 400x with a Leica miscroscope (Deerfield, IL,
USA) equipped with a fluorescent lamp.

Assessement of apoptosis

Cells (1 x 10%ml) were untreated or treated with 1000 ng/ml
VAA-I for 22 h and apoptosis was assessed by staining DNA
with Hoechst reagent. Briefly, an aliquot of 2 X 10° cells was
harvested and washed twice with PBS. Cells were then fixed in
25% ethanol, stained with Hoechst (56 pg/ml) and incubated
at 37°C for 30 min and observed with the above fluorescent
microscope. Images were digitalised using ImagePro Plus
software (version 4.0, Media Cybernetics, Silver Spring, MD,
USA). Cells harboring characteristic-segmented nuclei were
scored as apoptotic.

Western blot and degradation of cytoskeletal proteins

PLB-985 and X-CGD cells (1 x 10° cells/ml in 24-well plate)
were incubated with or without 1000 ng/ml VAA-I in the

© 2007 The Authors
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presence or absence of 50 pumol/l 2-VAD-fmk (Lavastre et al,
2002, 2005a) or the diluent (<1% DMSO) for the indicated
period of time and then harvested for the preparation of cell
lysates in Laemmli’s sample buffer. Aliquots corresponding to
225 000 cells were subjected to 10% sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and then
transferred from the gel to polyvinylidenedifluoride (PVDF)
membranes. Non-specific sites were blocked with 1% BSA in
TBS-Tween (25 mmol/l Tris-HCl, pH 7-8, 190 mmol/l NaCl,
0-15% Tween-20) overnight at 4°C. Membranes were incuba-
ted with monoclonal anti-human cytoskeletal antibodies [anti-
gelsolin  (1:2000); anti-vinculin  (1:500); anti-vimentin
(1:1000); anti-o¢ tubulin (1:500); anti-lamin B, (1:500) or
anti-NMHC-ITA (1:500)] for 1 h at room temperature fol-
lowed by washes, and incubated with a horseradish peroxidase-
labelled sheep anti-mouse IgG (1:20 000) (Bio/Can) for 1 h at
room temperature in fresh blocking solution as previously
documented (Lavastre et al, 2002, 2005a). Membranes were
washed three times with TBS-Tween, and bands were revealed
with the enhanced chemiluminescence (ECL) Western blotting
detection system (Amersham, Pharmacia Biotech Inc). Protein
loading was systematically verified by staining the membranes
with Coomassie blue at the end of the experiments. In some
experiments, activation of caspase-3 and caspase-8 was
assessed by monitoring the cleavage of the procaspase-3 or
procaspase-8 forms by immunoblotting under the conditions
indicated in the corresponding figure legend.

Reverse transcription-polymerase chain reaction

Total RNA was extracted from human 3D10, HL-60 and
neutrophil cells using the absolutely RNA reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction (RT-PCR) Miniprep Kit
(Stratagene, La Jolla, CA, USA). For the RT reaction, total
RNA (500 ng) was primed with random primer pd(N)¢
(Amersham, Baie d’Urfe’, QC, Canada) and reverse-tran-
scribed into c¢cDNA with 200 units of Moloney-murine
leukaemia virus reverse transcriptase (Invitrogen, Burlington,
ON, Canada), according to the manufacturer’s instructions,
in a final volume of 25 pul. The mixture was incubated at
37°C for 1 h. PCR reactions were performed in a GeneAmp
PCR System model 2400 (Perkin Elmer Wallac/Can, Wood
Bridge, ON, Canada). PCR mixtures (25 pl) contained 1 pl of
the RT reaction, 10 pmol of each primer, each dNTP
(0-1 mmol/l), 1-5 mmol/1 MgCl, and 0-5 unit of Platinum
Taqg DNA polymerase (Invitrogen). The primers used to
amplify CASP mRNA (Lavastre et al, 2005b) are listed below:
CASPI1: Forward 5-CGACAAGGTCCTGAAGGAGA-3’
Reverse 5-CATCTGGCTGCTCAAATGAA-3’
CASP2: Forward 5’-CAGTTACCTGCACACCGAGTCACGG-3'
Reverse 5'-AGCCGCATATCATGTCTGAGCGCG-3’
CASP3: Forward 5’-TTTGTTTGTGTGCTTCTGAGCC-3"
Reverse 5-ATTCTGTTGCCACCTTTCGG-3’
CASP4: Forward 5-TCGGGTCATGGCAGACTCTATGC-3’
Reverse 5'-ATGCACAGTTCCGCAGATTCCC-3’
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CASP7: Forward 5'-CGATCCATCAAGACCACCCG-3’
Reverse 5'-GGAATAGGCGAAGAGGAAGTCAGC-3

CASP8: Forward 5'-GGGACAGGAATGGAACACACTTGG-3’
Reverse 5-TCAGGATGGTGAGAATATCATCGCC-3'

CASP9: Forward 5-AACAGGCAAGCAGCAAAGTT-3’
Reverse 5-TCCATCTGTGCCGTAGACAG-3’

CASP10: Forward 5'-TGCTGAGTGAGGAAGACCCT-3’

Reverse 5-CCTCTGTGGTTCCGATTCAT-3’

As an internal controls, 185 cDNA was amplified by PCR
using the primers: 5-TCCGATAACGAACGAGACTC-3’ (for-
ward) and 5-AGGGACTTAATCAACG-CAA-3" (reverse) for
18S. After 3-min incubation at 95°C, PCR reactions were
carried out for 30 s at 94°C, 30 s for annealing and 45 s at
72°C (the number of cycles varied between 26 and 35,
depending on the linear phase of amplification for each gene or
in order to see a specific isoform); followed by further
incubation for 7 min at 72°C. The annealing step was carried
out at 60°C with 35 PCR cycles (CASP1); 69°C, 26 cycles
(CASP2); 65°C, 28 cycles (CASP3); 69°C, 35 cycles (CASP4);
67°C, 35 cycles (CASP7); 69°C, 30 cycles (CASP8); 69°C, 38
cycles (CASP9); 68°C, 38 cycles (CASP10); 56°C, 10 cycles
(18S). The PCR products were subjected to 2% agarose gel
electrophoresis and visualised by ethidium bromide staining.
The expected sizes of PCR products for each gene were as
follows: CASP1 (1076 bp), CASP2 (325 bp), CASP3 (400 bp),
CASP4 (502 bp), CASP7 (537 bp), CASP8 (558 and 694 bp),
CASP9 (492 bp), CASP10 (514, 551 and 643 bp) and 18S
(315 bp).

Cell surface expression of cytoskeletal proteins by flow
cytometry

Neutrophils (10 x 10° cells/m! RPMI-HEPES P/S) were incu-
bated at 37°C, 5% CO, for 22h in order to undergo
spontaneous apoptosis. Cells were harvested in cold PBS and
blocked with PBS containing 20% autologous serum for
30 min on ice. Cells were washed in PBS and incubated for
30 min on ice with 2 pg/ml of mouse monoclonal anti-
cytoskeletal antibodies (anti-lamin B; or anti-NMHC-IIA).
Appropriate isotypic control antibodies were used to compare
with the proteins of interest. Cells were washed in PBS and
incubated for 30 min on ice with FITC-conjugated goat anti-
mouse; FITC-conjugated rabbit anti-goat or FITC-conjugated
goat anti-rabbit antibodies. Cell surface expression was ana-
lysed using a FACScan. Apoptosis was evaluated by flow
cytometry after staining with FITC-annexin-V (Moisan &
Girard, 2006).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SigmaStat for Windows
Version 3.00 (copyright © 1992-2003 SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) with a one-way analysis of variance (ANOvA). Statistical
significance was established at P < 0-05.
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Results

VAA-I induces apoptosis in PLB-985D

VAA-I is a potent inducer of apoptosis in a variety of cells
(Bussing et al, 1996; Hostanska et al, 1996; Hajto et al, 2003,
2006; Harmsma et al, 2004), including granulocytes (Savoie
et al, 2000; Lavastre et al, 2002, 2005a,b). In these latter cells,
although VAA-I was found to induce apoptosis in human
promyelocytic ~ PLB-985 and  leukaemia eosinophil
AML14.3D10 cells, as well as in mature neutrophils and
eosinophils, its ability to induce apoptosis in DMSO-differen-
tiated PLB-985 (PLB-985D) cells toward a neutrophil-like
phenotype, has never been investigated. As illustrated in Fig 1,
the efficiency of PLB-985 cell differentiation toward neutro-
phil-like cells (PLB-985D) was evaluated by cytology and by
the NBT dye reduction assay (blue-black formazan deposits)
(Fig 1A). All experiments were conducted with a differenti-
ation efficiency 275%. VAA-I was found to induce apoptosis in
PLB-985D cells, as assessed by Hoechst staining (Fig 1B and
inset). Interestingly, the number of apoptotic cells is similar to
that previously observed in undifferentiated PLB-985 cells
(Lavastre et al, 2005b). As illustrated in Fig 1C, breakdown of

(A)
DMSO +

S en

VAA-|

the cytoskeleton in apoptotic PLB-985D cells was confirmed by
immunofluorescence where the normal F-actin network
appearance (left panel) switched to the disintegration of the
filament into small aggregates (left panel) after VAA-I
treatment.

VAA-I induces the degradation of cytoskeletal components
in PLB-985D cells

Knowing that VAA-I induced apoptosis as well as cytoskeleton
breakdown in PLB-985D cells, we verified the possibility that it
would induce the degradation of the MFAP gelsolin, an event
known to occur via caspase-3 activation (Kothakota et al,
1997; Lavastre et al, 2002). As illustrated in Fig 2A, gelsolin
was degraded by VAA-I after 22 h of treatment. Similarly to
undifferentiated PLB-985 cells (Lavastre et al, 2005a) and
mature neutrophils (Lavastre et al, 2002), the degradation of
gelsolin did not occur rapidly, since very little, if any,
degradation was observed after 4 h of treatment with VAA-L
Next, we investigated the possibility that VAA-I induced the
degradation of paxillin, but not of vinculin (two other
MFAPs), in PLB-985D cells. As illustrated in Fig 2B, VAA-I
induced the degradation of the two paxillin bands (68 and
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Fig 1. Viscum album agglutinin-1 (VAA-1) induces apoptosis and cytoskeletal breakdown in apoptotic PLB-985D cells. (A) PLB-985 cells were fully
differentiated toward neutrophil-like cells with DMSO (PLB-985D) and the efficiency of differentiation was verified by cytology (upper panels, note
the appearance of polylobed nucleus in the top right panel) and by the NBT dye reduction assay (formation of blue-black formazan deposits, bottom
right). (B) Apoptosis was evaluated by immunofluorescence microscopy after staining DNA with Hoechst in PLB-985D cells treated with buffer (Ctrl
or C) or 1000 ng/ml VAA-I (V) for 22 h. The number of apoptotic cells was counted and expressed as mean * SEM (n = 3). (C) PLB-985D cells
were treated as above and the F-actin network was observed by immunofluorescence after staining with FITC-phalloidin. Note the appearance of actin
aggregates in the right panel when cells were treated with VAA-L All illustrated results are representative of at least three different experiments.
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40 kDa) known to be recognised by the antibody (Lavastre in Fig 3A and B, VAA-I induced the degradation of both lamin
et al, 2002). This was reversed by treatment with the pan B, and vimentin. Interestingly, lamin B, was cleaved into
caspase inhibitor z-VAD-fmk. Interestingly, vinculin was not a fragment of 46 kDa (p46), which was previously observed in
degraded by VAA-I in PLB-985D cells (Fig 2C). This suggests undifferentiated PLB-985 and in mature neutrophil cells
that, at least for the tested MFAPs, PLB-985D cells responded (Lavastre et al, 2005a). Although VAA-I is known to cleave
similarly to VAA-I when compared with human neutrophils. several cytoskeletal proteins, it did not cleave the MFAP
As it was recently identified that the IF lamin B, is a novel vinculin (Lavastre et al, 2002; present study) nor a- and
target to VAA-I (Lavastre et al, 2005a), we verified the B-tubulin in PLB-985, AML-14.3D10, neutrophil and eosino-
possibility that VAA-I cleaved both lamin B, and vimentin phil cells (Lavastre et al, 2005a,b). As illustrated in Fig 3C,

in PLB-985D cells, the two only members of IF proteins known a-tubulin was not cleaved by VAA-I after 4 or 22 h of
to be expressed in neutrophils (Bruel et al, 2001). As illustrated treatment when compared with untreated cells.
(A) 4h 22h (B)
: . [ 68
Paxillin [
Gelsolin ==p-

40- 1%

22h

Fig 2. Viscum album agglutinin-I (VAA-I) induces the degradation of the microfilament-associated proteins gelsolin and paxillin, but not vinculin in
apoptotic PLB-985D cells. PLB-985D cells were treated with buffer (C) or 1000 ng/ml VAA-I (V) for 22 h and potential degradation of the
cytoskeletal MFAP gelsolin (A), paxillin (B) and vinculin (C) was monitored by immunablotting as described in Methods. Note the degradation of
gelsolin after treatment with VAA-I and the appearance of a faint fragment (*). The degradation of paxillin was reversed by treatment with the pan
caspase inhibitor (z-VAD). As expected, vinculin was not cleaved by VAA-I (Lavastre et al, 2002). F, fresh cells. Results are representative of at least
three different experiments.
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Fig 3. Viscum album agglutinin-I (VAA-I) induces the degradation of the intermediate filament proteins lamin B, and vimentin but not the major
microtubule protein, a-tubulin, in apoptotic PLB-985D cells, PLB-985D cells were treated as indicated in Fig 2, and potential cleavage of the two IF
proteins lamin B, (A) and vimentin (B) and one of the major constituent of microtubules, a-tubulin (C) was assessed by immunoblotting as
described in Methods. Panel A, note the disappearance of the native lamin B, and the apparition of the characteristic p46 fragment when apoptosis
was induced by VAA-I (V) when compared with control cells (C). Panel B, vimentin was cleaved by VAA-I but not a-tubulin (Panel C). Results are
representative of at least three different experiments.
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Identification of myosin heavy chain-1IA as a novel
cytoskeletal protein cleaved via a caspase-dependent
mechanism in VAA-I-induced human granulocyte
apoptosis

Recently, two studies reported that NMHC degradation
occurred during apoptosis in bovine aortic endothelial and
human Jurkat T cells (Suarez-Huerta et al, 2000; Kato et al,
2005). Because we are interested in the identification of
potential novel cytoskeletal proteins that could be cleaved by
VAA-I during granulocyte apoptosis, and as MEAPs represent
the most susceptible candidates for cleavage, we investigated
the potential degradation of NMHC-IIA, the sole myosin
isoform expressed in human neutrophils and platelets (Patel
et al, 2005). As illustrated in Fig 4A, NMHC-IIA was cleaved
in VAA-l-induced PLB-985D cells. The native c. 200 kDa
myosin band disappeared after VAA-I treatment and was
cleaved into a major fragment of c. 60 kDa (F60) recognised by
the anti-NMHC-IIA antibody. NMHC-IIA was also cleaved
into another fragment of c. 95 kDa (F95) that was recognised
by the antibody. Interestingly, the proteolysis of myosin was
reversed when cells were treated with the pan caspase z-VAD-
fmk. This indicated that cleavage of NMHC-IIA occurred by
a caspase-dependent mechanism. The degradation of NMHC-
IIA was confirmed by immunofluorescence, in which VAA-I
treatment of cells led to aggregation of myosin and a weaker

(A)
250 — ||
150 — [ |+ NMHC-lA
‘::: e <+ F95
“+ F60
50 ~
A (PLB-985D)
(B) Isotypic control Anti-NMHCA

Buffer VAA-|

Fig 4. Identification of non-muscle myosin heavy chain IIA (NMHC-
1IA) as a new cytoskeletal target of Viscum album agglutinin-1 (VAA-I)
cleaved by caspases in apoptotic PLB-985D cells. PLB-985D cells were
treated as indicated in Fig 2 and potential cleavage of the MFAP
NMHC-IIA was assessed by immunablotting (A) and confirmed by
immunofluorescence (B). Note the disappearance of the native form of
NMHC-IIA (c. 200 kDa) and the F60 fragment detected by the anti-
body in apoptotic cells (V) when compared with control cells (C).
Cleavage of NMHC-HA was prevented when a pan caspases inhibitor
was added (Z-VAD). (B) Distribution of NMHC-11A by immunofiu-
orescence in control non-apoptotic (middle panel) and in apoptotic
VAA-I-induced PLB-985D cells. Results are representative of at least
three different experiments.

signal intensity when compared with control cells (Fig 4B). As
it was the first time that myosin was found to be cleaved in
granulocytes, we investigated whether or not such NMHC-IIA
cleavage occurring in ‘neutrophil-like’ PLB-985D cells could
also occur in primary mature human neutrophils. As illustra-
ted in Fig 5A, myosin was cleaved in apoptotic neutrophils. Of
note, because neutrophils are known to undergo spontaneous
apoptosis, NMHC-IIA was cleaved not only in VAA-I-induced
cells, but also in spontaneous or 22-h-aged neutrophils, as
evidenced by the appearance of the F95 fragment. The
detection of the native form of NMHC-II during spontaneous
neutrophil apoptosis can vary from donor to donor, but was
always almost undetectable in VAA-I-induced neutrophils.
Figure 5A shows that the native form was weakly detectable.
Interestingly, in contrast to PLB-985D, F95 was the major
fragment recognised by the antibody while that of the F60 was
faintly detected. Another fragment (F75) was also barely
detectable. Addition of z-VAD-fmk reversed the cleavage of
NMHC-IIA in spontaneous- and in VAA-I-induced neutrophil
apoptosis. Because the different fragments of NMHC-IIA
could be detected and as we had recently demonstrated that
VAA-I activated caspase-3 and caspase-8 in PLB-985 cells
(Lavastre et al, 2005a), we then investigated caspase expression
during DMSO-induced differentiation toward neutrophils as
well as in mature neutrophils. As illustrated in Fig 5B, fully
differentiated PLB-985D cells expressed CASP1, CASP2,
CASP3, CASP4, CASP7, CASP8 and CASP10. Only CASP1
expression was reproducibly (n =3) increased following
DMSO treatment, whereas CASP2 expression decreased. This
latter observation concurs with the maturation state of PLB-
985D toward neutrophils, as neutrophils do not express
caspase-2 (Santos-Beneit & Mollinedo, 2000).

It was recently documented that some cytoskeletal proteins
were expressed on the cell surface of apoptotic human
neutrophils (Moisan & Girard, 2006); we therefore investigated
whether or not NMHC-IIA would be at the cell surface in this
situation. Unlike the IF protein lamin B,, NMHC-IIA was not
detected on the neutrophil cell surface during spontaneous
apoptosis (SA) in neutrophils (Fig 6). In addition, no cell
surface expression of myosin was detected when apoptosis was
induced by VAA-I (data not shown).

Discussion

This study demonstrated that VAA-I induced apoptosis in
neutrophil-like PLB-985D cells by a caspase-dependent mech-
anism. These results were in agreement with the observation
that VAA-I induced apoptosis in PLB-985, neutrophils, AML-
14.3D10 and eosinophils (Savoie et al, 2000; Lavastre et al,
2002, 2005a,b). The ability of VAA-I to induce cell apoptosis
via caspases is not limited to granulocytes, as this was
previously shown in human leukaemic T and B cell lines
(Bantel et al, 1999). Of note, although several leukaemia cell
lines have been used to study the pro-apoptotic activity
of VAA-L, it is important to mention that our studies
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Fig 5. Viscum album agglutinin-I (VAA-I) induces cleavage of NMHC-IIA in mature human neutrophils: role of caspases. (A) Freshly isolated human
neutrophils were isolated as described in Methods and were incubated for 22 h with buffer (Ctrl) or 1000 ng/ml VAA-1 in the presence or absence of
the pan caspase inhibitor z-VAD-fmk (z-VAD). Results are representative of three different experiments. (B) Expression of CASP1, CASP2, CASP3,
CASP4, CASP7, CASP8, CASP9 and CASP10 mRNA was investigated in PLB-985 cells during their differentiation toward neutrophil-like phenotype
by RT-PCR as described in Methods. Note that unlike neutrophils {neutro), PLB-985D cells express CASP2. Results are representative of three
different experiments. ctrl, negative technical control.
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Fig 6. Non-muscle myosin heavy chain IIA (NMHC-IIA) is not expressed on the cell surface of apoptotic human neutrophils. Freshly isolated human
neutrophils were aged in vitro for 22 h to undergo spontaneous apoptosis and cell surface expression of NMHC-IIA and lamin B, was investigated by
flow cytometry as described in Methods. The number in parentheses indicates the % of apoptotic cells evaluated by flow cytometry after staining with
FITC-annexin-V. Note the detection of lamin B, (arrow) and not of NMHC-IIA during spontaneous apoptosis (SA) when compared with fresh cells.
Results are representative of four different experiments.

demonstrate that this plant lectin induced apoptosis in mature
non-dividing cells, such as neutrophils (Savoie et al, 2000;
Lavastre et al, 2002, 2005a) and eosinophils (Lavastre et al,
2005b). Thus, in these latter mature cells, we could not induce
cell cycle arrest followed by apoptosis, suggesting that different
mechanisms might occur between leukaemia cells and circu-
lating neutrophils and eosinophils. Nevertheless, the present

© 2007 The Authors

study demonstrated that, in neutrophil-like PLB-985D cells,
VAA-I induced cleavage of the tested cytoskeletal proteins,
namely paxillin, gelsolin, vimentin and lamin B,, as was
previously demonstrated in promyelocytic PLB-985 cells
(Lavastre et al, 2005b) and neutrophils (Savoie et al, 2000;
Lavastre et al, 2002). In addition, we further found that VAA-I
did not induce cleavage of vinculin and a-tubulin in PLB-
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985D cells, indicating that these cells represent an excellent
model for studying apoptosis and cytoskeletal protein degra-
dation occurring in VAA-I-induced neutrophils. Moreover,
using PLB-985D cells, NMHC-IIA was identified as a novel
target of VAA-I and then confirmed in neutrophils. Thus,
PLB-985D cells could be used in screening experiments for
identification of potential new caspase substrates, preventing
extensive neutrophil cell isolation.

Myosins are MFAPs belonging to a superfamily of actin-
based motor proteins comprising several classes. The two main
groups of myosins are the conventional (class II) and the
unconventional myosins. The conventional myosins found in
non-muscle cells are referred to as NMHC, and because they
arise from at least two genes, two proteins are named NMHC-
IIA and NMHC-IIB (Sellers, 2000). The expression of these
two isoforms varies from cell to cell. This study specifically
investigated NMHC-IIA, because this isoform is the only one
expressed in human neutrophils (Patel et al, 2005). Recently,
a fragment named p95 was identified as the carboxyl-terminal
fragment of NMHC-IIA in apoptotic human Jurkat T cells
(Kato et al, 2005). In these cells, apoptosis was induced by
anti-Fas antibody + staurosporine, a natural product that
inhibits several protein kinases and which was isolated almost
30 years ago from the bacterium Streptomyces staurosporeus
(Omura et al, 1977). Cleavage of NMHC-IIA into a fragment
of ¢. 97 kDa was also observed in apoptotic bovine aortic
endothelial cells, where apoptosis was induced by treatment
with the cytokine tumour necrosis factor-a + the protein
synthesis inhibitor cycloheximide (Suarez-Huerta et al, 2000).
The present study used VAA-I, a 63 kDa galactoside-specific
plant lectin belonging to the family of type II ribosome-
inactivating proteins, including ricin, to induce apoptosis and
NMHC-IIA degradation in PLB-985D and neutrophils. VAA-I
is an inhibitor of protein synthesis, due to a RNA-glycosidase
activity inhibiting N-glycosylation of a single adenine within
a universally conserved GAGA sequence on the 285 rRNA
(Endo et al, 1988). Interestingly, in our study, cleavage of
NMHC-IIA was also observed during spontaneous (22-h-aged)
neutrophil apoptosis, a condition that occurs when any
exogenous agents are added into the culture. Taken together,
the above observations indicate that degradation of NMMH-
1IA occurs in response to different proapoptotic signals and in
different cell types.

In the present study, cleavage of NMHC-IIA occurred via
caspases, because treatment of cells with the pan caspases
inhibitor z-VAD-fmk reversed the process. This was observed
in VAA-I-induced PLB-985D and VAA-I-induced neutrophil
cells as well as during spontaneous neutrophil apoptosis. These
results are in agreement with those of Kato et al (2005) where
the inhibition of caspases resulted in the disappearance of a
p95 fragment, which they identified. However, we did not
observe the fragment of c. 110 kDa, which was detected by
Kato et al (2005) using their antibodies raised against different
NMCH-IIA residues. We identified the native form of NMHC-
IIA (c. 200 kDa) and fragments denoted F95 and F60 in

PLB-985D cells and native NMHC-IIA, F95, F75 and F60 in
neutrophils, suggesting involvement of different caspases in the
two cell types. However, except for CASP2, the expression of
all caspases was similar in both cell types. Although this study
did not investigate the potential activity of all caspases, it was
previously documented that VAA-I can activate caspase-3 and
caspase-8 in PLB-985 cells (Lavastre et al, 2005a). As VAA-I
can also activate these caspases in mature neutrophils (Savoie
et al, 2000; Lavastre et al, 2005b), the differences observed
regarding the cleavage of NMHC-IIA cannot be related to
inactivation of these two major caspases. Although it is clear
that caspases are involved in the ability of VAA-I to induce
PLB-985D cell apoptosis and cleavage of cytoskeletal proteins,
including NMHC-IIA, the possibility that other proteases
could be involved were not eliminated. In this respect, when
z-VAD was added in VAA-I-induced neutrophils, the intensity
of the detected NMHC-IIA did not return to the basal level
observed when z-VAD was added to prevent spontaneous
apoptosis, thus supporting the role of proteases other than
caspases.

The gene MYH9 encodes for NMHC-IIA, and mutations in
this gene cause MYH9 disorders that are autosomal-dominant
macrothrombocytopenias with leucocyte inclusions (Seri et al,
2000; Pecci et al, 2002; Kunishima et al, 2005). These rare
disorders include May-Hegglin anomaly, Sebastian syndrome
and Fechtner syndrome, and are all characterised by a triad of
giant platelets, thrombocytopenia and characteristic Dohle
body-like cytoplasmic inclusions in granulocytes (Seri et al,
2000; Pecci et al, 2002; Kunishima et al, 2005). Immunoflu-
orescent analysis of neutrophil NMHC-IIA was reported to be
useful as a screening test for the clear haematopathological
classification of MYH9 disorders (Kunishima et al, 2003).
Knowing that NMHC-IIA is cleaved by caspases in apoptotic
granulocytes, especially in neutrophils (this report), it would
be interesting to investigate the potential altered cleavage of
this cytoskeletal protein in neutrophils isolated from patients
suffering of MYH9 disorders in future studies.

In addition to the MYHY disorders, myosin is also associated
with autoimmune diseases, including rheumatic heart disease,
systemic lupus erythematosus, Sjogren’ syndrome and rheuma-
toid arthritis (Girard & Senecal, 1995; Shrivastav et al, 2002;
Warraich et al, 2006), as it has been characterised as an
autoantigen. Apoptotic cells have been reported to be an
important source of autoantigens (Levine & Koh, 1999). In this
respect, two studies have demonstrated that injection of
apoptotic cells into normal mice resulted in the production of
various autoantibodies {Casciola-Rosen et al, 1994; Hall et al,
2004), including antibodies directed against the cytoskeletal
protein vimentin. Using flow cytometry, we recently found that
that the two IF proteins vimentin and lamin B,, but not the
MFAPs paxillin, gelsolin and vinculin, or the microtubule
proteins o- and B-tubulin, were expressed on the cell surface of
human apoptotic neutrophils (Moisan & Girard, 2006). Know-
ing this, in addition to their high cell turnover and the fact that
these cells are known to undergo spontaneous apoptosis that can
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be accelerated by several agents, neutrophils represent a good
source of cytoskeletal autoantigens. However, the present study
demonstrated that NMHC-IIA was not expressed on the cell
surface of apoptotic neutrophils. This indicates that, unlike
vimentin and lamin B, the presence of anti-myosin autoanti-
bodies in several disorders does not originate from NMHC-IIA
expression on apoptotic neutrophils.

In summary, PLB-985D cells were found to represent a good
model for extrapolating data regarding the cleavage of
cytoskeletal proteins and the role of caspases during neutrophil
apoptosis, although some minor differences were observed
between the two cell types, especially with respect to the
detection of distinct fragments of a given cytoskeletal protein,
such as NMCH-IIA. Nevertheless, the results of this study
clearly establish for the first time that the cytoskeletal protein
NMHC-IIA is a novel target of VAA-I, inducing granulocyte
apoptosis and caspase activation. The fact that NMHC-IIA is
not expressed on the cell surface of apoptotic neutrophils
further supports our previous conclusion that, among different
members of the three classes of cytoskeletal filaments, only
those of the IFs are detected on the cell surface of apoptotic
neutrophils.
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4.2 Résumé de P’article

Bien qu’il existe plusieurs agents qui induisent 1’apoptose des neutrophiles, peu
d’entre eux sont reconnus pour induire également I’apoptose chez les éosinophiles.
Comme les éosinophiles sont de puissantes cellules effectrices contribuant a
’inflammation suivant une allergie ou encore I’asthme, nous avons enquété sur la
possibilité que la VAA-I puisse induire I’apoptose chez les éosinophiles. Ainsi, nous
avons démontré que la VAA-I induit I’apoptose chez les cellules AML 14.3D10
(3D10) arborant certaines caractéristiques des €osinophiles. Les cellules 3D10
expriment aussi les caspases-1, -2, -3, -4, -7, -8, -9 et -10. La dégradation de la
gelsoline par la VAA-I chez les cellules 3D10 est bloquée par I’inhibiteur de caspase
N-benzyloxycarbonyl-V-A-D-O-fluorométhyl cétone (z-VAD). De plus, la paxilline,
la vimentine et la lamine B, sont clivées par les caspases activées par la VAA-I chez
les cellules 3D10. Dans ces mémes celulles, les caspases-3 et -8 sont activées par la
VAA-], cependant contrairement & la zVAD, le traitement avec I’inhibiteur de
caspase-8 bloque partiellement leur apoptose. Le traitement des €osinophiles humains
avec la VAA-I provoque leur apoptose, la dégradation de la gelsoline et de la lamine
By cependant, contrairement aux cellules 3D10, le clivage de la lamine B; et
’apoptose n’est pas renversée par la z-VAD. Nous concluons donc que la VAA-I est
un puissant inducteur d’apoptose chez les éosinophiles et que d’autres protéases,
autres que celles inhibées par la zZVAD chez les cellules 3D 10, sont impliquées dans le
processus d’induction d’apoptose chez les éosinophiles humains ainsi que dans le
clivage de la lamine B;. Par conséquent, la VAA-I représente un candidat potentiel
pour I’élimination des €osinophiles dans les maladies oil ces cellules jouent un role

important.

4.3 Article tel que publié
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Summary

Although there are several agents that induce neutrophil apoptosis, few are
known as inducers of eosinophil apoptosis. As eosinophils are potent
effector cells contributing to allergic inflammation and asthma, we
investigated whether the pro-apoptotic agent Viscum album agglutinin-I
(VAA-I) could induce eosinophil apoptosis. VAA-I was found to induce
apoptosis in eosinophilic AML14.3D10 (3D10) cells and that these cells
expressed caspases-1, -2, -3, -4, -7, -8, -9 and -10. VAA-I-induced
gelsolin degradation was reversed by the pan-caspase inhibitor
N-benzyloxycarbonyl-V-A-D-O-methylfluoromethyl ketone (z-VAD). Also,
paxillin, vimentin and lamin B; were cleaved by caspases in VAA-I-induced
3D10 cells. VAA-I activated caspase-3 and -8 in 3DI10 cells but, unlike
z-VAD, treatment with a caspase-8 inhibitor slightly reversed apoptosis.
Treatment of purified human eosinophils with VAA-I was found to induce
apoptosis, degradation of gelsolin and lamin B,, but unlike 3D10 cells,
cleavage of lamin B, and cell apoptosis was not reversed by z-VAD. We
conclude that VAA-I is a potent inducer of eosinophil apoptosis and that
proteases other than those inhibited by z-VAD in 3D10 cells are involved in
VAA-I-induced peripheral blood eosinophil apoptosis and lamin B,
cleavage. Thus, VAA-I represents a potential candidate for the reduction
of the number of eosinophils in diseases where they play important roles.

Keywords: AML14.3D10 cells, eosinophils, caspases, cytoskeleton.

The mistletoe lectin Viscum album agglutinin-1 (VAA-I) is a
63-kDa galactoside-specific plant lectin that belongs to the
family of type II ribosome-inactivating proteins, which have
been extensively applied in clinical fields as anticancer
adjuvants (Olsnes et al, 1982). The VAA-I molecule consists
of two distinct subunits, the A chain (29 kDa) and the B chain
(34 kDa). The A chain confers the property of inhibition of
protein synthesis to the VAA-I molecule by acting as a
ribosome-inactivating agent. This is caused by RNA-glycosi-
dase activity that inhibits N-glycosylation of a single adenine
within a universally conserved GAGA sequence on the 28S
rRNA (Hostanska et al, 1995, 1997). The B chain allows the
VAA-I molecule to bind to terminal galactoside residues on
membranes of various cells. Extracts from mistletoe are widely
used in the treatment of a variety of cancers and are known to
modulate non-specific immune functions, such as the increase

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology, 130, 527-535

in number and activity of natural killer cells and induction of
cytokine production (Hajto et al, 1990, 1997, 1998).

Viscum album agglutinin-I was recently found to be a potent
inducer of apoptosis in different cells including human
granulocyte neutrophils (Hostanska et al, 1997; Savoie et al,
2000; Lavastre et al, 2002). Caspases were also found to be
involved in the degradation of cytoskeletal proteins in VAA-
I-induced human neutrophil apoptosis (Savoie et al, 2000;
Lavastre et al, 2002). Although VAA-I is known to induce
apoptosis in neutrophils, its ability to induce such responses is
presently unknown in other granulocyte cells.

Eosinophils are known to play a pivotal role in the
pathogenesis of asthma and allergic diseases (Gleich, 2000).
These cells have been found to express the common caspase-3,
-6, -7, -8 and -9 (Dewson et al, 2001) and to undergo apop-
tosis in different conditions. Apoptosis of eosinophils and

doi:10.1111/].1365-2141.2005.05633.x
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subsequent elimination by phagocytes is thought to be crucial
for the resolution of airway inflammation, which occurs with
asthma. As of this, and as fewer pro-apoptotic agents have been
identified in eosinophils than in neutrophils, the identification
of new agents that can induce eosinophil apoptosis represents
an important step for the development or improvement of
therapeutic strategies that target eosinophils.

The human AML14.3D10 (3D10) cell line was recently
established and has rapidly become an important laboratory
tool for studying eosinophil cell physiology (Paul et al, 1994;
Baumann & Paul, 1998; Qin et al, 2002). Except for caspase-3
and -8 (Qin et al, 2002), the expression of other caspases in
3D10 cells has never been examined. In the present study, we
were interested in determining whether VAA-I could induce
eosinophil apoptosis and investigating the expression of various
caspases in 3D10 cells. We also investigated the potential role of
caspases in the degradation of cytoskeletal proteins in response
to VAA-I treatment. In addition to caspase-3 and -8, we found
that 3D10 cells express caspases-2, -4, -7, -9 and -10 at the
mRNA level. We demonstrated in this study that VAA-I
induced apoptosis in 3D10 cells and in human eosinophils and
that caspases are involved in the degradation of different, but
not all, cytoskeletal proteins that we have tested. In particular,
unlike neutrophils and 3D10 cells, treatment with the pan
caspase inhibitor, N-benzyloxycarbonyl-V-A-D-O-methyl-
fluoromethyl ketone (z-VAD-fmk), did not reverse VAA-I-
induced apoptosis and degradation of lamin B, in eosinophils.

Materials and methods

Chemicals and agonists

The monoclonal antibodies (mAbs) to human cytoskeletal
proteins (anti-gelsolin, clone GS-2C4; anti-paxillin, clone
PXC-10; anti-vinculin, clone Vin-11-5; anti-vimentin, clone
Vim 13.2; anti-a-tubulin, clone B-5-1-2, anti-B-tubulin, clone
2-28-33 and VAA-I) were purchased from Sigma-Aldrich
Canada Ltd (Oakville, Canada). The pan caspase inhibitor
z-VAD-fmk and the caspase-8 inhibitor-I (IETD-CHO) were
purchased from Calbiochem (La Jolla, CA, USA) and were
dissolved in endotoxin-tested dimethyl sulphoxide (DMSO;
Sigma) at a final concentration of 0:1% (v/v) as previously
published (Savoie et al, 2000; Lavastre et al, 2002). The
polyclonal anti-lamin B, antibody (clone C-20) was purchased
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); the
mADb anti-procaspase-8 was from Upstate Biotechnology Inc.
(Lake Placid, NY, USA); and the rabbit anti-procaspase-3
polyclonal antibody was purchased from BD Pharmingen, San
Diego, CA, USA.

Cell cultures and differentiation

Human eosinophilic 3D10 cells were generated and kindly
provided by Drs C. C. Paul and M. Baumann (Wright State
University, Dayton, OH, USA (Paul et al, 1994; Baumann &

Paul, 1998), myelomonoblastic cell line PLB-985 and X-CGD
cells [prepared from PLB-985 cells after disruption of the
X-chromosome-linked gp91-phox gene; these cells do not
generate reactive oxygen species (ROS)] (Hiraoka et al, 1998)
were a gift from Dr Y. Pommier (National Cancer Institute,
Bethesda, MD, USA). HL-60 cells were purchased from the
American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). HL-
60, PLB-985 and X-CGD cells were cultured at 37°C in a 5%
CO, atmosphere, in Roswell Park Memorial [nstitute (RPMI)-
1640 complete medium supplemented with 10% fetal calf
serum and antibiotics; 1% penicillin-streptomycin (Gibco
BRL, Grand Island, NY, USA); for 3D10 cells, 5 x 10~ mol/]
B-mercaptoethanol and 1 mmol/l sodium pyruvate were added
to the medium. Cells were cultivated at a cell density between
2% 10% and 1 x 10%m! and the medium was changed three
times per week. Before performing the different experiments,
cell viability was systematically verified by trypan blue
exclusion and was routinely >98%.

Granulocyte isolation

Neutrophils were isolated from venous blood of healthy
volunteers by dextran sedimentation followed by centrifuga-
tion over Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech Inc, QC,
Canada), as previously described (Savoie et al, 2000; Lavastre
et al, 2002). Blood donations were obtained from informed
and consenting individuals according to our institutionally
approved procedures. Experiments were performed when cell
purity was >95% as verified by cytology from cytocentrifuged
preparations coloured by the Hema 3 Stain Set (Biochemical
Sciences Inc., Swedesboro, NJ, USA). Cell viability was verified
by trypan blue exclusion and was always >98%.

When >5% of contaminating eosinophils were detected in
some preparations, eosinophils were separated from neutroph-
ils by negative immunomagnetic selection using anti-human
CD16-coated magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach, Germany) according to the manufacturer’s recommen-
dations. Purity and viability after eosinophil isolation were
routinely >99% as assessed as above.

Assessment of apoptosis by cytology

Cells (1 % 10%/ml) were untreated or treated with 1000 ng/ml
VAA-I for 18 h and cytocentrifuged preparations of 3D10 cells
(22200 pl) were performed as described above; cells were
examined by light microscopy at 400x final magnification. In
other experiments, apoptosis was assessed by staining DNA
with Hoechst reagent. Briefly, an aliquot of 200 000 cells was
harvested and washed twice with phosphate-buffered saline
(PBS). Cells were then fixed in 25% ethanol, stained with
Hoechst (56 pg/ml) and incubated at 37°C for 30 min and
observed with a Leica fluorescent microscope (Deerfield,
Wetzlar, Germany). Images were digitalised using IMAGEPRO
pLUS software version 40 (Media Cybernetics, Silver Spring,
MD, USA). Cells harbouring characteristic segmented nuclei

528 © 2005 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology, 130, 527-535



were scored as apoptotic. For the experiments with human
eosinophils, apoptosis was assessed by flow cytometry accord-
ing to the fluorescein isothiocyanate (FITC)-annexin V
binding assay as described previously (Savoie et al, 2000).

Visualisation of DNA fragmentation by agarose gels

Cells (1 x 10° cells/ml) were cultured at 37°C, 5% CO, in the
presence or absence of VAA-I (1000 ng/ml) for 12 h, harvested
and washed twice with PBS. The pellets were treated with lysis
buffer containing 50 mmol/l Tris-HC! pH 8, 20 mmol/l
EDTA, 2% sodium dodecyl sulphate (SDS; Fisher, Fair Lawn,
NJ, USA) and 100 pmol/l proteinase K (Boehringer Mann-
heim, Indianapolis, IN, USA) for 2 h at 60°C. Cells were then
put on ice for 10 min and 1-5 mol/l NaCl was added for
protein precipitation. The cells were centrifuged and RNase
(20 pg/ml; Sigma) was added to the supernatant and incubated
for 1 h at 37°C. DNA was precipitated with 100% ethanol for
30 min at —20°C. After centrifugation, the DNA pellets were
washed with 70% ethanol, air-dried and mixed in TE buffer
(10 mmol/l Tris-HCl, pH 8, 1 mmol/l EDTA). DNA was
subjected to electrophoresis on a 2% agarose gel containing
ethidium bromide at 60 V for 2 h and visualised under UV
light. The presence of apoptosis was indicated by the appear-
ance of a characteristic DNA ladder formation.

Reverse transcription-polymerase chain reaction

Total RNA was extracted from human 3D10, HL-60 and
neutrophil cells using the absolutely RNA reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) Miniprep Kit (Stratagene,
La Jolla, CA, USA). For the RT reaction, total RNA (500 ng)
was primed with random primer pd(N)s (Amersham, Baie
d’Urfé, QC, Canada) and reverse-transcribed into cDNA with
200 units of Moloney—murine leukaemia virus reverse tran-
scriptase (Invitrogen, Burlington, ON, Canada), according to
manufacturer’s instructions, in a final volume of 25 pl. The
mixture was incubated at 37°C for 1 h. PCR reactions were
performed in a GeneAmp PCR System model 2400 (Perkin
Elmer Wallac/Can, Wood Bridge, ON, Canada). PCR mixtures
(25 ul) contained 1 pl of the RT reaction, 10 pmol of each
primer, each dNTP (01 mmol/l), 1-5 mmol/l MgCl, and
0-5 unit of Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen). The
primers used to amplify caspase mRNA are listed below
(Santos-Beneit & Mollinedo, 2000):

Caspase-1 Forward 5-CGACAAGGTCCTGAAGGAGA-3
Reverse 5- CATCTGGCTGCTCAAATGAA-3’

Caspase-2 Forward 5-CAGTTACCTGCACACCGAGTCAC-
GG-3'
Reverse 5'- AGCCGCATATCATGTCTGAGCGCG-3’

Caspase-3 Forward 5"-TTTGTTTGTGTGCTTCTGAGCC-3’
Reverse 5’- ATTCTGTTGCCACCTTTCGG-3’

Caspase-4 Forward 5'- TCGGGTCATGGCAGACTCTATGC-3"
Reverse 5-ATGCACAGTTCCGCAGATTCCC-3’
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Caspase-7 Forward 5'-CGATCCATCAAGACCACCCG-3’
Reverse 5'-GGAATAGGCGAAGAGGAAGTCAGC-3’
Caspase-8 Forward 5- GGGACAGGAATGGAACACA-
CTTGG-3'
Reverse 5'-TCAGGATGGTGAGAATATCATCGCC-3'
Caspase-9 Forward 5'- AACAGGCAAGCAGCAAAGTT-3’
Reverse 5'- TCCATCTGTGCCGTAGACAG-3’
Caspase-10 Forward 5-TGCTGAGTGAGGAAGACCCT-3’
Reverse 5'-CCTCTGTGGTTCCGATTCAT-3"

As internal controls, B-actin ¢cDNA and 185 ¢cDNA were
amplified by PCR using primers: 5-GCGGGA-AATC-
GTGCGTGACATT-3" (forward) and 5-GATGGAGTTGA-
AGGTAGTTTC-GTG-3" (reverse) for B-actin and primers
5-TCCGATAACGAACGAGACTC-3 (forward) and 5’-CAG-
GGACTTAATCAACGCAA-3 (reverse) for 18S. After 3-min
incubation at 95°C, PCR reactions were carried out for 30 s
at 94°C, 30 s for annealing and 45 s at 72°C (the number
of cycles varied between 26 and 35, depending on the linear
phase of amplification for each gene or in order to see a
specific isoform); followed by further incubation for 7 min
at 72°C. The annealing step was carried out at 60°C with 35
PCR cycles (caspase-1); 69°C, 26 cycles (caspase-2); 65°C,
28 cycles (caspase-3); 69°C, 35 cycles (caspase-4); 67°C, 35
cycles (caspase-7); 69°C, 30 cycles (caspase-8); 69°C, 38 cycles
(caspase-9); 68°C, 38 cycles (caspase-10); 62°C, 19 cycles
(B-actin); 56°C, 10 cycles (18S). The PCR products were
subjected to 2% agarose gel electrophoresis and visualised by
ethidium bromide staining. The expected sizes of PCR
products for each gene were as follows: caspase-1 (1076 bp),
caspase-2 (325 bp), caspase-3 (400 bp), caspase-4 (502 bp),
caspase-7 (537 bp), caspase-8 (558 and 694 bp), caspase-9
(492 bp), caspase-10 (514, 551 and 643 bp), B-actin (232 bp)
and 18S (315 bp).

Western blot and degradation of cytoskeletal proteins

Cells (1 x 10° or 10 x 10° cells/m! for neutrophils in 24-well
plates) were incubated with or without 1000 ng/ml VAA-I in
the presence or absence of 50 pmol/l z-VAD-fmk (Savoie et al,
2000; Lavastre et al, 2002) or the diluent (<1% DMSO) for the
indicated period of time and then harvested for the prepara-
tion of cell lysates in Laemmli’s sample buffer. Aliquots
corresponding to 225 000 cells were loaded and subjected to
10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred
from the gel to polyvinylidenedifluoride membranes. Non-
specific sites were blocked with 1% bovine serum albumin in
TBS-Tween (25 mmol/l Tris-HCl, pH 7:8, 190 mmol/]1 NaCl,
0-15% Tween-20) overnight at 4°C. Membranes were incu-
bated with monoclonal anti-human cytoskeletal antibodies
[anti-gelsolin (1:2000); anti-paxillin (1:500); anti-vinculin
(1:50); anti-vimentin (1:1000); anti-o¢ tubulin (1:500) or
anti-lamin B, (1:500)] for 1 h at room temperature followed
by washing and incubated with a horseradish peroxidase-
labelled sheep anti-mouse IgG (1:20 000) (Bio/Can) for 1 h at
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room temperature in fresh blocking solution as previously
documented (Savoie et al, 2000; Lavastre et al, 2002). Mem-
branes were washed three times with TBS-Tween and bands
were revealed with the enhanced chemiluminescence Western
blotting detection system (Amersham; Pharmacia Biotech Inc).
Protein loading was systematically verified by staining the
membranes with Coomassie blue at the end of the experi-
ments.

Activation of caspase-3 and -8

In some experiments, activation of caspase-3 (AML cells) and
caspase-8 (AML, PLB-985, neutrophils) was assessed by
monitoring the cleavage of the procaspase-3 or procaspase-8
forms by immunoblotting under various conditions, as
indicated in the corresponding figure legend.

Results

VAA-I induces apoptosis in human eosinophilic
AMLI14.3DI10 cells

As illustrated in Fig 1A, 1000 ng/m] VAA-I induced morpho-
logical changes typical of apoptotic cells without inducing
apparent cell necrosis, as assessed by trypan blue exclusion
after 24 h of treatment (data not shown). DNA isolated from
3D10 cells treated for 12 h with VAA-I showed typical DNA
fragmentation of apoptotic cells in the form of a ladder
pattern, whereas control cells did not reveal DNA fragmenta-
tion (Fig 1B). As shown in Fig 1B, the apoptotic state and
degradation of DNA were confirmed by Hoechst staining. To
determine whether VAA-I had a specific effect on 3D10 cells,
we isolated DNA from PLB-985 cells (WT and KO). As shown

A B

PLB-985
WT KO 3D10 3D10

cvcvececy

Fig 1. Viscum album agglutinin (VAA)-1 induces apoptosis in
AMLI14.3D10 (3D10) cells. 3D10, PLB-985 WT or KO cells were
incubated in the presence (V) or absence (control, Ctrl or C) of
1000 ng/ml VAA-I for 18 h (A) or 12 h (B) and apoptosis was assessed
by cytology and by DNA fragmentation as described in Materials and
methods. Results are from one representative experiment of 10 (A) or
three (B).

Caspase-1

Caspase-2

Caspase-3

Caspase-4

Caspase-7

Caspase-8

Caspase-9

B-actin

18S ety e g

Fig 2. Expression of caspases in human eosinophilic AML14.3D10
(3D10) cells. Total RNA was purified from 3D10 and HL-60 cells and
from neutrophils (PMN) and subjected to semi-quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction analysis with oligonucleotide
primers specific for each gene as described in Materials and methods.
Results are representative of at least three different experiments.

in Fig 1B, DNA fragmentation was also observed in these cells
and, as PLB-985 KO cells are deficient in gp917"** (Hiraoka
et al, 1998), these results demonstrated that VAA-I induced
DNA degradation by a mechanism that was independent of
ROS generation through activation of NADPH.

Expression of caspases in human eosinophilic
AML14.3D10 cells

Reverse transcription-PCR analysis revealed that 3D10 cells
expressed the common caspases-1, -2, -3, -4, -7, -8, -9 and -10
at the mRNA level (Fig 2). When compared with human
neutrophils, this eosinophilic cell line differs ‘in regard to
caspase-2 expression. However, when compared with prom-
yelocytic HL-60 cells, caspase expression (including caspase-2)
was similar between these two cell lines. 3D10 cells expressed
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two isoforms of caspase-8 and caspase-10, whereas at least
three caspase-10 isoforms were detected in HL-60 cells and
neutrophils.

VAA-I induces the degradation of the cytoskeletal protein
gelsolin

We recently demonstrated that VAA-I induced the degradation
of gelsolin in mature human neutrophils (Savoie et al, 2000;
Lavastre et al, 2002). In order to determine whether gelsolin
was cleaved by VAA-I in eosinophilic 3D10 cells and to
determine whether caspase-3-like activity occurs (Kothakota
et al, 1997), cells were treated with VAA-I for 18 h in the
presence or absence of z-VAD-fmk and immunoblotting was
performed with corresponding cell lysates. As illustrated in
Fig 3, VAA-I induced gelsolin degradation via caspases. Note
the disappearance of the cleaved fragment when z-VAD-fmk
was added to the culture (arrowhead, lanes 4 and 5 Fig 3) as
well as the reappearance of the native form of gelsolin in lane 6.
Activation of caspase-3 in VAA-I-induced 3D10 cells was
further supported by the cleavage of the procaspase-3 form
(Fig 3, inset).

VAA-I induces the degradation of paxillin and vimentin
via caspases, but not vinculin or o-tubulin

Viscum album agglutinin-I was previously found to induce the
degradation of other cytoskeletal proteins in mature human
neutrophils (Lavastre et al, 2002), but this has never been
studied in eosinophils. VAA-I induced the degradation of
paxillin (Fig 4A), another microfilament-associated protein
(MFAP), as well as the intermediate filament (INFIL) protein
vimentin, via caspases (Fig 4B). Degradation of cytoskeletal
protein by caspases caused by VAA-I-induced eosinophil
apoptosis is not a gemeral mechanism, because the MFAP
vinculin (Fig 4C), a-tubulin (Fig 4D) and B-tubulin (data not
shown) were not cleaved by caspases or other proteases.

gelsolin—s

Fig 3. Viscum album agglutinin (VAA)-I induces cleavage of gelsolin
by a caspase-dependent mechanism in AML14.3D10 cells. Cells were
incubated with or without VAA-I in the presence (+) or absence (~) of
50 pmol/l N-benzyloxycarbonyl-V-A-D-O-methylfluoromethyl ketone
and expression of gelsolin was performed as described in Materials and
methods. Results are from one of four representative experiments.
Lanes 2 and 5, 0'1% dimethyl sulphoxide. Inset, activation of caspase-3
by VAA-1 (V) as assessed by immunoblotting. Results are from two
different experiments.
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Fig 4. Viscum album agglutinin (VAA)-I induces the degradation of
paxillin and vimentin via caspases in AML14.3D10 cells. Cells were
treated as described in the legend to Fig 3. in the presence of 0-1%
dimethyl sulphoxide (C) or VAA-1 (V) and potential degradation of
paxillin (A), vimentin (B), vinculin (C) and tubulin-a (D) were as-
sessed by immunoblotting as described in Materials and methods.
Bottom panel in (B); one example of a corresponding Coomassie blue
to illustrate equivalent loading of proteins. Results are from one of at
least three experiments.

Viscum album agglutinin-I induced the degradation of the
INFIL protein lamin B, via caspases

Knowing that VAA-I induced the degradation of the INFIL
protein vimentin in 3D10 cells, we investigated the potential
degradation of another INFIL protein lamin B,, known to be
expressed in human neutrophils (Yabuki et al, 1999). As
cleavage of lamin B coincides with the onset of DNA
fragmentation (Kihlmark et al, 2001), we monitored its
potential degradation over time. As shown in Fig 5A, lamin
B; was degraded in 3D10 cells, generating a fragment of
~46 kDa (p46) after 5 h of treatment. After 18 h, the native
protein (=67 kDa) was almost completely degraded and was
barely detectable. Of note, lamin B; was degraded only when
cells were induced to undergo apoptosis with a treatment of
1000 ng/ml, whereas treatment with 10 ng/ml (a concentra-
tion that does not induce apoptosis) did not promote lamin
B, cleavage. Degradation of DNA was clearly observed after
5 h of treatment (Fig 5B). We then investigated the role of
caspase in VAA-I-induced lamin B, cleavage. Lamin B,
degradation was reversed by the addition of z-VAD-fmk
(Fig 5C), demonstrating that caspases are involved in this
process. VAA-I activates caspase-8 in human eosinophilic
3D10 cells. Having established that VAA-I activated caspases-
3 in 3DI10 cells (this report), we examined whether or not
VAA-I activated caspase-8, as it has been previously found
that this VAA-I activates caspase-8 in human leukaemic
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T cells (Jurkat) and the BJAB cell line (Bantel et al, 1999) and

that both caspases-3 and -8 were reported to be critically
involved in the regulation of neutrophil, but not eosinophil,

C 18h

1 2345 6
Z2VAD -~ - + - = +

Fig 5. Viscum album agglutinin (VAA)-1 induces the degradation of
lamin B, in eosinophil AML14.3D10 (3D10) cells via caspases. (A)
3D10 cells were treated with 0 (Ctrl), 10 (V10) or 1000 (V1000) ng/ml
VAA-1, lamin B, was monitored and DNA fragmentation was assessed
(B) as described in Materials and methods. (C) 3D10 cells were treated
with (lanes 4, 5, 6) or without (lanes 1, 2, 3) VAA-I in the presence or
absence of  N-benzyloxycarbonyl-V-A-D-O-methylfluoromethyl
ketone. Cells were incubated with buffer (lanes 1 and 4) while the
diluent was used in all other lanes. Results are from one of three (A, B)
and four representative experiments (C).

A
3D10

5h 18h | (Jurkat)

Procaspase-8 —#®

£ 1=

PLB-985

apoptosis (Daigle & Simon, 2001). VAA-I activated caspase-8
at a concentration of 1000 ng/ml (but not at 10 ng/ml) after
18 h (but not 5 h) of treatment (Fig 6A), consistent with the
apoptotic state of the cells. We then verified whether or not
VAA-I also activated caspase-8 in other cells. VAA-I activated
caspase-8 in human neutrophils (Fig 6B) and in PLB-985
cells (Fig 6C) after 18 h. We have previously reported that
VAA-I can induce apoptosis in PLB-985 cells (Lavastre et al,
2002). As illustrated in Fig 6D, pretreatment of 3D10 cells
with z-VAD-fmk reversed the pro-apoptotic effect of VAA-I,
whereas treatment with the caspase-8 inhibitor only partially
inhibited it.

VAA-I induces apoptosis in human peripheral blood
eosinophils and the degradation of cytoskeletal proteins:
role of caspases?

Knowing that VAA-I induces apoptosis of 3D10 eosinophil
cells, we investigated whether it could similarly induce
apoptosis in peripheral blood eosinophils. As illustrated in
Fig 7A, VAA-I was found to induce eosinophil apoptosis, as
assessed by monitoring the number of annexin-V positive cells
[and by cytology (data not shown)]. In contrast to 3D10 cells,
VAA-I-induced eosinophil apoptosis was not reversed by
pretreatment with z-VAD, indicating that proteases other than
those inhibited by 2-VAD exist in these cells. Also, the role of
caspases in VAA-I-induced gelsolin degradation was not
reversed by treatment with z-VAD (Fig 7B).

B
Neutrophils 3D10

-

Procaspase-8

Fig 6. Viscum album agglutinin (VAA)-1 induces caspase-8 activation in AML14.3D10 (3D10) cells. 3D10 cells, neutrophils, or PLB-985 cells were
incubated with buffer (C) or 1000 ng/ml VAA-1 (V) if not specified and expression of procaspase-8 (A—C) was assessed as described in Materials and
methods. Results are from one of at least three representative experiments. (D) 3D10 cells were pretreated with diluent (A, B), N-benzyloxycarbonyl-
V-A-D-O-methylfluoromethyl ketone (C) or IETD-CHO and then treated with VAA-I. Apoptosis was assessed by fluorescence observation after

Hoechst staining. Results are from one of five representative experiments.
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Fig 7. Viscum album agglutinin (VAA)-1 induces apoptosis and degradation of cytoskeletal proteins in human peripheral blood eosinophils.
Eosinophils were isolated as described in Materials and methods and were treated for 24 h with VAA-I (V) or buffer (C) in the presence (+) or absence
(=) of N-benzyloxycarbonyl-V-A-D-O-methylfluoromethyl ketone (z-VAD). (A) Apoptosis was evaluated by flow cytometry [FITC-annexin-V;
mean + SEM (n = 8))]. Inset, representative data. The percentages of apoptotic cells are shown in parentheses. *P < 005 by anova. (B) and (C)
Immunoblotting was performed with the anti-gelsolin or anti-lamin B, antibody respectively. Results are from one of four (B) or three representative
experiments (C). (F) Freshly isolated cells. Note that z-VAD did not reverse VAA-I-induced gelsolin and lamin B, degradation.

Discussion

This study was performed to better understand the mecha-
nisms by which VAA-I induces cell apoptosis. In addition,
because it was previously reported that the MFAP gelsolin was
cleaved by caspase-3 during neutrophil apoptosis (Kothakota
et al, 1997) and because we recently found that this phenom-
enon also occurred in VAA-I-induced human neutrophils
(Savoie et al, 2000; Lavastre et al, 2002), we investigated the
role of caspases in the degradation of other cytoskeletal
proteins during VAA-l-induced cell apoptosis in another
granulocytic cell, the eosinophil.

We demonstrated that human eosinophilic 3D10 cells
express, in addition to caspase-3 and caspase-8 (Qin et al,

2002), mRNA for caspases-1, -2, -4, -7, -9, and -10. In
addition, we demonstrated for the first time that VAA-I
induced apoptosis in these eosinophil cells at the same potency
as in human neutrophils (>98%) by a caspase-dependent
mechanism. With respect to neutrophils (Savoie et al, 2000;
Lavastre et al, 2002), VAA-I induced degradation of paxillin,
gelsolin and vimentin, but not vinculin or a- and B-tubulin.
This confirms that the pro-apoptotic effects of VAA-I and its
ability to induce cytoskeletal breakdown previously observed
(Savoie et al, 2000; Lavastre et al, 2002) are not restricted to
neutrophils. Because 3D10 cells, but not neutrophils, express
caspase-2, and VAA-I exerts the same effects in both cells, our
results suggest either that the presence of caspase-2 is not
obligatory for the induction of apoptosis and cleavage of the
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cytoskeletal proteins, or that neutrophils express an as yet
unidentified protease(s) with caspase-2-like activity. Interest-
ingly, using Jurkat cell-free extracts immunodepleted of either
caspase-3, -6 or -7, it was recently demonstrated that removal
of caspase-6 or -7 had no effect on cleavage of different
proteins, including gelsolin and vimentin during apoptosis
(Slee et al, 2001). In contrast, extracts depleted of caspase-3
were incapable of supporting the proteolysis of both gelsolin
and vimentin (Slee et al, 2001). In the present study, the fact
that addition of z-VAD-fmk during VAA-I-induced 3D10 cell
apoptosis reversed apoptosis as well as the cleavage of gelsolin,
vimentin and paxillin (and lamin B,, see above), points to a
pivotal role of caspase-3 as an executioner caspase in 3D10
cells.

In this study, we have demonstrated that lamin B, is a target
of VAA-I in human eosinophils. A fragment of ~246 kDa (p46)
was observed in eosinophil 3D10 cells. The fragment p46 that
we observed in the above cells confirms a previous study,
which reported that lamin B, was cleaved into a fragment of
46 kDa in Fas-ligated Jurkat cells (Greidinger et al, 1996).
Interestingly, the fragment that we observed in VAA-I-induced
3D10 cells disappeared when cells were treated with the pan
caspase inhibitor z-VAD-fmk. Interestingly, degradation of
lamin B, occurred rapidly in 3D 10 cells and this was consistent
with one study reporting that lamin B; degradation occurs
after 3h in anti-Fas + cycloheximide-induced Jurkat cell
apoptosis (Greidinger et al, 1996). When studying sequential
degradation of proteins from the nuclear envelope during
Buffalo rat liver cell apoptosis, it was reported that the
disappearance of certain proteins, including lamin B, coincided
with onset of DNA fragmentation (Kihlmark et al, 2001).
Herein, lamin B, was cleaved after 5 h of treatment with VAA-
I and this was also coincident with DNA fragmentation in
3D10 cells. Lamin B and vimentin, another member of the
INFIL family, are both known to be cleaved rapidly during
apoptosis (Morishima, 1999; Kihlmark et al, 2001; Slee et al,
2001). We have also observed that vimentin is rapidly cleaved
(within 3-5h) in VAA-I-induced human neutrophils
(V. Lavastre, unpublished observation). Our observation, that
lamin B, is cleaved in 3D10 cells prior to activation of caspase-
8, indicates that caspase-8 is not involved in the events leading
to lamin B, degradation. Interestingly, lamin B, degradation
appears to be an excellent marker of VAA-I-induced cell
apoptosis, which coincides with DNA fragmentation. We
propose to study lamin B, degradation as an early marker in
not only VAA-I-induced cell apoptosis, but also in human
neutrophils undergoing spontaneous apoptosis.

We also demonstrated that VAA-I induced apoptosis in
human peripheral blood eosinophils as well as the degradation
of gelsolin and lamin B,. However, treatment of eosinophils
with z-VAD did not prevent cell apoptosis (using eight
different blood donors) as well as degradation of gelsolin and
lamin B,. This suggests that proteases other than those
normally inhibited by z-VAD are involved in VAA-I-induced
apoptosis in eosinophils and that this is not limited to

caspases. Interestingly, a critical role of mitochondria, but not
caspases, has been reported in glucocorticoid-induced human
eosinophil apoptosis (Létuvé et al, 2002). No matter which
protease is involved, our results clearly indicate that even if
VAA-I induced eosinophilic 3D10 cell apoptosis, as in
peripheral blood eosinophils, the cell line is different from
that of peripheral blood eosinophils, at least in terms of the
proteases that are differentially activated by VAA-L

Viscum album agglutinin-I acts as a very potent inducer of
cell apoptosis and this offers an interesting potential thera-
peutic strategy in the treatment of a variety of disorders. The
results presented in this report demonstrate that VAA-I is a
potent inducer of 3D10 and eosinophil cell apoptosis and its
use may provide a useful therapeutic approach to reduce the
number of eosinophils in diseases where these cells play an
important role.
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CONCLUSION

A I’égard des recherches et des essais cliniques effectuées sur la VAA-I, deux effets
essentiels doivent étre considérés dans cette thése: les effets immunostimulateurs et
les effets cytostatiques/apoptotiques. L’inhibition d’une réponse pro-inflammatoire
par la VAA-I améne des perspectives cliniques intéressantes pour le futur. Les effets
apoptotiques de la VAA-I sont d’un grand intérét aussi et présentent de nouvelles
stratégies pour moduler la balance entre la croissance cellulaire et la mort cellulaire

programmée thérapeutique.

MODULATION DE L’APOPTOSE PAR LA VAA-I CHEZ LES NEUTROPHILES ACTIVES DANS

UN CONTEXTE INFLAMMATOIRE

La VAA-I est un inducteur d’apoptose trés efficace chez plusieurs types cellulaires au
repos. Jusqu’a maintenant, peu d’études se sont concentrées sur son effet a I’intérieur

des cellules pré-activées ou en combinaison avec d’autres agents stimulants.

Récemment, notre équipe a étudié I’effet de la VAA-I sur des neutrophiles auxquels
de I’IL-15 ou du GM-CSF y avait été ajouté simultanément & la VAA-I (1000 ng/mL)
(Pelletier et al, 2001). La VAA-I avait conséquemment modulé la réponse des
neutrophiles habituellement induite par ces cytokines. La VAA-I inhibait les effets
stimulateurs engendrés par I’IL-15 comme la synthése protéique de novo. De plus, la
VAA-I, reconnue pour stimuler la phagocytose des globules rouges de moutons
opsonisés de fagon dose dépendante chez les neutrophiles, augmentait Iégérement cet
effet provoqué par I’'IL-15. Finalement, les neutrophiles adoptaient des
caractéristiques apoptotiques tel qu’une morphologie typique de I’apoptose ainsi que

I’apparition de fragments de gelsoline en immunobuvardage.

Ces propriétés (inhibition de synthése protéique, augmentation de phagocytose,
induction d’apoptose) peuvent s’avérer intéressantes a exploiter lors de I’utilisation de
la VAA-I & des fins thérapeutiques. En effet, I’IL-15, souvent présente en grande
quatité¢ dans le liquide synovial de patients arthritiques (Mclnnes et Liew, 1998 ;

Thurkow et al, 1997), stimule la phagocytose des neutrophiles. Par contre, leur
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présence accrue peut entrainer d’autres effets secondaires non désirables, comme une
inflammation qui perdure et une possibilité d’endommager les tissus s’il y a mort par
nécrose. L’inhibition de la synthése protéique de novo par I'utilisation de la VAA-I
qui n’affecte pas négativement leur capacité & phagocyter comporte un net avantage a

utiliser ’1L-15 et la VAA-I en combinaison.

Egalement, I’utilisation de I’IL-15 dans le cas de cancer, comparativement au
traitement avec 1’JL-2, comporte ’avantage d’augmenter la phagocytose. Il a méme
été démontré que cette cytokine, utilisée en combinaison avec I'IL-12, pouvait
augmenter les effets anti-tumoraux de cette derniére dans un modéle de souris
(mélanone B16F10) (Lasek et al, 1999). De plus, des chercheurs ont démontré que
I’IL-15 serait une meilleure candidate compte tenu du fait qu’elle stimule la réponse
anti-tumorale suivant une transplantation de moelle osseuse avec une plus faible
toxicité que I’IL-2 (Munger et al, 1995). Donc, I’utilisation en combinaison de I’IL-15
et de la VAA-I s’avére efficace dans le cadre d’une résolution saine et efficace de

I’inflammation.

Le premier article présenté (Lavastre e al, 2004) dans cette étude nous démontre
clairement que la VAA-I adopte des propriétés anti-inflammatoires in vitro (figures 1
et 2), ex vivo (figure 3 et 4) et in vivo (figure 6). Ainsi, la VAA-I a la capacité de
diminuer le recrutement cellulaire suite & une inflammation et de provoquer I’apoptose
de certains neutrophiles murins activés (LPS) lorsqu’elle était administrée a une forte
concentration. L’apoptose des neutrophiles humains activés a également été observée
en présence de la VAA-I. Cette observation est comparable & son induction chez les
cellules non stimulées. Jusqu’a présent, aucune étude n’avait révélé de telles

conclusions chez les neutrophiles humains.

Lors d’une inflammation, les cellules sont activées par plusieurs agents tels que les
cytokines pro-inflammatoires et les microorganismes. Cette production retarde
I’apoptose des cellules et ainsi fait perdurer I’inflammation. Suite & la récolte de
surnageants de neutrophiles stimulés avec la VAA-I (1 et 10 ng/mL), nous avons
analysé les liquides intracellulaires et extracellulaires (in vitro) et avons remarqué
gqu’elle n’engendrait pas la production de cytokines pro-inflammatoires

(préférentiellement I’IL-1, I’IL-8 et le TNF-o) (tableau 1 de Lavastre et al, 2004).
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Ceci, curieusement et contrairement a ce qui a été initialement rapporté chez d’autres
types cellulaires tels les kératinocytes et les cellules mononucléées (Gorter ef al,
2003 ; Ribereau-Gayon et al, 1996). Bien que cette étude est préliminaire, nos
résultats suggérent toutefois une avenue prometteuse. Sachant que I’élimination des
neutrophiles présents dans un site inflammatoire peut conduire éventuellement vers
une résolution de I’inflammation, une stratégie thérapeutique pourrait se traduire par
’administration locale d’un inducteur d’apoptose efficace qui n’induit pas la
production de cytokines pro-inflammatoires. Suite aux résultats obtenus dans cette
thése, on devine trés bien que la VAA-I se révele un excellent candidat. Le
développement d’une immunotoxine avec la VAA-I ciblant spécifiquement les
neutrophiles dans un contexte inflammatoire pourrait attirer un vif intérét médical ou
biologique. L’ immunotoxine pourrait étre créée par la fusion entre la chaine-A
(cytotoxique) de la lectine et un anticorps spécifique aux neutrophiles. Cela

augmenterait ainsi I’efficacité de I’immunotoxine envers ces granulocytes.

Les immunotoxines sont des molécules hybrides créées biochimiquement a partir
d’une toxine (entiére ou dépourvue de son domaine de liaison naturelle) et d’un
anticorps monoclonal ou d’un facteur de croissance qui lie spécifiquement une cellule
cible. La plupart des immunotoxines exercent leurs fonctions en inhibant
enzymatiquement la synthése protéique. L’efficacité surprenante des immunotoxines
repose sur ’internalisation de la molécule et la translocation de la toxine dans le
cytosol (Kreitman, 2006). D’ailleurs, des études ont déja démontré I’efficacité de tels
composés. Ces demiers, considérés comme une radioimmunothérapie, induisent des
réponses chez des patients qui sont habituellement résistants aux traitements
d’anticorps monoclonaux. Une immunotoxine fut créée a partir de la fusion d’une
partie tronquée de I’éotoxine de Pseudomonas (PE) et d’un fragment reconnaissant
’antigéne de Lewis qui est exprimé chez plusieurs cellules épithéliales associées a des
cancers du colon et du sein. La PE est une toxine qui catalyse I’ADP-ribosylation et
qui inactive le facteur d’élongation-2. Tout comme la VAA-I, elle arréte toute
synthése protéique. L’immunotoxine induit ’apoptose des cellules cancéreuses via un
mécanisme impliquant les caspases (principalement la famille des caspases
effectrices) et produit également le clivage de plusieurs protéines, dont la PARP

(Keppler-Hafkemeyer, Brinkmann et Pastan, 1998).
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Des recherches cliniques antérieures ont d’ailleurs présenté des résultats trés
prometteurs concernant |’activité antitumorale de cette immunotoxine chez des
patients atteints de ces deux types de cancer (Pai ef al, 1996). Les chercheurs ont testé
I’immunotoxine sur 38 patients atteints de tumeurs solides (et exprimant I’antigéne de
Lewis) et dont les thérapies conventionnelles n’avaient pas révélé les effets
escomptés. De ces patientes atteintes du cancer du sein, cinq ont obtenu des effets
bénéfiques face a leur cancer, 18 autres ont observé une certaine stabilité et
malheureusement 15 autres ont vu leur cancer progresser. Une rémission compléte du
cancer fut observée chez une des patientes. Les patients atteints du cancer du colon

ont observé une réduction de la tumeur a plus de 75%.

Une autre toxine, appartenant a la méme classe de RIP que la VAA-I, la ricine, a
également fait I’objet d’une immunotoxine (Farah et al, 1998 ; Engert, Sausville et
Vitetta, 1997 ; Frankel, Kreitman et Sausville, 2000 ; Tonevitsky ef al, 1996). Les
auteurs ont développé une immunotoxine suite & des tentatives infructueuses de
traitement contre I’arthrite rhumatoide avec I’anti-TNF-a. Méme si cette cytokine pro-
inflammatoire produite par les macrophages est une cytokine clée au cceur de
I’arthrite, ils se sont rendus compte que le blocage d’une seule fonction du
macrophage chez ces patients n’était pas suffisant pour contrdler la maladie. Ils se
sont donc tournés vers ’utilisation d’une immunotoxine. Ils ont réussit & cibler les
macrophages grace a I’anti-CD64. Le nombre de CD-64 présents a la surface des
macrophages est grandement augmenté dans un contexte inflammatoire. Un anticorps
ciblant le CD64 élimine spécifiquement les macrophages activés. Les auteurs ont lié
chimiquement un anti-CD64 a la chaine A de la ricine (la chaine cytotoxique) suite a
une séparation et une purification de la lectine compléte. IIs ont effectué les analyses
dans le liquide synovial de patients arthritiques et ils ont remarqué in vitro une
diminution du nombre total de cellules CD64 positives. Par la suite, afin de vérifier
Pefficacité de leur immunotoxine in vivo, ils ont utilis€ un modéle de rats
transgéniques pour le CD64 humain qui mimait la pathologie. Ils ont aussi remarqué

une baisse notable de macrophages (Van Vuuren et al, 2006).

Malheureusement, les études prometteuses de I’immunotoxine ont été tot fait d’étre
assombries par I’apparition de plusieurs effets secondaires : une toxicité €élevée, un

syndrome de faiblesse vasculaire (défini comme une hypoalbuminémie), un gain de
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poids et dans les cas les plus sévéres un cedéme pulmonaire ainsi qu’une hypotension
(Amlot et al, 1993 ; Stone et al, 1996). Fort heureusement, des chercheurs qui se sont
penchés sur ce probléme ont conclu que la mutation de trois acides aminés présents a
I’intérieur d’une certaine portion commune au RIP pouvait grandement diminuer ces
effets non désirables, notamment la faiblesse vasculaire (Smallshaw et al, 2003). La
VAA-I, étant moins toxique que la ricine, semble encore présenter un excellent

potentiel.

La dualité fonctionnelle (immunostimulatrice et immunocytotoxique) de la VAA-I
demeure un net avantage par rapport aux inhibiteurs classiques de synthése protéique
(actinomycine D, antibiotiques (cycloheximide), toxines). Tel que mentionné plus
haut, contrairement & ces inhibiteurs, la VAA-I peut influencer la phagocytose ainsi
que la production en cytokines de diverses cellules, fonctions étonnantes pour un
inhibiteur de synthése protéique. Les inhibiteurs classiques bloquent principalement
des étapes spécifiques comprises dans la conversion de I’ADN en protéines :
interruption de la chaine d’élongation peptidique, blocage du site A dans le ribosome,
erreurs de lecture dans le code génétique et prévention de I’attachement des chaines
d’oligosaccharides aux glycoprotéines. Ainsi, ils sont principalement efficaces pour
délimiter le role du contrdle transcriptionnel/translationnel dans la régulation de
I’expression de génes cibles & I’intérieur de certaines maladies, pour étudier la
synchronisation du cycle cellulaire ou pour éliminer spécifiquement les infections

/
bactériennes (streptomycine, tétracycline, etc.) (Hash, 1972).

PROFIL INTRACELLULAIRE D’INDUCTION D’APOPTOSE PAR LA VAA-I CHEZ LES
LIGNEES PROMYELOCYTAIRES ET LES GRANULOCYTES

La résolution de Pinflammation s’effectue principalement par 1’élimination du
stimulus inflammatoire, la diminution des médiateurs pro-inflammatoires et la
réduction en nombre des leucocytes impliqués dans la réponse inflammatoire. Cette

élimination de cellules se fait via I’induction de I’apoptose (Serhan et Savill, 2005).

La VAA-I induit I’apoptose chez bon nombre de cellules différenciées ainsi que chez
des lignées cellulaires. Les trois derniers articles présentés dans cette thése (Lavastre

et al, 2005b; Lavastre et al, 2007 et Lavastre et al, 2005a) reposent sur des
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expériences qui évaluent le potentiel apoptotique de la VAA-I chez les lignées
promyélocytaires leucémiques (PLB-985 et X-CGD), la lignée cellulaire 3D10
(phénotype éosinophilique), les éosinophiles et les neutrophiles. Dans tous les cas,
cette induction d’apoptose repose sur un mécanisme hautement régulé qui implique
les caspases et qui est indépendant de la production en radicaux libres. La dépendance
des caspases est facilement observable par I’inhibition marquée de 1’état apoptotique
des cellules par I’inhibiteur général des caspases, la zZVAD. Le démantélement du
cytosquelette se déroule généralement de fagon trés similaire entre les cellules
étudiées. Ainsi, plusieurs protéines sont clivées comme la gelsoline, la lamine By, la
NMHC-IIA, la vimentine et la paxilline tandis que la vinculine et la tubuline ne le sont
jamais. L’utilisation des deux lignées cellulaires (PLB-985 et X-CGD) suggeére que la
production de radicaux libres n’est pas essentielle a leur dégradation puisqu’elles
étaient dégradées de fagon similaire dans ces deux types de cellules. De plus, le fait
que la VAA-I puisse induire I’apoptose chez des cellules différenciées et matures
(PLB-D (Lavastre et al, 2007), €osinophiles (Lavastre e al, 2005a) et neutrophiles
(Savoie et al, 2000)) nous démontre que I’induction d’apoptose ne peut étre reliée & un
arrét du cycle cellulaire, suggérant que des mécanismes différents peuvent étre

impliqués dans les lignées cellulaires et les cellules circulantes.

Bien que la lamine By soit dégradée chez certaines lignées leucémiques apoptotiques,
ces trois articles sont les premiers & révéler une telle dégradation chez les PLB, les
3D10, les €osinophiles et les neutrophiles suite & I’action de la VAA-I. De plus, cette
dégradation a lieu trés t6t dans le processus apoptotique comparativement aux autres
protéines dégradées. Cette dégradation coincide astucieusement avec la fragmentation
de I’ADN. La fragmentation de I’enveloppe nucléaire facilite I’action des
endonucléases et permet également le détachement de la chromatine 4 des endroits
spécifiques (Atencia, Asumendi et Garcia-Sanz, 2000). La lamine B; s’avére un

marqueur précoce d’apoptose chez ces cellules.

La tubuline ainsi que la vinculine sont résistantes a cette dégradation. Ces deux
derniéres protéines échappent donc a I’action de toutes protéases qui peuvent étre
activées lors de I’apoptose. En fait, il est possible que lorsque la cellule est en
apoptose, le site de clivage soit inaccessible ou encore masqué par un mécanisme qui

nous soit encore inconnu.
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La fragmentation de la NMHC-IIA quant a elle, a été observée chez des cellules
endothéliales apoptotiques bovines dont I’apoptose avait été induite par le TNF-a
ainsi que la cycloheximide (Suarez-Huerta ef al, 2000). Dans notre étude, le clivage de
la NMHC-HA par la VAA-I fut observé pour la premiére fois et apparemment sous le
contrle des caspases. De plus, nous supposons que d’autres protéases seraient
impliquées dans sa dégradation puisque I’ajout de I’inhibiteur de caspases zZVAD ne

permettait pas de maintenir cette protéine a son niveau basal.

Des maladies autosomales dominantes (maladie de May-Hegglin, syndrome de
Sebastian et syndrome d’Epstein) associées 4 des mutations du géne MYI19 encodant
pour la NMHC-IIA désorganisent les microtubules. Les patients atteints de ces
maladies présentent une macrothrombopénie ainsi que des inclusions bleutées
ressemblant aux corps plaquettaires dans les neutrophiles, les €osinophiles, les
lymphocytes et les monocytes (Kunishima et al, 2003). Des analyses
d’immunofluorescence sur la NMHC-IIA des neutrophiles ont d’ailleurs démontré
’utilité de cette protéine dans des études de criblage pour identifier les désordres
associés au géne MYH9. Sachant que cette protéine est dégradée dans les neutrophiles
apoptotiques, il serait intéressant d’investiguer sur le role potentiel de cette protéine

chez les neutrophiles de ces patients.

Les caspases sont des médiateurs cruciaux dans I’apoptose qui clivent différents
substrats. Dans ces trois études, il est clairement établi que I’induction d’apoptose par
la VAA-I est tout & fait dépendante des caspases. Cependant, des chercheurs ont
démontré que d’autres protéases (autre que les caspases) peuvent étre impliquées dans
ce processus (Borner et Monney, 1999 ; McCarthy et al, 1997). Cela pourrait
expliquer les réponses différentes face aux divers inhibiteurs étudiés. Ainsi, puisque le
neutrophile ne posséde pas la caspase-2, la dégradation des protéines étudiées est donc
indépendante de cette caspase. Par contre, I’utilisation de I’inhibiteur de caspase-2

chez les autres types cellulaires pourrait possiblement confirmer cette affirmation.

Des études ont démontré que le substrat principal de la caspase-6 était la lamine
(Okinaga et al, 2007 ; Lee et al, 2006 ; Broers et al, 2002). L’ajout de I’inhibiteur
spécifique de la caspase-6 (z-VEID) chez les PLB-985 nous confirme cette
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affirmation (Lavastre et al, 2005b). En effet, cet inhibiteur et I’inhibiteur général de
caspases, z-VAD, permettent de protéger cette dégradation. Fait intéressant,
inhibiteur de cystéines protéases (notamment la cathepsine B), zFA, n’inhibe que
trés partiellement cette dégradation. Une enquéte plus approfondie sur cet inhibiteur
pourrait possiblement nous renseigner sur le réle des cystéines protéases a I’intérieur
des cellules étudiées. D’un autre coté, I’inhibiteur de caspase-8 ne freinait ni la
dégradation de la lamine B1, ni celle de la vimentine. Cela suggére ici I’indépendance

de la fragmentation de ces protéines et |’activation de cette caspase.

Sachant que la VAA-I induit I’apoptose chez les neutrophiles ainsi que sur les lignées
leucémiques apparentées, nous avons enquété sur la possibilité qu’elle I’induise
similairement chez les éosinophiles ainsi que chez les 3D10 (Lavastre et al, 2005a).
En effet, la totalité des cellules étaient apoptotiques suite au traitement avec la VAA-I
et ce via I’observation de I’échelle d’ADN, le marquage des cellules apoptotiques par
le colorant d’ADN Hoescht ou encore par I’annexine-V. Les effets pro-apoptotiques
de la VAA-I sur le démantélement du cytosquelette ne sont pas uniquement restreints
aux neutrophiles puisque le méme profil est apparent chez les éosinophiles et les

3D10.

Fait intéressant, la zZVAD n’a pu renverser I’apoptose des éosinophiles induite par la
VAA-I (Figure 7, Lavastre e¢ al, 2005a). En effet, suite au marquage avec I’annexine-
V, pratiquement toutes les cellules étaient virtuellement en apoptose et ce malgré
I’incubation des cellules avec I’inhibiteur précédemment & la VAA-I. De plus, le
démantélement de la gelsoline et de la lamine B, n’était pas protégé. Ces observations
nous indiquent que I’apoptose par la VAA-I chez les €osinophiles serait sous
’influence d’autres protéases. Par contre ces observations ne purent étre observées
chez les 3D10. De ce fait, les éosinophfles et les 3D10 différent dans le profil

enzymatique actif, du moins lors de leur apoptose par la VAA-I.
En conclusion, cette thése démontre hors de tout doute que la VAA-I est un puissant

inducteur d’apoptose chez les granulocytes au repos et activés. De plus, a I’exception

des éosinophiles, cette induction est principalement sous le contrdle des caspases.
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Des concentrations élevées de VAA-I peuvent suggérer de nouvelles perspectives afin
de moduler la balance entre I’activation cellulaire et la mort cellulaire thérapeutique.
L’inhibition des réponses pro-inflammatoires par la VAA-I peut procurer de bonnes
perspectives cliniques dans le futur. D’autres expériences seraient essentielles afin de
documenter les effets bénéfiques de la lectine pendant le traitement des maladies ol la
mort cellulaire programmée est défectueuse. Ainsi, des expériences sur la capacité de
la VAA-I a inhiber la synthése de cytokines pro-inflammatoires chez les cellules des
patients cancéreux ou arthritiques et d’autres sur I’utilisation d’une immunotoxine
créée a partir de la VAA-I seraient nécessaire afin de mesurer notamment le pouvoir

de déplétion face aux neutrophiles.
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CONTRIBUTION A L’AVANCEMENT DES CONNAISSANCES

Cette étude démontre pour la premiére fois que la VAA-I (1000 ng/mL) induit
I’apoptose des neutrophiles humains activés et des neutrophiles murins issus d’un
foyer inflammatoire (modéle de la poche d’air). Qui plus est, la concentration
induisant ’apoptose chez ces cellules n’entraine pas d’effets pro-inflammatoires in
vivo et contribue a la résolution de I’inflammation aigué induite par le LPS. Ces
résultats prometteurs suggérent que des études plus sérieuses et encadrées doivent étre
réalisées sur la VAA-I dans un tel contexte afin de contrer certaines lacunes observées

dans les études cliniques réalisées a ce jour.

De plus, cette induction d’apoptose n’est pas seulement exclusive aux neutrophiles
mais est clairement démontrée chez plusieurs types cellulaires. Cette thése nous
présente le puissant pouvoir apoptotique de la VAA-I chez les lignées leucémiques
PLB-985, les X-CGD, les 3D10 ainsi que chez les éosinophiles. Pendant I’apoptose,
un démantélement des protéines du cytosquelette est observé. Plusieurs protéines,
mais pas toutes, sont dégradées par les caspases. Ainsi, la lamine B; et la NMHC-11A
sont deux protéines nouvellement identifiées comme substrats des caspases activées
par la VAA-L De plus, les PLB-985 différenciées s’avérent étre un bon modéle pour
étudier le comportement du neutrophile face & I’apoptose, plus spécifiquement
concernant le profil des protéines influencées par ce mécanisme. Contrairement aux
3D10 qui possédent certaines différences avec leurs cellules associées, soit les
€osinophiles. En effet, les éosinophiles démontrent un comportement différent face
aux inhibiteurs de caspases par rapport a la lignée cellulaire. Tout porte a croire que
d’autres protéases, autres que celles inhibées par la zZVAD, seraient impliquées dans
I’apoptose induite par la VAA-I chez les éosinophiles. Ces résultats démontrent et
confirment le profil apoptotique généralisé de la VAA-I envers une multitude de

cellules.
En résumé, les résultats obtenus in vivo et in vitro qui sont présentés dans cette thése

nous permettent d’établir des débouchés afin de développer des thérapies avec la

VAA-I ou encore d’améliorer des stratégies thérapeutiques déja existantes.
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