Université du Québec
INRS-Institut Armand-Frappier/Santé humaine

MECANISMES D’INDUCTION DE L’APOPTOSE DES
NEUTROPHILES HUMAINS PAR LA VISCUM ALBUM
AGGLUTININE-I : CONTRIBUTION DES CASPASES ET
ACTION SUR LE CYTOSQUELETTE

Par
Valérie Lavastre

Mémoire présenté
pour I’obtention
du grade de Maitre és sciences (M.Sc.)
en Sciences expérimentales de la santé

Jury d’évaluation

Président du jury M. Alain Fournier, PhD
et examinateur interne INRS-Institut Armand-Frappier/ Santé humaine

Examinateur externe M. Philippe Tessier, PhD
Centre de rhumatologie et infectiologie du CHUL

Directeur de recherche =~ M. Denis Girard, PhD
INRS-Institut Armand-Frappier/ Santé humaine

© droits réservés de Valérie Lavastre, 2001



pas _F
Ty Wy, SAesg

. -'ﬂ"ll &' “Fa %) - ‘1,4
¥ by b AT Rl Ay - YL

: =
s r i

T 1'|.".. [

foanms & 0 §



Sommaire

La VAA-I est un puissant immunomodulateur. A forte dose, elle induit I’apoptose des
neutrophiles et offre ainsi le potentiel de résoudre I’inflammation. Par contre le
mécanisme d’induction de 1’apoptose par cette molécule chez les neutrophiles humains
n’a pas encore été élucidé. Cette étude nous démontre que la VAA-I déstabilise le
potentiel membranaire mitochondriale mais que cette activité ne résout pas son
mécanisme d’action. L’utilisation d’un stabilisateur de la membrane mitochondriale n’a
pu empécher la VAA-I d’induire 1’apoptose. Par ailleurs, nous démontrons que
I’induction de I’apoptose ne dépend pas de la production de radicaux libres. Cette
observation a été confirmée par I’utilisation de la catalase, enzyme dégradant les radicaux
libres comme le peroxyde d’hydrogeéne, et aussi par I'utilisation d’une lignée cellulaire
promyélocytaire déficiente en une composante de la NADPH-oxydase 1’empéchant ainsi
de générer des radicaux libres. En effet, la VAA-I peut induire 1’apoptose dans ces deux
situations. Nous avons découvert que I’action de la VAA-I était complétement bloquée
par I’ajout d’un inhibiteur du transport vésiculaire. Finalement, nous avons étudié
I’expression de certaines protéines en réponse a 1’action de la VAA-IL. La lectine diminue
I’expression d’une protéine anti-apoptotique, Mcl-1, et induit la dégradation de certaines
protéines du cytosquelette, soit la gelsoline, la paxilline ainsi que la vimentine mais pas la
vinculine ni ’a— et la B-tubuline. La fragmentation de ces protéines est sous I’influence

des caspases puisqu’apres 1’ajout de I’inhibiteur de caspases-1, -3, -4 et —7, ces protéines
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ne sont plus dégradées.
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Introduction

Les neutrophiles sont des cellules grandement impliquées dans la défense de ’organisme.
Elles sont les premiéres cellules qui arrivent au foyer inflammatoire. Elles sont reconnues
pour phagocyter les micro-organismes envahisseurs et attirer d’autres types cellulaires.
Or, sans le recours a ’apoptose, mort cellulaire programmeée, un organisme ne serait pas
en mesure de se débarrasser du nombre élevé de cellules présentes au site inflammatoire.
C’est pourquoi des stratégies thérapeutiques ont été développées afin de pouvoir accélérer

ce phénoméne et ainsi limiter la durée de ce désordre immunologique.

La Viscum album agglutinine de type-I (VAA-I) est une lectine extraite a partir de la
feuille de gui. En Europe, depuis plus de soixante ans, elle est utilisée comme adjuvant
afin de lutter contre le cancer. Cette molécule fait partie d’une grande famille de protéines
végétales qui inactivent le ribosome. La VAA-I posséde plusieurs propriétés modulatrices
envers les différentes cellules du systéme immunitaire. Utilisée & faible concentration, la
VAA-I stimule des mécanismes bénéfiques dans la lutte contre les tumeurs. La VAA-I
affecte les cellules mononucléées mais elle posséde une meilleure affinité pour les
granulocytes, incluant les neutrophiles. A plus forte concentration, la VAA-I est en
mesure d’induire 1’apoptose chez de nombreux types cellulaires comme les cellules

mononucléées, les lymphocytes, les cellules NK et les granulocytes.

L’intérét et ’originalité de cette présente étude résident dans le fait que les mécanismes
d’action de la VAA-I chez les neutrophiles humains ne sont pas encore connus. Nous
nous sommes donc penchés premiérement sur le mode d’entrée de la lectine chez le
neutrophile. Une fois & I’intérieur de la cellule, nous nous sommes demandés par quel
mécanisme interne la VAA-I induit 1’apoptose. Sachant que la VAA-I stimule la
NADPH-oxydase pour produire des radicaux libres et qu’elle déstabilise la membrane
mitochondriale, nous avons examiné si 1’induction de 1’apoptose est dépendante de ces

deux phénomeénes, étant donné le nombre faible en mitochondries dans le neutrophile.



Lors de I’apoptose, le neutrophile adopte une configuration particuliére qui oblige le
cytosquelette & se restructurer. Nous avons donc étudié I’effet de la VAA-I sur les
protéines du cytosquelette qui est constitué de trois types de filaments: les

microfilaments, les microtubules ainsi que les filaments intermédiaires.

La revue de la littérature apparaissant dans ce mémoire exposera en premier lieu, la place
que possede le neutrophile a I’intérieur du systéme immunitaire, ses constituants ainsi que
son réle et celui des médiateurs dans ’inflammation. Nous discuterons par la suite de
’apoptose : ses caractéristiques, ses principaux acteurs, les caspases, ainsi que son
importance dans !’inflammation. Aprés avoir fait un survol de la littérature sur la
description et les fonctions des protéines du cytosquelette, nous nous attarderons un peu
plus sur celles qui sont affectées lors de 1’apoptose, et plus particuliérement chez le
neutrophile. Par la suite, nous discuterons de la lectine utilisée dans cette étude, la VAA-L
Nous discuterons de son effet chez les cellules immunitaires en général et finalement chez

les neutrophiles humains.
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SECTION 1 Synthese






1. LE NEUTROPHILE

1.1 Le systéme immunitaire

Le corps humain est exposé tous les jours a des agents étrangers, tels les bactéries, les
virus, les parasites et les champignons. Quelques-uns peuvent étre inoffensifs et
contribuer a la microflore indigéne normale de notre corps, comme par exemple certaines
bactéries ou levures, tandis que d’autres agents étrangers détiennent malheureusement le
potentiel de causer des désordres et des maladies. Afin de faire face a ces derniers
envahisseurs, le corps humain posséde un systéme spécialisé dans la défense contre les

infections et les agents toxiques, le systéme immunitaire (Prescott, Harley et Klein, 1995).

=

iymphocytes Bet T

Figure 1 Les leucocytes sanguins (inspirée de Prescott, Harley et Klein, 1995)

Le systéme immunitaire se composent de deux types d’immunité qui regroupent en tout 7
types de leucocytes. L’ immunité spécifique fait appel aux cellules mononucléées soit les
lymphocytes B et T ainsi que les cellules NK tandis que I’immunité non-spécifique fait
appel principalement aux granulocytes soit les neutrophiles ou polymorphonucléaires
(PMN), les éosinophiles, les basophiles et les monocytes (ou macrophages dans les tissus)

comme représentés dans la figure 1 (Prescott, Harley et Klein, 1995).



I.1.1 L’immunité spécifique

Les lymphocytes B et T sont produits dans les organes lymphoides primaires,
respectivement la moelle osseuse et le thymus. Les lymphocytes migrent vers les organes
lymphoides secondaires (amygdales, rate, ganglions lymphatiques et tissus lymphoides)
et sont libérés en cas de besoin, tandis qu’environ 20% circulent i ’intérieur des

vaisseaux sanguins avec les granulocytes.

Les lymphocytes B sont caractérisés par la présence d’immunoglobulines (Ig), également
appelées anticorps, qui sont présentes a leur surface. Il existe cing classes d’Ig : IgA, IgD,
IgE, IgG, et IgM. Chacune posséde des caractéristiques qui lui sont propres. Tout au long
de leur différenciation et pendant la réponse immunitaire, les lymphocytes B acquiérent
de nouvelles Ig tandis que d’autres sont éliminées. Ces anticorps reconnaissent
spécifiquement un antigéne et jouent le role de récepteurs solubles ou membranaires. Les
lymphocytes B sont responsables de 1’immunité humorale (Abbas, Lichtman et Pober,
1997).

Les lymphocytes T possédent également des récepteurs (RcT) qui reconnaissent de fagon
spécifique une grande variété d’antigénes. Il existe 3 types de lymphocytes T: les
lymphocytes T auxilliaires ou «helper» (Th), les lymphocytes T cytotoxiques (Tc) et les
lymphocytes T suppresseurs (Ts). Selon les molécules de surface associées au RcT, les
lymphocytes reconnaissent un antigéne présenté en association avec une protéine d’un
complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) particulier selon la provenance de
I’antigéne. Les Th possédent en plus du RcT, la molécule CD4 et reconnaissent les
antigenes, phagocytés par la cellule et présentés par le CMH de classe II, tandis que les
Tc possédent en plus du RcT, la molécule CD8 et reconnaissent les antigénes,
initialement synthétisés a I’intérieur de la cellule et présentés par le CMH de classe I. Les
CMH sont présents 4 la surface de plusieurs cellules. Celles-ci sont nommées les cellules

présentatrices d’antigénes (CPA). Les CPA qui expriment les CMH de classe II



appartiennent aux deux types d’immunité soit spécifique et non-spécifique, tandis que
toutes les cellules nucléées peuvent exprimer le CMH de classe I. Les lymphocytes T sont
responsables de 1’immunité cellulaire puisqu’ils font intervenir plusieurs types cellulaires
(Abbas, Lichtman et Pober, 1997).

Apres avoir reconnu spécifiquement 1’antigéne, les lymphocytes, en collaboration avec un
bon nombre de cellules, dont les cellules de I’immunité non-spécifique, de médiateurs
chimiques solubles (cytokines, interférons, etc.) et autres acteurs de la réponse
immunitaire, permettront & ’organisme de se débarrasser de I’agent indésirable (Roitt,
Brostoff et Male, 1994).

1352 L’immunité non-spécifique

L’immunité non-spécifique ou générale consiste en quatre barriéres: les barriéres
génerales (nutrition, fiévre, age et facteurs génétiques), les barriéres physiques (peau,
sébum, muqueuses, conjonctives, etc.), les barriéres chimiques (sucs gastriques,
hormones, interférons, facteur nécrosant des tumeurs, bactéricides (microflore indigéne))

et les barriéres biologiques, pour lesquelles nous nous attarderons plus en détail.

Les barrieres biologiques sont constituées de toutes les cellules qui reconnaissent
I’antigéne (ou corps étranger) de fagon non spécifique. Contrairement aux lymphocytes,
ces antigénes ne seront pas présentés par une molécule de surface. On y retrouve une
multitude de cellules comme les granulocytes dont les basophiles, les éosinophiles, les
neutrophiles et les monocytes différenciés dans les tissus en macrophages. Les
granulocytes ont été nommés selon la réaction de leurs granules avec la coloration
Romanowsky. Ainsi, les granules des basophiles sont violets & cause de leur forte affinité
pour les complexes azures, ceux des éosinophiles sont plutot orangés di a leur affinité
pour I’éosine, tandis que ceux des neutrophiles sont petits et roses et détiennent une faible

affinité pour les complexes azures (Ogilvie, Askenase et Rose, 1980).



Les granulocytes sont produits & partir de la moelle osseuse. Ils représentent la majorité
des leucocytes circulants dans le sang, soit entre 60 et 70% dont 90% sont des

neutrophiles.
1.1.2.1  Physiologie du neutrophile

La moelle osseuse d’un adulte en santé peut produire jusqu’a 10" neutrophiles/jour
(Cotter et al, 1990). Lorsque les neutrophiles ont atteint leur maturité, ils ne se divisent
plus. Comparés aux macrophages/monocytes, les neutrophiles possédent une demi-vie
trés courte, c’est-a-dire aux alentours de 12 heures. Cette courte durée de vie vient du fait
que les neutrophiles sont programmés pour se diriger spontanément en apoptose des leur
sortie de la moelle osseuse (voir chapitre sur ’apoptose) (Haslett, Savill et Meagher,
1989). En effet, lorsque des neutrophiles fraichement isolés a partir du sang humain sont
incubés in vitro pendant 24 heures en présence de sérum autologue, on note que pres de
50% des neutrophiles sont apoptotiques. Les neutrophiles ont un diamétre de 10 & 20 uM
et possédent un noyau polylobé. Un neutrophile peut détenir entre deux et cinq lobes qui
sont reliés entre eux par des brins de chromatine difficilement détectables au microscope.
C’est d’ailleurs pourquoi ces cellules sont aisément identifiées a 1’aide de leurs
« multiples noyaux ». Il peut arriver que I’on retrouve dans un frottis sanguin, un petit
nombre de neutrophiles ayant comme caractéristique un noyau plut6t en forme de « C »,
i.e. qu'aucun segment n’est apparent entre les noyaux. On les appelle des « band-

neutrophiles » et ils s’agit de neutrophiles immatures (Edwards, 1994) (voir la figure

suivante).
MATURATION
myéloblaste promyélocyte myélocyte métamyélocyte «band-neutrophile»  neutrophile
(granules primaires) (granules secondaires) mature

Figure 2 Etapes de maturation du neutrophile (inspirée de Abramson et Wheeler, 1993)



Le cytoplasme des neutrophiles contient trois types de granules : les granules primaires,
secondaires et tertiaires. Les granules primaires ou azurophiles (lysosomes) apparaissent
les premiers lors de la différenciation du neutrophile. Ils contiennent des hydrolases
acides, de la myéloperoxydase (MPO), des lysosymes, des défensines et de la
muramidase. Les granules secondaires ou spécifiques, plus petits et moins denses que les
granules primaires, sont remplis de lactoferrine, de collagénase et de lysosyme (Roitt,
Brostoff et Male, 1994 et Prescott, Harley et Klein, 1995). Les granules tertiaires
possédent en partie le méme contenu que les granules spécifiques mais sont moins denses
que ces derniers (Abramson et Wheeler, 1993). Les granules ont pour fonction principale
de détruire les micro-organismes phagocytés. Ils sont aussi particuliérement susceptibles
de relacher leur contenu et participent activement 2 la phase initiatrice de 1’inflammation.
Certains granules, en I’occurrence les granules spécifiques, peuvent aussi étre le réservoir
de différentes composantes de la membrane plasmique comme c’est le cas du cytochrome
bsss (composante de la NADPH-oxydase) ou encore de certains récepteurs du
complément. Les granules du neutrophile sont trés importants dans I’inflammation. En
effet, un désordre congénital dans les granules empéche certaines personnes a initier une
réponse inflammatoire (syndrome de Chédiak-Higashi dans le cas de granules
anormalement gros et syndrome de déficience des granules spécifiques dans le cas
d’infection bactérienne de la peau). Une déficience dans la MPO est le désordre génétique
le plus prévalent dans la population (une personne sur deux mille). Certains patients
atteints de ce désordre peuvent souffrir de maladies bactériennes récurrentes puisqu’ils
n’utilisent plus I’activité anti-microbienne dépendante de la MPO (Abramson et Wheeler,
1993).

1.2  L’inflammation

1.2.1 Généralités

L’inflammation est un processus général et non spécifique ayant comme participants
principaux les granulocytes. Plusieurs facteurs peuvent déclencher 1’inflammation :

P’invasion d’un pathogéne (bactérie, virus, parasite), un choc physique (ionisation, basse



ou haute température), une lésion ou toute réponse immunologique (tumeur). Ces
changements provoquent 1’arrivée massive de cellules au foyer inflammatoire. Pour ce
faire, les cellules présentes dans la région infectée sécrétent des agents chimiotactiques et
en libérent d’autres (bradykinine) qui augmentent la perméabilité dans les vaisseaux
sanguins (Trowbridge et Emling, 1997). Le tableau 1 résume les principaux acteurs de

I’inflammation.

| PROCEDES | CELLULES EFFECTRICES ET MOLECULES I

Spécifique Lymphocytes T, anticorps (Ig)
Reconnaissance de - —r—
I’antigéne

Neutrophiles,  éosinophiles, monocytes,
Non-spécifique | macrophages, voie alternative du
complément, cascade de coagulation

Systéeme du complément, produits de 1’acide
arachidonique, PAF, bradykinine, sérotonine,
cascade de coagulation, cytokines (IFN-y,
Amplification TNF-o,, IL-1, IL-6, IL-8, IL-11, chimiokines,
facteurs de croissance) contenu lysosomal du
neutrophile, mastocytes

Neutrophiles, ¢€osinophiles, macrophages,
Destruction de 1’antigéne lymphocytes Tc, complément, perforines,
radicaux libres, intermédiaires de 1’azote

Tableau 1 Composantes de I’inflammation (inspiré de Trowbridge et Emling, 1997)

Les neutrophiles sont les premiéres cellules a arriver au site inflammatoire. La figure 3
résume les grandes étapes concernant le recrutement du neutrophile au foyer
inflammatoire. Premiérement, il y a marginalisation (1) des neutrophiles suivi d’un
roulement (2) & I’aide des sélectines, un arrét puis une adhérence (3) sur les cellules
endothéliales suite aux interactions entre les intégrines (majoritairement B2 sur les
neutrophiles et ICAM sur les cellules endothéliales). Attiré par les agents
chimiotactiques, le neutrophile transmigre entre les cellules endothéliales par diapédése
(4) (Burg et Pillinger, 2001).

Ce changement de configuration (rétrécissement puis retour a la forme initiale) oblige

inévitablement la cellule & restructurer son cytosquelette. Durant 1’attraction, il y a



polymérisation presqu’immeédiate d’actine globulaire (actine-G) (composante principale
des microfilaments, voir chapitre sur le cytosquelette) en filaments. D’ailleurs les
inhibiteurs qui bloquent la polymérisation d’actine, comme la cytochalasine, provoquent

I’inhibition de la migration des neutrophiles (Abramson et Wheeler, 1993)

= =\E

nextrophile Intérienr du vaisseau sanguin

Apents

chimiotactiques
L}
e o?
*

Figure 3 Recrutement des neutrophiles au site inflammatoire (inspirée de Abramson et Wheeler,
1993)

La figure 4 présente les stratégies du neutrophile qui lui permettent de détruire un micro-
organisme. Une fois arrivé au site infecté, le neutrophile reconnait I’agent étranger grace
a ses récepteurs de surface via une fixation non-spécifique. Par la suite, le neutrophile
invagine sa membrane autour de I’agent étranger (1). C’est la phagocytose. Il y a alors
formation d’un phagosome (2) qui pourra ainsi se fusionner aux granules et former un
phagolysosome (3). Le contenu des granules est alors reldché dans le phagolysosome, il y
a activation de la NADPH-oxydase (4) puis dégradation du micro-organisme (5)
(Prescott, Harley et Klein, 1995).



Figure 4 Destruction d’un micro-organisme par le neutrophile (inspirée de Edwards, 1994)

1.2.2 Médiateurs de I’inflammation

L’augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins permet aux leucocytes et au
fluide de pénétrer dans le tissu infecté. La fixation de récepteurs de surface (comme le
FcyR) sur les cellules endothéliales stimule le relichement de plusieurs médiateurs de
I’inflammation tels : 1a bradykinine, événement déclencheur de la cascade des médiateurs,
les leukotriénes (LT), les protaglandines, les enzymes protéolytiques, glycolytiques et
lysosomales, 1’'TL-1, P'INF-y,le TNF-o, I’histamine, I’héparine, les tryptases et les
facteurs chimiotactiques (NCF, ECF-A et LTB4) (Abramson et Wheeler, 1993, Roitt,
Brostoff et Male, 1994, Prescott, Harley et Klein, 1995) Ces facteurs entrainent une
vasodilatation ainsi qu’une perméabilité plus accentuée dans les capillaires ainsi que
I’attraction des cellules comme les neutrophiles, les basophiles, les éosinophiles et les
monocytes (Prescott, Harley et Klein, 1995). D’autres molécules qui sont cette fois-ci
formées & partir d’un médiateur commun, 1’acide arachidonique, sont également relachées
afin d’augmenter encore une fois, la vasodilatation, la bronchoconstriction, la chimiotaxie

ainsi que la sécrétion muqueuse comme: la cyclo-oxygénase dont découlent la
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thromboxane A; et les prostanglandines E; et Fy, puis la lipoxygénase dont découlent les
leucotriénes (LTB4, LTC4 et LTDs,) et les SRC (« Slow reacting substance »). Ces
derniers médiateurs permettent 1’agrégation des plaquettes ainsi que la formation de
I’cedéme (Prescott, Harley et Klein, 1995).

po7|p47 Cﬁphosphorylaﬂon
p40

Figure 5 Assemblage de la NADPH-oxydase (inspirée de Burg et Pillinger, 2001)

Lors de la phagocytose, les cellules entrent en dégranulation. Les lysosomes libérent des
hydrolases (lysosymes, phospholipase A2, ribonucléase, désoxyribonucléase et des
protéases) a l'intérieur du phagolysosome. Ces enzymes provoquent ensemble la
destruction de I’agent étranger capturé. Il existe également des hydrolases qui sont
dépendantes de I’oxygéne. Il y alors formation d’intermédiaires réactionnels de I’oxygéne
(« ROI » ou «reactive oxygen intermediates ») tels que le radical superoxyde O, le
peroxyde d’hydrogéne (H;02), I’oxygéne singulet (‘0;), le radical hydroxyle (OH) et les
ions hypohalogénés (chlorure, iodure et bromure). Ces radicaux libres, produits a partir de
la NADPH-oxydase, constituent 1’explosion oxydative (ou « oxidative burst») qui
demande la consommation de la NADPH et de I’oxygéne (comme présenté dans la figure
5). Par exemple, en présence de H,O,, de MPO et de chlorure, le neutrophile peut

produire des agents anti-microbiens trés puissants. Les neutrophiles peuvent aussi former
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un autre type de molécules, les défensines. Ces HNP (« Human Neutrophil Protein ») sont
emprisonnées dans les granules jusqu’'a leur dégranulation afin de permettre leur

libération dans les vacuoles phagocytaires (Prescott, Harley et Klein, 1995).

1.2.3 La résolution de I’inflammation

Il est connu que 1’apoptose est le mécanisme majeur de I’élimination de neutrophiles dans
les tissus inflammés en plus de limiter le reldchement in vivo du contenu des neutrophiles,
ce qui a pour but de résoudre P'inflammation (Savill et Haslett, 1995). Ainsi les
neutrophiles adoptent une configuration de telle sorte qu’ils sont facilement reconnus par
les macrophages, nettoyeurs par excellence des débris cellulaires (Whyte er al, 1997,
Savill er al, 1988). Ainsi phagocytés, les neutrophiles ne peuvent plus relacher leur
contenu hautement chimiotactique dans le tissu infecté et n’attirent plus de cellules
supplémentaires au site inflammatoire. Il y a alors une réduction considérable du nombre

de cellules totales au site inflammatoire (Haslett, Savill et Meagher, 1989).

1.24 Régulation des fonctions du neutrophile

Les cytokines sont des molécules de faible poids moléculaire (généralement autour de 22
kDa). Elles sont la base de la régulation des fonctions de plusieurs cellules du systéme
immunitaire. La majorité des cytokines qui influencent le neutrophile est classée dans
I’ensemble des facteurs de croissance hématopoiétique et pyrogéne. Certaines cytokines
sont produites par le neutrophile et exercent une action autocrine/paracrine tandis que
d’autres sont produites par différentes cellules et agissent sur le neutrophile (voir tableau
2) (Trowbridge, Emling et 1997).
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GROUPE CYTOKINES ACTION REFERENCES

Pyrogenes IL-1, IL-6, TNF- | Autocrine/paracrine : activation de | Gabriovich, 1999
o. GM-CSF la NADPH-oxidase
IL-8,IL-2 Chimiotaxie, activation Girard er al, 1995
Pro-inflammatoires INF-y, TNF-a., Avec IL-8, amplification de | Gabrilovich,
GM-CSF. G-CSF fonctions cytotoxiques 1999
Anti- IL-4,IL-10,IL-13 | Inhibe IL-1, 1IL-8, TNF-q, | Girard efal, 1996
inflammatoires (inactivation)

Tableau 2 Cytokines et leurs actions sur le neutrophile (inspiré de Trowbridge et Emling, 1997)

1.2.5 Désordres reliés aux neutrophiles

Certaines personnes peuvent avoir une maladie congénitale les empéchant de produire
une grande quantit¢ de neutrophiles. La neutropénie congénitale, dont les manifestations
cliniques sont semblables a celles de patients possédant des neutrophiles inefficaces, se
caractérise par des infections bactériennes récurrentes et ce, 4 méme leur microflore
(Edwards, 1994). Plusieurs maladies découlent des neutropénies congénitales :
neutropénie cyclique, neutropénie sévere congénitale (syndrome de Kostmann),

neutropénie chronique bénigne ou sévere (Abramson et Wheeler, 1993).

L’arthrite thumatoide est 1’un des désordres autoimmunitaires le plus commun affectant
1% de la population mondiale. Cette maladie est généralement caractérisée par une
inflammation localisée dans le tissu synovial résultant en une perte des fonctions au
niveau des articulations (Serhan et Ward, 1999). La présence d’un grand nombre de
neutrophiles dans le liquide synovial chez les patients nous démontre toute I’importance
de ces cellules au cceur de cette maladie (Pillinger et Abramson, 1995). L’activation des
neutrophiles par le complexe immun & cet endroit provoque le relachement de leur
contenu entrainant ainsi une réaction inflammatoire a I’intérieur d’un tissu sain (Kistis et
Weissman, 1991).

Différentes maladies reliées a 1’inflammation chronique ou des ischémies peuvent

également prendre place méme si les neutrophiles sont essentiels dans la défense. Par
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exemple, une ischémie peut étre observée lorsque des substances sont relachées par les
cellules endommagées ou s’il y a une génération de superoxydes par la xanthine oxydase.
Ainsi, une production accrue de radicaux libres par les neutrophiles peut étre observée
chez des patients atteints du syndrome adulte de détresse respiratoire (« adult respiratory
distress syndrom » ou ARDS). Les neutrophiles activés se retrouvent a I’intérieur des
poumons des patients atteints par ce syndrome et ainsi des tissus sains sont anormalement

endommaggés.

La maladie granulomateuse chronique (« chronic granulomatous disease » ou CGD)
forme un groupe de maladies qui affectent 1’activité anti-microbienne dépendante de
I’oxygene (production de radicaux libres) chez les phagocytes et résulte en des infections
bactériennes récurrentes. Le joueur essentiel dans cette activité est la NADPH-oxydase et
une déficience dans ’activité de ce dernier & produire des radicaux libres, soit par
I’absence ou la déficience d’une sous-unité du complexe ou du cytochrome bssg, entraine
inévitablement une incapacité a détruire le micro-organisme. Ce désordre est souvent relié
génétiquement au chromosome-X (X-CGD). Cette maladie génétique récessive, assez
rare, atteint environ une personne par million (Abramson et Wheeler, 1993). II est
possible de recréer cette condition en laboratoire en utilisant une lignée cellulaire, PLB-
985, déficiente en gp91, sous-unité importante de la NADPH-oxydase. Ces cellules ne
possédent plus la capacité de générer des radicaux libres par leur NADPH-oxydase
(Hiraoka et al, 1998).

D’un autre c6té, les patients atteints de la maladie de LAD-I (« leukocyte adhesion
deficiency-I ») posseédent des B2 intégrines non-fonctionnelles ou sont absentes et leurs
neutrophiles sont dans I’incapacité de migrer au foyer inflammatoire. Ainsi, ils ne
peuvent plus adhérer aux cellules endothéliales avant et pendant la diapédeése. Cette
maladie autosomale se caractérise encore une fois par des infections bactériennes

récurrentes ainsi qu’une production anormalement basse de pus (Burg et Pillinger, 2001).
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Le contenu cytoplasmique des neutrophiles peut également causer la formation
d’anticorps cytoplasmiques spécifiques dirigés contre le neutrophile (« anti-neutrophil
cytoplasmic antibodies » ou ANCA), qui entraine le développement de vasculites et de
glomérulonéphrites systémiques. Chez les individus atteints, on note un taux anormal
d’anticorps qui sont dirigés contre des protéines du soi. Ces derni¢res peuvent aussi bien
étre de nature cytoplasmique (granules, protéines du cytosquelette comme 1’actine) que

nucléaire (Hartman ez al, 1994).

Le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) est un désordre récessif relié au chromosome X.
Cette maladie affecte plus particuliérement les lignées hématopoiétiques (plaquettes,
lymphocytes, monocytes et neutrophiles) et se caractérise par des infections bactériennes
récurrentes ainsi que par de I’eczéma. Le géne responsable de cette maladie est
anormalement muté et affecte les fonctions de 1’actine, protéine importante pour
I’intégrité du cytosquelette (Rengan et al, 2000). Le tableau 3 représente une synthése des

désordres discutés.

DESORDRES CARACTERISTIQUE / EFFET
ARDS Infiltration de neutrophiles dans les tissus
pulmonaires
Arthrite rhumatoide Activation des PMN dans le liquide synovial
CGD, X-CGD Déficience dans la NADPH-oxydase
Déficience en MPO Granules déficients en MPO
LAD-I Déficience en intégrines (arrét de la
diapédése)
Neutropénie Quantité de PMN basse
Syndrome de Chédiak-Higashi Granules azurophiles anormalement gros
Syndrome de déficience des granules spécifiques Infection bactérienne de la peau
WAS Déstabilisation de 1’actine

Tableau 3 Association de certaines maladies avec un déréglement de fonctions des neutrophiles
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2. L’APOPTOSE

2.1  Généralités

L’apoptose, mort cellulaire programmeée, est un procédé essentiel aux divers systémes
biologiques, I’exemple le plus connu étant le maintien de 1’homéostasie cellulaire. Un
dér¢glement dans le contréle de 1’apoptose améne chez I’humain différents désordres tels
que les maladies dégénératives (maladie d’Alzheimer et d’Huntington), les dommages
ischémiques, maladies autoimmunes et finalement plusieurs formes de cancer (Cohen,
1997).

Il est important de distinguer la nécrose de 1’apoptose puisque les cellules apoptotiques
peuvent encore exercer quelques fonctions. On peut distinquer une cellule en nécrose
d’une autre apoptotique puisque ces derniéres excluent les colorants qui détectent la

nécrose, comme le bleu de trypan ou I’iodure de propidium (PI).

L’apoptose posséde des caractéristiques morphologiques et biochimiques typiques,
suggérant ainsi un fonctionnement commun a la majorité des cellules. Contrairement aux
autres cellules, les neutrophiles ne produisent pas de corps apoptotiques. On reconnait les
neutrophiles apoptotiques selon plusieurs caractéristiques : condensation et fragmentation
nucléaire de la chromatine, compactage des organelles et réorganisation du cytosquelette
dus a un rétrécissement de la taille de la cellule, dilatation du réticulum endoplasmique,
altération de la membrane (par expression soudaine des phosphatidylsérines) (Homburg et
al, 1995), expression réduite (CD32,CD35) ou perte (CD16, CD15, CD120b) de certaines
molécules de surface (Hart ef a/, 2000). La déplétion en CD16 serait en partie conduite
par une polymérisation de 1’actine (Middelhoven et al, 1999). L’altération de ces
molécules de surface facilite la reconnaissance du neutrophile apoptotique par les

macrophages pour résoudre 1’inflammation.



L’apoptose des neutrophiles est également associée & une réduction de certaines
fonctions cellulaires comme 1’adhésion, la chimiotaxie, la phagocytose, la sécrétion

d’enzymes et la flambée oxydative (Dransfield ef al, 1995).

2.2 Régulation intracellulaire de I’apoptose

L’apoptose est un phénoméne hautement contrdlé (Santos-Beneit, Mollinedo, 2000). De
nombreuses études nous démontrent que 1’union entre Fas et Fas ligand (FasL) enclenche
des signaux pouvant médier 1’apoptose dans plusieurs tissus. Chez les neutrophiles, cette
liaison serait en partie responsable du contrdle du nombre de neutrophiles circulant dans
la circulation sanguine (Santos-Beneit etMollinedo, 2000, Liles et al, 1996). Fas est aussi
appelé APO-1 ou CD95. 11 fait partie d’une superfamille, la famille des récepteurs de
TNF ou récepteurs de mort, qui regroupe plusieurs membres : TNFR1 et 2, 0X40, CD40,
CD27, CD30, DR3/Apo3, DcR1, DcR2, DR4 et DRS5. Une fois liés a leur ligand
(respectivement TNF-o, OX40L, CD40L, CD27L, CD30L, Apo3L et Apo2L/TRAIL
pour les 4 derniers) (Ashkenazi et Dixit, 1998), les récepteurs de mort peuvent enclencher
des signaux conduisant & I’apoptose. La famille des récepteurs posséde des régions
conservées et répétées riches en cystéines. Elles sont présentes dans le domaine
extracellulaire et sont nommées domaine de mort ou « death domain » (DD) (Denis et al,
1998). Suite a la liaison d’un ligand 2 son récepteur, deux voies majeures de signalisation
sont ainsi enclenchées (Evan et Littlewood, 1998) : une voie promouvant la prolifération
cellulaire (MAPK/ERK) et une seconde voie résultant d’un stress (SAPK/JNK) (voir
figure 6). Le point commun entre ces deux voies est I’activation d’un méme proto-
oncogéne : ras. Une fois le processus d’apoptose enclenché (SAPK/INK), deux familles
de génes agissent comme régulateurs: les génes appartenant & la famille de Bcl-2 ainsi

que les caspases (Fadeel et al, 1998).
2.2.1 La famille de Bcl-2

Initialement découvert dans les cellules T cancéreuses, Bcl-2 a été identifié comme un

proto-oncogéne qui contrdle la perméabilité mitochondriale régissant le relachement du



cytochrome C (Ward ef al, 1999). La famille de Bcl-2 comprend des génes qui peuvent
induire 1’apoptose, nommés génes pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bik, Bad, Bcl-xs), et
d’autres qui I’inhibent, nommés génes anti-apoptotiques (Bcl-2, Bel-xy, Bel-w, Bfl-1/A1,
Mcl-1) (Strausser, Huang et Vaux, 1997). 1l a été démontré que le neutrophile acquiert
lors de sa maturation certains de ces génes tandis que d’autres sont perdus. Bax, Bik et
Bcl-2 sont totalement absents chez le neutrophile mature tandis que Bcl-Xp est
partiellement diminué. La vie du neutrophile est prolongée grice a la présence des génes
anti-apoptotiques comme Bcl-X; ou plus particuliérement Mcl-1 (Pryde et al, 2000).
Ainsi un niveau élevé en Mcl-1 protége le neutrophile de 1’apoptose (Moulding et al,
1998).

NN Les caspases

Les caspases, au nombre de 12 jusqu’a présent, exécutent plusieurs mécanismes
apoptotiques (Bantel et al, 1999) (voir tableau 4). Leur nom vient du fait que ces enzymes
sont des protéases cystéines (« C ») et qu’elles possédent la capacité de couper (« ase »)
une protéine aprés un résidu aspartique (« Asp»). Elles détiennent une certaine
homologie entre elles (Cohen, 1997). Les caspases sont synthétisées en pro-enzymes
inactives et sont protéolytiquement coupées aprés des résidus d’acides aspartiques pour
former un hétérodimeére actif constitué d’une grosse et d’une petite sous-unités (environ
20 et 10 kDa). Toutes les caspases possédent un site actif constitué de 5 acides aminés
(pentapeptide) structurés généralement ainsi QACXG (out X peut étre R, Q ou G).
Différentes études ont démontré ’importance de chaque caspase, notamment des études
avec des souris déficientes en caspase, suggérant que certaines caspases sont essentielles
a I’apoptose (comme les caspases-1 et -3) tandis que d’autres le sont moins. Le

neutrophile ne posséde pas la caspase-2 (Santos-Beneit et Mollinedo, 2001).

Des chercheurs ont produit en laboratoire des souris déficientes en caspase-1. Ces souris
sont normales durant la période post-natale mais démontrent une réduction significative
(16%) du nombre de motoneurones faciales six semaines aprés leur naissance. Des études

exhaustives seraient nécessaires afin de pouvoir mesurer I’effet de la déficience en
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caspase-1 durant I’apoptose. Egalement, la production de souris déficientes en d’autres

caspases serait intéressant afin de caractériser chacune d’entre elles (de Bilbao et al,

2000).

28P50]

Pendant la phase exécutrice, plusieurs protéines sont coupées par les caspases. Le tableau

Les caspases et leurs substats

4 représente les substrats principaux des caspases autre que les caspases elles-mémes.

CLASSE CASPASES SUBSTRATS | REFERENCES
# AUTRE NOM
1 ICE Pro-IL-1B, Wang et al, 1997,
PARP, actine Mashita et al,
1995, Kalaya et al,
1996
Inflammatoires 4 ICE I, TX, ICH-2 PARP Wang et al, 1997
5 ICE I, TY caspases Cohen, 1997
11 ICH-3 (murine) - -
12 TX (murine) - -
PARP, U1-70
kDa, DNA-PK,
Protéine Kinase | Wang et al, 1997,
Cy, inhibiteur | Rhéaume et al,
3 CPP32, Yama, apopaine | de dissociation | 1997, Casciola-
D4-GDP, Rosen et al, 1996,
Huntingtin, Cryns et al, 1996,
Exécutrices protéine du Brancolini et al,
rétinoblastome, | 1995
a-fodrine,
bom elsoline, Gas2
6 Mch2 Lamine A, Caulin, Salvesen
kératine et Oshima, 1997
7 Mch3, ICE-LAP3, CMH-1 | PARP Wang et al, 1997
2 Nedd2, ICH-1 caspases Denis et al, 1998
Membranaires 8 MACH, FLICE, Mch5 P28 Bap31 Ngetal, 1997
10 Mch4 - -
Mitochondriale 9 ICE-LAP6, Mché6 caspases Cohen, 1997

Tableau 4 Les caspases et leurs subtrats (inspiré de Denis et al, 1998)

Certaines caspases peuvent posséder le méme substrat (Ia polymérase poly(ADP-ribose)
(PARP) pour les caspases-1 ,— 3, -4 et -7) et d’autres substrats sont spécifiques a une
seule caspase (lamine A pour la caspase-6). La caspase-3 fragmente plus spécifiquement

des protéines qui sont grandement impliquées dans la réparation cellulaire comme par
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exemple PARP qui lie spécifiquement les brins d’ADN (Casciola-Rosen et al, 1996). Cet
enzyme est d’ailleurs le substrat le plus étudié des caspases et on la retrouve dans
plusieurs systémes, soit les lymphocytes, les HL-60 et certaines lignées cellulaires du
cancer du sein. Par contre, la coupure de PARP n’est pas indispensable a 1’induction de
I’apoptose (Wang et al, 1997). D’ailleurs, elle est absente chez les neutrophiles. D’un
autre c6té, la protéolyse des lamines, qui sont les composantes majeures de 1’enveloppe
nucléaire, s’observe chez la majorité des cellules nucléées. Cette coupure est grandement
responsable des différents changements apportés au noyau, comme la fragmentation et la

marginalisation de I’ADN.

Le rétrécissement de la cellule améne certaines protéines du cytosquelette a étre
fragmentées comme par exemple, I’a-fodrine, la Gas2 ou la kératine (Caulin, Salvesen,
Oshima, 1997). Ainsi la dégradation de certaines protéines du cytosquelette, donc 1’état
apoptotique, peut s’observer grice aux techniques conventionnelles de visualisation des
protéines par SDS/PAGE et immunobuvardages. Récemment, chez le neutrophile, des
chercheurs ont démontré que la gelsoline est fragmentée par la caspase-3 (Kothakota et al
1997, Geng et al, 1998, Kwiatkowski, 1999). Elle est jusqu’a ce jour I’unique protéine
associée aux microfilaments affectée chez le neutrophile durant 1’apoptose. Le réseau
cytosquelettique étant composé de nombreuses protéines, il s’avére important de
documenter cet énorme bassin en identifiant de nouveaux substrats de caspases a

I’intérieur du neutrophile (Cohen, 1997).

2.2.2.2  Les caspases et les inhibiteurs

Au moyen des souris au génotype modifié (déficientes en caspases) et afin d’élucider le
role des différentes caspases dans I’induction de 1’apoptose, plusieurs inhibiteurs ou
peptides ont été produits. Ainsi, il existe plusieurs inhibiteurs dirigés contre une seule ou
un groupe de caspases, le plus souvent apparentées. L’inhibiteur Ac-DEVD-CHO est
spécifique aux caspase-3 et -7 et empéche entre autres 1’activation des protéines kinases
C, des protéines phosphatases ainsi que la coupure de PARP (Santoro et al, 1998). On
retrouve également I’inhibiteur majeur et irréversible z-VAD-FMK (benzyloxycarbonyl-

Val-Ala-Asp (OMe) fluorométhylcétone. Ce dernier est un puissant inhibiteur d’apoptose,
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parvenant & inhiber les caspases —1,-3, -4 et —7. Son efficacité vient de sa capacité a
traverser les membranes grice entre autre a ses groupements OMe et a la présence du

groupe benzyloxycarbonyle. Il inhibe (Cohen, 1997).

2223  Lacascade des caspases

Afin d’étre actives, les caspases doivent nécessairement étre coupées a des sites d’acides
aspartiques spécifiques. Ainsi, il a été établi que certaines caspases en activent d’autres et
ainsi s’installe une hiérarchie. Des modéles d’activation des caspases ont été établis en
proposant I’activation de la caspase-8 en tout premier lieu, laquelle prend place de
caspase initiatrice. Ainsi activée, elle peut & son tour activer la caspase-1, qui elle-méme
amplifie la cascade en coupant ’'une des caspases exécutrices, soit la caspase-3 ou —7.
Ces derniéres peuvent alors couper leurs substrats, soit la PARP ou une autre caspase, la
6. Par la suite, la caspase-6 activée peut fragmenter les lamines. La caspase-3 peut aussi
activer d’autres caspases, comme la -2, la -6 et la -9, amplifiant ainsi la cascade de
signaux apoptotiques (Cohen, 1997). La figure 6 représente 1’effet d’amplification que
démontrent les caspases lorsqu’elles sont activées successivement et parallélement par

différents mécanismes.
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Figure 6 Exemples généraux d’amplification des caspases menant a I’apoptose (inspirée de Denis et
al, 1998, Hengartner, 2000)
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2.3 Molécules affectant I’apoptose

AGR] Inducteurs d’apoptose

Comme énoncé précédemment, I’interaction Fas-FasL induit 1’apoptose en augmentant
I’expression en génes pro-apoptotiques (Pryde ef al, 2000) ou en stimulant la production
de radicaux libres (Kasahara et al, 1997, Hiraoka et al, 1998, Fadeel et al, 1998). Cette
interaction constitue la majorité des signaux induisant 1’apoptose. Toutefois il existe
d’autres facteurs. Ainsi, des protéines kinases (« p38 mitogen-activated protein kinase »,
p42/p44 « mitogen-activated protein kinase », « transcription factor nuclear factor-xB »)
peuvent étre activées et couper la pro-caspase-3. L’activation de cette caspase peut étre
directement reliée au relachement du cytochrome C par la mitochondrie (Zhuang et
Cohen, 1998, Kirsch ez al, 1999, Green, Reed, 1998) ou via I’activation de la caspase-9.
Le relachement de cytochrome C s’effectue & I’aide des génes pro-apoptotiques (BAX)
qui grice a une configuration spécifique (dimérisation) provoque cet état. Méme si une
présence de cytochrome C a déja pu étre détectée chez le neutrophile dans un état non
physiologique et trés particulier, soit &4 15° Celsius pendant vingt heures (Pryde ef al,
2000), il est peu probable que I’apoptose de cette cellule puisse étre induite
majoritairement par cette voie. En effet, le neutrophile posséde trés peu de mitochondries
(Edwards, 1994).

La présence d’inhibiteurs spécifiques comme la cycloheximide et I’actinomycine D,
bloquant respectivement la traduction et la transcription, peut induire 1’apoptose. En fait,
presque toute molécule (voir chapitre sur la Viscum album agglutinine-I) ou facteur (p53
via I’irradiation) bloquant la synthése protéique provoque I’apoptose (Akgul, Moulding et
Edwards, 2001, Cox, 1995).
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28380 Inhibiteurs d’apoptose

En plus des geénes anti-apoptotiques décrits ci-haut, plusieurs médiateurs de
I’inflammation sont reconnus pour prolonger la durée de vie des neutrophiles, donc de
retarder ’apoptose. Ainsi, la présence de cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-1p,
IL-2 (Pericle et al, 1994), TNF-a, IL-15 (Girard et al, 1996), IL-4 (Girard et Paquin,
Beaulieu, 1997), INF-y, GM-CSF et G-CSF retarde 1’apoptose des neutrophiles, bien que
’action de certaines cytokines semblent étre controversée (Colotta et al, 1992, Brach et
al, 1992, Lee, Whyte et Haslett, 1993). Par exemple, le TNF-a peut selon certains
chercheurs retarder 1’apoptose ou ne pas avoir d’effet sur ce phénoméne (Murray et al,
1997, van den Berg et al, 2001,) tandis que d’autres affirment que cette cytokine joue un
role critique dans I’induction de 1’apoptose chez le neutrophile (Salamone,
2001,Yamashita et al, 1999). Toutefois, il semblerait que ce soit dépendant de la dose, i.e.
qu’a basse concentration de TNF-q., il y a retard de I’apoptose (van den Berg ef al, 2001).
Certains médiateurs pro-inflammatoires (fMLP et C5a) peuvent aussi augmenter la
concentration en calcium intracellulaire et contrairement aux autres cellules, cela a pour
effet de retarder I’apoptose chez le neutrophile (Whyte ef al, 1993). L’ajout de
lipopolysaccharides (LPS) retarde ce phénomene et serait dii au fait qu’il y a engagement
des intégrines puis de la chimiotaxie (Gabrilovich, 1999). Bloquer I’interaction du FasL
avec son ligand (en le couplant au Ig) (Santos-Beneit et Mollinedo, 2001), un état
d’hypoxie (Hannah er al, 1995) ou la présence d’antioxidant (catalase) peuvent
également retarder cette mort cellulaire programmée. Et, bien évidemment, les inhibiteurs

de caspases empéchent la progression vers 1’état apoptotique.

24  Mcéthodes de détection de I’apoptose

On peut premi¢rement reconnaitre une cellule apoptotique en microscopie optique.
Contrairement aux autres cellules, les neutrophiles ne forment pas de corps apoptotiques.
Visuellement, c’est plutdt grice a la condensation de la chromatine, facilement
observable, qu’on reconnait un neutrophile apoptotique. Il est également facile de

visualiser ’apoptose grace a I’ADN spécifiquement fragmenté. L’apparition de brins
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d’ADN formant une échelle sur gel d’agarose est caractéristique des cellules en apoptose.
Ces coupures sur I’ADN sont effectuées entre chaque nucléosome, formant ainsi des
multiples de 180 pb (Wyllie, 1985). L utilisation des fragments d’ADN peut également
servir a la technique du « TUNEL » (« Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP Nick End-Labeling ») qui consiste & marquer les brins aux extrémités avec des
nucléotides spécifiques a I’aide de ’enzyme transférase désoxyribonucléotidyle terminale
(Abbas, Lichtman, Pober, 1997). On peut également mesurer I’apotose a 1’aide de la
cytométric en flux en examinant le taux d’expression des phosphatidylsérines
transloquées a la surface externe de la membrane en les couplant a 1’Annexine-V
(Homburg et al, 1995, Vermess et al, 1995). Chez les neutrophiles, il est couramment
possible d’évaluer le taux d’apoptose en mesurant 1’expression de CD16 qui se révéle étre

inversement proportionnelle au phénoméne (Hart et al, 2000).
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3. LE CYTOSQUELETTE

Durant ses différentes fonctions, la cellule adapte sa forme selon les besoins, comme ¢’est
le cas par exemple lors de la chimiotaxie, de la diapédése, de la phagocytose, de la
division cellulaire ou encore de I’apoptose. Grace aux nombreux filaments dont est
constitué le cytosquelette, la cellule est tout a fait en mesure de réorganiser ses protéines
convenablement en réaction aux stimuli extérieurs. De plus, le fait que le cytosquelette
s’avere étre le pilier de plusieurs voies de signalisation Iui permet de réaliser des
fonctions pléiotropiques indispensables pour une réponse cellulaire appropriée. Son
association constante a4 la membrane cellulaire est importante afin de répondre aux
signaux regus par les récepteurs de surface (Carraway et Carraway, 2000). De ce fait, le
cytosquelette joue donc un rdle essentiel dans la cellule : en plus de maintenir I’intégrité
structurale de la cellule, il occupe une place importante dans plusieurs fonctions

biologiques.

3.1  Généralités

Le cytosquelette est une structure fibrillaire contenue a I’intérieur du cytoplasme des
cellules eucaryotes. En plus de jouer un role critique dans la détermination de la forme de
la cellule, il permet un support interne aux différentes composantes de la cellule lui
conférant ainsi son intégrité structurale. Il permet également le positionnement et le
mouvement des composantes intracellulaires. C’est donc 1’unique structure dans la cellule
qui permet de mettre en contact les différentes organelles situées entre le noyau et la

membrane externe (Bershadsky et Vasiliev, 1988).

Le cytosquelette participe également a tous les types de mouvements que la cellule peut
exécuter comme la contraction musculaire, le battement de cils et de flagelles, le

mouvement mitotique des chromosomes et plus encore.



Ainsi, afin de pallier toute éventualité, le cytosquelette se doit d’&tre une structure trés
dynamique. Par exemple, lors de la division mitotique ou lors de I’extension d’un
pseudopode, certaines structures peuvent étre formées de novo en une courte période de
temps pour ensuite disparaitre aprés avoir effectué leurs fonctions. I permet ainsi de
réguler plusieurs événements biochimiques importants dans les fonctions cellulaires
(Bershadsky et Vasiliev, 1988).

Le cytosquelette est constitué principalement de trois types de filament: Ies

microfilaments, les microtubules et les filaments intermédiaires (Edwards, 1994).

3.2 Les microfilaments

Les microfilaments (MF) forment une structure hautement dynamique composée
majoritairement de filaments d’actine et possédent un diamétre se situant entre 4 et 7 nm.
L’actine est ’'une des protéines intracellulaires la plus abondante dans les cellules
eucaryotes (entre 1 % et 10 % des protéines totales). Cette structure est grandement
impliquée dans plusieurs fonctions cellulaires. En fait, elle semble étre impliquée dans
presque toute activité cellulaire requierrant un mouvement ou des changements dans la
forme cellulaire : contraction musculaire, motilité, mitose, intégrité cellulaire,

phagocytose, sécrétion des granules, etc (Bershadsky et Vasiliev, 1988).

La forme globulaire (actine-G) peut étre polymérisée en forme filamenteuse (actine-F).
La présence de calcium, de magnésium ou de potassium est nécessaire a la polymérisation
dans une solution faiblement ionique. Ainsi, en présence de sels et d’ATP, un monomére
d’actine peut s’ajouter aux filaments d’actine. La polymérisation de 1’actine se fait en
deux phases : la nucléation qui consiste & former lentement un dimére d’actine puis
I’élongation. Cette phase est beaucoup plus rapide que la nucléation et implique I’addition
de nouveaux monoméres d’actine au site de nucléation (Rogers, Morris et Blake, 1992).
L’actine ainsi polymérisée ou dépolymérisée peut interagir avec différentes protéines
nommeées protéines liant ’actine («actin-binding proteins ») ou aussi protéines associées
aux MF (MFAPs) (voir figure 7). Ces protéines permettent de stabiliser le degré de

polymérisation, la longueur et la distribution des filaments d’actine.
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Elles permettent aussi la connexion entre I’actine, le cytoplasme et les composantes
membranaires constituant ainsi un complexe tridimensionnel (Bershadsky et Vasiliev,
1988). On retrouve dans ce groupe, plus particulierement chez le neutrophile, I’a-
actinine, I’acumentine, la filamine, la gelsoline, la paxilline, la profiline, la myosine, la
taline, la tropomyosine et la vinculine. Le tableau 6 nous renseigne sur leur role respectif

a I’intérieur de la cellule (Kunze et Riistow, 1993).
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Figure 7 Organisation de Pactine et interaction avec les MFAPs (inspirée de Rogers, Morris et Blake,
1992)

Chez les neutrophiles, la gelsoline a été récemment identifiée comme un substrat de la
caspase-3 (Deaton, Guerrero et Howard, 1992, Kwiatkowski, 1999, Kothakota ez al,
1997). En présence de cytokines pro-inflammatoires (TNF-o. et INF-y), la gelsoline
génére un fragment de 41 kD (Geng ef al, 1998). C’est en présence de ces cytokines que
la caspase est activée et qu’elle scinde la gelsoline. Le fragment de gelsoline perturbe le
cytosquelette d’actine et ainsi provoque différents changements morphologiques associés
a l’apoptose. Des chercheurs ont déja observé que les cellules issues de tumeurs
cancéreuses, déficientes en gelsoline, démontraient une résistance envers I’apoptose

(Mielnicki ef al, 1999, Habeck, 1999). Des expériences effectuées sur des souris
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déficientes en gelsoline démontrent toute ’importance de cette protéine dans plusieurs
fonctions comme 1’apoptose ou la chimiotaxie. Par exemple, les cellules issues de ces
souris sont plus réfractaires & I’apoptose et les neutrophiles ont de la difficulté a migrer.

Ainsi, cette protéine est essentielle pour la chimiotaxie (Witke et al, 1995).

3.3  Les microtubules

Les microtubules (MT) possedent le plus large diamétre (environ 25 nm) de tous les
filaments des cellules eucaryotes. Ils sont formés par ’assemblage de sous-unités d’o.-
tubuline et de B-tubuline. Ils forment, tout comme 1’actine, une structure hautement
dynamique et sont des structures polaires, ¢’est-a-dire qu’elles possédent des terminaisons
inégales (positives et négatives). La croissance est habituellement plus rapide a la
terminaison positive. Plusieurs protéines peuvent étre associées aux microtubules et sont
ainsi appelées protéines associées aux MT (« microtubule-associated proteins » ou
MAPs). Ces protéines stabilisent, lient et favorisent ’assemblage des diméres (MAP, tau
et isoformes de cette protéine) et des protéines motrices telles que la kinésine et la
dynéine afin d’effectuer le transport intracellulaire et peut-étre méme la dynamique

polymérisation/dépolymérisation (Bershadsky et Vasiliev, 1988).

Les MT, en association avec les MF, sont essentiels dans une variété de fonctions
cellulaires fondamentales comme la motilité, le transport des molécules, la translocation
des organelles, I’acquisition et le maintien de I’intégrité cellulaire ainsi que
I’établissement de la machinerie mitotique. De part leur haute activité métabolique et
leurs associations importantes, les MT sont les cibles de choix de plusieurs agents
pharmacologiques (comme la colchicine) dirigés contre les maladies dégénératives et
néoplastiques (Bershadsky et Vasiliev, 1988, Atencia, Asumendi et Gardia-Sanz, 2000).
Ces médicaments sont en mesure d’induire 1’apoptose par contre cette induction ne serait
pas sous la garde des caspases mais régie par un autre systéme protéolytique (Atencia,
Asumendi et Garcia-Sanz, 2000).
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3.4 Les filaments intermédiaires

Le dernier type de filaments, les filaments intermédiaires (FI), posséde un diamétre plus
large que les MF mais inférieur a celui des MT, i.e. entre 8 et 12 nm. Contrairement aux
MF et aux MT, les FI ne sont pas distribués ubiquitairement & I’intérieur des cellules
eucaryotes. Par exemple, on n’a jamais démontré leur présence chez les protozoaires ni
chez certaines lignées tumorales. Contrairement, aux deux autres types de filaments, les
FI possédent une grande stabilité chimique. Ainsi, lors d’extraction chimique, la plupart
des composantes de la cellule, y compris les MF et les MT, sont supprimées laissant
derriére elles le réseau de FI intact. Les FI demeurent le plus souvent associés au noyau
(Bershadsky et Vasiliev, 1988).

1l existe cinq classes de FI: la vimentine, les protéines fibrillaires gliales acides (glial
fibrillary acidic protein, GFAPs), la desmine, les neurofilaments et les kératines. La
vimentine se retrouve dans les tissus mésenchymateux incluant les tissus conjonctifs, les
os, le cartilage et les cellules sanguines. De tous les FI, seule la vimentine est présente
chez les neutrophiles. La desmine est présente dans tous les muscles lisses et striés
contrairement aux muscles vasculaires qui eux, contiennent de la vimentine. Les GFAPs
sont surtout présentes chez les cellules astrogliales. Comme leur nom I’indique, les
neurofilaments sont présents spécifiquement dans les neurones. Finalement, les kératines,
qui représentent la plus grande famille, se retrouvent dans la plupart des tissus
épithéliaux. Elles maintiennent 1’intégrité de 1’épithélium et détiennent les interactions
protéine-protéine parmi les plus stables (Bershadsky et Vasiliev, 1988, Atencia,

Asumendi et Garcia-Sanz, 2000).

Certaines protéines peuvent se retrouver dans des préparations de FI. Ce sont les protéines
associées aux FI (« intermediate filament-associated proteins » ou IFAPs). On retrouve
donc la fillagrine ainsi que les protéines riches en cystéines qui sont associées aux
kératines, de méme que la synémine et la paranémine qui sont associées 4 la desmine et &
quelques filaments de vimentine (Atencia, Asumendi et Garcia-Sanz, 2000). La plupart
des FI sont assemblés en réseau. Les sous-unités nouvellement synthétisées sont

rapidement incorporées dans les filaments. La destruction des MT par la colchicine
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amene la vimentine a se rétracter et & s’accumuler autour du noyau. Des phosphorylations
enzymatiques sur les FI peuvent aussi avoir lieu aprés activation biologique régulant ainsi
les mécanismes d’assemblage. Une forte phosphorylation des neurofilaments semble étre
mise en corrélation avec une forte association entre les filaments (Bershadsky et Vasiliev,
1988). Des chercheurs ont observé que la vimentine était rapidement fragmentée par les
caspases dans plusieurs types cellulaires et induisait ’apoptose (Buyn et al, 2001). Par

contre, son action dans le neutrophile apoptotique n’a pas encore été investiguée.

3.5  Inhibiteurs des protéines du cytosquelette

Le tableau 5 présente certains déstabilisateurs des protéines du cytosquelette ainsi que
leurs différents effets. Quelques-uns peuvent affecter d’autres composantes de la cellule
autres que les protéines du cytosquelette. C’est le cas de la colchicine, utilisée pour traiter
les désodres inflammatoires. En effet en plus de déstabiliser le réseau de microtubules,
des chercheurs ont démontré qu’elle affectait également 1’adhésion des neutrophiles aux
cellules endothéliales via 1’altération du nombre et/ou de la distribution des sélectines
(Cronstein et al, 1995).

Drogues Cibles Effets Références
Vinblastine, MT Inhibition de la  polymérisation, | Bershadsky et
vincristine formation d’agrégats cristallins Vasiliev, 1988
Taxol MT Stabilisation de la polymérisation Bershadsky et
Vasiliev, 1988
MT, vimentine, | Affecte I’organisation Keller et Niggli,
Colchicine MF, myosine, 1993
o-actinine
Colcémide, Affecte  I'organisation, inhibe la | Atencia, Asumendi
podophyllotoxine, MT polymérisation, bloque le cycle cellulaire | et Garcia-Sanz,
nocodazole et ’apoptose 2000 Bershadsky et
Vasiliev, 1988,
Coiffe les extrémités aux sites de | Carraway et
Cytochalasine Actine croissance, fragmente les filaments, | Carraway, 2000,
B inhibe le transport des sucres & travers la | Bershadsky et
membrane Vasiliev, 1988

Tableau 5 Déstabilisateurs des protéines du cytosquelette
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Groupe | Composante Poids Fonction Références
kDa
MF Actine-G 42 Base des MF (actine-F) Edwards, 1994
a-Actinine 220 Aide a la formation, scinde et Edwards, 1994,
ancre les MF Tempel et al, 1995
Acumentine 65 Coiffe les extrémités d’actine Edwards, 1994
Ankirine 200 Ancrage des MF
(Syndéine) Bershadsky et
Brévine 92 Coiffe les extrémités d’actine Vasiliev, 1988
Filamine 240- Branchement (ancrage) des MF Edwards, 1994
250
Fimbrine 68 Ancrage des MF
Fodrine 235- | Ancrage des MF l\Bler§?adsl<1); ;;
(Calspectine) 240 agtaevs
Gelsoline 84 Coupe et coiffe les extrémités Edwards, 1994
d’actine
MFAPs | paxilline 68 Ancrage des MF Turner, Glenney et
Burridge, 1990
Profiline 15 Maintient du pool d’actine-G,
séquestration Edwards, 1994
Myosine 480 | Lie l’actine-G et cause la
contraction
Séverine 40 Coiffe les extrémités d’actine
Spectrine 220- | Ancrage des MF (unique chez l\3/er§?adsl<13; g;
260 GR) asiliev,
Taline 47 Ancrage des MF Beckerle et Yeh,
1990
Tropomyosine 70 Stabilisation des MF Edwards, 1994
Villine 92 Coiffe les extrémités d’actine Bershadsky et
Vasiliev, 1988
Vinculine 130 Ancrage des MF Edwards, 1994, Otto,
1990
MT | o et B-Tubuline | 50-55 | Basedes MT Edwards, 1994
Desmine 52 Intégrité dans les muscles
GFAPs 50 Intégrité dans les cellules
astrogliales Berghadsky et
FI Kératines 40 3 70 | Maintien de Iintégrité de Vasiliev, 1988
’épithélium
Neurofilaments 65, 105, | Intégrité dans les neurones
135
Vimentine 57-58 | Formation d’un réseau dans Edwards, 1994
plusieurs types cellulaires

Tableau 6 Les protéines du cytosquelette et leurs fonctions principales (inspiré de Edwards, 1994)
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4. LA VISCUM ALBUM AGGLUTININE-I

Bien que la VAA-I soit une agglutinine extraite de la lectine de la plante Viscum album,
nous utiliserons la terminologie suivante : VAA-I pour Viscum album agglutinine-I afin

d’alléger le texte.

L’efficacité d’un traitement réside dans I’activité trés spécifique des molécules utilisées
comme médicament (Sellers et Fischer, 1999). La VAA-I est une lectine de plante qui
peut induire I’apoptose chez plusieurs types cellulaires incluant le neutrophile. Grace a
son action inhibitrice, elle pourrait combattre des maladies inflammatoires telles que
Iarthrite rhumatoide.

4.1 Généralités

Plusieurs protéines de plante se révélent nocives en altérant le ribosome des eucaryotes.
Ainsi, elle les rend incapables de lier le facteur d’élongation 2 et les empéchent de
progresser a I’étape d’élongation dans la synthése protéique. Ce sont des protéines qui
inactivent le ribosome ou « ribosome-inactivating-proteins » (RIP). La plupart des RIP
sont constituées d’une seule chaine polypeptidique (RIP de type I). Les RIP de types 11
sont quant a elles synthétisées avec une autre chaine possédant une affinité pour les
galactoses : la chaine lectine. Les deux chaines sont relides ensemble par des ponts
hydrogénes ainsi qu’un pont disulfure. Les RIP de type II sont beaucoup plus toxiques
que les RIP de type I puisqu’elles peuvent plus aisément pénétrer a I’intérieur de la
cellule via leur domaine lectine qui interagissent avec les sucres présents a la surface de la
cellule. De récentes découvertes ont ravivé I’intérét des RIP aupres de la communauté
scientifique. En effet, leur activité antivirale a permis aux chercheurs de les utiliser en tant
qu’agent potentiel afin de traiter le HIV. La puissante cytotoxicité fait des RIP
d’excellents candidats afin de les utiliser comme des immunotoxines ou dans la synthése

de toxines (Stirpe et al, 1992).



4°C. Ces réactions servent a isoler la lectine en couplant ses sites d’affinité aux sucres
avec les billes. Aprés chaque immunoprécipitation, une élution se réalise sur une colonne
de résine puis de sucre (galactose et lactose). Le dernier éluat est neutralisé afin d’éviter
’inactivation de la lectine. Finalement, une dialyse est nécessaire afin d’enlever tout
sucre et tout sel dans la préparation et obtenir une protéine purifiée. Il est possible
d’effectuer la séparation in situ des deux sous-unités de la protéine en coupant les ponts
disulfures avec du B-mercaptoéthanol et en effectuant une séparation chromatographique
(Hajto, Hostanska et Gabius, 1989).

4.5  Activités biologiques de la VAA-I

La VAA-I posséde deux domaines : un domaine enzymatique (chaine A) de 29 kD qui
contient une activité cytotoxique et un domaine lectine (chaine B) de 34 kD qui possede
deux sites de liaison au galactose (Bantel et al, 1999). La séquence en acides aminés dans
les deux sous-unités chez la VAA-I est homologue & 61% avec la ricine (Ricinus

communis) et 54% avec 1’abrine (Abrus precatorius) (Krauspenhaar et al, 1999).

Afin d’inactiver le ribosome, la VAA-I doit étre entiérement contenue a 1’intérieur de la
cellule. Son inclusion est facilitée grace au domaine lectine qui lie les D-galactoses. I1 y a
alors agglutination des cellules (in vitro) et ceci lui permet de pénétrer a I’intérieur de la
cellule par un phénoméne d’endocytose. C’est dans I’appareil de Golgi qu’il y a
dissociation des deux chaines par des oxydoréductases. La chaine A ainsi séparée détient
maintenant la capacité de réaliser son action sur le ribosome. La chaine A posséde une
activité N-glycosidase hautement spécifique pour I’ARN ribosomale. Elle coupe le lien
glycosidique de I’adénosine en position 4323 dans la séquence GAGA a I’intérieur de la
boucle en forme d’épingle a cheveux sur la sous-unité 28S de 1’ARNr située a I’intérieur
de la grosse sous-unité du ribosome (voir figure 8) (Krauspenhaar et al, 1999). Cette
unique coupure rend ’unité 60S des ribosomes inapte a lier le facteur d’élongation 2 et a
pour conséquence d’inactiver immédiatement la synthése protéique. La présence d’une
seule molécule de VAA-I est suffisante pour tuer une cellule puisque ’efficacité du

procédé d’inactivation repose sur une base enzymatique.
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42 Distribution

Les RIP sont présentes dans différentes parties de la plante. (voir tableau). Il est possible

de retrouver plusieurs RIP a I’intérieur de la méme plante. Il peut s’agir dans ces cas-ci de

la méme protéine sous des formes différentes (isoformes).

REFERENCES

Hordeum vulgare Graines RIP d’orge Coleman et Roberts, 1982
o Phytolacca americana Feuilles, PAP Irvin, Kelly et Robertus,
5 racines, 1980
2 graines
a, Saponaria officinalis Graines Saporin 5,6, et 9 Stirpe ef al, 1983
& Triticum aestivum Germes Tritine Roberts et Stewart, 1979
Zea mais Graines Corn RIP Coleman et Roberts, 1982
@ Abrus precatorius Graines Abrine Olsnes et Pihl, 1973
Si Adenia digitata Racines Modeccine Barbieri ef al, 1980
3 = Adenia volkensii Racines Volkensine Stirpe et al, 1985
B Ricinus communis Graines Ricine Olsnes et Pihl, 1973
E Viscum album Feuilles Viscumine ou VAA-I Stirpe ef al, 1980

Tableau 7 Les protéines inactivatrices du ribosome (inspiré de Stirpe et al, 1992)

43  Structure

Les RIP sont constituées de glycoprotéines. Les RIP de type I ont généralement un poids
moléculaire qui se situe entre 26 et 32 kD, possédent un point isoélectrique fortement
alcalin et montrent une stabilité exceptionnelle vis-a-vis les agents dénaturants et les

dégradations protéolytiques.

Les RIP de type II, composées de deux chaines, sont synthétisées en une forme immature
constituée d’une chaine unique polypeptidique. Afin d’obtenir la forme mature de la

protéine, une excision de 12 acides aminés entre les deux chaines est nécessaire.

44  Purification de la VAA-I

La VAA-I est la RIP de type II qui a été utilisée pour le présent travail. Cette protéine est
une lectine obtenue a partir d’extraits aqueux de la plante de gui. La purification de la
protéine s’effectue en plusieurs étapes. Des étapes d’immunoprécipitations (billes de

Sepharoses activées et couplées au lactose) ont lieu pour une période de douze heures a
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Figure 8 Mode d’action de 1a VAA-I sur le ribosome (inspirée de Stirpe ez al, 1992, Horton et al, 1994)

En fonction de 1’age, de la source et de I’espéce, on retrouve au moins deux différentes
isoformes de lectine chez la plante (Krauspenhaar et al, 1999). Dii 4 son importante action
sur les ribosomes eucaryotes, la VAA-I est la RIP la plus utilisée pour lutter contre le
cancer en empéchant les métastases. Des études in vitro et in vivo sur les animaux et les
humains ont clairement démontré qu’a des doses non-toxiques la VAA-I augmente
significativement le nombre et I’activation des cellules NK tout en augmentant la
phagocytose des granulocytes et des monocytes (Krauspenhaar ef al, 1999). De plus,
lorsqu’incubées avec la VAA-], les cellules monocytaires produisent plusieurs cytokines
pro-inflammatoires comme I'IL-1, I'TL-6, le TNF-o. et le GM-CSF. La VAA-I semble
également améliorer la qualité de vie des patients puisqu’elle provoque le relaichement de
B-endomorphine dans le plasma, reconnue pour diminuer la réponse a la douleur dans le

systéme nerveux central (Bantel ez al, 1999).

Des études récentes concernant la cytotoxicité de la VAA-I contre les cellules
lymphocytaires tumorales suggérent que cette action puisse étre médiée par I’induction de
I’apoptose. En effet, lors d’incubations prolongées avec la VAA-L les cellules adoptaient

des caractéristiques typiques de ’apoptose comme un rapetissement de la cellule, une
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condensation de la chromatine et des coupures internucléosomales dans I’ADN (Bantel et
al, 1999).

Les sucres sont présents a la surface de toutes les cellules du systéme immunitaire. C’est
d’ailleurs pourquoi la VAA-I exerce ses propriétés chez la grande majorité de ces
cellules. L’interaction entre les sucres et les lectines influencent diverses activités
particuliérement 1’opsonisation de micro-organismes, la phagocytose, 1’adhésion, la
migration, ’activité et la différenciation cellulaires puis finalement I’apoptose. Le
développement et 1’acquisition de nouvelles connaissances dans ce dernier domaine ont
permis de découvrir de nouvelles avenues dans le traitement et la prévention de maladies
(Ni et Tizard, 1996). C’est ainsi que plusieurs chercheurs ont tenté d’élucider le potentiel
modulatoire de la VAA-I sur le systtme immunitaire, sachant que ses propriétés
thérapeutiques sont utilisées depuis prés d’une soixantaine d’années en Europe et plus

particulierement en Allemagne et en Suisse (Hajto, Hostanska et Gabius, 1989).

46  Réponses cellulaires produites par la VAA-I chez les cellules du
systéme immunitaire

I est possible de classer les réponses cellulaires médiées par la VAA-I en deux catégories
distinctes, selon la dose administrée aux cellules. De plus, elle exerce des actions

différentes entre les types cellulaires.

A des concentrations entre 1 ng/mL et 10 ng/mL, Hajto et collaborateurs (1990) ont
remarqué que la VAA-I stimulait la sécrétion et la synthése de cytokines pro-
inflammatoires, soit I'IL-1c, IL-1B, TNF-a,, GM-CSF mais n’affectait pas I’expression de
I'IL-2 ni de I’IL-S chez les cellules mononucléées. L’IL-10 n’était quant elle stimulée
qu’a 1 ng/mL tandis que I'IL-6 et I'INF-y ne I’étaient qu’a 10 ng/mL (Hostanska et al,
1995). Cette étude a pu démontrer que la lectine exerce la stimulation de cytokines
préférentiellement chez les cellules mononucléées. Des études effectuées sur des cellules
NK, monocytes et granulocytes ont pu suggérer que 1’effet de la VAA-I n’est pas réservé

exclusivement aux cellules mononucléaires. En effet, elle stimule également 1’activation
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des lymphocytes T CD8+ et des NK et qui plus est une interaction encore plus spécifique
chez les granulocytes (Hajto et al, 1997).

De plus, un traitement 4 la VAA-I chez des patientes atteintes du cancer du sein stimulait
leurs lymphocytes et améliorait la réparation de I’ADN dans leurs lymphocytes (Kovacs,
Hajto et Hostanska, 1991). Cela serait d@i & plusieurs événements soit : la stimulation de
leurs enzymes et aussi une augmentation dans le nombre de lymphocytes T, dans
’expression du récepteur & I'IL-2, ainsi que dans 1’expression du HLA-DQ chez les
cellules B (Beuth et al, 1992) et HLA-DR+ chez cellules T in vitro (Hostanska et al,
1995).

Des études ont également démontré que la VAA-I utilisée a 10 et 50 ng/mL, stimulait la
sécrétion de 1’'IL-12 chez les cellules mononucléaires, les cellules NK et les splénocytes
in vitro et in vivo (Hajto et al, 1998). Elle augmentait la migration des lymphocytes T
(CD4+, CD8+) in vitro a une concentration allant jusqu’a 2 ug/mL (Werner, Zanker et
Nicolai, 1998) tandis qu’a partir de 50 ug/mL elle stimulait la production de radicaux
libres par la NADPH-oxydase également chez les granulocytes (Biissing ef al, 1999) et
qu’elle inhibait la synthése protéique de novo chez les lymphocytes et les monocytes
(Hostanska et al, 1996). Des variations dans le potentiel membranaire des mitochondries
chez les lymphocytes ont également été mesurées. Ceci suggére que le cytochrome C
relaché par cette déstabilisation ainsi que la production de radicaux libres sont en partie
responsable de I’induction d’apoptose chez les lymphocytes puisque la réduction en
synthése protéique ne peut 4 elle seule conduire a 1’apoptose (Biissing et al, 1999). En fait
le cytochrome C activerait les caspases-8 et -3 via la caspase-9 afin d’induire 1’apoptose

chez les cellules T Jurkat et les lignées cellulaires B (Bantel et al, 1999).

Utilisée in vitro pendant 24 heures, la VAA-I induit 1’apoptose de maniére significative a
partir de 10 ng/mL chez les cellules mononucléaires (Hajto et al, 1997), les lymphocytes,
les cellules monocytaires THP-1 et les thymocytes murins (Hostanska et al, 1996-7). Des

chercheurs ont pu remarquer cet effet en constatant I’expression diminuée de certaines
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molécules de surface comme le CD4, le CDS8, le CD19, le CD16 et le CD56 (Schmid,
Uittenbogaart et Giorgi, 1994, Seth et al, 1997).

Sachant que la VAA-I peut induire I’apoptose chez de nombreuses cellules, et que
I’apoptose est le phénomene par excellence qui permet & ’organisme de se débarrasser de
I’exces de cellules, un certain intérét s’est manifesté afin de découvrir les caractéristiques
entrainces par I’induction de 1’apoptose par la VAA-I chez les neutrophiles, acteurs
essentiels dans 1’inflammation. Ainsi, avec la VAA-L il est envisageable d’accélérer la

résolution de I’inflammation par 1’induction de I’apoptose des neutrophiles.

Ainsi les chercheurs ont tout d’abord examiner I’effet de la VAA-I sur les neutrophiles. A
partir de 25 ug/ml, la VAA-stimule certaines fonctions chez les granulocytes : la
phagocytose, la respiration oxydative et a partir de 250 ug/mL, la VAA-I induit
I’apoptose (Stein ef al, 1999). A partir de 5 ug/mL et de fagon dose-dépendante, il y a une
induction de I’agrégation des neutrophiles ainsi qu’une forte production de radicaux libres
(Timoshenko, Cherenkevich et Gabius, 1995, Timoshenko et Gabius, 1993) augmentée
par ’addition de certaines molécules (FMLP, PMA, digitonine) (Timoshenko et Gabius,
1993).

La présente étude a été réalisée afin d’approfondir le mode d’induction de ’apoptose par
la VAA-I chez les neutrophiles humains. Les objectifs étaient de savoir si la production
de radicaux libres par la NADPH-oxydase était en partie responsable de ’apoptose et si
une déstabilisation de la mitochondrie pouvait également étre un acteur essentiel dans son
induction via le relichement de cytochrome C. Finalement des expériences ont été
effectuées afin d’établir une meilleure compréhension de I'implication de certaines

protéines du cytosquelette, structure trés affectée lors de ’apoptose.
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des figures (9/12). Jai effectué les différentes expériences concernant 1’emploi
d’inhibiteurs tels ’acide bongkrékique, la catalase et la bréfeldine A. Jai également
travaillé sur P’utilisation de lignées cellulaires (PLB-985 et PLB-985 déficiente en
gp917"*) afin de confirmer la non-implication des radicaux libres dans I’induction de
I’apoptose des neutrophiles par la VAA-I. Finalement, j’ai réalisé toutes les expériences
sur le cytosquelette (cytométrie en flux et migration des protéines suivie
d’immunobuvardages) afin d’établir son importance et son implication dans I’induction
de 1’apoptose. La fragmentation de certaines protéines du cytosquelette a pu nous
renseigner davantage sur I'influence des caspases. En effet, ’ajout de D’inhibiteur de
caspases clés (caspases-1,-3,-4 et -7), bloquant ainsi la fragmentation, a pu nous
convaincre que cette dégradation était attribuable a ces caspases. J’ai aidé a la correction

du manuscrit.
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1.1 RESUME EN FRANCAIS DE L’ARTICLE 1

La Viscum album agglutinine-I1 (VAA-I) est une lectine de plante qui posséde un potentiel
de propriétés thérapeutiques et des activités immunomodulatrices. Nous avons récemment
démontré que la VAA-I est un puissant inducteur d’apoptose chez les neutrophiles
humains mais les mécanismes impliqués dans ce phénoméne demeurent encore nébuleux.
Dans cette étude, nous avons démontré que la VAA-I altérait le potentiel membranaire
des mitochondries et qu’elle augmentait la production intracellulaire de radicaux libres.
Malgré ces observations, 1’ajout d’un stabilisateur des membranes mitochondriales,
I’acide bongkrékique ou I’addition de la catalase, connue pour dégrader les radicaux
libres, n’ont pu inhiber I’induction de 1’apoptose par la VAA-I. De plus, la VAA-I était en
mesure d’induire 1’apoptose chez une lignée cellulaire, les PLB-985, qui était déficiente
en une sous-unit¢ de la NADPH-oxydase, la gp91°™™*. Ceci indiquait que la lectine
induisait I’apoptose des neutrophiles par un mécanisme indépendant des radicaux libres.
Le prétraitement des neutrophiles avec la bréfeldine A, inhibiteur de transport vésiculaire,
a réussi a bloquer Iinduction de I’apoptose par la VAA-I. L’expression de la protéine
Mcl-1 était diminuée chez les neutrophiles apoptotiques. Le rdle des caspases dans la
dégradation des protéines du cytosquelette pendant I’apoptose spontanée et induite par la
VAA-T a eégalement été étudié. La paxilline et la vimentine étaient grandement dégradées
par la VAA-I comparativement aux neutrophiles dont I’apoptose était spontanée. Par
contre, 1a VAA-I n’affectait pas 1’expression de trois autres protéines soit, la vinculine,
I’a- et la B-tubuline. Les caspases étaient impliquées dans la dégradation des protéines du
cytosquelette puisque ’ajout d’un inhibiteur des caspases exécutrices (z-VAD-FMK) a pu
rétablir le niveau d’expression des protéines natives. Nous avons donc conclu que la
VAA-I doit étre endocytée afin de médier 1’apoptose et que son activité est indépendante
d’un récepteur membranaire. Egalement, 1’induction d’apoptose par la VAA-I est
indépendante des mécanismes d’action impliquant les radicaux libres. Finalement, nous
pouvons affirmer que les caspases sont impliquées dans la dégradation des protéines du

cytosquelette dans I’apoptose spontanée et induite par la VAA-I.
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ABSTRACT

Viscum album agglutinin-1 (VAA-I) is a plant lectin that possesses interesting potential
therapeutic properties and immunomodulatory activities. We have recently found that
VAA-I is a potent inducer of human neutrophil apoptosis, but the mechanism(s) involved
require further elucidation. In this study, we found that VAA-I alters mitochondrial
transmembrane potential and increases intracellular levels of reactive oxygen species
(ROS). Despite these observations, treatment with the mitochondrial stabilizer,
bongkrekic acid, or with catalase, known to degrade H;0,, fail to reverse VAA-I-induced
apoptosis. Moreover, VAA-I was found to induce apoptosis in PLB-985 cells deficient in
gp91-phox, indicating that the lectin acts via a ROS-independent mechanism.
Pretreatment of neutrophils with brefeldin A, an inhibitor of vesicular transport, was
found to reverse VAA-I-induced apoptosis. Protein expression of Mcl-1 was decreased by
VAA-IL The role of caspases in the degradation of cytoskeletal proteins during both
spontaneous and VAA-I-induced neutrophil apoptosis was also investigated. Paxillin and
vimentin were markedly degraded by VAA-I when compared to neutrophils that undergo
spontaneous apoptosis, but not vinculin or o- and B-tubulin. Caspases were involved in
cytoskeletal protein degradation since pre-incubation with the pan caspases z-VAD-FMK
inhibitor was found to reverse protein cleavage. We conclude that VAA-I needs to be
internalized to mediate apoptosis and that its activity is not dependent on a cell surface
receptor-mediated pathway. Also, we conclude that VAA-I induces apoptosis by ROS-
independent and Mcl-1-dependent mechanisms and that caspases are involved in
cytoskeletal protein degradation in both spontaneous and VAA-I-induced neutrophil

apoptosis.
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catalytic subunit of DNA-dependent protein kinase (DNA-PK), the small
ribonucleoprotein U1-70 kDa and the NuMA protein (nuclear/mitotic apparatus) are not
detected (18,19). Because of this, it is important to identify caspase substrates in these
cells. Since we have recently demonstrated that gelsolin is fragmented by caspases in
VAA-I-induced human neutrophils (16), we hypothesize that several other cytoskeletal

proteins may be targets to caspases.

The present study was conducted in order to better elucidate the mechanisms involved
during VAA-I-induced human neutrophil apoptosis in comparison with spontaneous
apoptosis. We found that VAA-I alters mitochondrial permeability and increases
intracellular ROS, and that its ability to induce neutrophil apoptosis requires its
internalization, a process not dependent on a cell surface receptor-mediated pathway. We
also found that Mcl-1 is an important target of VAA-I and that caspases are involved in
the degradation of cytoskeletal proteins in both spontaneous and VAA-I-induced
neutrophil apoptosis. In particular, the MFAP paxillin and the intermediate filament
vimentin protein are very important in VAA-I-induced neutrophil apoptosis, but vinculin,

o~ and B-tubulin, are not.

' Abbreviations: VAA-I, Viscum album Agglutinin-I; MFAP, microfilament-associated

protein; ROS, reactive oxygen species; Oy, superoxide;
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INTRODUCTION

Neutrophils are involved in the inflammation process and since clearance of apoptotic
neutrophils by cells such as macrophages can lead to the resolution of inflammation (1-3),
it is important to develop therapeutic strategies based on the activation of neutrophil
apoptosis in order to reverse or attenuate an inflammatory response. In addition to
inflammation, deregulation of normal cell turnover via modulation of apoptosis may lead

to cancer or autoimmune diseases.

Extracts of mistletoe (Viscum album) have been widely used in adjuvant chemotherapy of
human cancer. 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 including abrin,
modeccin, and ricin. 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 the protein
synthesis inhibitor to the VAA-I molecule by acting as a ribosome inactivating agent.
This is due to RNA-glycosidase activity that inhibits N-glycosylation of a single adenine
within a universally conserved GAGA sequence on the 28S rRNA (4,5). The B chain
allows the VAA-I molecule to bind to terminal galactoside residues on membranes of
various cells. VAA-I was recently found to act as a potent immunomodulator by
activating different cell types (6-16). However, its interaction with human neutrophils has
received little attention. This is intriguing since these cells are potent effectors of
inflammation and are becoming increasingly recognized for their roles in anti-tumor

reactions (17).

We have recently documented that VAA-I is a potent human neutrophil agonist (16). In
particular, we have demonstrated that this lectin is a potent inducer of neutrophil
apoptosis acting via inhibition of de novo protein synthesis and via activation of caspases
that fragment gelsolin, a microfilament-associated protein (MFAP). Factors that modulate
apoptosis and the execution phase of apoptosis may vary from cell to cell. In neutrophils,

the common caspase substrates such as poly (ADP-ribose) polymerase (PARP), the
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals and agonists. The plant lectin VAA-I derived from Viscum album was
isolated and purified as previously published (16). The caspases-1,-3,-4, and -7 inhibitor,
z-VAD-FMK, was purchased from Calbiochem (La Jolla, CA). The following
monoclonal antibodies to human cytoskeletal proteins were purchased from Sigma
Chemical Company (St-Louis, MO): anti-gelsolin (clone GS-2C4), anti-paxillin (clone
PXC-10), anti-a-tubulin (clone B-5-1-2), anti-B-tubulin (clone 2-28-33), anti-vimentin

(clone Vim 13.2), and anti-vinculin (clone Vin-11-5).

Culture of PLB-985 cells and human neutrophil isolation. PLB-985 and PLB-985
cells deficient in gp91-phox (X-CGD) (20) were cultured in RPMI-1640 supplemented
with 10% fetal calf serum (Sigma), at a cell concentration not exceeding 1.5 x 10
cells/ml. Neutrophils were isolated from venous blood of healthy volunteers by dextran
sedimentation followed by centrifugation over Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech Inc,
Qc), as previously described (16,21). Blood donations were obtained from informed and
consenting individuals according to our institutionally approved procedures. Cell viability
(>98%) was monitored by Trypan blue exclusion and the purity (>98%) was verified by
cytology from cytocentrifuged preparations colored by Diff-Quick staining (16,21).

Cytofluorometric analysis of mitochondrial transmembrane potential. To evaluate
mitochondrial membrane potential, cells (1 x 10%ml) were incubated with the cationic
dye JC-1 (5,5,6,6' -tetrachloro-1,1', 3,3'-tetraethylbenzimidazolo-carbocyanine iodide)
(Molecular Probes, Eugene, USA) at a concentration of 1 pM for 15 min at 37°C (22) or
with the cationic fluorochrome DiOCg(3) (3,3’-dihexyloxacarbocyanine iodide)
(Molecular Probes) at a concentration of 40 nM for 30 min at 37°C (22,23). The cells
were then washed twice with PBS and analyzed by flow cytometry. Cells treated with 50
nM valinomycin (JURO, Luceme,Switzerland) for 15 min were used as a control. The
FACSCalibur was set up to measure forward and side scatters, green fluorescence (525

nm band pass), red fluorescence (FL2,590 nm band pass) for the change from JC-1

49



aggregate (red fluorescence) to monomer (green fluorescence) or DiOC6(3) green
fluorescence (FL1, 530 nm). All flow cytometric analyses (10,000 events) were

performed using CellQuest analysis software.

Measurement of intracellular reactive oxygen species. To determine potential
intracellular increase levels of ROS induced by VAA-IL, cells (1 x 10° cells/ml) were
incubated for 3h with 1 or 10 pg/ml VAA-I Intracellular levels of ROS were detected
with the use of 2’,7°-dichlorofluorescein diacetate (H,DCFDA) (Molecular Probes)
essentially as previously described (24). In brief, after stimulation, cells were washed
with PBS and stained with the non-fluorescent cell permeable H,DCFDA (5pg/ml) for 15
min at 37°C. The H,DCF oxidizes rapidly to highly fluorescent DCF by ROS. As a
positive control, the fluorescence intensity of cells pretreated with H,DCFDA was

measured in the presence of 30 uM H,0,.

Apoptosis. Assessment of neutrophil apoptosis was performed essentially as previously
described (16,21). Briefly, freshly isolated human neutrophils (10 x 10° cells/ml in RPMI-
1640 supplemented with 10% autologous serum) were incubated for 24h in the presence
or absence of 1000 ng/ml VAA-I. In order to investigate possible involvement of H,0,
during VAA-I-induced apoptosis, catalase (Sigma) was added in cultures. In other
experiments, cells were pretreated 30 min with the inhibitor of vesicular transport
brefeldin A (Sigma) or for 1h with the mitochondrial stabilizer bongkrekic acid
(Calbiochem-Novabiochem Corp., La Jolla, CA) before VAA-I treatment.
Cytocentrifuged preparations of neutrophils were performed with a Cyto-tek® centrifuge
(Miles Scientific, IN, USA), as previously described (16,21) and were stained with a Diff-
Quick staining kit (Baxter, FL, USA) according to the manufacturer's instructions. Cells
were examined by light microscopy at a final 400X magnification, and apoptotic
neutrophils were defined as cells containing one or more characteristically dark stained
pyknotic nuclei. Results were expressed as percentage of cells in apoptosis. PLB-985 and
X-CGD cell apoptosis were assessed as above, but cells were incubated at 1 x 10°

cells/ml.
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Mecl-1 expression. Neutrophils (10 x 10° cells/ml RPMI-Hepes-P/S) were stimulated 24h
with buffer, GM-CSF (65 ng/mL) or VAA-I (1000 ng/mL) and were harvested and
washed twice with cold PBS. Whole cell lysates were prepared as previously published
(16,25). Proteins (1 x 10° cells/well) were separated using 10% SDS-polyacrylamide mini
gels and transferred to nitrocellulose. Membranes were blocked overnight with 3% nonfat
dry milk (Carnation, Don Mills, ONT) at 4°C in TBS-Tween (25 mM Tris-HCl, pH 7.8,
190 mM NaCl, 0.15% Tween-20). Mcl-1 antibody (K-20 clone from Santa Cruz
Biotechnology) was added at a final dilution of 1:200 in TBS-Tween + 3% nonfat dry
milk for 1h at room temperature. Membranes were then washed with TBS-Tween and
incubated for 1h at room temperature with a goat anti-rabbit-horseradish peroxidase
(HRP) secondary antibody (Jackson ImmunoResearch Laboratories) at 1:20,000 in TBS-
Tween + 3% nonfat dry milk followed by washes. The Mcl-1 protein was revealed with
ECL and quantified using a Fluor-S Multilmager (Bio-Rad) and the Multi-Analyst
version 1.1 program (Bio-Rad).

Intracellular staining of neutrophil cytoskeletal proteins by flow cytometry. Freshly
isolated cells were incubated in the presence or absence of 1000 ng/ml VAA-I for 24h as
for the apoptosis assay. Cells were then washed, and cell concentration was adjusted to
1.5 x 10° cells/150 pl and simultaneously permeabilized and fixed for 5 min with a
mixture of 0.05% digitonin-1.9% paraformaldehyde, a mixture known to preserve
cytoskeletal proteins and to allow excellent staining (26,27). Immediately after this
incubation, all the corresponding tubes were filled with 4 ml ice cold PBS and washed
twice. Cell pellets were suspended in 100 pl and incubated for 30 min at 4 °C with a
specific anti-human cytoskeletal protein mAb at a final concentration of 1:50. Cells were
then washed twice and incubated with FITC-goat anti-mouse IgG antibody (1:50) for an
additional 30 min at 4 °C, light protected. Cells were then washed and analyzed by flow
cytometry (10,000 events) using a FACscan flow cytometer (Becton Dickinson). In
preliminary experiments, cells were pre-incubated for 30 min with 20% autologous serum
to prevent any possible non specific binding via Fc receptors. We obtained similar results
whether cells were pre-treated or not with 20% autologous serum (data not shown). This

reinforces the choice of our fixation/permeabilization procedure used to ensure suitable
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intracellular staining of cytoskeletal proteins. Because of this, we then omitted this step
for all other experiments. The mean fluorescence intensity (MFI) obtained for a particular
cytoskeletal protein from untreated control cells (from which the MFI obtained with the
conjugated alone was deduced) was subtracted to the MFI obtained from VAA-I treated
cells. Results are expressed as a decrease of fluorescence (MFI untreated - MFI treated
cells).

Degradation of cytoskeletal proteins. Neutrophils (10 x 10° cells/ml in 24 well plate)
were incubated with or without 1000 ng/ml VAA-I in the presence or absence of z-VAD-
FMK or its diluent (< 1% DMSO) for the indicated period and then harvested for the
preparation of cell lysates in Laemmli’s sample buffer. In some experiments, cells were
pre-incubated for 1h with the diluent or z-VAD-FMK prior to an additional 23h of
incubation (total period of 24h). Results were similar whether or not cells were pre-
treated 1h with z-VAD-FMK (data not shown). Therefore, in subsequent analyses, we
omitted the pre-incubation step. Aliquots corresponding to 225,000 cells were loaded
onto 10% SDS-PAGE and transferred from gel to PVDF membranes (17). Nonspecific
sites were blocked with 1% BSA in TBS-Tween ovemnight at 4 °C. Membranes were
incubated with monoclonal anti-human cytoskeletal antibodies [anti-gelsolin (1 :1500); anti-
vimentin (1:1000); anti-vinculin (1:150); anti-paxillin (1:500); anti-a-tubulin (1:500); or
anti-B-tubulin (1:500)], for 1h at room temperature followed by washes, and incubated with
a horseradish peroxidase-labeled sheep anti-mouse IgG (1:20,000) (Bio/Can) for 1h at room
temperature in fresh blocking solution. 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 verified

by staining the membranes with Coomassie blue at the end of the experiments.
Statistical analysis. Statistical analysis was performed with SigmaStat for Windows

Version 2.0 with a one-way analysis of variance (ANOVA). Statistical significance was

established at p < 0.05.
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RESULTS

VAA-I induces a depolarization of mitochondrial membrane. Fig. 1 illustrates that VAA-I
alters mitochondrial membrane since a depolarization was observed by flow cytometry
using the JC-1 dye. We have also observed a VAA-I-induced depolarization using the dye
DiOC¢(3) (data not shown), but its use was recently found to be more reliable for analysis
of plasma membrane potential rather than mitochondrial potential. As expected,
valinomycin was found to markedly induce a depolarization of mitochondrial membrane.
No major changes were observed with the use of a low VAA-I concentration (1-100
ng/ml) (data not shown), a condition that does not affect neutrophil apoptosis (16). We
have previously reported that VAA-I induces apoptosis in virtually all cells after a 24h
incubation period with a concentration of 1000 ng/ml (16). Here, even at a concentration
of 10 pg/ml VAA-I, we did not observe a greater mitochondrial membrane depolarization
(Fig 1). Neutrophils were incubated for 6h in these experiments, based on our previous

FITC-annexin-V binding results (16).

Mitochondrial stability does not inhibit VAA-I-induced neutrophil apoptosis. Bongkrekic
acid (BA) is known to stabilize the mitochondrial membrane, preventing its disruption.
This product was recently found to inhibit anti-Fas-induced neutrophil apoptosis when
cells were pre-incubated 1h with 62 pM BA (28). We have used BA under the same
conditions, and found that it cannot reverse the effect of VAA-I (Fig. 2). In two separate
experiments, we observed that the anti-Fas antibody-induced apoptosis was reduced from
65 to 38% and from 75 to 62% with the use of BA (data not shown). This correlates well
with data previously reported (28).

VAA-I increases the production of reactive oxygen species. Because ROS are known to be
involved in neutrophil apoptosis (29,30), we then decided to verify if VAA-I can increase
ROS. As illustrated in Fig. 3, VAA-I can increase intracellular ROS in human
neutrophils. However, this was not observed with lowest VAA-I concentrations (data not

shown), correlating again with the lack of induction of apoptosis at lower concentrations

(16).
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Production of ROS by VAA-I is not linked to induction of apoptosis. Although we found
that VAA-I increased intracellular ROS production, we had previously failed to detect
extracellular O, production in VAA-I-induced neutrophils as assessed by a colorimetric
method based on the reduction of ferrocytochrome ¢ (unpublished observation).
Therefore, we were interested in determining whether or not intracellular ROS are
involved in VAA-I-induced neutrophil apoptosis which we studied by adding catalase to
the cultures. Catalase is an inhibitor known to degrade H,O, that is rapidly generated by
superoxide dismutase when O;" is produced. As illustrated in Fig. 4A, addition of a non
toxic catalase concentration (2000 U/ml) did not prevent VAA-I-induced apoptosis. In
fact, the VAA-I-induced response was completely unaffected. This is in contrast to
toxaphene (Sigma), a chlorinated hydrocarbon insecticide, that we recently identified as a
potent inducer of human neutrophil apoptosis and a very potent activator of O
production detected colorimetrically as described above (31). Note that, as expected,
addition of catalase in normal neutrophils undergoing spontaneous apoptosis was also
diminished. This is in agreement with others (29). Addition of catalase up to 5000 U/ml

did not cause any reversible effects (data not shown).

We then examined whether or not VAA-I could induce apoptosis in PLB-985 and X-
CGD cells. As illustrated in Fig. 4B, VAA-I induced apoptosis in both types of cells as
assessed by cytology and by the degradation of paxillin, known to be fragmented in
human neutrophils (this report). This reinforces our conclusion that VAA-I does not

induce apoptosis via ROS production.

Brefeldin A reverses the VAA-I-induced neutrophil apoptosis response. VAA-I is a lectin
known to be internalized and which inhibits protein synthesis. Because of this, we next
decided to use an inhibitor of vesicular transport, brefeldin A, and try to inhibit VAA-I-
induced apoptosis. As illustrated in Fig. 5, pre-treatment of cells with brefeldin A
inhibited the ability of VAA-I to induce neutrophil apoptosis. This indicates that VAA-I
needs to be internalized to mediate its effect and that induction of apoptosis by this lectin

is not dependent on a cell surface receptor-mediated pathway, but rather is linked to its
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ability to inhibit protein synthesis, since the lectin needs to be internalized to dissociate,

leading to ligation of the A chain to the ribosome.

VAA-I decreases the expression of the antiapoptotic Mcl-1 protein. In order to better
understand how VAA-I induces neutrophil apoptosis, we then investigated the influence
of this lectin on the expression of the recently identified new Bel-2 family member, Mcl-
1. This protein is known to protect against apoptosis and was recently found, unlike Bcl-
2, to be expressed in human neutrophils (32,33). As illustrated in Fig. 6, VAA-I down-
regulates Mcl-1 expression in human neutrophils. As expected, GM-CSF, known to delay
apoptosis, was found to prevent the loss of Mcl-1 protein when compared to control cells
(33).

Use of flow cytometry to evaluate cytoskeletal protein content. We recently found that
the MFAP gelsolin is degraded following VAA-I treatment, via a caspase-dependent
mechanism (16). Kothakota et al (1997), have clearly identified that the fragmentation of
gelsolin is caspase-3-dependent (34). Because VAA-I is known to modulate different
neutrophil responses involving cytoskeleton rearrangements, such as those which occurs
during apoptosis, we decided to study if other cytoskeletal proteins can be targets of
VAA-L We first evaluated the protein content by a flow cytometric approach in order to
answer whether or not VAA-I alters the expression of a particular protein in comparison
with normal neutrophils undergoing spontaneous or constitutive apoptosis. Proteins
belonging to the MFAP (gelsolin, paxillin and vinculin), intermediate filament (vimentin)
or microtubule (- and B-tubulin) families were selected in the present study based on
their importance in neutrophil cell physiology (35-42). As illustrated in Fig. 7, we found
that VAA-I-induced neutrophils express less gelsolin, paxillin, and vimentin when
compared to 24h-aged cells (or spontaneous apoptosis). Vinculin and both a- and B-
tubulin protein expression did not differ between the two treatments. Our results
demonstrate that VAA-I induces the degradation of gelsolin, paxillin and vimentin but not

vinculin nor - and B-tubulin.
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Degradation of microfilament associated proteins induced by VAA-I. We then confirmed
the above flow cytometric results by studying the degradation of the cytoskeletal proteins
as well as the possible involvement of caspases in this response. As illustrated in Fig. 8A,
paxillin was degraded by VAA-I over time. The corresponding Coomassie blue stained
membrane, shown in the bottom panel, indicates that equivalent amounts of protein were
loaded, reinforcing the disappearance of paxillin. The paxillin antibody used is known to
react with at least two paxillin polypeptides with molecular masses of 68 and 40 kDa
(43,44). Our results are in agreement with this and VAA-I seems to preferentially degrade
the bottom 40 kDa polypeptide. This latter was only barely detectable after 18h despite
equivalent protein loading (Coomassie blue staining). Note however, that we also
detected two other polypeptides between the 68 and the 40 kDa bands, This may explain
why others have detected a smear rather than the two distinct bands (43,44). Interestingly,
an unidentified ~10 kDa fragment was detected over time, with maximal staining after
18h, independent of the VAA-I treatment. This is probably a paxillin degradation product,
since it was not detected by the other anti-cytoskeletal antibodies used in this study.
Curiously, this fragment was still detected when z-VAD-FMK was added to the cultures,
suggesting that its fragmentation does not originate from the activity of caspases-1,-3,-4
or-7. However, addition of z-VAD-FMK prevents the degradation of paxillin (68 and 40
kDa bands and those between) in a concentration-dependent manner (Fig. 8B). The signal
intensity was reestablished near its initial value (lane“f” in Fig. 8B vs lane “?2” in Fig
8A). Our results indicate that paxillin, as gelsolin (16), is another MFAP degraded by
VAA-I via caspases.

Using a similar approach, we found that, unlike paxillin, vinculin was not degraded by
VAA-I treatment when compared to normal 24h-aged neutrophils, despite the fact that
~100% of cells were apoptotic after VAA-I treatment (Fig. 8C). Addition of z-VAD-
FMK to the culture prevents the loss of vinculin expression and reestablishes its
expression to near the levels observed in fresh neutrophils (Fig. 8D). These results are in

agreement with the flow cytometric data obtained (Fig. 7).
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Major components of microtubules are not degraded by VAA-I. We were then interested
in answering whether or not the two major microtubule proteins, o- and B-tubulin were
targets of VAA-L As illustrated in Fig. 9A, a-tubulin expression decreases over time at
similar rate, whether or not cells were treated with VAA-I Similar results were obtained
for B-tubulin (data not shown). Addition of z-VAD-FMK did not prevent a-tubulin
degradation under any conditions (Fig 9B), and this was also observed with B-tubulin
(data not shown). Our results indicate that, with respect to a- and B-tubulin, microtubules
are not an important target of VAA-I and their progressively decreasing expression is not
caspase-dependent. This is in agreement with the results of Atencia et al (2000), who
reported that cleavage of tubulin is independent of ICE-like proteases (45). Again, our
immunoblot rtesults correlate well with those obtained using the flow cytometric

approach.

VAA-I induces the degradation of intermediate filament of the vimentin type in
neutrophils. We also investigated the role of intermediate filaments in spontaneous and
VAA-I-induced neutrophil apoptosis. In human neutrophils, intermediate filaments are of
vimentin type (39,40). This explains why we decided to monitor potential degradation of
this protein. As illustrated in Fig. 9C, vimentin expression was markedly decreased over
time by VAA-I treatment and its expression was undetectable after 24h. Addition of z-
VAD-FMK in the culture prevents vimentin degradation attesting to the important role of
caspases during this process (Fig. 9D). These results correlate well with the marked
differences in protein content detected by flow cytometry between spontaneous and

VAA-I-induced neutrophil apoptosis (Fig. 7).
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DISCUSSION

This study was performed in order to better understand the mechanisms by which VAA-I
can induce neutrophil apoptosis. In addition, since it was previously reported that the
MFAP gelsolin was found to be fragmented by caspase-3 during neutrophil apoptosis
(34), and because we have recently found that this phenomenon also occurs in VAA-I-
induced human neutrophils (16), we were interested in investigating the role of caspases
in the degradation of other cytoskeletal proteins during both VAA-I-induced and

spontaneous apoptosis.

We found that VAA-I alters mitochondrial potential, induces ROS production and the
loss of Mcl-1 protein, and that caspases are involved in the degradation of gelsolin,
paxillin and vimentin during apoptosis. However, VAA-I did not accelerate the
degradation of o-tubulin, B-tubulin and vinculin when compared to neutrophils
undergoing spontaneous apoptosis. Our results have identified two novel caspase
substrates, namely, paxillin and vimentin, involved in VAA-I-induced neutrophil
apoptosis. It is presently difficult to directly link the ability of VAA-I to induce neutrophil
apoptosis with the classical cytochrome c release observed in other cell types, since there
is currently no clear evidence that cytochrome c is released in apoptotic neutrophils. We
failed to detect cytochrome c release in VAA-I induced neutrophils using a commercially
available ELISA kit (unpublished data). Recently, using an interesting model,
cytochrome ¢ was found to be released in apoptotic neutrophils, but these cells have to be
pre-treated at 15 °C for several hours (46), a situation that is unlikely to occur under
normal physiological conditions. Involvement of cytochrome c in neutrophil apoptosis is
still unclear and requires further investigation. It is well accepted that the proto-oncogene
Bcl-2 is thought to control mitochondrial permeability transition, allowing the release of
cytochrome c. The fact that mature human neutrophils do not express Bcl-2 could also, in
addition to their few number of mitochondria reported, partly explain the poor ability of
these cells to release cytochrome c. In recent years, other interesting Bcl-2 related
members have been discovered and their expression at the protein and/or gene level has

been detected in various cell types, resulting in the classification of a Bcl-2 protein
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family. Among these members, some are inhibitors (Bcl-2, Bfl-1, Bcl-xy, Bel-w, Mcl-1)
while others are inducers of apoptosis (Bcl-Xs, Bad, Bak, Bax, Bik) (32,33,48,49). In
studies of human neutrophils, there are still some ambiguities concerning the expression

of some of these Bcl-2 members.

In neutrophil cell physiology, the role of the Bcl-2 family of proteins in regulating the
apoptotic rate is gaining increasing attention. Among them, Mcl-1 was recently found to
be expressed in human neutrophils and its expression declined as neutrophils underwent
apoptosis (32,33). Agents that promote neutrophil survival such as GM-CSF, sodium
butyrate, IL-1B and LPS were found to prevent the loss of Mcl-1 expression (33). Herein,
we found that VAA-I accelerates the loss of Mcl-1 protein when compared to neutrophils
undergoing spontaneous apoptosis. Our results are in agreement with the fact that VAA-L,
like other RIPs, acts as an inhibitor of protein synthesis (5,16). Mcl-1 appears to have a
very short half-life due to the presence of PEST sequences and Arg:Arg motifs that favor
its proteolysis (47). Recently, the antisense oligonucleotide strategy for reducing Mcl-1
availability in human neutrophils was used and Mcl-1 was found to be necessary for delay
of spontaneous or constitutive apoptosis (32). This attests to the importance of this
antiapoptotic protein in human neutrophil cell physiology. During hypoxia, Mcl-1
expression is augmented and this was found to correlate with hypoxia-induced inhibition
of apoptosis (32). We found that the VAA-I molecule induced such a response when
compared to spontaneous apoptosis. This indicates that monitoring Mcl-1 expression in
neutrophils is certainly a good marker of apoptosis as a decrease correlates well with

induction of apoptosis.

Neutrophils isolated from CD95 deficient mice (lacking Fas) were found to undergo
spontaneous apoptosis at the same rate as neutrophils from wild type mice, in contrast to a
putative role of Fas during constitutive apoptosis (50,51). In this report, we found that
pre-treatment of cells with brefeldin A, an inhibitor of vesicular transport, could inhibit
the ability of VAA-I to induce neutrophil apoptosis. This indicates that VAA-I needs to
be internalized for mediating its effect and that induction of apoptosis, by this lectin, is

not dependent on a cell surface receptor-mediated pathway. This correlates well with our
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previous observation that VAA-I does not induce tyrosine phosphorylation (16), a
situation which occurs after receptor binding. In addition, recent results from our
laboratory indicate that VAA-I does not induce threonine or serine phosphorylation
events in human neutrophils (manuscript accepted for publication). The ability of VAA-I
to induce apoptosis independent of receptor expression has also been reported by others,

but only in leukemic T- and B-cell lines (52).

ROS are known to be involved in neutrophil apoptosis (29,53). H,0, was found to
increase both spontaneous and Fas-mediated apoptosis in neutrophils isolated from
patients with chronic granulomatous disease, a hereditary defect in ROS production (30).
The role of intracellular H,0,-induced production by PMA or ionomycin in normal
human neutrophils was correlated with induction of apoptosis, whereas the inability of
fMLP to induce apoptosis was associated with the extracellular production of H,0, (54).
Although we found that VAA-I increases intracellular ROS production in human
neutrophils, reduction of ROS by addition of catalase in the culture did not attenuate the
ability of VAA-I to induce apoptosis. This suggests that this lectin does not induce
neutrophil apoptosis via intracellular ROS production. In addition, VAA-I was found to
induce apoptosis in promyelocyte PLB-985 cells as well as in X-CGD cells, confirming
that ROS are not involved. We hypothesize that VAA-I accelerates apoptosis by shutting

down the synthesis of proteins, including the antiapoptotic Mcl-1.

Caspases are known to be crucial mediators of apoptosis by catalyzing the cleavage of an
increasing number of proteins. Among them, some are cytoskeletal proteins such as o-
fodrin, gelsolin, Gas2, alphall- and betall-spectrin, lamin A, keratins, and vimentin
(34,56-61). In human neutrophils, caspases represent a central mechanism for both
spontaneous and Fas antibody-induced apoptosis. To date, in human neutrophils, only the
MFAP gelsolin was found to be a substrate for caspases (34). Actin is known to be
cleaved during spontaneous neutrophil apoptosis, but this protein was not found to be a
caspase substrate (55). Similarly, we found that the degradation of vinculin and o- and B-
tubulin is not accelerated by VAA-I and that caspases do not seem to play an important

role in their degradation during spontaneous apoptosis. In contrast, in addition to gelsolin,

60



we found that paxillin and vimentin are two other important targets for VAA-I and their
degradation is completely blocked by z-VAD-FMK. This indicates that caspases are
highly involved in this process. In addition, caspases were also found to be involved in
paxillin and vimentin degradation during constitutive apoptosis. Our results demonstrate
the existence of a certain selective process for cytoskeletal protein degradation by
caspases. Recently, two distinct pathways leading to nuclear apoptosis, one being
caspase-dependent and the other being caspase-independent, were established in mouse
embryonic fibroblasts (62). Here, we provide further evidence that the pathways involved
during spontaneous and VAA-I-induced human neutrophil apoptosis are caspase-
dependent. We believe that the degradation of vimentin is more altered than paxillin
since, unlike MFAPs, vimentin expression cannot be compensated by other candidates of
the intermediate filament since it is the only candidate expressed in neutrophils. In the
same vein, probably intermediate filaments are a less dynamic structure than

microfilaments known to be composed with several proteins.

In summary, we found that VAA-I induces neutrophil apoptosis via a particular pathway.
The lectin does not appear to induce phosphorylation events (16) and this correlates well
with the absence of a receptor-induced apoptosis pathway. The lectin needs to be
internalized and its ability to inhibit protein synthesis is linked to induction of apoptosis.
This correlates well with the loss of Mcl-1 protein expression. Although the lectin induces
a depolarization of the mitochondrial membrane and increases intracellular ROS
production, it does not induce apoptosis via the mitochondria-cytochrome c release
pathway. Finally, we can conclude that the lectin utilizes the caspase-dependent pathway
for induction of apoptosis, and that gelsolin, paxillin and vimentin are three important

caspase substrates.

The plant lectin VAA-I act as a very potent inducer of neutrophil apoptosis and this offers
an interesting potential therapeutic strategy in treatment of inflammatory disorders. Our
results allow a better understanding of its mode of action in inducing neutrophil

apoptosis. In addition, our results help for elucidate the role of the cytoskeleton and
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caspases during spontaneous apoptosis in neutrophils. This is of significant for both

general biology and medicine.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. VAA-I alters mitochondrial transmembrane potential. Neutrophils were freshly
isolated and incubated with buffer (Ctrl), VAA-I for 6h or 50 nM valinomycin (Valino)
for 15 min at 37°C and mitochondrial transmembrane potential was assessed by flow
cytometry using JC-1 probes as described under Materials and Methods. Results are
expressed as mean fluorescence intensity (MFI) and represent the mean + SEM (n=4). *

P<0.05 vs control by ANOVA. Inset, representative results plotted in the bar graph.
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Figure 2. VAA-I induces neutrophil apoptosis by a mechanism independent of
mitochondrial transmembrane potential disruption. Freshly isolated human neutrophils
(10 x 10° cells/m! in RPMI-1640 supplemented with 10% autologous serum) were pre-
incubated 1h with 62 pM bongkrekic acid (BA) or its diluent (< 1% DMSO) and then
1000 ng/ml VAA-I or buffer was added for 23h. Apoptosis was evaluated by cytology as
described under Materials and Methods. Results are mean + SEM (n=6). * p< 0.05 vs
control (Ctrl) by ANOVA.
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Figure 3. VAA-I increases ROS production in human neutrophils. Cells were isolated and
incubated with buffer (Ctrl) or VAA-I at a concentration known to induce neutrophil
apoptosis. ROS were quantified by a flow cytometric approach using the probe
H2DCFDA as described under Materials and Methods. Results are expressed mean
fluorescence intensity (MFI) and are presented as the mean + SEM (n=4). * p< 0.05 vs
control by ANOVA. Inset, representative results plotted in the bar graph. H,0, was used
as a positive control (1457 + 239, n=4).
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Figure 4. Production of ROS by VAA-I is not linked to induction of apoptosis. Part A,
cells were incubated with buffer (Ctrl), 1000 ng/ml VAA-I or with 50 pg/ml toxaphene
(Tox) used as a positive control (31) in the presence (+) or absence (-) of 2000 U/ml
catalase for 24h. Apoptosis was evaluated by cytology as described under Materials and
Methods. Results are mean + SEM (n=4). * p< 0.05 by ANOVA. Part B, PLB-985 wild
type (wt) and X-CGD cells were incubated with or without (Ctrl) 1000 ng/ml VAA-I for
24h and apoptosis was assessed by cytology as described under Materials and Methods.
Results are mean + SEM (n=3). * p< 0.05 by ANOVA. The figure in the inset illustrates
that the cytoskeletal protein paxillin (pax) was degraded by VAA-I (lanes 2 and 4) in both
wild type (wt) and X-CGD cells confirming the apoptotic state of the cells. Results are

from one representative experiment out of two.
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Figure 5. Brefeldin A inhibits VAA-I-induced neutrophil apoptosis. Freshly isolated
human neutrophils (10 x 10° cells/ml in RPMI-1640 supplemented with 10% autologous
serum) were pre-incubated 30 min with 1pg/ml brefeldin A (Bref) or its diluent (< 1%
DMSO) and then further incubated with or without 1000 ng/ml VAA-L Apoptosis was
evaluated by cytology as described under Materials and Methods. Results are mean +
SEM (n=3). * p< 0.05 vs control (Ctrl) and ** p< 0.05 vs VAA-I, by ANOVA.
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Figure 6. Neutrophils Mcl-1 expression is decreased by VAA-I. Cells were incubated in
the presence of agonists for 24h and the level of expression of the antiapoptotic p40/42
Mcl-1 protein was detected by immunoblotting as described under Materials and
Methods. A, one representative experiment out of 4. Note that Mcl-1 expression is down
regulated by VAA-I but up-regulated by GM-CSF, a cytokine known to delay neutrophil
apoptosis and to prevent Mcl-1 loss of expression (32,33). The second faint band is
probably a degradation product that is occasionally observed by other investigators using
the same anti-Mcl-1 antibody. B, densitometric analysis of Mcl-1 protein expression
(n=4).
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Figure 7. Use of flow cytometry to study the degradation of cytoskeletal proteins during
spontaneous and VAA-I-induced neutrophil apoptosis. Cells were incubated for 24h and
cytoskeletal protein content was detected by flow cytometry as described under Materials
and Methods. Results are expressed as a decrease of fluorescence intensity: MFI from
control cells — MFI from VAA-I-treated cells. Numbers in parentheses are the number of
experiments performed with different blood donor. Gel, gelsolin; Pax, paxillin; Vinc,
vinculin; Tub, tubulin; and Vim, vimentin. Inset, representative data plotted in the bar

graph. SA, spontaneous apoptosis (or 24h-aged neutrophils).
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Figure 8. Degradation of microfilament associated proteins induced by VAA-I. Cells
were incubated for the indicated time and cell lysates were prepared, run on SDS-PAGE
and transferred onto membrane and paxillin (Pax) was detected by immunoblotting as
described under Materials and Methods. A, cells were incubated with buffer (lanes 1 and
3) or with 1000 ng/ml VAA-I (lanes 2 and 4). Bottom panel, Coomassie blue stained
membrane at the end of experiment indicating equivalent loading. Results are from one
representative experiment out of 5. B, cells were incubated with buffer (lanes a, c and e)
or 1000 ng/ml VAA-I (lanes b, d and f) in the presence or absence of 10 or 50 uM z-
VAD-FMK (z-VAD). Results are from one representative experiment out of 5. Note the
degradation product (arrow) observed when cells are incubated for longer periods of time.
As for paxillin, vinculin was also monitored (panels C and D). C, cells were incubated
with buffer (lanes 1, 3 and 5) or with 1000 ng/ml VAA-I (lanes 2, 4 and 6). Results are
from one representative experiment out of 7. D, cells were incubated with buffer (lanes a
and c) or 1000 ng/ml VAA-I (lanes b and d) in the presence or absence of 50 uM z-VAD-

FMK (z-VAD). Results are from one representative experiment out of 5.
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Figure 9. Effect of VAA-I on the degradation of the major microtubule components and
the intermediate filament vimentin protein. Cells were incubated for the indicated time
and cell lysates were prepared, run on SDS-PAGE and transferred onto membrane and a-
tubulin was detected by immunoblotting as described under Materials and Methods. A,
cells were incubated with buffer (lanes 1, 3 and 5) or with 1000 ng/ml VAA-I (lanes 2, 4
and 6). Results are from one representative experiment out of 6. B, cells were incubated
with buffer (lanes a and c¢) or 1000 ng/ml VAA-I (lanes b and d) in the presence or
absence of 50 pM z-VAD-FMK (z-VAD). Results are from one representative

experiment out of 5. As for a-tubulin, vimentin was also monitored (panels C and D).
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2.1 RESUME EN FRANCAIS DE L’ARTICLE 2

Le tributylétain (TBT) a été fréquemment utilisé comme un pesticide et un biocide dans
les peintures pour les coques de bateau. Ceci en causait donc sa dispersion dans
I’environnement. Récemment, les chercheurs ont constaté que le TBT ciblait le systéme
immunitaire des mammiferes et induisait 1’apoptose chez différentes cellules par un
mécanisme encore nébuleux. Méme s’il a été démontré que le TBT affectait le
cytosquelette des phagocytes de vers et qu’il pouvait affecter la chimiotaxie, la
phagocytose et I’exocytose chez les neutrophiles, son effet sur I’apoptose des neutrophiles
demeure incompris. Cette étude nous a permis de vérifier si le TBT induit ’apoptose chez
les neutrophiles humains et comment il affecte son cytosquelette. Nous avons donc
remarqué que le TBT induisait I’apoptose chez les neutrophiles humains, et ce, par
cytologie et en examinant le détachement du CD16 par cytométrie en flux. La capacité du
TBT a induire I’apoptose s’est avérée étre dépendante des caspases puisque I’ajout du
zVAD-FMK (inhibiteur des caspases-1,-3,-4 et —7) prévenait I’induction d’apoptose. Ceci
a pu étre également observé lors de 1’apoptose constitutive ou spontanée (neutrophiles
agés de 24 heures). En plus, nous avons remarqué que des protéines du cytosquelette, soit
la gelsoline, la paxilline et la vimentine mais non la vinculine, étaient dégradées par le
TBT et que cette dégradation était dépendante des caspases. Ces observations ont pu étre
établies grace a la technique d’immunobuvardage. Nous avons conclu que le TBT
induisait 1’apoptose chez les neutrophiles humains par un mécanisme dépendant des
caspases. De plus, nous avons pu découvrir ’existence de deux nouveaux substrats des
caspases activées par le TBT lors de I’apoptose chez les neutrophiles humains ou de
maniére spontanée, la paxilline et la vimentine. Le fait que le TBT ne puisse induire la
dégradation de la vinculine, nous démontre clairement que la dégradation des protéines

du cytosquelette induite par le TBT est un phénomeéne hautement régulé.
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ABSTRACT

Tributyltin (TBT) has frequently been used as a pesticide and in biocidal paints for
marine vessels, leading to its presence in the environment. Although TBT was recently
found to induce apoptosis in different immune cells, by a mechanism that is not fully
established, its effect on neutrophils is not known. In the present study, it was found that
TBT induced apoptosis in human neutrophils as assessed by cytology, flow cytometry
and degradation of the microfilament-associated protein gelsolin. Furthermore, data
showed that TBT induced neutrophil apoptosis by a caspase-dependent mechanism, since
addition of z-VAD-FMK in the culture prevented the effect of TBT. It was also found that
the cytoskeletal proteins gelsolin, paxillin and vimentin, but not vinculin, were degraded
by TBT via caspases, as assessed by immunoblotting. Data indicate that gelsolin, paxillin
and vimentin are three caspase substrates involved in both spontaneous and TBT-induced
neutrophil apoptosis. Cells were not necrotic as assessed by trypan blue dye exclusion and
this is in agreement with the absence of vinculin degradation. Evidence indicates TBT-
induced fragmentation of cytoskeletal proteins via caspases is a process that is tightly

regulated.

Keywords: Neutrophils, Caspases, Cytoskeleton, Gelsolin, Paxillin, Vimentin, Vinculin
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INTRODUCTION

Organotin compounds are widely used in various industrial and agricultural applications
(Kannan et al., 1998; Karpiak et al., 2001). Among these compounds, tributyltin (TBT)',
originally used as an antifungal agent and used in marine antifouling paints, is certainly
the one that has received the most attention in toxicological or related studies (Chow et
al., 1992; Raffray et al., 1993; Corsini et al., 1996; DeLong and Rice, 1997; Gennari et
al., 1997; Cima et al., 1998; Cima et al., 1998a; Rice et al., 1998; Whalen et al., 1999;
Mizuhashi et al., 2000; Negri and Heyward, 2001; Ogata et al., 2001). This may be
explained by the high probability of human exposure to TBT via seafood consumption or
dry-dock application procedures. TBT acts by potentiation of halogenated hydrocarbon-
induced hepatic microsomal cytochrome P450 induction (DeLong and Rice, 1997; Rice
and Roszell, 1998; Kannan et al., 1998). Ingestion of large doses of organotin compounds
can lead to acute reproductive, renal and neural damage in mammals (Lin and Hsueh,

1993; Lin et al., 1998; Ogata et al., 2001; Karpiak et al., 2001).

It is widely accepted that exposure to organotin compounds, including TBT, can result in
suppression of both innate and acquired immunity, leading to an increased susceptibility
to infection. It has been shown that TBT causes thymic atrophy and immunosuppression
(Snoeij et al., 1987; Snoeij et al., 1989). In addition, suppression of murine NK cell
activity and reduction in cytotoxic activity of peritoneal macrophages induced by TBT
has been reported (Kergosien and Rice, 1998). Organotin compounds have also been
found to decrease the activity and number of neutrophils (Matsui et al; 1983; Arakawa
and Wada, 1984; Miura and Matsui, 1989).

TBT is known to induce apoptosis in several cell types such as T cells (Aw et al., 1990;
Zucker et al., 1994; Stridh et al., 1999b; Gennari et al., 2000), PC-12 cells (Viviani et al.,
1995; Yamanoshita et al., 2000), MCF-7 mammary carcinoma cells (Heerdt et al., 1999),
and in trout hepatocytes (Reader et al., 1999), by a caspase-dependent mechanism (Stridh
et al., 1998, 1999b). Curiously, despite the fact that neutrophils are highly involved in the
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inflammatory process and in innate immunity, there is a lack of literature concerning the
role of TBT on neutrophil apoptosis. In neutrophils, the common caspase substrates such
as poly (ADP-ribose) polymerase (PARP), the catalytic subunit of DNA-dependent
protein kinase (DNA-PK), the small ribonucleoprotein U1-70 kDa and the NuMA protein
(nuclear/mitotic apparatus) were not detected (Bhatia et al., 1995; Sanghavi et al., 1998).
Because of this, it is important to identify caspase substrates in these cells. In addition,
there is no clear evidence that human neutrophils release cytochrome c and this may be
linked to the weak number of mitochondria present in these cells. Consequently, the
general reported cytochrome c-induced cell apoptosis mechanism (Nishimura et al., 2002)

might not be necessarily transposable to neutrophils.

The cytoskeleton appears to be an important target of organotin compounds (Marinovich
et al., 1990). In vitro disaggregation of actin filaments and inhibition of tubulin
polymerization have been reported (Tan et al., 1978; Bondy and Hall, 1986). Because
recent reports have found that numerous neutrophil functions can be altered by TBT, and
since it was recently reported that the microfilament-associated protein (MFAP) gelsolin
is fragmented in apoptotic neutrophils via caspase-3 (Kothakota et al., 1997; Savoie et al.,
2000), it was hypothesized that TBT could induce neutrophil apoptosis and that caspases

are involved in cytoskeletal protein degradation.

labbreviations: MFAP, microfilament-associated protein; TBT, tributyltin; VAA-IL
Viscum album agglutinin-I; z-VAD-FMK, z-Val-Ala-Asp(MOe)-CH,F
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals and agonists. Tributyltin chloride (TBT) was purchased from Sigma
Chemical Company (St-Louis, MO), dissolved in ethanol and used at non-necrotic
concentrations previously reported in in vitro studies (Stridh et al., 1999a; Whalen et al.,
1999). The caspases-1,-3,-4, and -7 inhibitor, z-VAD-FMK, was purchased from
Calbiochem (La Jolla, CA) and was dissolved in dimethylsulphoxide (DMSO) (low levels
of endotoxins, Sigma). In all conditions, the final DMSO concentration never exceeded
1%. Preliminary experiments with < 1% DMSO revealed that this diluent did not interfere
in the assays. The plant lectin Viscum album agglutinin-I (VAA-I) and the following
monoclonal antibodies to human cytoskeletal proteins were purchased from Sigma: anti-
gelsolin (clone GS-2C4), anti-paxillin (clone PXC-10), anti-vimentin (clone Vim 13.2)

and anti-vinculin (clone Vin-11-5).

Neutrophil isolation. Cells were isolated from venous blood of healthy volunteers (25-35
years old, independently of the gender) by dextran sedimentation followed by
centrifugation over Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech Inc, Qc), as previously described
(Girard et al., 1996; Savoie et al., 2000). Blood donations were obtained from informed
and consenting individuals according to our institutionally approved procedures. Cell
viability (>98%) was monitored by trypan blue exclusion and the purity (>98%) was verified
by cytology from cytocentrifuged preparations colored by Diff-Quick staining (Girard et al.,
1996).

Assessment of neutrophil apoptosis by cytology and by cell surface expression of
CD16. Freshly isolated human neutrophils (200 pl of a 10 x 10° cells/ml suspension in
RPMI-1640 supplemented with 10% autologous serum) were incubated for 22h in the
presence or absence of TBT (0.1, 0.5 or 1uM) and apoptosis was evaluated by cytology.
The plant lectin Viscum album agglutinin-1 (VAA-I) was used as a positive control since
it is a potent inducer of neutrophil apoptosis (Savoie et al., 2000). Cytocentrifuged
preparations of neutrophils were prepared with a Cyto-tek® centrifuge (Miles Scientific,
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IN, USA), as previously described (Girard et al., 1996) and were stained with a Diff-
Quick staining kit (Baxter, FL, USA) according to the manufacturer's instructions. Cells
were examined by light microscopy (400X magnification), and apoptotic neutrophils
were defined as cells containing one or more characteristically dark stained pyknotic

nuclei. Results were expressed as percentage of cells in apoptosis.

CD16 expression is known to be markedly decreased on the cell surface of apoptotic
neutrophils (Dransfield et al., 1994). This assay was used to confirm the results obtained
by cytology. To do so, following the incubation period, cells were suspended at 1.5 x 10
cells/ml washed and pre-incubated 30 min (4°C, light protected) with 20% autologous
serum to prevent non specific binding via Fc receptors. Cells were then washed and
incubated with 2 pl of fluorescein isothiocyanate (FITC)-mouse anti-human CD16 mAb
(PharMingen Canada) for 30 min (4 °C, light protected). Flow cytometric analysis
(10,000 events) was performed using a FACScan (Becton Dickinson).

Degradation of cytoskeletal proteins. Neutrophils (10 x 10° cells/ml in 24 well plate)
were incubated with or without TBT in the presence or absence of 50 pM z-VAD-FMK
(Savoie et al., 2000) or its diluent (< 1% DMSO) for the indicated period of time and then
harvested for the preparation of cell lysates in Laemmli’s sample buffer (2X Laemmli’s
sample buffer: 125 nM tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)-HCl, pH 6,8, 8%
sodium dodecyl sulfate (SDS), 17% glycerol, 10% b-mercaptoethanol, 5 mM
orthovanadate, 24 mg/mL leupeptin, 20 mM paranitrophenylphosphate, 24 mg/mL
aproptinin, 2.5 mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF), and 0,05% bromophenol blue
preheated at 100°C) (Savoie et al. 2000). In some experiments, cells were pre-incubated
for 1h with the diluent or z-VAD-FMK prior to an additional 23h of incubation (total
period of 24h). Results were similar whether or not cells were pre-treated 1h with z-
VAD-FMK (data not shown). Therefore, in subsequent analyses, the pre-incubation step
was omitted. Aliquots corresponding to 225,000 cells were loaded and run on 10% SDS-
PAGE and transferred from gel to PVDF membranes (Savoie et al., 2000). Nonspecific
sites were blocked with 1% bovine serum albumin (BSA) in TBS-Tween (25 mM Tris-HCl,

pH 7.8, 190 mM NaCl, 0.15% Tween-20) overnight at 4 °C. Membranes were incubated
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with monoclonal anti-human cytoskeletal antibodies (anti-gelsolin (1:1500); anti-vimentin
(1:1000); anti-vinculin (1:150) or anti-paxillin (1:500)), for 1h at room temperature followed
by three washes, and incubated with a horseradish peroxidase-labeled sheep anti-mouse IgG
(1:20,000) (Bio/Can) for 1h at room temperature in fresh blocking solution. 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 verified by staining the membranes with Coomassie

blue at the end of the experiments (data not shown).
Statistical analysis. Statistical analysis was performed with SigmaStat for Windows

Version 2.0 with a one-way analysis of variance (ANOVA). Statistical significance was

established at p < 0.05.
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RESULTS

Involvement of caspases in tributyltin-induced human neutrophil apoptosis. As illustrated
in Fig.1, TBT did not induce neutrophil apoptosis at a concentration of 0,1 or 0,5 uM as
assessed by morphological examinations. However, at a concentration of 1pM, TBT was
found to significantly induce human neutrophil apoptosis. These cells were found to
possess a characteristic apoptotic morphology. Addition of z-VAD-FMK in the cultures
was found to block this effect of TBT. Note that caspases were also found to be involved
in constitutive or spontaneous apoptosis (Kothakota et al., 1997; Savoie et al., 2000),
explaining why addition of z-VAD-FMK also prevents apoptosis in this condition. The
pro-apoptotic effect of TBT was confirmed with another assay based on the loss of CD16
cell surface expression monitored by flow cytometry. As illustrated in Fig. 2, significant
CDI16 shedding was observed when cells were incubated with a concentration of 1 uM,

but not at lower concentrations of 0.1 or 0.5 pM.

The degradation of the MFAP gelsolin was recently found to occur in human neutrophil
via caspase-3 (Kothakota et al., 1997; Savoie et al., 2000). As illustrated in Fig 3A, TBT
induces the fragmentation of gelsolin only at the concentration that induces apoptosis as
assessed by cytology and by flow cytometry (CD16 shedding). This confirms its ability to
induce neutrophil apoptosis. At lower concentrations, TBT did not induce degradation.
Addition of z-VAD-FMK in the culture was found to block gelsolin degradation (Fig 3B).
This attests to the involvement of caspases in TBT-induced human neutrophil apoptosis.

The degradation of gelsolin was also observed in neutrophils that undergo spontaneous
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apoptosis and this was also blocked by the addition of z-VAD-FMK in the culture, again

attesting to the involvement of caspases under these conditions.

The microfilament associated protein paxillin, but not vinculin, is degraded by tributylitin.
TBT induced the degradation of paxillin and that this was also caspase-dependent (Fig.
4). The disappearance of the two 68 and 40 kDa paxillin fragments, observed in apoptotic
neutrophils, correlated with the appearance of the fragment of ~20 kDa (see arrowhead in
Fig. 4). Interestingly, the level of expression of vinculin was unaffected by TBT or by
VAA-I (Fig 5). In addition, vinculin was not degraded in neutrophils undergoing
spontaneous apoptosis since addition of z-VAD-FMK did not increase its expression,
unlike gelsolin (Fig. 3) or paxillin (Fig. 4). The apoptotic state of cells, however, was
confirmed by cytology, attesting that vinculin levels were unaffected by the treatments

(data not shown).

The intermediate filament protein vimentin is fragmented in apoptotic neutrophils.
Proteins of the intermediate filament family are of the vimentin type in human neutrophils
(Pryzwansky et al., 1995; Morishima, 1999). Based on this, it was decided to study the
potential effects of TBT on vimentin expression. As illustrated in Fig. 6, TBT induced
vimentin fragmentation and caspases were also involved in this process. This degradation
was not specific to TBT, since it was also observed with VAA-I. Addition of z-VAD-
FMK prevented its loss, as a pattern of protein expression after 22h was similar to the one

observed after only 1h of treatment (Fig 6).
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DISCUSSION

Our results are in agreement with others reporting the involvement of caspases in TBT-
induced apoptosis in the human Hut-78 and Jurkat T-lymphocyte cell lines (Stridh et al.,
1999a) as well as in rat thymocytes (Aw et al., 1990). However, to our knowledge, this is
the first time caspase substrates have been identified in TBT-induced cell apoptosis. The
fact that cytoskeletal proteins were identified as caspase substrates correlates with a
recent study reporting cytoskeletal alterations induced by TBT in tunicate phagocytes
(Cima et al., 1998a). In particular, this study reported that the microfilaments were
assembled in clusters around the peripheral cytoplasm, with the exception of unaltered
adhesion plaques. In rabbits, micromolar concentrations of TBT and other organotin
compounds were found to inhibit neutrophil phagocytosis and the concomitant release of
enzymes (Elferink et al., 1986). In the same vein, inhibition of neutrophil chemotaxis was
also observed following organotin exposure (Arakawa and Wada, 1984). These functions

necessitate important cytoskeletal rearrangements.

Gelsolin, paxillin and vinculin are three well known MFAP, while vimentin is a protein of
the intermediate filament family. The importance of gelsolin in neutrophil cell physiology
was recently established. Neutrophils isolated from gelsolin deficient mice (Gsn”") were
found to have a reduced rate of cell death, and this could explain the moderate
neutrophilia observed in Gsn™ mice. These mice have about twice the number of
circulating neutrophils when compared with wild-type mice (Morishima, 1999). In
addition, the ability of neutrophils to exert IgG—mediated phagocytosis was found to be
decreased in Gsn™ neutrophils (Serrander et al., 2000). This function is known to require
a dynamic reorganization of the cytoskeleton. There is no reported data from paxillin-
deficient animals. However, its function has been studied in neutrophils in vitro. Paxillin
has been found to play an important role during neutrophil adhesion to plastic substratum
(Ryu et al., 2000). In addition, paxillin may be an important cytoskeletal protein involved
in different intracellular signaling pathways, since it was found to be tyrosine-
phosphorylated in activated human neutrophils (Ryu et al., 2000). Intriguingly, vimentin

knock-out mice develop and reproduce without any apparent defects (Colucci-Guyon et
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al., 1994). No compensatory expression of another intermediate filament was
demonstrated in these mice. However, this does not rule out the possibility that the
expression of other proteins (not limited to cytoskeletal proteins) may be modulated in
these animals. As with paxillin, no data are available from vinculin knock-out mice. In
vitro, vinculin was found to co- localize with other cytoskeletal proteins such as myosin,
alpha-actinin and actin, during neutrophil movement (Yuruker and Niggli, 1992; Takubo
and Tatsumi, 1999). Results from one study suggest an unknown specialized function of

vinculin in adhesion sites of human neutrophils (Yuruker and Niggli, 1992).

The results of the present study indicate that TBT is toxic to human neutrophils, since it
can induce apoptosis. This is in agreement with the decreased number of neutrophils
previously observed in TBT-exposed rabbits (Elferink et al., 1986). In addition, results
from this study allow us to conclude that the cytoskeleton is an important target for TBT-
mediated toxicity. Moreover, the cytoskeletal proteins gelsolin, paxillin and vimentin are
important caspase substrates involved in this mechanism. Furthermore, our results attest
to the importance of caspases-1,-3,-4,and -7, some of which are known as executioners
(caspases-3 and —7) and are highly involved in the demolition phase of apoptosis (Slee et
al., 2001). The fact that TBT did not induce the degradation of vinculin indicates that the

degradation of cytoskeletal proteins via caspases is a tightly regulated process.

The procedure described here could be applied to numerous studies in different fields. It
can provide information not only on the apoptotic state of cells, but also on caspase
involvement during apoptosis. It can also lead to the identification of new caspase
substrate(s). This will be of great help for elucidating the mode of action of a particular
molecule.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Tributyltin induces human neutrophil apoptosis via a caspase-dependent
mechanism. Freshly isolated human neutrophils (10 x 10° cells/ml) were incubated for
24h in RPMI-1640 supplemented with 10% autologous serum in the presence or absence
of stimuli. Apoptosis was assessed by cytology as described under Materials and
Methods. Results are means + SEM (n=3). * p < 0.05, vs control (Ctrl) and **, p < 0.05
vs 1 uM TBT. Inset, representative cytocentrifuged preparations. Cells were incubated
with: a, the corresponding buffer + 50 uM z-VAD-FMK; b, 1 uM TBT; and ¢, 1 pM
TBT + 50 pM z-VAD-FMK. Black arrows, typical normal neutrophil; open arrows,
apoptotic neutrophil.
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Figure 2. Tributyltin induces CD16 shedding. Freshly isolated human neutrophils (10 x
10° cells/ml) were incubated for 24h in RPMI-1640 supplemented with 10% autologous
serum in the presence of buffer (Ctrl), 1000 ng/ml VAA-I, or an increasing concentration
of TBT. Results are means + SEM (n=3). Insert, representative data plotted in the bar
graph. Number in parentheses represents the percentage of apoptotic cells, the left
population expressing low levels of CD16 (Dransfield et al., 1994). *, significant from
control (Ctrl) ( p < 0.05).
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Figure 3. Tributyltin induces the degradation of the human neutrophil microfilament-
associated protein gelsolin by a caspases-dependent mechanism. Freshly isolated human
neutrophils were incubated for the indicated periods of time as described in legend of
Figure 2. Cell lysates were prepared, and run on 10% SDS-PAGE, and transferred from
gel to PVDF membranes and native gelsolin (~90 kDa) was detected as described under
Materials and Methods. A, cells were incubated with buffer (lane 1); 1000 ng/ml VAA-I
(lane 2); TBT at 0.1 (lane 3), 0.5 (lane 4), or 1 uM (lane 5). B, cells were incubated with
buffer (lane a); 1000 ng/ml VAA-I (lane b); TBT at 0.8 (lane c) or 1 uM (lane d) in the
presence or absence of 50 pM z-VAD-FMK, the pan caspases inhibitor. ns, cell lysate
prepared from non stimulated cells incubated for 1h. Results are from one representative

experiment out of 4.
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Figure 4. Involvement of caspases in the degradation of the microfilament associated
protein paxillin induced by tributyltin in human neutrophils. Cells were incubated for 22h
in the presence or absence of 50 puM z-VAD-FMK as described in the legend of Figure 3,
and paxillin (Pax) was detected as described under Materials and Methods. Cells were
treated with buffer (lane 1); 1000 ng/ml VAA-I (lane 2); or 1 uM TBT (lane 3). Note the
68 and 40 kDa fragments of paxillin known to be recognized by the mAb (Ryu et al.,
2000), and the appearance of another fragment (arrowhead) that is markedly reduced by

the addition of z-VAD-FMK. Results are from one representative experiment out of 4.
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Figure 5. Tributyltin does not induce the degradation of the human neutrophil
microfilament-associated protein vinculin. Cells were incubated for 22h in the presence
or absence of 50 uM z-VAD-FMK as described in the legend of Figure 4, and vinculin
(vinc) was detected as described under Materials and Methods. Cells were treated with
buffer (lane 1); 1000 ng/ml VAA-I (lane 2); or | pM TBT (lane 3) in the presence or

absence of 50uM z-VAD-FMK. Results are from one representative experiment out of 3.
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Figure 6. Involvement of caspases in the degradation of the intermediate filament
vimentin protein induced by tributyltin in human neutrophils. Cells were incubated for
22h in the presence or absence of 50 uM z-VAD-FMK as described in the legend of
Figure 5, and vimentin (vim) was detected as described under Materials and Methods.
Cells were treated with buffer (lane 1); 1000 ng/ml VAA-I (lane 2); TBT at 0.8 (lane 3) or
at 1 pM (lane 4). Note the appearance of the fragment (arrowhead) that disappears when
z-VAD-FMK was added to the culture and its absence in non stimulated cells incubated
for 1 hour (1h) . Note also that the mAb recognized some minor bands under the native

form of vimentin. Results are from one representative experiment out of 3.
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Conclusion

Les expériences conduisant a I’élaboration du premier article cité dans ce mémoire
(article 1), ont permis de mieux comprendre les mécanismes par lesquels la VAA-I peut
induire I’apoptose chez les neutrophiles humains. Sachant qu’une protéine associée aux
MF, la gelsoline, est dégradée par la caspase-3 lors de I’apoptose et puisque nous savons
que ce phénomene est présent chez le neutrophile (article 3), nous nous sommes
intéressés au role des caspases dans la dégradation d’autres protéines du cytosquelette

pendant I’apoptose spontanée ou induite par la VAA-I.

Avec I’aide de nos collegues de Zurich, nous avons démontré que lorsque la VAA-I
induit I’apoptose, déstabilise le potentiel membranaire de la mitochondrie et induit
légerement la production de radicaux libres par la NADPH-oxydase. La VAA-I diminue
P’expression d’un geéne anti-apoptotique, MCL-1 et activent des caspases. Ces derniéres
sont impliquées dans la dégradation de trois protéines du cytosquelette, la gelsoline, la
paxilline ainsi que la vimentine. La vinculine ainsi que I’a- et la B-tubuline sont

réfractaires a 1’action de la VAA-L

Un prétraitement avec la bréfeldine A, inhibiteur des transports vésiculaires, réduit
significativement I’induction de 1’apoptose par la VAA-I. Cette observation suggeére
fortement que la molécule doit étre endocytée puis a besoin d’étre transportée a 1’aide
d’une vésicule jusqu’aux ribosomes afin d’y effectuer son inactivation. En d’autres
termes, la VAA-I n’agit pas via un récepteur de surface pour induire ’apoptose comme
c’est le cas du TNF-a et Fas-L. D’ailleurs cette observation corréle bien avec des
observations effectuées sur la phosphorylation des tyrosine (article 3), thréonine et sérine
kinases (article 4). Afin de valider cette observation, une augmentation de la
phosphorylation de ces mémes kinases a été observée avec un contréle positif, le GM-
CSF. La VAA-I n’induit donc aucun événement de phosphorylations, situation qui

survient normalement lorsqu’une molécule est liée a un récepteur membranaire.



Méme si des radicaux libres ont été détectés & ’extérieur du neutrophile par notre
collegue Hostanska, nous avons démontré que I’induction de I’apoptose par la VAA-I est
indépendante de ce phénoméne. En effet, ’ajout de la catalase, inhibiteur des
intermédiaires de I’oxygene, n’a pas affecté I’induction d’apoptose. Nous avons pu ainsi
confirmer cette indépendance en utilisant une lignée promyélocytaires, PLB-985, dont la
NADPH-oxydase est déficiente en une sous-unité, soit la gp91. Cette lignée cellulaire
mime les cellules issues de patients atteints de X-CGD. La VAA-I induit 1’apoptose aussi
bien chez les PLB-985 de type sauvage que les PLB-985 déficientes, démontrant ainsi
I’indépendance de la production de radicaux libres dans I’induction de I’apoptose par la
VAA-L

Par la suite, nous avons pu écarter la possibilité que la mitochondrie puisse jouer role
principal lors de I’induction de I’apoptose par la VAA-I. En effet, ’ajout de I’acide
bongkrékique, stabilisateur de la membrane mitochondriale, nous a permis de le
démontrer. La VAA-I induit donc 1’apoptose chez les neutrophiles indépendamment de la
déstabilisation de la membrane mitochondriale. En fait, en présence ou en absence de
cytochrome C (si relaché), la VAA-I peut toujours induire I’apoptose chez les
neutrophiles. Méme si le relachement de cytochrome C est souvent responsable de
P’induction de P’apoptose chez certains types cellulaires, plusieurs observations nous
portent & croire que ce n’est pas le cas chez le neutrophile. En effet, sachant qu’aucune
observation n’a jusqu’a ce jour fait état du relachement de cytochrome C (4 I’exception
d’une observation réalisée sous conditions non-physiologiques) et sachant que le nombre
de mitochondries dans le neutrophile est restreint, il s’avére justifié de supposer que
Pinduction de P’apoptose ne peut reposer uniquement que sur une déstabilisation
mitochondriale. De plus, I’absence du proto-oncogéne Bcl-2 chez le neutrophile mature
appuie cette observation et pourrait expliquer la quasi-absence de cytochrome C. Par
contre, cette observation n’exclue pas I’implication de la caspase-9, activée généralement
par le cytochrome C, puisque son activation pourrait contourner le cytochrome C et serait
activée par la caspase-3 (voir figure 6), opérationnelle lors de I’induction de I’apoptose
par la VAA-I. L’utilisation d’un inhibiteur de caspase-9 dans des expériences futures

pourrait ainsi nous renseigner sur la nécessité de cette caspase dans I’induction de

124



P’apoptose par la VAA-I. De plus, des expériences du méme type pourraient étre utiles

afin d’¢évaluer le réle de chaque caspase dans ce phénoméne.

Parmi les autres génes issus de la famille de Bcl-2, nos recherches indiquent que Mcl-1
pourrait jouer un rble important dans I’induction de I’apoptose. En effet, la VAA-I
diminue I’expression de cette protéine anti-apoptotique, libérant le neutrophile de cette
protection contre I’apoptose. D’un autre c6té, I’ajout d’agents qui retardent I’induction de
’apoptose comme les cytokines pro-inflammatoires (GM-CSF et I’'IL-1B) ou le LPS,
empéche justement cette diminution d’expression. Mcl-1 est donc une protéine
importante dans la physiologie du neutrophile et s’avére étre un excellent marqueur
d’apoptose puisque son expression diminue a mesure que l’apoptose augmente et

inversement,

Finalement, les caspases sont des médiateurs essentiels a ’activation de I’apoptose et
fragmentent différentes protéines. Parmi celles-ci, nous retrouvons certaines protéines du
cytosquelette, comme I’a-fodrine, la gelsoline, la Gas2, all- BII-spectrine, la lamine A,
les kératines et la vimentine. Or, chez le neutrophile, seule la gelsoline était reconnue
comme étant un substrat des caspases. Nos études dans I’article 1 démontrent que la
paxilline et la vimentine s’avérent étre de nouveaux substrats pour les caspases chez ces
cellules. En effet, I’ajout d’un inhibiteur de caspases (caspases-1, -3, -4 et —7) nous a
amené a faire cette observation. Toutefois, la VAA-I n’affecte pas I’expression de I’a-
tubuline, de la B-tubuline ainsi que de la vinculine (autres protéines examinées dans cette
étude) lorsque leur expression est comparée a celle obtenue en apoptose spontanée. Cela
nous a donc permis de conclure que la VAA-I posséde une sélectivité importante envers
les différentes protéines du cytosquelette puisque certaines protéines sont affectées tandis
que d’autres sont réfractaires a I’action de la VAA-I. Cette sélectivité est d’autant plus
précise que la VAA-I affecte différemment des protéines issues d’un méme groupe,
comme c’est le cas des protéines associées aux MF. Ainsi, la VAA-I dégrade la gelsoline,

la paxilline mais non la vinculine.

125



D’ailleurs, nous avons pu remarquer cette méme sélectivité lors de I’induction de
I’apoptose par un autre xénobiotique, le tributylétain (TBT). En effet, utilisé a 1 uM, le
TBT induit I’apoptose chez la trés grande majorité des neutrophiles humains aprés une
incubation de 24 heures. Cette étude, dont les conclusions sont décrites dans ce mémoire
(article 2), a en effet tiré profit des observations obtenues avec la VAA-I concernant la
dégradation de certaines protéines du cytosquelette. De plus, une tendance générale
semble se dégager puisque quel que soit I’agent utilisé pour induire 1’apoptose, VAA-I,
TBT ou méme le toxaphene (résultats non présentés), les mémes protéines sont affectées
et leur dégradation est dépendante des caspases. Ces observations sont d’autant plus
importantes puisqu’elles révelent [’identité de nouveaux marqueurs d’apoptose a
Pintérieur des protéines du cytosquelette. Puisque le cytosquelette renferme une multitude
de protéines, il serait intéressant d’examiner 1’expression d’autres protéines chez le
neutrophile et d’établir leur importance de chacune d’entre elles face a I’apoptose.
Puisque le neutrophile ne posséde pas les substrats habituellement reconnus par les
caspases et présents chez les autres types cellulaires, il serait important de tenir compte du
cytosquelette et d’approfondir les recherches dans ce domaine. D’ailleurs, des études in
vivo sur des souris déficientes en protéines du cytosquelette pourraient étre utiles afin

d’évaluer I’importance de chacune d’entre elles dans 1’apoptose.

L’évaluation de 1’expression de certaines protéines du cytosquelette, comme la gelsoline,
la paxilline ou la vimentine, s’avére une nouvelle approche scientifique peu complexe et
pourrait étre utilisée afin d’évaluer a la fois ’apoptose et le role des caspases dans

d’autres types cellulaires.

La VAA-I agit ici comme un puissant inducteur d’apoptose chez les neutrophiles et cela
nous offre donc un potentiel intéressant dans la venue de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Des observations ont d’ailleurs été effectuées afin d’établir I’effet de cette
molécule en relation avec une cytokine, I'IL-15 (article 4). Nos observations ont
démontré que I’'IL-15, cytokine reconnue pour retarder 1’apoptose, n’influence pas la

fragmentation de la gelsoline induite par la VAA-L
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Des études in vivo, présentement en cours dans notre laboratoire, nous permettront
d’établir I’effet de la VAA-I sur le phénomene inflammatoire. Ces expériences pourront
en effet nous renseigner sur les différents mécanismes impliqués lors de 1’inflammation

notamment la chimiotaxie de certaines cellules, incluant le neutrophile.

Collectivement, les résultats de ce présent mémoire démontrent I’importance de
P'utilisation de la VAA-I et s’avére une étape essentielle dans le processus aboutissant
vers une application thérapeutique. L’acquisition de nouvelles connaissances sur le
mécanisme d’action de la VAA-I a Pintérieur du neutrophile pourrait aider a la
commercialisation de cette molécule en territoire américain et ainsi faire bénéficier les
patients atteints de maladies graves, tels Parthrite rhumatoide et autres désordres

inflammatoires, et souvent incurables comme le cancer.
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1. ARTICLE 3

Titre
Activation of human neutrophils by the plant lectin Viscum album agglutinin-I:
Modulation of de novo protein synthesis and evidence that caspases are involved in

induction of apoptosis

Auteurs

Anik Savoie, Valérie Lavastre, Martin Pelletier, Tibor Hajto, Katarina Hostanska et Denis
Girard

Publié dans
Journal of Leukocyte Biology (Décembre 2000), volume 68, pages 845 & 853.

Contribution personnelle

Cet article est le premier article secondaire. J’ai contribué a la réalisation d’une figure.
Cette figure est la premiére évidence qu’au moins une protéine du cytosquelette, la
gelsoline, qui est une protéine associée aux microfilaments (actine), est affectée par
I’induction de I’apoptose par la VAA-I. La gelsoline subit une fragmentation évidente
puisque que la gelsoline native (90 kD) est complétement dégradée en fragments plus
légers a 1’ajout de la VAA-I. On a ensuite remarqué que cette dégradation était
dépendante des caspases. Ces observations ont pu étre réalisées grice a la visualisation de

cette protéine sur gel d’acrylamide. J’ai de nouveau aidé 4 la correction du manuscrit.

Contribution des co-auteurs

Anik Savoie: Elle a mesuré le taux d’apoptose des neutrophiles suite & 1’ajout de

différentes concentrations de VAA-I et 4 différents temps par cytologie. Elle a mesuré la
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synthése protéique de novo intracellulaire et extracellulaire par incorporation de S*°. Elle
a aussi réalisé les expériences reliées a la phosphorylation des tyrosines par SDS-PAGE.
Elle a évalué I'implication des caspases a I’ajout de la z-VAD-fmk, en observant le taux

d’apoptose par cytologie. Elle a également aidé a la correction du manuscrit.

Martin Pelletier : Il a confirmé les résultats obtenus par Anik Savoie, puis effectué les

analyses statistiques de densidométrie. 1l a également aidé a la correction du manuscrit.

Tibor Hajto et Katarina Hostanska : Ils ont mesuré le taux d’apoptose par cytométrie en
flux (Annexine-V et PI) de 1a VAA-I a différents temps. Ils nous ont fourni la VAA-L

Denis Girard : 11 a participé a la planification des expériences, aux analyses statistiques

ainsi qu’a la réalisation du manuscrit.
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1.1 RESUME EN FRANCAIS DE L’ARTICLE 3

La Viscum album agglutinine-I (VAA-I) a récemment été reconnue pour moduler la
synthése des protéines et induire I’apoptose dans différentes cellules du systéme
immunitaire. Nous avons découvert que la VAA-I induit le synthése protéique de novo
par marquage au *>S quand elle est utilisée & basse concentration (moins de 100 ng/mL)
mais qu’elle agit comme inhibiteur & plus forte concentration. En utilisant conjointement
la cytométrie en flux (marquage a 1’annexine-V-FITC) et la cytologie, nous avons
remarqueé que la VAA-I ne module pas 1’apoptose des neutrophiles lorsqu’utilisée & basse
concentration mais qu’a 500 et 1000 ng/mL, elle I’induit chez plus de 98% des cellules.
La VAA-I peut également renverser l’effet retardant du GM-CSF sur I’induction
d’apoptose et bloquer la synthése protéique de novo induit par cette méme cytokine.
Contrairement au GM-CSF, le VAA-I n’induit aucun événement de phosphorylations des
tyrosines et n’altére pas les réponses induites par le GM-CSF. Parmi les différents
inhibiteurs utilisés, la génistéine, la toxine pertussis, la staurosporine, le H7, le calphostin
C, la manoalide, le BpB, la quinacrine HA-1077 et la z-VAD-FMK, seulement ce demnier
(inhibiteur des caspases-1,-3,-4 et —7) a pu inhiber I’induction d’apoptose par la VAA-I
en diminuant le pourcentage de cellules apoptotiques de 98+/-1,3% & 54+/-3,2% (n=4).
De plus, nous confirmons que les caspases sont impliquées dans 1’induction de I’apoptose
des neutrophiles par la VAA-I par ’observation de la fragmentation d’une protéine du
cytosquelette, la gelsoline, protéine dont la dégradation est connue comme étant
dependante de la caspase-3. D’ailleurs, cette dégradation était prévenue par 1’ajout de la
zVAD-FMK. Nous concluons que la VAA-I induit I’apoptose des neutrophiles humains
par un meécanisme dépendant des caspases et n’implique pas les événements de
phosphorylation des tyrosines, les protéines G, les PKC ainsi que les PLA,. La corrélation
entre I’induction de I’apoptose par la VAA-I et I’inhibition de la synthése protéique de

novo est discutée dans cette étude.

1.2 ARTICLE 3 TEL QUE PUBLIE
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2. ARTICLE 4

Titre
Modulation of interleukin-15-induced human neutrophil responses by the plant lectin

Viscum album agglutinin-I

Auteurs

Martin Pelletier, Anik Savoie, Valérie Lavastre, Claude Ratthé, Reinhard Saller, Katarina

Hostanska et Denis Girard

Publié dans

Clinical immunology (Novembre 2001), volume 101, no. 2, pages 229 a 236.

Contribution personnelle

Cet article est le deuxiéme article secondaire. J’ai contribué a la réalisation d’une figure.
Cette figure démontre clairement que 1’ajout de I’interleukine-15 n’affecte en rien la
dégradation de la gelsoline, protéine du cytosquelette, induite par la VAA-I, comme
décrit dans I’article précédent. Ceci est tout a fait nouveau puisque cette interleukine est
une cytokine qui permet de retarder 1’apoptose contrairement a la VAA-I, qui elle, induit
fortement 1’apoptose. Cette observation a pu étre réalisée encore une fois grace a la
visualisation de cette protéine sur gel d’acrylamide. J’ai également aidé a la correction du

document.

Contribution des co-auteurs

Martin Pelletier : Il a mesuré la phosphorylation des thréonines en fonction du temps. Il a
realisé les expériences de phagocytose, de synthése protéique de novo. Il a réalisé les

expériences avec I’'IL-15. 11 a aidé a la correction du manuscrit.
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Anik Savoie : Elle a réalisé les expériences de phosphorylation des thréonines, des sérines

et des tyrosines. Elle a aidé a la correction du manuscrit.

Claude Ratthé: Elle a réalisé les expériences avec les inhibiteurs. Elle a aidé a la

correction du manuscrit.

Reinhard Saller et Katarina Hostanska : Ils nous ont fourni la VAA-L

Denis Girard : Il a participé a la planification des expériences, aux analyses statistiques

ainsi qu’a la réalisation du manuscrit.
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2.1 RESUME EN FRANCAIS DE L’ARTICLE 4

La Viscum album agglutinine-I (VAA-I) et ’interleukine-15 (IL-15) sont deux molécules
qui possédent des propriétés a potentiel thérapeutique connues pour moduler les fonctions
du neutrophile lorsqu’elles sont utilisées séparément. Cette étude nous a permis de mieux
comprendre le mode d’action de la VAA-I et d’élucider comment la VAA-I peut moduler
les réponses du neutrophile induites par 1’IL-15. Nous avons trouvé que la VAA-I
n’induit aucun événement de phosphorylation chez les neutrophiles humains. Par contre,
elle augmente la phagocytose par elle-méme sans altérer la phagocytose induite par 1’IL-
15. La VAA-I affecte I’habileté de I’'IL-15 & retarder 1’apoptose et inhibe la synthése
protéique de novo induite par cette cytokine. De plus, nous avons démontré que I’TL-15
ne peut renverser ou atténuer la fragmentation de la gelsoline observée pendant 1’apoptose
par immunobuvardage. Nous concluons que la VAA-I peut moduler certaines réponses
induites par I’IL-15 chez le neutrophile et que ceci s’effectue indépendemment des

événements de phosphorylation.

22  ARTICLE 4 TEL QUE PUBLIE
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