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Sommaire

Le tributylétain (TBT) est une molécule chimique utilisée dans plusieurs
formulations industrielles qui représente un potentiel nocif important pour
I’environnement. Des études toxicologiques ont démontré que le TBT engendre des effets
toxiques chez plusieurs organismes aquatiques dont les poissons, les crabes, les huitres et
les moules ainsi que chez les mammiféres. La structure chimique du TBT lui confére la
propriété de diffuser au travers des bicouches lipidiques et d’interagir avec les protéines,
ce qui engendre de multiples perturbations au niveau de I’homéostasie cellulairc. Chez les
mammifeéres, le systéme immunitaire est le plus sensible a I’action du TBT. On y dénote
une perte de fonction des lymphocytes T périphériques et une importante déplétion des
thymocytes corticaux. 1l a été suggéré que I’atrophie du thymus engendrée par [’action du

TBT serait causée par une induction de 1’apoptose des thymocytes corticaux.

L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée qui se déroule a
Iintérieur d’un organisme afin d’éliminer les cellules agées, infectées ou dangereuses.
Deux voies principales menent a I’induction d’apoptose a I’intérieur de la cellule: la voie
des récepteurs de mort et la voie de la mitochondrie. La voie des récepteurs de mort
implique la liaison des récepteurs faisant partie de la famille du TNFR qui, suite au
recrutement de molécules adaptatrices, entraine I’activation de la caspase-8 qui initie une
cascade de caspases en clivant les caspases 3, 6 et 7. La voie de la miochondrie est
directement reliée a une perturbation du potentiel membranaire mitochondrial qui mene a
la libération dans le cytoplasme de divers facteurs, dont le cytochrome ¢ et AIF. Ceux-ci
sont responsables de I’activation de la caspase-9 qui engendre ensuite 1’activation de la
cascade de caspases exécutrices procédant au démantélement de la cellule. La voie de la
mitochondrie est induite entre autres par les dommages génotoxiques, les agents anti-
néoplasiques et les contaminants environnementaux. Le mode d’induction de I’apoptose
par le TBT impliquerait la voie de la mitochondrie. Toutefois, il n’a pas encore été

déterminé de cible moléculaire étant responsable de la cytotoxicité du TBT.

La grande importance physiologique du syst¢éme immunitaire et sa vulnérabilité

particuliére face a divers xénobiotiques, dont le TBT, sont des facteurs qui ont gouvernés



a D’établissement de P’approche expérimentale qui était de mieux comprendre le mode
d’induction de P'apoptose par le TBT chez les lymphocytes, les principales cellules du
systéme immunitaire. Plus spécifiquement, les objectifs de cette étude étaient de
déterminer si le CD45, une protéine tyrosine phosphatase transmembranaire essentielle a
I’activation des lymphocytes B et T, possédait un réle a jouer dans le processus
d’induction d’apoptose par le TBT et de déterminer a quel niveau de la cascade

d’évenements biochimiques se déroulant lors de 1’apoptose, le CD45 était impliqué.

Au cours de cette étude, il a été démontré qu’en réponse au TBT, le CD45 est
essentiel & I'induction de la condensation de la chromatine et de la fragmentation
internucléosomale de I’ADN, deux changements morphologiques finals de la cascade
apoptotique. L’analyse des principales perturbations cellulaires induites lors de 1’apoptose
a permis de déterminer le niveau d’implication du CD45 dans I’induction de ces deux
processus. En effet, il est cngendré, chez les cellules CD45 positives et CD45 négatives,
la mobilisation du calcium a I’intérieur de la cellule, le clivage de 1kB-a, la réduction du
potentiel membranaire mitochondrial, la libération du cytochrome ¢ dans le cytoplasme,
Pactivation de la caspase-3 et le clivage du DFF45, I’inhibiteur de I’endonucléase DFF40.
Le signal défectif responsable de I’absence d’apoptose nucléaire chez les cellules CD45
négatives impliquerait I’activité des tyrosine kinases et serait localisé au niveau du
cytoplasme. De plus, il a été démontré que ce phénoméne est spécifiquement relié a

I’absence du CD45 et qu’il n’est pas exclusif a I’induction d’apoptose par le TBT.

Ceci est la premiére étude a faire la démonstration d’un tel réle pour le CD45 et
constitue une nouvelle voie de signalisation apoptotique chez les cellules du systéme
immunitaire. Cette étude constitue également I'une des rares ou il est démontré une
absence d’apoptose nucléaire en présence de 1’activition de la caspase-3. D’autres travaux
devront étre menés afin de mieux caractériser et définir les éléments modulés par le CD45
responsables de I’induction d’apoptose nucléaire. Toutefois, il semble que cette nouvelle
voie de signalisation apoptotique est trés prometteuse et pourrait faire 1’objet

d’intervention thérapeutique.



Introduction

Le TBT est un polluant environnemental retrouvé dans les eaux et sédiments des
régions coticres et portuaires. Ce composé, qui est I'espéce la plus réactive de la famille
des organodtains, est principalement utilisé comme agent biocide dans les peintures
antisalissures pour bateaux. La structure chimique particuliére du TBT lui confére un
pouvoir ionique et hydrophobique qui lui permet d’interagir avec les membranes et les
protéines. Le TBT diffuse passivement au travers de la bicouche lipidique membranaire et
engendre a I’intérieur de la cellule de multiples perturbations homéostasiques dont une
inhibition de la synthése protéique, une déplétion des niveaux d’ATP, une augmentation
du calcium a I’intérieur de la cellule, une modification du cytosquelette et une inhibition
de la phosphorylation oxydative. Plusieurs études toxicologiques effectuées chez les
mammiféres ont démontré que le systéme immunitaire est la cible privilégiée du TBT,
celui-ci étant affecté a des doses plus faibles que celles affectant les autres organes.
L’immunotoxicité du TBT est caractérisée par I’élimination sélective des thymocytes
corticaux et une perte de fonctions des lymphocytes T périphériques. Il a été suggéré que
le mécanisme par lequel le TBT entrainerait I’atrophie du thymus serait causé par une
stimulation excessive de l’apoptose des thymocytes corticaux. Cependant, bien que
plusieurs mécanismes d’action aient été proposés comme étant responsable de la

cytotoxicité du TBT, une cible moléculaire reste encore a définir.

Le systéme immunitaire est particulierement vulnérable a I’action de plusieurs
xénobiotiques, dont le TBT. Le systéme immunitaire est impliqué dans la protection des
organismes contre les agents infectieux, dans le contréle de la propagation des cellules
tumorales et dans les réactions d’autoimmunités. Les effets immunosuppresseurs induits
par les agents toxiques peuvent entrainer des infections prolongées, plus sévéres et
répétées et le développement de cancers. D’autre part, I’activation du systéme
immunitaire par les agents toxiques peut provoquer des réponses d’hypersensibilité et des
maladies auto-immunes. Les effets nocifs potentiels résultant de la perturbation de
I’équilibre du systéme immunitaire conjugués avec la grande importance physiologique
de celui-ci au sein de ’organisme sont des facteurs démontrant 1’utilit¢ de comprendre les

conséquences et les modes d’action de ces agresseurs chimiques.



Le mode d’activation des lymphocytes en réponse a un stimuli mitogénique passe
par différentes voies biochimiques dont certaines impliquent des tyrosine kinases, des
sérine/thréonine kinases et des phosphatases. L’ordre dans lequel ces protéines sont
activées de méme que leur localisation a I’intérieur de la cellule sont des paramétres trés
importants dans la transmission adéquate des signaux cellulaires. Le TBT engendre des
perturbations au niveau du cytosquelette et des membranes cellulaires. Il est donc
possible que cela puisse affecter ’association de certaines protéines impliquées dans
Pactivation des lymphocytes. Par ailleurs, le sort d’une cellule dépend de I’état
d’équilibre entre les signaux de survie et les signaux de mort qu’elle regoit, le signal le
plus fort influengant son devenir. Le processus de mort cellulaire par apoptose est induit
par deux différentes voies : la voie des récepteurs de mort et la voie de la mitochondrie.
Ces deux voies convergent avec I’activation des caspases, protéases cellulaires
responsables de [|’apparition des changements morphologiques classiques lors de
I’apoptose. Ces voies d’induction d’apoptose sont fortement influencées par 1’activité de
plusieurs voies de signalisation médiée par des protéines kinases et phosphatases. Des
indications démontrent que certaines protéines kinases doivent étre activées et d’autres
inactivées afin de s’assurer du bon déroulement du programme apoptotique. Il a de plus
été démontré que les voies d’activation des lymphocytes et les voies de signalisation

régulant le processus d’apoptose sont intimement reliées.

Des études préliminaires effectuées dans notre laboratoire sur une banque de
cellules d’origine lymphoides ont permis de cibler certains types de cellules sensibles a
I’action du TBT. Il a également été déterminé que les tyrosine kinases et tyrosine
phosphatases ont un role a jouer dans le processus de fragmentation de I’ADN lors de
I’induction d’apoptose par le TBT. Dans cette perspective, les objectifs de ce projet de
recherche étaient de déterminer si le CD45, une protéine tyrosine phosphatase
transmembranaire essentielle a I’activation des lymphocytes B et T, possédait un réle a
jouer dans le processus d’induction d’apoptose induit par le TBT et de déterminer a quel
niveau de la cascade d’événements biochimiques se déroulant au cours de I’apoptose le
CD45 pourrait étre impliqué. Les résultats obtenus au cours de ces travaux ont fait d’une

publication scientifique qui est présenté dans la section 2 de ce mémoire.



SECTION 1

REVUE DE LITTERATURE



CHAPITRE 1

L’APOPTOSE

1.1 Introduction

Le processus de mort cellulaire progranmimée a ¢té observé pour la premiére fois au
19° siécle lors de la métamorphose amphibienne par Vogt (1842). Ce processus a par la
suite é1é mis en évidence au sein de plusieurs tissus en développement tant chez les
vertébrés que chez les invertébrés (Glucksman, 1951). En 1972, Kerr, Wyllie et Currie
ont proposé une classification des différents types de morts cellulaires observés a
Pintérieur de I’organisme en deux grands groupes: la mort cellulaire par nécrose et la
mort cellulaire par apoptose. Le processus par lequel meurent les cellules au centre de
diverses lésions aigués comme I’ischémie et les traumatismes fiit appelé nécrose. Lors de
ce phénomene, I’augmentation du volume des cellules et des organelles est suivie d’une
rupture de la membrane plasmique, entrainant ainsi une libération du contenu cellulaire
dans le milieu environnant qui conduit au déclenchement d’une réponse inflammatoire.
Au contraire, la mort des cellules au cours du développement normal, lors de
I’homéostasie tissulaire ou a la périphérie des lésions a été¢ dénommée apoptose. Lors de
ce type de mort cellulaire, les cellules vont plutét avoir tendance a se condenser et a se
rétracter sur elles-mémes. De cette fagon, les organelles et la membrane plasmique
conservent leur intégrité et les cellules mortes sont rapidement phagocytées par les
macrophages ou autres cellules environnantes, et ce avant tout relargage de matériel hors

de la cellule.

Bien que soupgonné par Kerr et ses collegues, ce n’est que plusieurs années plus
tard que la présence d’un programme de mort actif a I’intérieur de la cellule fit reconnue.
Ce sont les études génétiques effectuées sur le nématode Caenorhabditis elegans qui ont
permis d’obtenir une grande quantité d’informations sur la nature de la machinerie
intracellulaire responsable du programme de mort cellulaire (O’Reilly et Strasser, 1999).
Durant le développement normal, 131 des 1090 cellules générées chez cet organisme

meurent par apoptose (Sulston et al., 1983). Les génes de mort de Caenorhabditis elegans



(CED) Ced-3, Ced-4 ct egl-1 sont essentiels au processus de mort par apoptose alors que
le géne Ced-9 antagonise leur fonction et prévient la mort cellulaire (Ellis, Yuan et
Horvitz, 1991; Hengarter et Horvitz, 1994). Le geéne Ced-9 est I’homologue de Bcl-2 chez
les mammiféres, dont I’action est de prévenir la mort cellulaire (Vaux, Weissman et Kim,
1992). Le premier homologue trouvé chez les mammiferes pour le géne Ced-3 est
’enzyme de conversion de I’ interleukine-1B (ICE)"", responsable du clivage de la pro-
interleukine-1B (pro-11.-1pB) et qui posséde une activité pro-apoptotique (Thornberry et
al., 1992; Miura ef al., 1993). D’autre part, I’homologue de Ced-4 est le facteur
d’activation dc¢ protéases apoptotiques-1 (APAF-1) alors que Egl-/ est un membre pro-
apoptotique de la famille du Bcl-2 (O’Reilly et Strasser, 1999). Globalement, ces travaux
ont permis de déterminer que les homologues de Ced-9 agissaient en amont de Ced-3, et
que Ced-+4 agirait en tant que connecteur entre ces deux groupes de protéines, ce qui a
servi de base a I’explosion ultérieure des découvertes concernant le mécanisme d’action

de I’apoptose.

La mort cellulaire programmeée ou apoptose est un mécanisme cellulaire qui a été
conservé au cours de I’évolution. Elle joue un role important non seulement chez les
mammiféres, mais également chez les invertébrés, les insectes, les bactéries, les algues
unicellulaires et chez les plantes (Jacobsen, Weil et Raff, 1997). L’apoptose est un
mécanisme de suicide cellulaire impliqué dans I’élimination des cellules 4gées,
endommagées, non-nécessaires, dangereuses ou infectées. Elle est essentielle au
modelage tissulaire durant le développement embryonnaire, a 1’homéostasie cellulaire et
la protection contre les pathogénes et agents toxiques (Kerr et Harmon, 1991; Cohen ef
al., 1992, Vaux et Strasser, 1996). Une perturbation du processus normal d’apoptose est
impliquée dans diverses conditions pathologiques telles que le cancer, les réactions
d’auto-immunité, les dommages ischémiques, les infections virales et les maladies
neurodégénératives comme I’alzheimer, le Parkinson et le syndrome de Huntington
(Thompson, 1995; Nicholson, 1996). Morphologiquement, ’apoptose est caractérisée par

la condensation et la fragmentation de la chromatine nucléaire, le clivage de ’acide

"Seule la traduction frangaise des symboles et abbréviations a été inscrite dans le texte. Le cas échéant, le
lecteur retrouvera dans la liste des abbréviations la définition anglaise originale de ces termes.



déoxyribonucléique (ADN) au niveau des Jonctions internucléosomales qui génére des
fragments multiples de 180-200 paires de bases (pb), une diminution du volume de la
cellule, unc compression des organelles, la formation de blebs au niveau de la membrane
plasmique et une perte d’intégrité de la membrane provoquant la relocalisation des
résidus phosphatidylsérine a PPextérieur de la cellule (Kerr et Harmon, 1991; Cohen ef al.,
1992). Plusieurs stimulis peuvent induire I’apoptose, soit la liaison des récepteurs de la
famille du facteur de nécrose tumorale (TNF), I’absence de sérum ou de molécules
d’adhésion extraccllulaires, un choc osmotique, la perte d’intégrité des microtubules,

Pirradiation, les agents chémothérapeutiques ou les agents toxiques.

1.1.1 Elimination des cellules apoptotiques

L’élimination d’une cellule ayant entrepris son programme d’apoptose peut se
faire en moins d’une heure & ’intérieur de I"organisme. Il s’agit donc d’un processus trés
rapide et méme en situation de mort cellulaire programmeée a large échelle, trés peu de
cellules mortes sont détectables (Jacobsen, Weil et Raff, 1997). L’apoptose est décrite
comme une forme de mort silencieuse dont les évidences physiques sont nettoyées par les
cellules phagocytaires (Green et Beere, 2000). La reconnaissance et I’élimination d’une
cellule apoptotique par le macrophage est médié par un changement d’expression de
certains marqueurs au niveau de la membrane de la cellule apoptotique qui vont
sélectivement interagir avec des récepteurs spécifiques a la surface du phagocyte (Green
et Beere, 2000). L’un de ces changements est I’exposition des résidus lipidiques
phosphatidylsérine & I’extérieur de la membrane plasmique permettant leur capture par les
cellules phagocytaires (Fadok et al, 1992). Trés récemment, le récepteur des
phosphatidylsérine a la surface des macrophages humains activés qui permet la
phagocytose sélective phosphatidylsérine-dépendante des cellules apoptotiques a été
découvert (Fadok e al., 2000). La liaison de ce récepteur stimule entre autres la libération
de cytokines anti-inflammatoire comme le facteur de croissance transformateur-p (TGF-
P) et Iinhibition de la production de cytokines pro-inflammatoire comme le TNF-q,

faisant ainsi un lien avec les conséquences physiologiques de la mort par apoptose.



1.2 Réle de la mitochondrie dans I’apoptose

Le processus d’induction de I"apoptose comprend généralement 4 phases:
Pinitiation, la décision, I'exécution et la destruction. La mitochondrie est considérée
comme étant le centre décisionnel du processus apoptotique et la préservation de son
intégrité membranaire est extrémement importante 4 ce sujet. La mitochondrie est
composée de deux compartiments bien définis, soit la matrice qui est entourée par la
membrane interne, et I’espace intermembranaire qui est entouré de la membrane externe.
La membranc interne, structurellement formée d’une suite de crétes qui augmentent sa
surface, contient les protéines formant la chaine de transport d’électrons, 1’adénosine
triphosphate synthase (ATP synthasc) et le translocateur a nucléotide adénine (ANT). En
conditions physiologiques, la membrane interne est imperméable et ceci permet d’établir
un gradient électrochimique de part et d’autre de la membrane (Ayw) essentiel a la
geénération d’ATP par ’ATP synthase. L’ATP formé est exporté par ’ANT en échange
d’adénosine diphosphate (ADP). Le canal ionique voltage-dépendant (VDAC) est la
protéine la plus exprimée au sein de la membrane externe et en conditions normales est
perméable a des molécules ayant jusqu’a 5000 Daltons (Da). Lorsqu’il y a induction
d’apoptose, la membrane externe devient perméable ce qui entraine la libération dans le
cytoplasme de molécules qui sont normalement confinés dans ’espace intermembranaire
comme le cytochrome c, ’adénylate cyclase 2 et le facteur d’induction de I’apoptose
(AIF). De son c6té, la perméabilisation de la membrane interne entraine le passage de
molécules ayant jusqu’a 1500 Da, la libération de petites molécules comme le calcium et
le glutathion, la dissipation du potentiel transmembranaire et un influx d’eau, ce dernier

provoquant le gonflement de la matrice (Kroemer et Reed, 2000).

1.2.1 Régulation par les membres de la famille de Bcl-2

Les protéines de la famille de Bcl-2 jouent un rdle important dans la régulation de
la perméabilité membranaire de la mitochondrie suite a I’induction de mort cellulaire. Le
proto-oncogene Bcl-2 a été le premier régulateur de la mort cellulaire identifié a la suite
de son clonage de la région chromosomale transloquée t(14:18) chez un lymphome de
cellules B (Kroemer, 1997). Son role a été découvert lorsqu’il a été démontré que la

surexpression de Bcl-2 pouvait inhiber I’apoptose induite par la privation de facteur de



croissance. Par la suite, la génération de souris transgéniques a permis de déterminer que
cette protection  s’appliquait  également contre une vaste gamme de stimulis
physiologiques et cytotoxiques, suggérant que plusieurs voies de signalisation
indépendantes convergent a une machinerie de mort cellulaire commune au centre de
laquelle se trouve Bel-2 (O’Reilly et Strasser, 1999). Plusieurs autres molécules
apparentées au Bcl-2 sont connues a ce jour et elles sont divisées en protéines anti-
apoptotiques et pro-apoptotiques. Chez les mammiféres, la famille des protéines anti-
apoptotiques homologues de Bcl-2 inclue Bel-x,, Bel-w, Al et Mcl-1 alors que les
membres pro-apoptotiques sont les protéines Bax, Bcl-Xgs, Bak, Bad, Bid, Bik/Nbk,
Bok/Mtd, Harakiri/DP5, Blk, et Bim. Tous ces membres possédent un certain nombre de
régions homologues a Bc¢l-2 (BH) qui détermine leur capacité a interagir les uns entre les

autres ou avec d’autres protéines non-associées (Figure 1).

N || BH4 BH3 BHI BH2 w ||c B2
-Xi
- J —— - J
Raf-1, Ced-4 Domaine ~ Domaine impliqué dans  Site d’ancrage Bel-w
calcineurine. de liaison la formation de pores  membranaire Al
. Mcl-1
Sites de
phosphorylation
Bax
BH3 BHI BH2 ™ Bak
Bok
BH3 BHI BH2 Bad
BH4 BH3 ™ Bel-Xs
BH3 ™ Bim
Harakiri
BHS Bid

Figure 1 : Relation structure-fonction des protéines membres de la famille de Bel-2

(Modifié de Kroemer, 1997 et Reed, 1997)



Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bel-X, possédent les quatre domaines BH
qui sont tous requis pour la protection contre la mort cellulaire. Par contre, le groupe des
molécules pro-apoptotiques est divisé en deux catégories: ceux dont Bad, Bax, Bak et
Bok qui possédent les domaines BH1 a BH3, et ceux dont Bid, Bik, Blk, Harakiri et Bim,
qui ne possedent que le court domaine BH3. La présence d’un domaine transmembranaire
(TM) permet a certains membres d’étre ancrés au niveau des membranes intracellulaires
ce qui influence leur distribution cellulaire (Kroemer, 1997). La plupart des protéines de
la famille de Bel-2 sont localisées au niveau de la membrane externe de la mitochondrie
mais il a été déterminé que Bcl-2, en plus d’étre présente cn grande quantité aux endroits
de jonctions entre la membrane interne et externe sur la mitochondrie, pouvait également
étre localisée au niveau de la membrane nucléaire et du réticulum endoplasmique
(Kroemer, 1997). L’étude crystallographique de la protéine Bcl-x, a démontré que celle-
ci posséde une région (comprenant le domaine BHI et une partie du domaine BH2) de
grande similarité avec les domaines impliqués dans la formation de pores de certaines
toxines bactériennes (Muchmore ¢f al., 1996). Ceci suggere que les membres de la famille
de Bcl-2 agiraient au niveau de la mitochondrie en s’insérant dans la membrane et
entraineraient la formation de canaux (Reed, 1997). Les protéines du premier groupe des
molécules pro-apoptotiques dont Bax et Bak ont une forte homologie avec Bcl-x, et
auraient également la capacité de former des canaux. Bax et Bak, qui sont retrouvés aussi
attachés faiblement a4 la membrane mitochondriale externe, peuvent subir lors de
Pinduction d’apoptose un changement conformationnel et s’insérer completement dans la
membrane externe. Ils participeraient de cette facon a la formation de canaux, a la
perméabilisation des membranes mitochondriales et a la libération des facteurs impliqués

dans I’activation des protéases apoptotiques (Goping et al., 1998; Griffiths ef al., 1999).

Lorsque localisé dans le cytoplasme, Bax se présente sous la forme d’un
monomere. Il a été démontré que ce dernier était transloqué au niveau des membranes
mitochondriales ou il a la capacité de former des diméres et des oligoméres lors de
conditions apoptotiques (Kroemer et Reed, 2000). Ceci témoigne d’un second mode
d’action des protéines pro-apoptotiques dans lequel le domaine BH3 est important. En

effet, ce domaine a pour réle de permettre aux molécules pro-apoptotiques d’interagir
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avec le domaine correspondant sur Bel-2 et Bel-x,. et d’inhiber leur activité protectrice.
Le domaine BH3 a également pour propriété de permettre a ces molécules de former des
homodimeres ¢t des oligoméres qui facilitent leur translocation au niveau de la
mitochondric (Conus er al., 2000; Kelekar er al, 1998). Bim par exemple, qui est
normalement séquestré dans les microtubules par son interaction avec la chaine l1égére
dynéine, est transloqué a la mitochondrie aprés induction d’apoptose (Bouillet ef al.,
1999). 1l a ét¢ proposé a la suite de I’inactivation du géne de Bim que chez les cellules
hématopoiétiques, celui-ci serait le principal effecteur de plusieurs signaux pro-

apoptotiques au niveau de la mitochondrie (Bouillet ef al., 1999).

Par ailleurs, il y a d’autre types d’événements peuvent influencer la distribution
cellulaire des protéines de la famille de Bcl-2. Par exemple, la localisation de Bad, qui ne
possede pas de domaine TM, est régulée par des événements de phosphorylation. Seule la
forme non-phosphorylée (médiée par la calcineurine) est localisée au niveau de la
mitochondrie ot elle peut interagir avec Bel-2 ou Bel-X,. La phosphorylation de Bad est
causée par les kinases AkU/PKB et Raf-1, ce qui entraine sa redistribution dans le
cytoplasme ou il s’associe avec la protéine 14-3-3 (Harada et al., 1999; Kroemer et Reed,
2000). De son coté, Bid est transloqué du cytoplasme a la mitochondrie suite a son
clivage par la caspase-8. Parmi d’autres mécanismes susceptibles d’induire une
perturbation du potentiel mitochondrial, il y a le clivage et la conversion de Bcl-2 et Bcl-
Xy en des formes pro-apoptotiques par les caspases 1 et 3, et la phosphorylation de Bcl-2
et de Bel-X| résultant en leur inactivation (Kroemer et Reed, 2000). A cet égard, I’action
des agents chémothérapeutiques tels que le taxol, le vinblastine et le vincristine sur les
microtubules et I’action d’agents génotoxiques peuvent provoquer une phosphorylation

de Bel-2 qui est impliqué dans leur mécanisme d’induction d’apoptose (Kroemer, 1997).

1.2.2 Transition du potentiel mitochondrial

Le mécanisme par lequel il y a transition du potentiel mitochondrial au cours du
processus d’apoptose n’a pas été encore clairement défini. A partir des études publiées
dans la littérature, Kroemer et Reed (2000) proposent 4 mécanismes par lesquels pourrait

étre induite une perturbation du potentiel membranaire mitochondrial (Figure 2). Dans le
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premier modéle (A), la formation de pores au niveau du translocateur ANT est
responsable de la perméabilisation de la membrane interne, le gonflement de la matrice et
la rupture subséquente de la membrane externe. Des molécules telles que Bax, le calcium,
le palmitate ¢t certaines protéines virales (Vpr) sont reconnues pour interagir
spécifiquement avec ANT afin de former des pores non-spécifiques. Dans le deuxiéme
mod¢le (B), le canal VDAC est responsable d’une perméabilisation primaire de la
membrane cxterne sans toutefois affecter la membrane interne via son interaction avec les
membres de la famille de Bel-2. La perméabilisation de VDAC au cytochrome ¢ est
favorisé par I’action de Bax et inhibé par le Bcl-2. Dans le troisiéme modéle (C), Bax agit
indépendamment afin de former un canal perméable au niveau de la membrane externe,
une activité qui scrait favorisée par Bid. Dans le quatriéme modéle (D), une augmentation
du AY,, au niveau de la membrane interne en conditions apoptotiques implique un
transfert de charges a la membrane externe, causant la fermeture de VDAC qui se ferme
lorsque le voltage augmente. Bcl-2 agirait dans ce modéle en permettant le passage d’ions
et dissipant le potentiel électrique au niveau de la membrane externe. Il permettrait de
cette fagon les échanges d’ATP et d’ADP par VDAC et ANT et empécherait

I’augmentation de volume de la matrice.

Enfin, interaction de Bcl-2 avec la membrane mitochondriale caractérisée par la
formation de canaux ioniques n’est pas la seule fonction qu’on lui attribue. En effet, bien
que Bcl-2 soit normalement ancrée au niveau des membranes intracellulaires, elle possede
dans sa portion orientée vers le cytoplasme, une face hydrophobique (correspondant
structurellement au domaine BH4) qui agit comme adapteur ou recruteur pour plusieurs
protéines (Reed, 1997). Parmi les protéines impliquées, il y a des activateurs de caspases
dont CED-4, certaines protéines kinases comme Raf-1, des protéines phosphatases
comme la calcineurine, des GTPases telles que R-Ras et H-Ras et des régulateurs de
facteurs de transcription comme Ix-Ba. Le but de ces interactions serait de déplacer
certaines protéines hors du cytoplasme, soit en les séquestrant a certains sites
membranaires spécifiques et les inactiver ou en servant d’adapteur a ces protéines afin

qu’elles puissent interagir avec d’autres protéines membranaires (Reed, 1997).
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1.3 Les caspases: protéases exécutrices de I’apoptose

La famille des caspases, abréviation de cystéine aspartases, compte 13 membres
chez les mammiféres dont 11 ont été identifies chez I’humain et 2 chez la souris
(caspases 11 et 12) (Voir Figure 3). Ces enzymes sont essenticlles au processus de mort
cellulaire programmeée et leur activité peut étre détectée chez toutes les cellules ayant
entrepris leur programme de suicide. Elle sont synthétisées en tant que précurseurs,
appelés zymogénes, qui ne possédent qu’une trés faible activité enzymatique.
Structurellement, la forme du précurseur comprend un pro-domaine a I’extrémité N-
terminale suivi des séquences encodant la grande et la petite sous-unité des caspases. Pour
étre pleinement actives, les caspases doivent subir au minimum deux clivages interne a
Pextrémité C-terminale de résidus aspartate afin d’exciser le prodomaine, les peptides
intervenants et de séparer la grande et la petite sous-unité. Ces clivages se produisent
selon un ordre établi, le clivage entre les sous-unités précédant celui enlevant le
prodomaine. Chacune des caspases actives dérive de |’association de deux procaspases
ayant subit les clivages internes. Cela entraine la formation d’une enzyme tétramérique,
aussi décrite comme un homodimére d’hétérodimeére, qui contient deux sites actifs. Des
¢tudes ont démontré que les deux sous-unités seraient impliqués dans la formation du site
actif, qui correspondrait a4 un motif général glutamine-alanine-cystéine-X-glycine
(QACXG) ot X= arginine (R), Q ou G. Les caspases reconnaissent des séquences
peptidiques spécifiques de 4 acides aminés, et clivent leur substrat en hydrolysant le lien
peptidique situé sur le c6té C-terminal d’un résidu aspartate situé en position 1 (P1). Le
résidu P1 est essentiel a I’action des caspases, alors que le résidu P4, situé trois positions
plus loin du c6té amino-terminal serait responsable de la spécificité des caspases. Les
résidus P2 et P3 du site enzymatique n’ont qu’un effet limité sur le clivage car leur chaine
principale pointe & I’opposé de 1’enzyme. La structure générale des procaspases, les sites
de clivage interne et le substrat correspondant  leur activité optimale sont présentés dans

la figure 3.

Les caspases peuvent étre classées en deux groupes: les caspases initiatrices et les
caspases exécutrices. Les caspases possédant un long prodomaine (caspase-2, -8, -9, -10)

sont impliquées dans I’initiation des réponses apoptotiques et sont appelées caspases
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Figure 3 : Structure des procaspases et sites de clivages internes.

(Modifié de Denis et al., 1998; O’Reilly et Strasser, 1999)



15

initiatrices et les caspases ayant un court prodomaine (caspase-3, -6 et —7) sont activées
par Ies caspases initiatrices et sont nommées caspases exceutrices. Ces dernicres ont pour
role de cliver plusieurs substrats a I’intérieur de la cellule afin de permettre la destruction
de celle-ci. D’autre part, alors qu’un rle dans I’induction d’apoptose avait été
initialement suggéré pour les caspases de la famille ICE (caspases 1, 2, 4, 5 et 11),
maintenant elles sont plutdt reconnues pour leur réle dans la régulation de I’inflammation
par le clivage des cytokines IL-1p et interféron-y. (Cohen, 1997; Denis e al., 1998;

Earnshaw, Martins et Kaufmann, 1999).

1.3.1 Activation des caspases

L’activation des caspases peut se faire de deux fagons: la premiére se produit suite
a P’action d’une autre protéase, la plupart du temps une caspase, et la deuxiéme suite a
P’action d’une protéine adaptatrice qui se lie au prodomaine des caspases initiatrices.
Cette derniére interaction promouvoit I’activation des caspases initiatrices qui vont
ensuite cliver et activer les caspases exécutrices (Green, 2000). La convergence entre
Iarrivée des signaux apoptotiques et I’activation des caspases initiatrices menant au
processus de dégradation finale de la cellule se fait via deux voies principales, la voie de

la mitochondrie et la voie des récepteurs de mort (DR) (Voir Figure 4).

1.3.1.1 Voie de Ia mitochondrie

L’activation des caspases via la libération de facteurs mitochondriaux est la voie
majeure employée par les médicaments anti-néoplasiques, les dommages génotoxiques et
les agents toxiques. Comme il a été mentionné dans la section précédente, la transition du
potentiel mitochondrial est accompagnée de la formation de pores qui permettent le
passage sélectif de certaines molécules, dont le cytochrome c. 1l a été récemment
démontré que la libération du cytochrome ¢ dans le cytoplasme était rapide, totale et
suivait une cinétique invariable, démontrant qu’une fois le processus de perméabilisation
enclenché, 1’expulsion se poursuit jusqu’a libération complete de la protéine (Martinou,
Desagher et Antonsson, 2000; Goldstein ef al., 2000). Dans le cytoplasme, le cytochrome
¢ va se lier a la protéine APAF-1, et en présence de dATP ou de d’ATP APAF-1 va subir
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un changement de conformation qui permet son interaction avec la procaspase-9 (Zou et
al.,1997). La molécule APAF-1 et la procaspase interagissent et oligomérisent via leur
domaine de recrutement des caspases (CARD) situé dans la position N-terminale des
deux protéines, ce qui entraine I’autoactivation de la procaspase-9 (Li et al., 1997). La
caspase 9 initiatrice a ensuite pour role d’activer les Caspases exécutrices 3, 6 et 7. Une
boucle d’activation positive irréversible, amplifiant le signal émis, est ainsi enclenchée
parce qu’il a été également déterminé que la caspase-9 est un substrat de la caspase-3
(Srinivasula er al., 1996). La présence d’ATP étant essentielle au recrutement de la
caspase-9 par la molécule APAF-1, lors de conditions ou les niveaux d’ATP sont réduits
cette voie d’activation des caspase est inhibée. Les changements morphologiques
caspase-dépendants tels que la fragmentation internucléosomale de I’ADN et la
condensation de la chromatine sont absents et le mode de mort cellulaire devient
nécrotique. La capacité de générer de I’ATP par la mitochondrie suite i la
perméabilisation des membranes mitochondriales déterminerait donc s’il y a activation
des caspases, résultant en [I’induction d’apoptose, ou s’il y a une catastrophe
bioénergétique au cours de laquelle il n’y a pas activation des caspases et résultant en

arrét d’apoptose ou en nécrose (Kroemer et Reed, 2000).

1.3.1.2 Voie des Récepteurs de Mort

Les récepteurs de mort font partie de la famille du récepteur de TNF (TNFR) et les
membres principaux sont Fas, TNFRI, et les récepteurs de mort DR3, DR4, DRS. Le
récepteur Fas a été le premier a étre identifié & I’aide d’anticorps induisant rapidement
I’apoptose chez des cellules cibles (Trauth et al., 1989). Ces récepteurs possédent, dans
leur portion extracellulaire, des motifs conserves riches en cystéine qui sont essentiels
pour la liaison de leur ligand (Smith, Farrah et Goodwin, 1994). De plus, ces récepteurs
sont composés d’une queue intracytoplasmique comprenant une région d’homologie de
80 acides aminés, essentielle pour la transmission du signal apoptotique qui a été nommée
domaine de mort (DM) (Itoh et Nagata, 1993; Tartaglia ef al, 1993). Les ligands de ces
récepteurs sont membres des protéines trimériques transmembranaires de type II de la
famille du TNF, sont exprimés 4 la surface de la cellule et peuvent étre libéré de la

surface par des métalloprotéinases (Siegel et al., 2000). Les associations ligands-



récepteurs sont les suivantes: Fas-FasL, TNF-TNI'R1, DR3-APO3-L, DR4-TRAIL et
DRS-TRAIL (ou FasL = ligand de Fas et TRAIL = Ligand homologue & TNFa inducteur
d’apoptosc). La voic de signalisation la plus connue est celle médiée par Fas qui a une
grande importance dans la surveillance et I’homéostasie immunitaire. La liaison par FasL
induit la trimérisation du récepteur, ce qui facilite I’interaction homotypique entre les
domaines de mort du récepteur et ceux d’une protéine adaptatrice associée a Fas avec un
domainde de mort (FADD) (Chinnaiyan et al., 1995). L’agrégation de ces molécules au
récepteur Fas activé forme un complexe de signalisation inductcur de mort (DISC)
(Kischkel er al., 1995). La région N-terminale de FADD comporte un domaine exécuteur
de mort (DED) qui permet le recrutement de la procaspase-8 au DISC via son interaction
avec le DED correspondant de cette derniére. Le recrutement de la caspase-8 induit son

autocatalyse et la libération de la forme active dans le cytoplasme (Medema et al., 1997).

Les autres réceptcurs de mort agissent sensiblement de la méme fagon en ce qui
concerne I’activation des caspases initiatrices. Le récepteur TNFR1 se lie 4 une autre
molécule adaptatrice nommée protéine homologue associée & TNF avec un domaine de
mort (TRADD) qui, ne possédant pas de DED, s’associe avec FADD afin de procéder au
recrutement de la caspase-8 (Hsu, Xiong et Goeddel, 1995). D’autre part, TRADD peut
interagir avec la protéine d’interaction avec les récepteurs (RIP), une protéine
sérine/thréonine kinase qui se lie avec le DM localisé dans la portion C-terminale de la
protéine homologue a ICH-1/CED-3 associée 4 RIP avec un domaine de mort (RAIDD),
permettant a celle-ci de recruter et d’activer la caspase-2 (Duan et Dixit, 1997).
Cependant, le role principal de RIP serait de relier la voie du TNF & I’activation du
facteur de transcription nucléaire-kB (NF-xB), donc un rdle antiapoptotique (Siegel ef al.,
2000). Par ailleurs, la caspase-10 peut étre également activée suite a la liaison de TNFR1,
DR3, DR4 et DR5. Enfin, d’autres protéines ont été reconnues comme interagissant avec
la portion intracellulaire de Fas, soit Daxx, qui induirait ’apoptose via jun kinase (JNK),
FAP, une tyrosine phosphatase ayant un effet inhibiteur sur la voie de signalisation de
Fas, et les protéines FAF-1, UBC/FAP et Sentrin, du complexe ubiquitine-protéasome

dont e role reste encore a définir (Siegel ef al., 2000).
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Deux voies de signalisation différentes ménent a I’activation des caspases
exécutrices suite 4 IPactivation de la caspase-8. Dans les cellules de type I, I’activation de
la caspase-8 suite & son recrutement au niveau du DISC induit une activation directe des
caspases cxécutrices. Les thymocytes et les lymphocytes du sang périphérique entrent
dans ce groupe de cellules. D’autre part, les cellules de type II (ex. hépatocytes) ont
besoin d’un signal amplificateur originant de la mitochondrie afin de procéder a
Pactivation des caspases exécutrices (Scaffidi et al., 1998). Des études subséquentes ont
confirmé que la caspase-3 était un substrat majeur de la caspase-8 et que I’action de la
caspase-8 au niveau de la mitochondrie se ferait via le clivage de Bid, un membre
proapoptotique dec la famille de Bcl-2 qui favorise I’oligomérisation de Bax et la
libération de cytochrome ¢ (Stennicke ef al., 1998; Bossy-Wetzel et Green, 1999). Un des
facteurs qui influencerait par quelle voie le signal est transmis serait la quantité de DISC
formé au niveau de la membrane. Les cellules produisant rapidement de grandes quantités
de caspase-8 actives n’ont pas besoin d’un cycle d’amplification et sont insensibles aux
effets protecteurs des membres de la famille de Bcl-2, alors que les cellules ol peu de
caspase-8 actives sont formées sont dépendantes de la voie de la mitochondrie (Scaffidi et
al., 1998).

1.3.2 Régulation de ’activité des caspases

II'a été mentionné plus tot que I’activation des caspases pouvait étre régulée par
les membres de la famille de Bcl-2 au niveau de la mitochondrie. Elle peut également étre
modulée par I'interaction des caspases avec les protéines inhibitrices d’apoptose (IAP).
Originalement clonées a partir de baculovirus, cinq homologues de la protéine IAP ont été
identifiées chez les mammifeéres: cIAP-1, cIAP-2, XIAP, NAIP et survivin (Earnshaw,
Martins et Kaufmann, 1999). Ces protéines possédent tous un domaine N-terminal
contenant de multiples copies du motif IAP baculoviral (BIR) et sauf la survivin, une
portion C-terminale formée d’un domaine ayant des protéines contenant du zinc médiant
des interactions protéines-protéines (domaine RING) (Earnshaw, Martins et Kaufmann,
1999). Les IAP peuvent se lier directement et inhiber certaines caspases dont les caspases
3,6, 7 et9. La liaison avec les caspases se fait via le motif BIR qui est nécessaire pour la

fonction inhibitrice des IAP. De plus, il a été démontré que le domaine RING agit comme
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une ubiquitine ligase et promouvoit la dégradation de la protéine XIAP par exemple et
possiblement de la caspasc a laquelle il est lié (Yang ef al., 2000). Les protéines clAP-1,
clAP-2 et XIAP sont des transcrits induits par NI--=xB ¢t contribueraient a la protection
des cellules lors de I’apoptose induite par le TNF-a. (Earnshaw, Martins et Kaufmann,
1999). Trés récemment, une autre protéine régulatrice a été découverte. Il s’agit de
Smac/DIABLO, une protéine qui est relarguée de la mitochondric en méme temps que le
cytochrome ¢ durant I’apoptose (Du e al., 2000; Verhagen ef al., 2000). Cette protéine
favorise I’activation de la caspase-9 en se liant directement aux homologues de IAP et en
libérant la caspase-9 de Iinhibition médié par ces derniéres. 1. état d’équilibre entre
interactions constituerait donc un autre niveau décisionnel déterminant si la cellule se

dirige vers un processus de survie ou de mort cellulaire.

Par ailleurs, un autre mécanisme de régulation des caspases implique des
événements de phosphorylation. 11 a été démontré que les caspases sont phosphorylées in
vivo et que I’état de phosphorylation sur ces protéines régulerait leur activité sur des
substrats potentiels (Martins ef al, 1998). Tel que décrit dans cette étude, la
déphosphorylation des caspases est accompagnée d’une augmentation significative du
clivage de la polymérase poly(ADP-ribose) (PARP), le tout premier substrat de la
caspase-3 identifié (Martins et al., 1998). D’autre part, il a été déterminé que la
procaspase-9 était phosphorylée par la sérine/thréonine kinase Akt, et que cette
phosphorylation inhibait son activité (Cardone ef al., 1998). Une relation peut aussi étre
¢tablie entre 1’état de phosphorylation sur des substrats des caspases et leur cinétique de
clivage par celles-ci. Le clivage de la sous-unité IxkB-o. par la caspase-3 est bloquée par la
phosphorylation de cette protéine sur un résidu sérine (Barkett ef al., 1997). De plus, il a
¢été¢ démontré que la phosphorylation de la protéine kinase MAPK/ERK kinase kinase-1
(MEKK-1) et PITSLRE précéde leur clivage par les caspases aprés induction de
I’apoptose (Widmann ef al., 1998; Tang, et al., 1998). L’état de phosphorylation des
caspases et de certains de ses substrats semblerait ainsi étre un autre niveau de régulation

ol le combat entre les signaux de vie et de mort décide du sort de la cellule.
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1.3.3 Substrats clivés par les caspases

Le role des caspases exéeutrices dans le programme apoptotique est bloquer des
voies dc signalisation protectrices et de promouvoir des voies menant a la destruction
cellulaire. Les caspases sont des enzymes dotées d’une grande sélectivité et clivent des
protéines ayant une importance dans le maintien de I’intégrité du noyau, la progression du
cycle cellulaire, la structure de la cellule, la fragmentation de I’ADN et la signalisation
cellulaire. Plus de 40 substrats des caspases ont été identifiés, de ceux-ci 28 se sont
révélés des substrats dirccts de la caspase-3, la principale caspase exécutrice. Les clivages
ont pour conséquences d’inactiver des protéines qui favorise la survie de la cellule et de
convertir des protéines bénignes en leur forme proapoptotique. Plusieurs protéines
cytoplasmiques sont des substrats des caspases. On note certaines composantes du
cytosquelette (actine, gelsoline, gas2, o-fodrine), des composantes des jonctions
adhérentes (B-caténine et plakoglobine), et des membres de la famille de Bcl-2 (Bel-X,
Bcl-2, Bid et Bax). Dans le noyau, les protéines de structure lamine A et lamine B et
NuMA sont clivées, de méme que le récepteur de la lamine B, le composant de 70kDa de
la petite ribonucléoprotéine Ul (U1-70), Mdm2 I’oncoprotéine associée a p53 et la
protéine facteur de fragmentation de I’ADN de 45 kDa/inhibiteur de la DNase activée par
les caspases (DFF45/ICAD), I'inhibiteur de ’endonucléase DFF40/CAD. Les protéines
impliquées dans le métabolisme et la réparation de ADN PARP, la sous-unité
catalytique de DNA-PKc, RADS1, la grande sous-unité du facteur de réplication C,
MCM3, la topoisomérase 1 et II et ’ARN polymérase I sont également des substrats des
caspases. De plus, un grand nombre de protéines kinases sont clivées dont la protéine
kinase C (PKC) B1, PKCS§, PKCB, PKN, la p21-activated kinase 2, PITSLRE, MEKK-1,
Raf-1 et Akt-1. Plusieurs autre protéines impliquées dans la transduction de signaux sont
aussi des substrats des caspases, soit les cytokines proinflammatoires IL-1B, IL-16, IL-18,
un modulateur de réponses kinases RasGAP, les adapteurs Cbl et Cbl-b, la sous-unité
régulatrice Ao de la protéine phosphatase 2A (PP2A), la phospholipase A, (PLA;),
STATI, le domaine Rel A de NF-kB et son régulateur IxkB-o (Denis et al., 1998;

Earnshaw, Martins et Kaufmann, 1999).
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Des protéines kinases encourageant 1’apoptose sont activées par les caspases, des
composantes du cytosquelettc perdent leur intégrité cc qui affecte les voies de
prolifération cellulaire qui y sont associées, les mécanismes de détection et de réparation
de dommages génomiques sont inhibés et le noyau est démantelé. Parmi tous les substrats
clivés par les caspascs, il n’est pas impossible que plusieurs ne soient pas essentiels au
déroulement de P’apoptose, certaines protéines pouvant étre clivées par hasard.
Néanmoins, la logique derriére tous ces clivages est d’interrompre les voies de

prolifération et de survie et de s’assurer que la cellule va mourir.

1.4 Dégradation nucléaire lors de la mort cellulaire

La condensation de la chromatine et la fragmentation de I’ADN sont des
événements classiques induits lors de la mort cellulaire programmée. Au cours du
processus d’apoptose, il y existe deux types distincts de fragmentation de I’ADN. Dans
un premier temps I’ADN est fragmenté en de grands fragments de 50-300 kilo paires de
base (kpb) qui sont identifiables par électrophorése en champ pulsé (PFGE), et par la
suite ’ADN est clivé en des fragments de petits poids moléculaire multiples de 180-200
pb (oligonucléosomes), formant un profil de migration en échelle sur gel d’agarose
conventionnel qui correspond au clivage de P’ADN au niveau des régions
internucléosomales. Seulement un faible pourcentage de I’ADN est dégradé jusqu’a la
formation d’oligonucléosomes, le reste demeurant a I’état de fragments de haut poids
moléculaire. Il est apparu avec le nombre croissant de recherches sur ’apoptose que
Iampleur de la fragmentation internucléosomale de I’ADN était variable selon les
stimulis et les types de cellules. Les noyaux des cellules ot I’ADN est clivé en des
fragments de faible poids moléculaire sont plus sensible au processus de dégradation
nucléaire que celles ne produisant pas ce type de fragmentation, mais néanmoins ceci
n’influenca pas en soit le programme de mort cellulaire. La fragmentation
internucléosomale de ’ADN apparait donc comme étant un processus tardif et non-

nécessaire dans le mécanisme de mort cellulaire.

La fragmentation de I’ADN débute aux sites d’attachement des domaines a la

matrice nucléaire (Walker, Pandey et Sikorska, 1995). La matrice constitue I’endroit ot
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se déroule également la réplication, la transcription et la réparation de I’ADN, démontrant
ainsi un lien entre le contrdle du cycle cellulaire et des mécanismes de protection du
génome et I’induction de ’apoptose. D’autre part, il existe une relation entre les différents
stades de fragmentation de ’ADN et les changements morphologiques nucléaires.
L apparition de fragments d’ADN supérieurs 4 2 Méga paires de bases (Mpb) est
accompagnée de Iégers changements dans la structure du noyau. La génération
subséquente de fragments dc hauts poids moléculaire est reliée par la suite 4 un
arrondissement du noyau. La dégradation ultérieurc en fragments de 50-300 Kpb coincide
avec ’adoption d’une morphologic condensée de la chromatine. Enfin, la fragmentation
de PADN jusqu’a la formation d’oligonucléosomes corréle avec la dégradation compléte
de la chromatine et la formation de corps apoptotiques. 1 est a noter que la fragmentation
de ’ADN se produit uniformément a travers le noyau (Ghibelli er al., 1995; Walker et
Sikorska, 1997).

Il a été démontré qu’au-dela de vingt activités endonucléasiques différentes
pouvaient étre reliées au processus de fragmentation de I’ADN au cours du processus
d’apoptose (Walker et Sikorska, 1997). Les premiéres études ont permis d’identifier une
classe d’endonucléases Caz'*/Mg2+-dépendantes, dont la DNasel et la Nucl8, et une classe
d’endonucléases actives en milieu acide, dont la DNasell, comme étant impliquée dans
I’apoptose. Toutefois, des études subséquentes ont démontré que I’inhibition des caspases
bloque la plupart des changements morphologiques se produisant au niveau du noyau,
suggérant que certaines activités en aval des caspases exécutrices seraient impliquées
dans le démantélement du noyau. Le DFF45 est un des substrats de la caspase-3
principalement, et de la caspase 7 a un niveau plus faible. Le DFF est une protéine
hétérodimérique constitué d’une sous-unité de 40 kDa (DFF40/CAD) et de 45 kDa
(DFF45/ICAD) qui est localisé au niveau du noyau (Liu ef al., 1997; Enari ef al., 1998;
Samejima et Earnshaw, 1998). Le DFF45 posséde une fonction de molécule chaperon
pour Penroulement adéquat de DFF40 et une fonction d’inhibiteur de 1’activité
endonucléasique de DFF40 en formant un complexe avec cette protéine (Liu ef al., 1997;
Enari ef al., 1998; Zhang et al., 1998, Sakahira, Enari et Nagata, 1998). La caspase-3

clive DFF45 & deux endroits différents, permettant la libéreration du DFF40 de son
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inhibiteur. Dans Ic noyau, le DFF40 s’oligomérise avec I’histone 1 et les protéines
HMG-1/-2/-7 localisée au niveau des régions internucléosomales qui stimulent son
activité endonucléasique (Liu ef al., 1998; Liu ef al., 1999). Une autre protéine nucléaire
nommce acinus est clivé par la caspase-3 pour devenir un facteur de condensation de la
chromatine (Sahara ef al., 1999). Pour étre pleinement active, cette derniére doit, outre
son clivage apres le résidu aspartate (Asp 1093) par la caspase-3, subir un clivage aprés la
sérine 987 (Scr 987) qui est cffectué par une protéase encore inconnue. Acinus posséde
un réle exclusivement consacré a la condensation de la chromatine et n’induit pas de
fragmentation de I’ADN. Enfin, la caspase-6 est responsable du clivage de la lamine
nucléaire, une structure rigide & I'intérieur de la membrane nucléaire, activité qui

contribue & la condensation de la chromatine (Orth ef al., 1996).

D’autre part, plusieurs protéines responsables de la condensation de la chromatine
ne dépendent pas de I’activité des caspases. Le facteur d’induction d’apoptose AIF est
une flavoprotéine qui est normalement située dans D’espace intermembranaire de la
mitochondrie. Lors de la transition du potentiel mitochondrial, AIF est transloquée de la
mitochondrie au noyau ot elle provoque une condensation partielle de la chromatine a la
périphérie du noyau, qui est caractérisée par la formation de fragments d’ADN de 50 Kpb
(Susin ef al., 1999). La protéine L-DNasell engendre le méme type d’activité que AIF.
Elle dérive de la protéine inhibitrice de 1’élastase des leucocytes, qui suite & une
modification post-transcriptionelle générée par une acidification du cytoplasme, cause la
condensation de la chromatine via la dégradation de I’ADN et la formation de fragments
de 50 Kpb (Torriglia er al., 1998). De plus, la cathepsine B est une autre protéine dont
I"activité cause la formation d’oligonucléosomes suite & sa libération des lysosomes lors

de I’apoptose.

Il 'y a ainsi plusieurs facteurs qui sont impliqués dans la condensation de la
chromatine et dans la fragmentation de ’ADN. Zamzani et Kroemer (1999) suggérent
que la présence d’une telle variété de mécanismes aurait pour but d’offrir une action
séquentielle, complémentaire ou redondante. De plus, certains facteurs sont exprimés de

fagon spécifique pour chaque tissu, de sorte que des voies différentes seraient présentes
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dans chaque cellule mais cependant avec le méme résultat, la condensation de la
chromatine et la fragmentation de I’ADN, changements morphologiques se produisant au

niveau du noyau lors du processus de mort cellulaire programmée.



CHAPITRE 2

Voies de signalisation et apoptose: relation avec le CD45

2.1 Cascade d’événements menant a I’activation des lymphocytes T

Les lymphocytes T jouent un role important dans la réponse immunitaire en
reconnaissant des peptides dérivés d’antigénes étrangers qui sont associées physiquement
a des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) présentées a la surface
de cellules présentatrices d’antigénes. L’engagement du récepteur a I’antigéne des
lymphocytes T (TCR) initie le processus d’activation de ces cellules, caractérisé par une
cascade d’événements complexes de signalisation a I’intérieur de la cellule menant a
I’expression de nouveaux geénes, la synthése protéique, l'induction des fonctions
exécutrices et I’expansion clonale. Les protéines tyrosine kinases et tyrosine phosphatases

ont un rdle majeur a jouer dans ces voies de signalisation (Voir figure 5).

Le TCR est une molécule composée d’un hétérodimére polymorphique of et des
sous-unités invariables CD3 v, 8, e et §. Les sous-unités af sont impliquées dans la
reconnaissance du peptide antigénique et les chaines du CD3 dans la transduction de
signaux. Ces molécules ne possédent pas d’activité enzymatique intrinséque. Par contre,
elles possédent des motifs d’activation de tyrosine situés sur les immunorécepteurs
(ITAM). La phosphorylation de ces ITAM sur les résidus tyrosine lors de I’engagement
du TCR leur permet de devenir des sites d’ancrage pour plusieurs protéines nécessaires a

Iinitiation des signaux biochimiques d’activation.

La phosphorylation sur les résidus tyrosine des chaines du CD3 est effectuée par
des protéines tyrosine kinases de la famille de Src, soit p56ICk et p59fy". Alors que Fyn est
associée constitutivement au TCR par une interaction directe avec les chaines € et ¢, Lck
est associé aux corécepteurs CD4 ou CD8. L’activité de ces protéines kinases est régulée
par la phosphorylation d’un résidu dans leur portion C-terminale. A 1I’état phosphorylé,
ces protéines interagissent intramoléculairement et adoptent une forme repliée qui inhibe
Pactivité de I’enzyme. La déphosphorylation de ce site entraine I’adoption d’une forme

dépliée et active de I’enzyme. La protéine tyrosine kinase Csk est responsable de la
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régulation négative et la protéines tyrosine phosphatasc CD45, dont il sera question plus
en profondeur dans une prochaine section, est responsable de la régulation positive de ces

enzymes en déphosphorylant leur site catalytique.

La protéine tyrosine kinase de 70 kDa associée aux chaines zela (ZAP-70), un
membre de la famille Syk et exprimée exclusivement chez les lymphocytes T, les
thymocytes et les cellules Natural Killer (NK), est une des molécules recrutées sur les
chaines du complexe CD3/I'CR lors de leur phosphorylation. A 1’état normal, cette
protéine est localisée dans le cytoplasme et elle se transloque transitoirement au TCR lors
de son engagement. L’interaction entre ZAP-70 et le complexe CD3/TCR est dynamique,
ZAP-70 passant rapidement et successivement de la forme lide a la forme non-lice. Ce
mode d’interaction procure un mécanisme de régulation potentiel de cette protéine car les
phosphatases ont accés aux ITAM lorsque ZAP-70 se retrouve non-liée au complexe,
engendrant ainsi un processus de compétition entre les signaux de régulation positive et
négative. Suite a son recrutement sur les ITAM phosphorylées, ZAP-70 devient
phosphorylée a son tour et acquiert son activité enzymatique. ZAP-70 est responsable de
la phosphorylation de la protéine de liaison pour Pactivation des lymphocytes T (LAT),
qui est située au niveau de la membrane plasmique et qui joue un réle important dans le
recrutement de molécules de signalisation requises pour la transmission des voies
intracellulaire. La protéine adaptatrice LAT sert de lien entre les protéines kinases
activées a la surface de la cellule et leurs substrats. Elle est reconnue pour s’associer avec
les protéines Grb2, phosphatidylinositol-3 kinase (PI-3K) et phospholipase C-y1 (PLC-y1)
suite a sa phosphorylation par ZAP-70.

La protéine Grb2 joue un rdle d’adapteur en couplant les signaux membranaires
avec le facteur d’échange guanine-nucléotide SOS et ainsi aux voies de signalisation
médiée par Ras. Grb2 interagit également avec le proto-oncogéne Cbl, la protéine
adaptatrice SLP-76 et I’adapteur Shc. La protéine Ras est régulée par les actions opposées
du facteur SOS qui entraine la formation de la forme active Ras-Guanosine triphosphate
(Ras-GTP), et des protéines d’activation des GTPases (GAP) qui convertissent Ras a sa

forme inactive couplée au guanosine diphosphate (GDP). La protéine Ras fait partie de la
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famille des petites protéines G dont ’une des voies de signalisation la plus importante est
celle menant a Pactivation de la voic des protéines kinases activées par des
mitogénes/protéines kinases regulées par I’extéricur (MAPK/IRK). Cette voie consiste en
une s¢quence de trois kinases qui inclue une MAPK, qui est activée par une MAPK/ERK
kinase (MEK) qui est clle-méme activée par une MEK kinase (MEKK). Par exemple, Raf
(une MEKK) engendre I’activation de MEK 1/2 qui active ensuite ERK 1/2 menant a la
phosphorylation de c-l'os. Par ailleurs, un autre groupe de MAPK est activée par des
stimulis de stress cellulaire et des cytokines proinflammatoires. Il s’agit des protéines
kinases activées par le stress (SAPK) qui seraient activées par la protéine Rac. Les SAPK
ont pour fonction de phosphoryler c-Jun et sont donc aussi appelées Jun kinases (JNK).
La phosphorylation et I’activation de c-Fos et c-Jun par ces deux voies de signalisation
entrainent la formation du complexe AP-1, qui est un facteur de transcription important

dans I’expression de plusicurs cytokines.

D’autre part, Iactivation de la protéine PLC-yl par LAT provoque 1’hydrolyse
d’un résidu phospholipide membranaire appelé le phosphatidylinositol 4,5 biphosphate
(PIP;) et la génération d’inositol triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG). Le facteur
IP3 provoque ensuite la libération de Ca®" séquestrés dans les réservoirs intracellulaires.
Cette ¢élévation de calcium a Pintérieur de la cellule favorise I’activation de la
phosphatase calcineurine qui est impliquée dans 1’activation du facteur nucléaire des
cellules T activées (NF-AT). Le DAG quant a lui, active la protéine sérine/thréonine
kinase PKC dont I’action est responsable entre autre de I’activation du facteur de

transcription NF-xB. (Sloan-Lancaster et Samelson, 2000; Gomez ef al., 1998).

Par ailleurs, la protéine PI3K est composée d’une sous-unité régulatrice de 85 kDa
(p85) et d’une sous-unité catalytique de 110 kDa (p110) (Sabbatini et McCormick, 1999).
PI3K est activée par I’interaction de la sous-unité régulatrice p85 avec des résidus
tyrosine phosphorylés suite a 1’activation des lymphocytes T ou par ’arrivée de stimulis
comme les facteurs de croissance. Ceci méne a la translocation de PI3K a la membrane

plasmique et a I’activation de la sous-unité catalytique p110. La sous-unité p100 activée
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phosphoryle les résidus phosphoinositides (PI) en position 3 du cycle inositol pour
geénérer les seconds messagers PI3P, PI(3,4)P2 et P1(3,4,5)P3 (Kandel et Hay, 1998). Ces
molécules vont servir de protéines adaptatrices pour plusieurs molécules dont la protéine
AKUPKB, qui est impliquée dans la progression du cycle cellulaire et la génération de

signaux anti-apoptotiques (Sabbatini et McCormick, 1999; Kandel et Hay, 1998).

Enfin, la tyrosine phosphatase contenant des domaines d’homologie a Src de type
2 (SHP-1) est impliquée dans la régulation négative de certains récepteurs dont le TCR
(Cuevas ef al., 1999). SHP-1 peut s’associer avec ZAP-70 et cette association entraine
I’augmentation de Pactivité¢ de SHP-1 et une diminution de I’activité de ZAP-70. De plus,
il a été démontré que SHP-1 peut causer la déphosphorylation de certains composants du
TCR et de molécules signalisatrices et diminuer 1’activité de p56'* et de PI3K (Cuevas et
al., 1999). SHP-1 est phosphorylée sur les résidus tyrosine en réponse a la stimulation par
le CD4 ou CDS8 et par I’activation de p56'*. On retrouve chez les souris déficientes pour
Iexpression de cette protéine, une plus grande réponse proliférative suite a la stimulation
du TCR contrairement aux souris normales, démontrant ’importance de cette protéine
dans la régulation de la transmission des signaux suite & I’activation des lymphocytes T

(Cuevas et al., 1999).

2.2 Evénements de signalisation_impliqués dans I’apoptose

Comme il a été mentionné plus t6t, le sort d’une cellule dépend de la balance entre
les signaux de survie et les signaux de mort qu’elle recoit. Les voies de signalisation
menant a la prolifération de la cellule et celles menant a la mort cellulaire par apoptose
sont intimement liées et les mécanismes d’intégration des signaux qui régulent Iactivité
des enzymes situées le long de ces deux voies sont trés complexes. Une fine régulation
des signaux pro-apoptotiques et anti-apoptotiques est trés importante car une mort
cellulaire inappropriée est aussi néfaste a I’organisme que peut I’&tre une division
cellulaire inappropriée. A cet effet, il n’est pas surprenant de constater que plusieurs
protéines impliquées dans I’activation des lymphocytes T puissent avoir un réle a jouer

dans la transduction des signaux pro- et anti-apoptotiques.
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2.2.1 Signalisation proapoptotique

Deux voies de signalisation majeures existent a I’intérieur de la cellule: une pour
la prolifération médiée par les MAPK/ERK et une pour la réponse au stress cellulaire
médiée par les SAPK/INK (Denis et al., 1998). Ces deux voies sont initiés par Ras et
vont ultimement mener a I’activation de facteurs de transcription (voir figure 5). Alors
que la voie des MAPK protége de I’induction d’apoptose, la voie des SAPK est activée
par des stimulis pro-apoptotiques. Par exemple, MEKK-1, une protéine sérine/thréonine
kinase de 196 kDa, est activée en réponse a des dommages génotoxiques, suite a la liaison
de Fas et suite au détachement cellulaire (Widmann e al, 1998). La surexpression de
cette protéine peut provoquer I’apoptose de plusieurs types de cellules, et I’inhibition du
domaine kinase inhibe I’apoptose induite par les agents génotoxiques et le détachement
cellulaire (Jarpe ef al., 1998). L’action apoptotique de MEKK-1 implique I’activation de
JNK et son clivage par les caspases et I’activation subséquente de celles-ci par MEKK-1

selon un modeéle de rétroaction positive.

Plusieurs autres protéines kinases sont activées lors de I’induction d’apoptose.
Parmi celles-ci, il y a la tyrosine kinase c-Abl, la protéine kinase associée PAK, la
protéine adaptatrice Crk et les protéines sérine/thréonine kinases ASK1 et MKK3/MKK6
(Jarpe ef al., 1998). La plupart de ces protéines sont des activateurs des SAPK p38 et
JNK. Bien que JNK ne soit pas nécessaire a tous les stimulis apoptotiques, il a été
démontré que I’activité de cette protéine était essentielle au déroulement du processus
d’apoptose lors du stress cellulaire induit par le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), les rayons

ultraviolets (UV), les radiations, le choc thermique et le TNF-q.

La liaison du récepteur de mort Fas implique I’activation de plusieurs tyrosine
kinases. Il a ét¢ démontré qu’une augmentation rapide de phosphorylation sur les résidus
tyrosine de plusieurs protéines et une augmentation de Dactivité tyrosine kinase se
produisaient suite a la liaison de Fas (Eischen, Dick et Leibson, 1994). Les protéines
kinases activées inclueraient notamment p56'*, p59™™ et p120 c-cbl (Schlottmann ef al.,
1996). L’inhibition des tyrosines kinases par le tyrphostin inhibe complétement

Iinduction de 1’apoptose par Fas. De plus, il a été démontré que p56'* et p59™" sont
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associés a I'as 4 I’état de repos, démontrant le rdle possiblement important de ces
protéines dans les signaux pro-apoptotiques émis suitc a la liaison de Fas. Par ailleurs, la
protéinc p56'°k Jjoue également un réle essentiel a ’apoptose des lymphocytes T matures
suite a la liaison du TCR (Di Somma er al., 1995; Gonzalez-Garcia et al., 1997). Dans ce
type d’apoptose, p56'* agit cn controlant I’expression du récepteur Fas. Les cellules ayant
regu un signal d’activation via leur TCR voient leur nombre de molécules Fas augmenter
a la surface membranaire, devenant ainsi plus sensible a I’induction d’apoptose par FasL.
Ce type d’apoptose est appelé la mort cellulaire induite par Pactivation (AICD) et
contribue a I’élimination des cellules activées devenues trop nombreuses et
potentiellement dangereuses a la fin de la réponse immunitaire. Comme il a été mentionné
précédemment, la liaison du récepteur de mort Fas provoque une augmentation transitoire
de la phosphorylation sur les résidus tyrosine de plusieurs protéines intracellulaires.
L’ajout de pervanadate, un inhibiteur de tyrosine phosphatases entrainant une
augmentation de phosphorylation sur les résidus tyrosines a I’'intérieur de la cellule,
inhibe I’apoptose induite par CD95/Fas (Hehner ef al., 1999). L’inhibition se produit au
cours de la phase initiale du processus apoptotique avant la diminution du potentiel
membranaire de la mitochondrie et cause un retardement du clivage et de ’activation de
la caspase-3 et de la caspase-8. Ces résultats démontrent clairement I’implication des
tyrosines phosphatases dans les événements de signalisation essentiels a I’induction

d’apoptose suite a la liaison du récepteur Fas.

2.2.2 Signalisation antiapoptotique

Le processus de mort cellulaire peut étre régulé par les signaux anti-apoptotiques
par Iinhibition directe des caspases, par I’inhibition des signaux pro-apoptotiques ou par
I’élimination du stimuli apoptotique. Ces signaux anti-apoptotiques peuvent étre médiés
par exemple par les protéines kinases PI3K, Akt/PKB, p42/p44 MAPK ou ERK et Raf-1.
Les protéines ERK sont activées par différents stimulis dont les facteurs de croissance, les
hormones et les cytokines. Plusieurs études ont démontré que les protéines kinases ERK
protegent contre certains stimulis pro-apoptotiques comme I’absence de sérum, les rayons
UV et le TNF-a mais toutefois, leurs substrats demeurent encore inconnus. Par ailleurs, la

protéine PI3K protége contre 1’absence de sérum et I’apoptose induite par c-Mye.
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L’action protectrice de PI3K serait médiée par la protéine sérine/thréonine kinase
AkUPKB qui est activée par PI3K. Il a été démontré que les activités anti-apoptotiques de
la protéinc AkUPKB consistent en Iinhibition de I’activité de la caspase-9 et
I’inactivation de la protéine Bad, un membre proapoptotique de la famille du Bcl-2, par la
phosphorylation de celles-ci. D’autre part, la protéine Raf-1, qui est un activateur des
protéines ERK, posséde un role dans la signalisation antiapoptotique. Raf-1 est recruté au
niveau de la mitochondrie par la molécule Bcl-2, ot Raf-1 induirait la phosphorylation de
la protéine Bad. L maintien de I’équilibre entre signaux de survie et signaux de mort est
important pour I’homéostasic de la cellule. L’activité de plusieurs protéines anti-
apoptotiques, dont celles mentionnées ci-haut, est inhibée par leur clivage spécifique par
les caspases lors de I'induction d’apoptose (Widmann, Gibson et Johnson, 1998). Ce
mécanisme constitue un exemple par lequel la cellule élimine des signaux anti-

apoptotiques afin de favoriser I’induction de mort cellulaire.

Par ailleurs, les phosphatases sont des protéines qui jouent un role important dans
les cascades de transduction de signaux a intérieur de la cellule. Il a été démontré que le
maintien de Pactivité des protéines sérine/thréonine phosphatases est essentielle au
maintien de Dintégrité cellulaire. En effet, I’ajout d’inhibiteurs de sérine/thréonine
phosphatases chez des cellules hépatocytaires, fibroblastiques, promyélocytiques et
lymphoides provoque une induction rapide de I’apoptose de celles-ci (Fladmark ef al.,
1999). Ce processus d’induction d’apoptose est dépendant de Iactivité de la caspase-3 et
nécessite ’inhibition des protéines phosphatases PP1 et PP2A. Ainsi, I’activité normale
des protéines sérine/thréonine phosphatases, permettant de conserver un niveau normal de
phosphorylation a I’intérieur de la cellule a I’état basal, agit comme un élément répresseur

de I’1nitiation d’apoptose et assure la survie de la cellule.

2.3 Le CD45

2.3.1 Structure et isoforme

Le CDA45 est exprimé exclusivement chez les cellules hématopoiétiques nucléées
et constitue la protéine tyrosine phosphatase transmembranaire la plus importante du

systéme immunitaire. Il représente environ 10% des glycoprotéines de surface et peut,
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Jusque dans certains cas, compter pour 90 % de [I’activité tyrosine phosphatase
transmembranaire (Trowbridge et Thomas, 1994). Comme la plupart des récepteurs
tyrosine phosphatases transmembranaire, le CD45 cst constitué d’un  domaine
extracellulaire, d’un domainc transmembranaire et de deux domaines phosphatases
intracellulaires (Byon er al., 1997). Plusieurs isoformes du CD45 sont générées par
I’épissage alternatif’ de trois cxons qui encodent pour la portion extracellulaire N-
terminale du CD45. L’utilisation variable des exons 4, 5 et 6 produit 8 isoformes
différentes dont le poids moléculaire se situe entre 180 et 240 kDa (Trowbridge et
Thomas, 1994). Le domaine extracellulaire est composé d’une région “mucin-like”, qui
inclue les régions codés par les exons épissés, un petit domaine riche en cystéines et trois
domaines fibronectine de type 11 (fn3) dont la structure consiste en deux feuillets B
antiparalleles similaire 4 la structure des immunoglobulines (Symons, Willis et Barclay,
1999). L’expression des trois exons 4, 5 et 6 double la longueur totale du domaine
extracellulaire de CD45, faisant passer celle-ci de 28 nanométres (nm) pour I’isoforme

CD45RO a 53 nm pour I’isoforme CD45RABC.

2.3.2. Réle dans les cellules du systéme immunitaire

L’activité du CDA45 est essentielle a la transduction de signaux menant a
Pactivation des lymphocytes B et T suite 4 la liaison du BCR et du TCR respectivement.
La détermination de Pimportance de P’expression du CD45 dans I’activation des
lymphocytes T est venue d’études montrant que des lymphocytes T non-transformés
déficients en CD45 étaient incapable de proliférer ou de produire des cytokines en
réponse soit & une stimulation antigénique du TCR ou soit 4 une liaison du CD3 par des
anticorps monoclonaux. De plus, les révertants CD45 positifs dérivés des ces clones de
lymphocytes T déficients regagnent leur susceptibilité a ces stimulations, démontrant de
cette fagon le réle spécifique du CD45 dans ces processus (Pinkel et Thomas, 1989). Par
ailleurs, des études chez des lignées de cellules leucémiques ont démontré que la
transduction de signaux initiée par la liaison du TCR était interrompu en absence du
CD45 et que la présence du CD45 est requise pour I’augmentation de calcium, la
génération d’inositol phosphates, la phosphorylation sur les résidus tyrosine et la

production d’IL-2 aprés la reconnaissance de 1’antigéne (Trowbridge et Thomas, 1994).
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D’autre part, la génération de souris déficientes pour I’expression du CD45 a
démontré que celui-ci avait également un réle a Jouer dans le développement du systéme
immunitaire (Kishihara e al., 1993; Byth ef al., 1996). Chez les souris dont I’exon 6 du
CD45 a été enlevé et chez qui le CD45 ne peut étre détecté, un nombre normal de
thymocytes est retrouvé dans le thymus. Toutefois, le nombre de cellules CD4 et CD8
simple positive matures cst fortement réduit démontrant que le CD45 a un role a jouer
dans la différentiation des thymocytes. De plus, I’analyse de la faible quantité de
lymphocytes T périphériques générés a démontré que ceux-ci étaient inaptes a étre
stimulés (Kishihara er al., 1993). La génération d’une souris déficiente pour toutes les
isoformes du CD45 a démontré que le développement des lymphocytes T était inhibé a
deux stades. Le développement des thymocytes CD4'CDS8" en thymocytes CD4"CD8" est
réduit de deux fois et la maturation subséquente des thymocytes double positifs en leur
forme mature simple positive est réduite de quatre a cinq fois. De plus, les thymocytes
issus des souris déficientes sont résistants a I’apoptose induite par la liaison du TCR mais

pas par des stimulis apoptotiques indépendants du TCR (Byth et al., 1996).

2.3.2.1. Importance des différents domaines structuraux du CD45

La création de molécules chimériques a permis de démontrer Pimportance relative
de chaque domaine structural dans la fonction biologique du CD45. Trois types de
protéines chiméres ont été générées : 1) une protéine chimere comprenant un signal de
localisation 4 la membrane plasmique et le domaine cytoplasmique du CD45 exprimée
chez des cellules YAC-1 déficientes en CD45 (Hovis et al., 1993), 2) une protéine
chimére comprenant le domaine extracellulaire et la région transmembranaire d’une
protéine de classe I du CMH et le domaine cytoplasmique du CD45 exprimée chez des
cellules Jurkat CD45 négatives (Volaveric er al., 1993), 3) une protéine chimére
comprenant le domaine extracellulaire et la portion transmembranaire du récepteur de
EGF (EGFR) et le domaine cytoplasmique du CD45 chez des cellules HPB-ALL CD45
négatives (Desai et al., 1993). Les résultats ont démontré chez les trois études que la
présence du domaine cytoplasmique du CD45 est suffisante pour restaurer les événements

de transduction de signaux chez les cellules CD45 négatives. Il apparait donc que les
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domaines extracellulaires et transmembranaires du CD45 ne sont pas requis pour la
signalisation via le TCR (Trowbridge et Thomas, 1994). Un phénomeéne intéressant est
survenu lors de I’ajout de facteur de croissance épidermal (EGF) chez les cellules
possédant la molécule chimérique EGF/CD45. Alors que I'ajout de cette molécule
restaure la signalisation via le TCR comme mentionné précédemment, la stimulation de
ces cellules avec le EGF bloque la signalisation via le TCR. La liaison du EGF entraine la
dimérisation du réccpteur qui induirait une régulation négative du CD45 (Desai ef al.,
1993). I a ultérieurement été déterminé que cette inhibition est causée par la dimérisation
des domaines phosphatases a I’intéricur de la cellule au cours de laquelle le site
catalytique d’une molécule est bloqué par des contacts spécifiques avec une portion de
I’autre molécule et vice-versa (Majeti ef al., 1998). Ceci procure comme modéle que les
récepteurs protéines tyrosine phosphatases sont régulés de fagon négative suite a leur

dimérisation.

Par ailleurs, le mécanisme par lequel la région extracellulaire affecte |’activité
tyrosine phosphatase et le rdle des différentes isoformes dans I’activation des
lymphocytes T demeure encore nébuleux. La transfection du cDNA encodant la portion
CD45RO ou la portion CD45RABC engendre une variation marquée dans la production
d’IL-2 et dans la phosphorylation sur les résidus tyrosine de certaines protéines dont Vav
suite & la stimulation par la CD3 démontrant que les isoformes régulent différentiellement
la voie d’activation des lymphocytes T (McKenney ef al., 1995). De plus, 1’expression
des isoformes du CD45 est hautement régulée lors de la différentiation cellulaire. Bien
qu’individuellement, les lymphocytes expriment simultanément plus d’une isoforme,
’expression des isoformes est différente entre les lymphocytes B et les lymphocytes T, de
méme qu’entre les différents types fonctionnels de cellules T. L’expression chez une
méme cellule varie également lors de la sélection thymique et lors de I’engagement du
récepteur a I’antigéne en périphérie mais la fonction biologique de chaque isoforme

demeure encore & déterminer (Trowbridge et Thomas, 1994; Byon et al., 1997).
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2.3.2.2 Régulation des membres de la famille Src

L’incapacité des lymphocytes T CD45 négatifs a transmettre correctement les
signaux suite a une stimulation est due a une régulation défective des protéines tyrosine
kinases de la famille Sre. Les protéines p56'* et p59"" sont deux substrats physiologiques
majeurs du CD45 et sont les premiéres protéines impliquées dans la cascade
d’événements menant a activation des lymphocytes. Chez les cellules CD45 négatives,
il y a unc augmentation de phosphorylation sur ces protéines qui est généralement
reconnue pour causer une réduction de I’activité de ces enzymes (Trowbridge et Thomas,
1994). Les protéines kinases de la famille Src possédent deux sites de phosphorylation
régulateurs sur les résidus tyrosine: un site d’autophosphorylation situé dans le domaine
kinase, et un site de régulation situé dans la queue C-terminale (Thomas et Brown, 1999).
La phosphorylation du site situé dans le domaine kinase (tyrosine 394 dans le cas de Lck)
active la fonction catalytique de I’enzyme en provoquant un changement de conformation
du domaine kinase. La phosphorylation du résidu C-terminal (tyrosine 505 et 528 pour
pS6'* et pson respectivement) inhibe I’activité enzymatique en permettant une
interaction intramoléculaire entre la portion C-terminale et la région d’homologie a Src de
type 2 (SH2) de I’enzyme (Gervais et Veillette, 1997). Le CD45, en effectuant la
déphosphorylation du site inhibiteur C-terminal, joue un réle essentiel & I’activation de

ces protéines kinases qui initient la transduction de signaux (Thomas et Brown, 1999).

L’action du CD45 sur la déphosphorylation du site inhibiteur des protéines kinases
pS6-* et p59™" est en compétition avec la protéine p50°*, une protéine tyrosine kinase
exprimée chez tous les types cellulaires, dont I’action est de phosphoryler ce méme site
inhibiteur. Le CD45 et Csk sont des enzymes dont I’expression est constitutive, de sorte
qu’elles s’opposent continuellement sur le site inhibiteur. Cependant, la meilleure
efficacité catalytique du CD45 résulte en la déphosphorylation de ce site a I’état basal.
Lors de I’engagement du TCR, il y a séquestration des protéines kinases Src avec le
récepteur et la formation de sites d’engagement d’ou le CD45 est exclu. C’est & ce
moment que les kinases Src sont phosphorylées sur leur domaine kinase entrainant leur
activation. Le CD45 étant exclu des ces sites d’engagement, il ne peut causer la

déphosphorylation du site d’autophosphorylation de ces kinases et il est ainsi considéré
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comme un régulateur positif’ de ces enzymes. Il est suggéré que le grand domaine du
CD45 est responsable de 1’absence d’interaction avec les récepteurs activés aux sites

d’engagement (Thomas et Brown, 1999).

2.3.2.3. Autres substrats du CD45

Il a ¢été¢ démontré que le CD45 posséde plusieurs substrats a I’intérieur de la
cellule, mais le sens de toutes ces interactions demeure encore a définir. Le domaine
cytoplasmique du CD45 interagit et est activé suite a son interaction avec la fodrine, une
protéine du cytosquelette, et cette interaction serait de plus importante pour I’interaction
avec d’autres protéines de surface (Lokeshwar et Bourguignon, 1992). 1l a aussi été
déterminé que le CD45 interagit avec la molécule Thy-1 (Volarevic ef al., 1990), le CD2
(Schraven, 1990), les chaines ¢ du TCR (Fukurama, 1994), ZAP-70 (Mustelin ef al.,
1995), avec la protéine associée au CD45 (CDA45-AP) (Takeda ef al., 1994; Schraven et
al., 1992), et avec une glycoprotéine de 116 kDa nommée alpha-glucosidase II (Arendt et
Ostergaard, 1997). La protéine CD45-AP est constitutivement associée au CD45 chez les
lymphocytes T et cette molécule, qui peut se lier avec les protéines ZAP-70 et p56'*,
servirait d’adapteur au CD45 afin de I’amener a proximité de ses substrats potentiels
(Motoya et al., 1999; Veillette ef al., 1999). Enfin, la forme phosphorylée du CD45
servirait de protéine d’ancrage pour des composantes de la voie de signalisation médiée
par Ras, soit les protéines rasGAP, Grb2, SOS et Vav chez les lymphocytes T (Lee ef al.,
1996), et serait couplée a la voie p21ras chez les lymphocytes B (Pao et al., 1997).

2.4. Implication du CD45 dans I’apoptose

Certaines études ont démontré que le CD45 a une implication dans I’induction de
la mort cellulaire par apoptose. Tout d’abord, il a été démontré que le CD45 régule
I’apoptose induite par de I’ATP provenant du milieu extracellulaire et par les
lymphocytes T cytotoxiques (Macino er al., 1996). L’absence du CD45 sensibilise les
cellules lymphoides L1210 & ces stimulis apoptotiques, lui conférant ainsi un rdle
protecteur. D’autre part, il a été démontré par deux études indépendantes que la liaison de
la région extracellulaire du CD45 par des anticorps monoclonaux peut induire I’apoptose

chez les lymphocytes B et T périphériques et I’apoptose spécifique de la sous-population
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de thymocytes immatures CD4"CD8"* (Klaus ef al., 1996; Lesage et al., 1997). Le
processus de mort cellulaire est caractérisé dans ces conditions par une réduction du
potenticl membranaire mitochondrial, une production d’espéces oxygénées réactives
(ROS), une perte d’asymétrie membranaire et une exposition des phosphatidylsérines. De
plus, ces ¢tudes ont montré que I"apoptose engendrée par le CD45 ne méne pas a la
condensation nucléaire et i la fragmentation de I’ADN (Klaus er al., 1996; Lesage ef al.,

1997).

Par ailleurs, le CD45 peut étre lié in vivo par son ligand naturel, la galectine-1, qui
est exprimée sur les cellules épithéliales du thymus (Perillo es al., 1995; Perillo et al.,
1997). 1l a été démontré que la galectine-1 est un agent inducteur d’apoptose et que la
sous-population de thymocytes CD4"°CD8" sensible & son action est similaire a la sous-
population de thymocytes susceptible a la liaison du CD45 par des anticorps
monoclonaux (CD4'CD8"). Ces résultats démontrent qu’a Pintérieur de I’organisme, la
liaison du CD45 pourrait participer a I’élimination des thymocytes non-sélectionnés ou
sélectionnées négativement par apoptose, contribuant ainsi au phénoméne de maturation
des thymocytes (Perillo e al., 1997; Lesage et al., 1997). Les études effectuées sur les
phénoménes engendrés lors de la liaison directe du CD45 font un lien entre cette liaison
et apparition des changements morphologiques typiques de I’apoptose et ont défini les
sous-populations de cellules sensibles a son action. Cependant, ces études se sont arrétées
au stade de I’observation et ne permettent pas d’éclaircir le mode d’action du domaine

intracellulaire du CD45 dans I’induction du processus d’apoptose.

Par ailleurs, le fait que le principal substrat du CD45, p56'*, soit physiquement
associ€ avec le récepteur Fas et que des études précédentes avaient démontré I’importance
des événements de phosphorylation sur les résidus tyrosine pour la signalisation
apoptotique initiée suite & I’engagement de APO-1/Fas, a amené des chercheurs & poser
’hypothése que le CD45 puisse étre impliqué dans cette d’induction d’apoptose.
Cependant, ces études ont démontré que I’apoptose médiée par la liaison de Fas peut étre
induite chez des cellules déficientes pour P’expression du CD45, ce qui permet d’écarter

implication du CD45 les événements cellulaires induits par la liaison de celui-ci
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(Schraven ¢ al., 1995; Latinis er al., 1996). Dans cetlc perspective, le CD45 ne
semblerait pas impliqué dans la voie de signalisation proximale ct directe médiée par Fas
mais il serait plutdt impliqué, tout comme il a ét¢ démontré pour p56'*, dans la voie de
signalisation induite par ’engagement du TCR menant a I"augmentation de ’expression

de CD95/Fas a la surface de la cellule lors du phénomeéne d’AICD.



CHAPITRE 3

LES ORGANOETAINS

3.1 Utilisations des organoétains

Les composés organoétains sont principalement d’origine anthropogénique. Ils
résultent de I’ajout d’un ou de plusieurs groupements organiques sur un atome d’étain
inorganique. Ils peuvent ¢galement étre d’origine naturelle, tel que caractérisé par la
formation de méthylétain par biométhylation environnementale (Guard, Cobet et
Coleman, 1981). L’utilisation industrielle du premier composé organoétain, en tant
qu’agent stabilisateur pour des polyméres synthétiques, remonte a 1936 (Fent, 1996). La
découverte des propriétés biocides des trialkylétains dans les années 1950 a par la suite
entrainé une augmentation de la variété des applications, du niveau de production et de la

consommation des organoétains.

Les trialkylétains sont exploités pour leurs propriétés fongicides, bactéricides,
algicides et acaricides. Le tributylétain (TBT), qui est toxique pour les bactéries gram
positives, est combiné avec des bactéricides gram négatifs pour la désinfection de
surfaces telles que les planchers d’hépitaux et d’arénas (Ascher, 1985). Le TBT est
également utilisé dans les formulations préservatives pour bois, textiles, coton, papier,
cuir, peintures et teintures (Organisation mondiale de la santé (WHO), 1990).
L’utilisation principale du TBT réside cependant dans son emploi dans les peintures
antifoulantes, contenant jusqu’a 20% de TBT, servant & revétir les surfaces exposées au
milieu aquatique afin de prévenir I’attachement et la croissance de moules, planctons,
algues et autres organismes aquatiques. Ces peintures sont entre autres utilisées sur les
coques de navires et de bateaux de plaisance, les quais, les bouées, les filets de péche et

les tuyaux de prise d’eau (Cooney, Weber et Sherman, 1994).

3.2 Contamination de I’environnement
=an’amination de I environnement

Les composés organoétains employés en tant qu’agent biocide représentent une
grande source d’organoétains libres dans Penvironnement, di & leur introduction directe

dans le sol, I’air et I’eau (Blunden, Hobbs et Smith, 1984). Le TBT est présent dans les
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peintures antisalissures sous forme d’un polymere organométallique. La lente hydrolyse
de celui-ci dans I’eau entraine la formation d’une fine couche concentrée en TBT a
Iinterface immédiate de la surface peinte (Ascher, 1985 ; Huggett et al. 1992). Cette
couche sert 4 repousser les organismes nuisibles mais entraine cependant la diffusion du
TBT dans le milieu aquatique. Les dérivés organoétains sont beaucoup plus toxiques que
I’atome d’étain inorganique et la toxicité de ceux-ci est déterminée par le nombre et la
nature des groupements organiques qui les composent. La toxicité augmente en fonction
du nombre de groupements organiques sur I’atome d’étain avec un maximum pour les
trialkylétains et diminue avec I’augmentation de la longueur de la chaine organique
(WHO, 1980; WHO, 1990). Le TBT est reconnu comme €tant I’espéce organoétain la
plus réactive, de sorte qu’il est donc d’une particuliére importance de déterminer et
contrbler sa présence dans I’environnement et d’évaluer son impact sur les différents

organismes avec lesquels il entre en contact.

3.2.1 Législation sur le TBT et présence dans I’environnement

Au cours des années 1970, I'utilisation du TBT a énormément augmenté,
notamment gréce a son utilisation au niveau des peintures antisalissures sur les bateaux de
plaisance, les navires commerciaux et les quais. D 4 la nature de ces peintures, il en a
résulté une contamination importante dans les ports, les marinas et les régions cotiéres.
Les premiers travaux démontrant Peffet nocif de la présence du TBT dans
I’environnement sont ceux de Alzieu e al. (1982) dans lesquels une corrélation est faite
entre la présence de TBT dans la Baie d’Arcachon en France et les anomalies de
calcification observées chez les coquilles de I'huitre Crassotrea gigas. Par la suite,
Waldock et Thain (1983) ont démontré que la bioaccumulation du TBT était associée i
des aberrations morphologiques chez les huitres et les moules. D’autre part, chez le
néogastropode Nucella lapillus, il a été répertorié des conditions d’imposex ou de
pseudohermaphrodisme, ou la femelle développe des organes sexuels males comme le
pénis et le vas déferens (Gibbs et Bryan, 1986; Gibbs, Pascoe et Bunt, 1988). Cette
condition améne de graves perturbations sur la reproduction de ces gastropodes et le
déclin progressif de I’espéce dans les endroits o les études ont été menées (Bryan ef al.,

1986). Le mécanisme proposé pour I’induction d’imposex serait une inhibition par le
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TBT de I’aromatase cytochrome P450-dépendante responsable de la conversion de la
testostérone en 17B-estradiol, entrainant ainsi une accumulation de testostérone chez les

femelles (Oelhmann ez al., 1993; Stroben, Oelhmann et Bettin, 1991).

Les effets toxiques du TBT répertoriés sur des organismes aquatiques non ciblés
par son utilisation ont contribué a I’adoption de restrictions concernant son usage dans les
peintures antifoulantes. La France a été le premier pays en 1982 a légiférer sur
Putilisation du TBT en bannissant Pemploi de ces peintures sur les bateaux ayant moins
de 25 métres de caréne. Une législation similaire a été adoptée au Royaume-Uni en 1987
et €largie sur les filets de péche. De plus, des normes environnementale de 20 ng/l pour
I’eau douce et de 2 ng/l pour I’eau de mer ont été définies (WHO, 1990). Les Etats-Unis
ont par la suite entériné le "Organotin Antifouling Paint Control Act of 1988” restreignant
Putilisation du TBT sur les bateaux de moins de 25 meétres, exemptant toutefois de cette
legislation les bateaux n’étant pas fait en aluminium. De plus, cette législation stipulait
que le taux de libération du TBT des peintures antifoulantes ne devait pas étre supérieur a
4 pg/cm*fjour (Huggett et al., 1992). Au Canada, une loi similaire a été entérinée en
1989, et avant la fin de 1990; d’autres pays tels le Japon, la Suisse, I’ Allemagne,

I’Australie et plusieurs autres avaient également procédé & I’introduction de la législation.

3.2.2 Ledevenir du TBT dans I’eau

En fonction du temps, le TBT subit un processus de dégradation entrainant la
déalkylation du composé en dibutylétain (DBT) et monobutylétain (MBT), menant
eéventuellement 4 la formation de Sn* (Maguire, Carey et Hale, 1983; Selignan, Valkirs
et Lee, 1986). Dans I’eau, le temps de demi-vie du TBT est de 7 a 30 jours en période
chaude et de plus de 2 mois en des conditions hivernales. La principale voie de
dégradation du TBT dans I’environnement est la biodégradation médiée par les algues, les
bactéries et autres organismes marins (Fent, 1996). Ce processus est dépendant de
certaines conditions environnementales telles que le pH, la température, le taux
d’oxygéne et la nature des micro-organismes en présence. Le mécanisme d’action du

phénoméne de biodégradation n’est pas encore connu mais chez les bactéries, il pourrait
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impliquer une enzyme semblable a la lyase qui catalyse le clivage du lien carbone-

mercure (Fent, 1996).

3.2.3 Bioaccumulation du TBT et exposition des humains via la diéte

Des indices de bioaccumulation du TBT le long de la chaine alimentaire ont été

démontrés chez plusieurs organismes, dont les moules et les crabes. Résultat de leur mode
caractéristique d’alimentation, les bivalves ont été utilisés comme organismes sentinelles
dans plusieurs études désirant évaluer la contamination des écosystémes aquatiques. Par
exemple, chez le mollusque Mya arenaria, qui a une faible capacité a métaboliser et &
eliminer le TBT, des niveaux de TBT allant Jusqu’a 4.2 pg/g (poids sec) ont pu étre
observés (Kure et Depledge, 1994). Les concentrations en TBT ont également été
déterminées chez plusieurs autres organismes et des facteurs de bioconcentration variant
entre 100 et 500 000 ont été retrouvés chez certains organismes, dont les micro-
organismes, les macroalgues, les invertébrés, les poissons, les oiseaux et les mammiféres
(Laughlin, 1996).

Le fait que les organismes marins aient tendance & bioaccumuler le TBT laisse
présager que celui-ci peut entrer ainsi directement dans la diéte des humains. Chez des
saumons élevés dans des cages traitées au TBT, des niveaux de 0.3 4 0.9 ng/g ont été
retrouves lors d’une étude menée au Etats-Unis en 1987 (Short et Thrower, 1986; Short et
Thrower, 1987). Toujours aux Etats—Unis, des saumons d’élevage vendus dans différents
marchés publics se sont révélés contenir des concentrations de 0.08 4 0.2 pg/g. De plus, il
s’avere que la cuisson n’élimine que 24 4 45 % du contenu total en TBT, démontrant ainsi
Pévidence de I’entrée du TBT dans la diéte humaine (Short et Thrower, 1986). Par
ailleurs, une étude menée au Canada en 1991 a démontré que plusieurs espéces de
poissons vendues en filets renfermaient des niveaux faibles de <1 & 2 pg/kg alors que les
mollusques vendus frais ou en cannes, contenaient des niveaux plus élevés variant de <1 a
156 pg/kg (Forsyth et Cleroux, 1991). D’autre part, une étude récente publiée en 1999
témoigne du fait que les résidus tributylétains contenus dans les produits marins vendus
commercialement en Asie, Amérique du Nord, Europe et Australie étaient en moyenne de
185 ng/g (poids sec) (Keithly, Cardwell et Henderson, 1999).
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Chez les mammiferes, le systéme immunitaire est le plus sensible a ’action du
TBT. A partir d’expositions effectués chez le rat, il a été déterminé que la dose sans effets
observés (NOEL) varie entre 0.025 et 0.2 mg/kg/jour (Schweinfurth et Gunzel, 1987;
United States Environmental Protection Agency (USEPA), 1997). En appliquant un
facteur de protection de 10 4 100, on estime que la dose journaliére acceptable chez
Phumain se situerait entre 0.25 a 20 ug de TBT/kg/jour. Dans I’étude de Keithly,
Cardwell et Henderson (1999), en se basant sur des scénarios prenant en considération
une consommation moyenne et maximale de TBT provenant d’organismes marins, il a été
déterminé que les concentrations environnementales de TBT dans les organismes

aquatiques ne sont pas une menace pour la santé humaine.

3.3 Toxicité chez les mammifeéres
—S0XICite chez les mammiféres

Plusieurs études ont été effectuées in vivo chez des animaux de laboratoire afin de
déterminer la toxicité du TBT chez les mammiféres. Différents effets toxiques ont été
observés, en fonction de la dose et de la voie d’exposition, au niveau dermique,
hépatique, gastro-intestinal, feetal, embryonnaire, pulmonaire, rénal et neurologique
(Boyer, 1989). Par contre, il n’a pas €té clairement démontré que le TBT pouvait avoir
des effets cancérogéniques et mutagéniques. Le systéme immunitaire est de toutes les
cibles du TBT, la plus sensible a son action. En effet, des effets immunotoxiques sont
observés a des doses plus faibles que celles qui affectent les autres organes (Krajnc et al.,
1984; Boyer, 1989).

3.3.1 Meécanisme d’action du TBT

Le TBT posséde relativement un faible taux d’absorption par le tractus
gastrointestinal (Boyer, 1989). Lorsqu’il est absorbé, il est métabolisé par les
monooxygeénases cytochrome P450 localisés dans les microsomes du foie pour former les
dérivés a—, B—, y—, and d-hydroxybutyldibutylétain. Les intermédiaires principaux
a~et - sont instables et sont par la suite transformés en dérivés dibutylétains (Fish,
Kimmel et Casida, 1976; Kimmel, Fish et Casida, 1977). Cependant, il faut noter que la

déalkylation du TBT en DBT est incompléte et que suite & une administration orale, une
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quantité potentielle cytotoxique de TBT pourra €tre distribuée au sein de tout I’organisme
(Humpell et al., 1986; Snoeij, 1987). La structure chimique du TBT en fait un composé
trés réactif. Les groupements organiques périphériques conféere au TBT un caractére
lipophile lui permettant d’étre actif au niveau des structures lipidiques comme les
membranes. D’autre part, son atome métallique central lui donne un caractére ionique et
la capacité d’interagir avec les protéines. Le TBT engendre ainsi une gamme d’effets

biochimiques au niveau de la cellule qui sont résumés dans cette section.

3.3.2 Interaction avec les membranes et les protéines

Il a été suggéré que le TBT était actif au niveau membranaire 4 la suite d’études
démontrant la présence de rosettes d’érythrocytes autour des cellules mononucléées dans
les ganglions lymphatiques a la suite d’exposition chronique au TBT, et la lyse des
érythrocytes lorsque exposés a des doses > 5 UM de TBT (Gray e al. 1987). Des
modifications irréversibles de la forme des erythrocytes humains produisant I’hémolyse
de ceux-ci ont été observés suite a d’expositions in vivo et in vitro (Porvaznik et al., 1986;
Gray et al., 1987). L’intercalation asymétrique du TBT sous forme d’agrégats dans les
bicouches lipidiques serait responsable de la perturbation des membranes et du
changement de forme des erythrocytes (Porzavnik et al., 1986; Butterfield, Schneider, et
Rangachari, 1991). Des processus de fixation des membranes plasmiques, tels que la
dénaturation des protéines et les réactions croisées entre la membrane plasmique et
certains complexes présents dans le cytoplasme ont également été proposés comme
pouvant représenter une explication aux perturbations de la structure membranaire
(Zucker et al., 1988).

Les organoétains possédent la propriété d’interagir avec les protéines
membranaires et intracellulaires. Ces interactions sont basées sur la formation de liens
covalents entre des molécules d’organoétains et des acides aminés (Fent, 1996). Le TBT,
via son atome d’étain central chargé positivement, peut interagir avec I’histamine,
Ihistidine et autres acides ci-aminés. 11 peut également interagir avec la cystéine et le
gluthathion via leurs groupes SH et S respectivement (Shoukry, 1993). De plus, le TBT

peut interagir avec certaines composantes du cytosquelette chez les thymocytes et chez
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les neutrophiles (Marinovich ef al., 1990; Chow et Orrenius, 1994). Cette interaction se
produirait via la modification de groupes thiols et causerait une dépolarisation rapide du
contenu en microfilaments de F-actine par des mécanismes Ca’'-dépendant ou Ca®'-
indépendant (Chow et Orrenius, 1994). Bien que plus de 80 % de I’actine soit dépolarisé
suite a I’exposition au TBT, la structure cellulaire demeure intacte et il est suggéré que
cette modification du cytosquelette soit un des mécanismes possibles menant a la

dégradation de I’ADN au cours du processus de mort cellulaire.

3.3.3. Perturbations au niveau de la mitochondrie

De toutes les structures cellulaires, la mitochondrie est probablement la cible
privilégiée du TBT. Le TBT y engendre entre autre une inhibition de la phosphorylation
oxydative, responsable de la génération d’ATP. L’inhibition de la respiration cellulaire a
été observée au sein de plusieurs tissus et organismes (Aldridge, 1958, 1976; Aldridge et
Street, 1964, Selwyn ef al., 1970). Deux modes d’action du TBT ont été décrits pour
expliquer I'inhibition de la phosphorylation oxydative. Tout d’abord, le TBT pénetre dans
I’espace intermembranaire de la mitochondrie afin d’agir comme transporteur et catalyser
les échanges CI/OH au niveau de la membrane mitochondriale interne. Ce processus
implique la formation d’une paire d’ions électroneutre entre une molécule de BusSn* et
un anion halogéne X a P’interface aqueuse située des deux cbtés de la membrane
(Simchowitz ez al., 1991). Cette paire d’ions électroneutre pourra alors étre transloquée a
travers la membrane lipidique, agissant ainsi comme un ionophore. I en résulte une
inhibition du transport uniport des anions et des canaux anioniques localisés de part et
d’autre de la membrane interne. Le TBT altére donc le gradient de protons essentiel a la
synthese d’ATP au sein de ces composantes. D’autre part, le second mode d’action du
TBT implique une inhibition directe du complexe ATPase, résultant en une diminution de
Pactivité de ’ATPase et de ’ATP synthétase. Le TBT interagit avec 1’élément Fo du

complexe FiFo-ATPase, entrainant I’inhibition du transfert de protons.

L’une des conséquences des actions du TBT sur la mitochondrie est le gonflement
exagéré de celle-ci qui entraine une perte de la plupart de ses fonctions énergétiques.

Cette perte de fonctions est associée a la diminution de la concentration des substrats et
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du phosphate & I'intérieur de la mitochondrie et & I’apparition de dommages structuraux
(Aldridge et Street, 1964; Aldridge, 1976). Enfin, une autre conséquence de I’action du
TBT est la diminution du pH et de la concentration des anions & I’intérieur de la

mitochondrie.

3.3.4. Altération générale de ’homéostasie ionique de la cellule

L’action toxique des organoétains trisubstitués comme le TBT sur les membranes
cellulaires entraine des perturbations non seulement au niveau la bicouche lipidique, mais
egalement au niveau des protéines impliquées dans le transport d’ions et de nutriments au
travers des membranes. Tout d’abord, il a été démontré que le TBT engendre I’inhibition
de la Na'K'-ATPase chez le cerveau de bovin et chez les cellules cardiaques de rat, de
méme que la Ca®'-ATPase chez le muscle de lapin (Selwyn er al, 1970). A des
concentrations > 10 pM, le TBT entraine la fermeture des pompes calciques et sodium-
potassium. D’autre part, il y a également perturbation des échanges ioniques chez les
poissons. En effet, une inhibition de I’activité Na'K'-ATPase a été démontrée dans des
homogénats de branchies provenant du poisson Fundulus heteroclitus, provoquant des
problémes d’osmorégulation (Pinkey et al., 1989). Par ailleurs, des études réalisées chez
la truite arc-en-ciel ont démontré que le TBT pouvait causer Pinhibition de I’échangeur
Na'/H', affectant ainsi les réponses adrénergiques chez celle-ci (Virkki et Nikinmaa,
1993).

Une perturbation de I’homéostasie calcique se produit a I'intérieur de la cellule
suite a I’exposition au TBT. Les travaux de Aw e al. (1990) ont pour la premiére fois
démontré que le TBT entrainait chez les thymocytes de rat isolés une augmentation rapide
et soutenue de la concentration du calcium libre dans le cytoplasme. Un mécanisme en
trois étapes a par la suite proposé par Chow ef al. (1992) pour expliquer cette mobilisation
du calcium a I'intérieur de la cellule: 1) libération du Ca** séquestré dans les réservoirs
intracellulaires, 2) ouverture des canaux calciques situés sur la membrane plasmique
provoquant Ientrée subséquente du Ca®* présent dans le milieu extracellulaire, 3)
inhibition de I’expulsion du calcium a I’extérieur de la cellule. La contribution majeure &

Pélévation du calcium intracellulaire provient de I’entrée massive du calcium contenu
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dans le milieu extracellulaire, démontrant que le TBT augmente la perméabilité
membranaire pour les ions Ca?'. De plus, I'entrée du calcium se ferait via des canaux
calciques spécifiques qui seraient ouvert directement par le TBT. D’autres types
cellulaires, tels que les thymocytes de souris (Chikaisa et Oyama, 1992), les cellules
neuronales (Oyama, 1993), les kératinocytes (Corsini et al., 1997a) et les hépatocytes de
truite arc-en-ciel (Reader, Marion et Denizeau, 1993) subissent également une

augmentation de Ca*'; suite a I’action du TBT.

3.3.5. Effets au niveau de la signalisation cellulaire et de I’expression génique

L’augmentation de calcium 4 I’intérieur de la cellule a pour conséquence d’induire
plusieurs enzymes Caz’-dépendantes dont la calmoduline et la phospholipase A; (PLA,)
(Zaucke, Zoltzer et Krug, 1998). Par exemple, I’activation dose-dépendante de la PLA,
par le TBT entraine la libération d’acide arachidonique (AA) de sa position s#-2 au
niveau des phospholipides membranaires et une perte d’intégrité de la membrane chez les
cellules promyéloides HL-60 (Zaucke, Zoltzer et Krug, 1998). 1l a de plus été démontré
que le TBT pouvait provoquer I'activation des MAP kinases. La phosphorylation de
PLA; par les MAP kinases est nécessaire afin qu’il y ait activation compléte. Donc,
I’élévation du calcium et I’activation des MAP kinases, deux processus indépendants
engendrés par le TBT contribueraient a I’activation de la PLA;. Outre les effets du TBT
sur la phosphorylation oxydative et la déplétion des niveaux d’ATP, les études de Snoeij
et al. (1986) ont démontré que le TBT entrainait une inhibition de la synthese protéique,
d’ADN et d’acide ribonucléique (ARN).

L’exposition du TBT au niveau dermique chez la souris entraine la production et
le relargage de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-1o, qui agit de fagon
autocrine sur sa propre production et sur celle d’IL-6 (Corsini et al., 1996a). Ce type
d’exposition provoque également Iaugmentation de I’expression du géne du TNF-a qui
est sous contrdle de I’activation du facteur de transcription NF-kB (Corsini e al., 1997b).
Chez les cellules HEL30, lignée cellulaire ayant le phénotype des thymocytes,
Pactivation de NF-xB et la production d’IL-1ot ont également été observés (Corsini et al.,

1996b, 1997a). La perte de I’homéostasie de la mitochondrie et le calcium ont été
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proposés comme étant responsables de I’activation de cette réponse inflammatoire chez
ces cellules. 1l a été démontré que I’activation de NF-xB était inhibée par des
antioxydants et que Iinhibition fonctionnelle de la mitochondrie suite a un traitement
prolongé au bromure d’éthidium réduit de fagon substantielle I’activité de NF-xB et la
production d’IL-1a (Corsini ef al., 1996b, 1997a). La production de ROS originant de la
chaine respiratoire dans la mitochondrie suite a I’action du TBT serait responsable de
P’activation de NF-xB. De plus, le fait que la roténone, un inhibiteur de I’entrée
d’¢lectrons dans le complexe I de I’ubiquinone, inhibe complétement I’activation de NF-
kB, mais non de la synthése d’IL-1a,, laisse supposer que le facteur de transcription AP-1,
qui est aussi impliqué dans I’expression du géne de I'IL-1a est également activé par le
TBT (Corsini et al., 1996b, 1997a). Enfin, I’activation de tous les processus mentionnés
ci-haut est dépendante de I’augmentation de calcium & Pintérieur de la cellule qui est un

des premiers processus engendré par le TBT (Corsini ef al., 1997a).

3.3.6 Effets au niveau du systéme nerveux et reproducteur

Contrairement a ses congénéres monoalkylétains, triméthylétains et trithylétains,
le TBT engendre peu d’effets au niveau du systéme nerveux et reproducteur in vivo. Des
etudes ont démontré que le TBT n’engendrait pas de perturbations au niveau de
I’hippocampe lorsqu’administré chez le rat (Barnes et Stoner, 1958). Cependant, d’autres
etudes ont démontré que le TBT pouvait induire une accumulation d’eau dans le cerveau
et la moelle épiniére et une apparition d’ataxie (Krajnc ef al., 1984). Plus récemment, des
études effectués chez le rat ont montré qu’a de fortes doses, le TBT pouvait induire une
neurotoxicité qui serait causée par une inhibition de la Ca** ATPase (Yallapragada et al.,
1991). L’effet du TBT sur le systéme nerveux a également été démontré en culture sur
des astrocytes corticaux et sur des coupes organotypiques d’hippocampes. Au niveau de
hippocampe, le TBT peut induire la mort cellulaire par apoptose qui serait médiée par
une élévation intracellulaire de calcium et par une génération de radicaux libres
(Mizuhashi, Ikegawa et Matsuki, 2000). Le TBT induit également la mort cellulaire des
astrocytes corticaux, mais plutdt causée par un stress oxydatif qui serait dépendant de

certaines voies de signalisation intracellulaires (Mizuhashi e al., 2000).
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Au niveau du systéme reproducteur, ’embryotoxicité potentielle du TBT résultant
d’exposition in vivo a été démontré au niveau des bourgeons caudal (Barrach et Neubert,
1986). Cependant, alors que I’embryotoxicité du TBT en culture se produit a des
concentrations faibles, in vivo, des doses approchant celles qui sont toxiques pour la mére
sont nécessaires pour induire des effets embryotoxiques et foetotoxiques chez la souris
(Davis et al., 1987). Somme toute, I’exposition au TBT ne représente pas un grand danger
pour le feetus, il est grandement probable que le TBT soit métabolisé en des dérivatifs de

faible toxicité lors de son passage au travers du placenta (Davis et al., 1987).

3.4. Immunotoxicité induite par le TBT

3.4.1 Toxicité générale sur le systéme immunitaire

Chez des animaux de laboratoire, il a été démontré que le TBT engendre des
perturbations sélectives au niveau du cortex thymique et inhibe dans une certaine mesure
la réponse immunitaire. L’administration de TBT entraine une augmentation des niveaux
d’IgM (Immunoglobulines M) et une réduction des niveaux d’IgG dans le sérum. Par
ailleurs, une exposition a 7 mg/kg/jour de TBT pour une periode de 6 semaines engendre
une suppression de la réaction d’hypersensibilité de type retardé en réponse &
I'ovalbumine et 4 la tuberculine et une réduction de la résistance de I’héte face a
Pinfection par Trichinella spiralis de méme qu’une diminution de [Pactivité des
macrophages et des cellules NK (Vos et al,, 1984; Vos, Krajnc et Wester, 1985). Une
baisse de I’activité des cellules NK au niveau des poumons a également été observé avec
I’accroissement de la dose en TBT (Van Loveren et al., 1990). Par ailleurs, il a été
démontré que le systéme immunitaire des jeunes rats est plus sensible que celui des rats
adultes, ceci possiblement dii aux effets nocifs du TBT lors du développement
(Smialowicz et al., 1989). L’étude de Vos et al. (1990) est celle qui a servi a établir les
normes de NOEL, de la dose minimale induisant I’effet observé (LOEL), et de la dose de
référence reconnu par 'USEPA en 1997. Cette étude portant sur les effets chroniques
engendrés par le TBT a démontré en se basant sur plusieurs paramétres (diminution du

poids du thymus, élimination de Listeria monocytogenes) que les valeurs de la dose sans
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effets nocifs observés (NOAEL) et de le dose minimale induisant I’effet nocif observé
(LOAEL) étaient respectivement de 0.5 mg/kg/jour et de 5 mg/kg/jour.

3.4.2 Toxicité sur les thymocytes et lymphocytes T

Une diminution du poids du thymus, de la rate et des ganglions lymphatiques suite
a Pexposition au TBT chez le rat a été premiérement rapporté par Seinen et Penninks
(1979). Ces travaux ont été poursuivis par Funahashi, ITwasaki et Ide (1980) qui ont
démontré que I’administration du TBT a des doses de 3 a 12 mg/kg/jour chez le rat par
gavage entraine une réduction dose-dépendante du poids du thymus allant jusqu’a 50 %
aprés 13 semaines d’exposition. Une dose plus faible de 2 mg/kg/jour pour la méme
période d’exposition entraine ¢galement une réduction du poids du thymus (Krajnc et al.,
1984). Au cours de la méme étude, des doses de 7 mg/kg/jour et de 30 mg/kg/jour
administrées durant 4 semaines ont entrainé une atrophie thymique de 35 et 85%
respectivement. L’atrophie du thymus a 7 mg/kg/jour était accompagné par une

diminution du nombre de lymphocytes sanguins périphériques (PBL),

Bien que plusieurs composantes du systéme immunitaire soient affectées par le TBT, la
réponse immunitaire médié par les lymphocytes T (plus particuliérement les lymphocytes
T suppresseurs CD8") serait la principale cible du TBT (Vos et al., 1984; Smialowicz et
al., 1990).

3.4.3 Caractérisation de Pimmunotoxicité au niveau du th mus
e oal om0t | immunotoxicite au niveau du thymus

Comme il en a été fait mention précédemment, le TBT provoque 4 de faibles
concentrations une diminution du nombre de thymocytes corticaux et une réduction du
volume du thymus. L’observation suggérant que I'immunodéficience induite par le TBT
soit attribuable & une action toxique sélective sur les lymphocytes du thymus dérive du
fait que la diminution du nombre de cellules dans la rate se produit bien aprés la réduction
du nombre de cellules dans le thymus (Vos et al. 1984). L’impact du TBT sur I’atrophie
du thymus n’est pas uniquement causé par une action antiproliférative sur les thymocytes

corticaux comme observé lors d’exposition au DBT, mais également par une destruction
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de cellules thymiques (Boyer, 1989). L’équipe de Aw et al. (1990) ont été les premiers a
démontrer une augmentation de la mort des thymocytes par apoptose en réponse au TBT.
Cette mort cellulaire est caractérisée par des changements morphologiques tels que la
condensation de la chromatine, la contraction du cytoplasme et la formation de corps
apoptotique. La mort par apoptose a été attribuée a I’ouverture des canaux calciques par
le TBT qui engendre une augmentation de calcium dans le cytoplasme. Cette
augmentation des ions calciques est responsable de [I’activation spécifique
d’endonucléases impliquées dans la fragmentation de ’ADN au niveau des régions
internucléosomales, un phénoméne classique du processus apoptotique. Il a de plus été
démontré que I’apoptose se produit selon un mécanisme indépendant de la synthése
protéique et sous des conditions ou les niveaux d’ATP sont sérieusement réduits (Raffray

et Cohen, 1991, 1993a).

Les premieres études concernant I’induction d’apoptose par le TBT mentionnées
ci-haut ont été réalisées in vitro. Raffray et Cohen (1993b) ont publié une autre étude dans
laquelle ils exposent que I’apoptose des thymocytes pourrait également étre un
mécanisme par lequel le TBT induit I’atrophie du thymus in vivo. Ils ont démontré que 48
heures post-exposition & des doses de 30 mg/kg et 60 mg/kg de TBTO (oxyde de
tributylétain), des réductions de 34 et 57 % du poids du thymus respectivement étaient
accompagnées d’une augmentation de la fragmentation internucléosomale de I’ADN chez
les thymocytes. De plus, ils ont montré que le DBT, le produit de déalkylation majeur du
TBT, ne stimulait pas I’apoptose des thymocytes in vitro, démontrant que I’effet toxique
du TBT n’était pas relié a ’action de son métabolite. Cependant, leurs travaux ont été
critiqués par Pieters, Bol et Penninks (1994) qui mentionnent que I’augmentation réelle
de fragmentation de ’ADN au sein du thymus 48 heures post-exposition ne serait que de
150 % de la valeur du groupe contrdle, soit une augmentation négligeable. Ceux-ci ont de
plus démontré que I’effet antiprolifératif du DBT est médié par une inhibition sélective de
la prolifération, mais non par la différentiation des thymocytes immatures CD4 CD8". 1l
en résulte donc une réduction de la production des thymocytes CD4"CD8" et des
thymocytes matures simple positif et une accumulation des autres types de thymocytes

(Pieters el al, 1994). Ces thymocytes déja formés sont naturellement soumis a un
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processus de sélection négative, donc 4 une mort par apoptose (Pieters, Bol et Penninks,
1994). Le TBT ayant le méme effet antiprolifératif que le DBT, ces chercheurs mettent en
doute le fait que I’atrophie du thymus en réponse au TBT ne soit qu’uniquement le
résultat d’une induction d’apoptose. 1ls suggeérent plutdt que ce phénoméne se produirait

selon un mécanisme antiprolifératif spécifique comme c’est le cas du DBT.

D’autre part, en utilisant des doses antiprolifératives de DBT et TBT in vivo,
Gennari e al. (1997) ont démontré que I’apoptose ne serait pas impliquée dans le
processus d’atrophie du thymus. Une absence de fragmentation de I’ADN et une absence
de cellules apoptotiques libres dans les coupes histologiques de thymus ont servi de bases
a cette conclusion. IIs ont de plus démontré que contrairement aux études de Aw et al.
(1990) et Raffray et Cohen (1993b), le DBT induit I’apoptose chez les thymocytes isolés
en utilisant des doses plus faibles et des temps d’expositions plus longs, indiquant que le
DBT pourrait étre I’élément biologiquement actif du TBT. Cette observation est appuyée
par I'étude de Snoeij (1987), dans laquelle Pinjection intraveineuse de TBT et de DBT a
des doses antiprolifératives a été effectuée chez le rat. Ceci permet d’éviter I’effet de
premier passage et la métabolisation subséquente du TBT en DBT. Les résultats ont
démontré que méme si le TBT est présent a de fortes concentrations dans la circulation
sanguine, il n’entraine pas d’atrophie du thymus, contrairement au DBT qui engendre une
atrophie marquée du thymus suite & une telle administration intraveineuse. Toutefois, les
groupes de Gennari ef al. et de Raffray et Cohen s’entendent pour mentionner que le
mécanisme par lequel se produit I’atrophie du thymus impliquerait des effets
antiprolifératifs complexes et des effets apoptotiques cytotoxiques. A de faibles doses, un
meécanisme antiprolifératif serait engendré alors qu'a des doses modérées a élevées,
I’induction d’apoptose pourrait devenir d’une plus grande importance (Raffray et Cohen,
1998).

3.4.4. Mécanisme d’induction de Papoptose

Récemment, le mécanisme d’induction d’apoptose par le TBT a fait ’objet de
plusieurs études sur des lignées de cellules immortelles. Il a été démontré que le TBT

induisait 1’apoptose chez les cellules promyéloides HL-60 (Zaucke, Zoltzer et Krug,
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1998), les lignées de lymphocytes T Jurkat et HUT-78 (Stridh et al., 1998; Stridh,
Orrenius et Hampton, 1999a) et chez une variété de lignées de lymphocytes T et B
(Thompson et al., 1996). De plus, le TBT induit I"apoptose chez les lignées de cellules
neuronales PC12 (Viviani e al., 1995), les fibroblastes NIH-3T3, les cellules gliomales
HTB-14 et les cellules rénales TC-7 (Thompson ef al., 1996). De faibles doses de TBT
variant de 0.5 pM & 2 uM provoquent une induction d’apoptose alors que des
concentrations plus fortes engendrent un processus de nécrose qui est caractérisé par une
mort cellulaire en absence d’homéostasie (Zaucke, Zoltzer et Krug, 1998; Stridh et al.,
1999a). A de faibles doses, il a été proposé que le TBT n’est pas lui-méme cytotoxique
mais qu’il exerce ses effets par I’activation du programme de mort cellulaire par

apoptose.

1l a été démontré que I’exposition au TBT provoque certaines des perturbations
classiques du processus d’apoptose, dont la dissipation rapide du potentiel membranaire
mitochondrial, la libération du cytochrome ¢ dans le cytoplasme et I’activation de la
caspase-3 (Stridh ef al., 1998). Le traitement de cellules lymphoides Jurkat avec une dose
de 2 uM de TBT entraine la réduction du potentiel membranaire de la mitochondrie aprés
5 minutes d’exposition de fagon concomitante avec la libération de cytochrome ¢ dans le
cytoplasme. L’activation de la caspase-3 est détectée 60 minutes apres I’ajout de TBT.
L’inhibition des caspases avec le peptide synthétique z-VAD-fimk n’affecte pas la
libération de cytochrome c suggérant ainsi que la voie d’activation des caspases
exécutrices par le TBT nécessite I’intermédiaire de la mitochondrie, de fagon semblable 3
Paction d’autres agents toxiques tels que le paclitaxel, le peroxyde d’hydrogéne et
I’étoposide, et non I’activation des caspases initiatrices 2 et 8, tel que cela se produit suite

a la liaison des récepteurs de mort.

D’autre part, I'inhibition de I’activité des caspases avec le peptide z-VAD-fmk
prévient les changements morphologiques associés tel que la formation de blebs au
niveau de la membrane plasmique et la fragmentation de I’ADN, indiquant que
I’apparition de ces phénoménes est sous le contrdle des caspases exécutrices (Stridh ez al.,

1999a). L’activation des caspases en réponse a des doses croissantes de TBT est
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biphasique. Des concentrations faibles de TBT variant de 0,5 a 2 puM entrainent une
activation des caspases 30 fois supérieure a la normale, alors qu’a des doses fortes de 5 a
10 pM causant la nécrose de la cellule, Iactivité des caspases n’est que faiblement accrue
par rapport 4 la normale. De plus, chez des cellules apoptotiques Jurkat et HUT-78 pré-
traitées au CD95/Fas, il a été démontré que ’ajout de fortes concentrations de TBT réduit
Pactivité globale des caspases et que cet effet inhibiteur est renversé par I’ajout conjoint
de dithiotréitol avec le TBT (Stridh ef al., 1999a). Ceci démontre que le TBT a la capacité
d’interagir avec des protéines possédant des groupements thiols vicinaux et que cette
interaction entraine, lorsqu’elle est suffisante, I’inhibition des caspases exécutrices. Le
TBT posséde une structure se rapprochant de celle du phénylarsine oxyde, un inhibiteur
indirect des caspases qui se lie et inhibe des protéines qui possédent des groupements
thiols vicinaux. Cependant, aucun autre résidu cystéine n’est situé a proximité de la
cystéine du site actif de la caspase-3, et aucune paire de cystéines n’est retrouvée dans les
autres régions de la caspase-3. Par conséquent, le modéle suggéré pour I’inhibition des
caspases par le TBT a de fortes doses passe par une inhibition de I’ouverture des pores
spécifiques au niveau de la membrane mitochondriale externe suite 3 la liaison du TBT
sur les thiols vicinaux de ces pores, empéchant ainsi la libération des cofacteurs
importants pour la formation de I’apoptosome et I’activation subséquente des caspases

exécutrices (Stridh et al., 1999a).

Par ailleurs, comme il a été mentionné précédemment, le TBT engendre une
augmentation rapide de calcium & Pintérieur de la cellule. La mitochondrie posséde une
grande capacité & incorporer le calcium et peut réguler les niveaux de calcium en
séquestrant activement celui-ci du cytoplasme (Duchen, 1999). Cette absorption massive
de calcium peut toutefois entrainer des perturbations au niveau de la mitochondrie menant
a Pouverture des pores et 4 la dépolarisation (Hirsch et al., 1998). L’équipe de Stridh et
al. (1999b) ont démontré que bien que I'augmentation de calcium & I’intérieur de la
cellule précéde la réduction du potentiel membranaire mitochondrial, elle n’est pas
responsable de la dissipation du potentiel membranaire mitochondrial et de la libération
du cytochrome c. Ces phénoménes sont plutét causés par une action directe du TBT sur la

mitochondrie. Cependant, cette augmentation de calcium serait nécessaire a I’activation
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des caspases exécutrices impliquées dans I’exécution des événements finals du processus

apoptotique mais ce role demeure a étre éclairci (Stridh et al., 1999b).

Enfin, des études ont été effectuées concernant le réle du maintien des niveaux
d’ATP lors de I'induction d’apoptose par le TBT. La substitution du glucose par du
pyruvate dans le milieu d’incubation, ayant pour effet de réduire les niveaux d’ATP
produits par la mitochondrie a pour effet de retarder dans le temps la dissipation du
potentiel mitochondrial, la libération de cytochrome ¢ (Stridh e al., 1999b). Le type de
mort cellulaire en absence d’ATP est nécrotique alors qu’il est de type apoptotique
lorsque les niveaux d’ATP sont maintenus par I’ajout de glucose (Stridh ez al., 1999¢). La
production d’ATP par la mitochondrie est nécessaire a deux niveaux lors de I’induction
d’apoptose par le TBT. Le maintien des niveaux d’ATP accélére la réduction du potentiel
mitochondrial et la libération de cytochrome c. L’inhibition de I’échangeur mitochondrial
ANT par I’acide bongkrekic résulte en un retardement de la réduction du potentiel
mitochondrial tout comme lors de I’absence d’ATP. Ce composant est donc impliqué
dans la dépolarisation de la mitochondrie et son activité favorise le passage des protéines
intermembranaires lors de I’induction d’apoptose par le TBT. Ensuite, la présence d’ATP
est essentielle a I’activation des caspases (Stridh er al, 1999c). La formation de
I’apoptosome, initiant la cascade des caspases post-mitochondriales, nécessite la présence
d’ATP. L’absence d’ATP compromet sérieusement la possibilité de former ce complexe
et d’activer les caspases. La présence d’ATP détermine donc le mode de mort cellulaire

induit par le TBT autant au niveau de la mitochondrie que de I’activation des caspases.
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RESUME

La mort cellulaire par apoptose est principalement induite chez les cellules du
systéme immunitaire suite a la liaison des récepteurs de mort 4 la surface de la cellule ou
en réponse a I’action de certains agents toxiques au niveau de la mitochondrie. Cette
ctude a été entreprise en ayant pour but de déteminer le role du CD45 dans le processus
d’apoptose induit par des agents toxiques affectant I’homéostasie de la mitochondrie. Il a
été déterminé que contrairement aux lignées de lymphocytes T normales, les lignées de
lymphocytes T déficientes pour I’expression du CD45 sont résistantes au processus de
fragmentation de ’ADN et de condensation de la chromatine en réponse au TBT et au
peroxyde d’hydrogéne (H,0,). La transfection du CD45 chez des cellules déficientes
restaure la sensibilité de celles-ci & la dégradation nucléaire suite 3 I’exposition au TBT,
démontrant ainsi la spécificité du CD45. Par ailleurs, autant chez les cellules CD45-
positives que CD45-négatives, I’exposition au TBT entraine une augmentation de la
mobilisation du calcium a I’intérieur de la cellule, la dégradation de IxB-a, la réduction
du potentiel membranaire mitochondrial, la libération du cytochrome ¢ de Ia
mitochondrie, I’activation de la caspase-3 et la dégradation du DFF45. De plus, il a été
démontré que la fragmentation de I’ADN pouvait €tre induite chez des lignées de cellules
déficientes pour I’expression des tyrosine kinases p56lck et ZAP-70 et de la tyrosine
phosphatase SHP-1. Ces résultats démontrent pour la premiére fois que I’expression du
CD45 joue un réle clé dans les processus de fragmentation internucléosomale de I’ADN
et de condensation de la chromatine lors de apoptose. L’implication de cette
phosphatase ou certains de ses substrats au cours de ces processus semblerait localisé au

niveau du cytoplasme en aval de Iactivation de la caspase-3.
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ABSTRACT

Apoptosis can be initiated in immune cells by two principal pathways, which include the
triggering of cell surface death receptors and chemical agents. The aim of this study was
to determine the role of CD45 in chemical-induced apoptosis by agents that pertubate
mitochondrial homeostasis. In contrast to wild type CDA45 positive T cells, the CD45-
deficient T cell lines are resistant to the induction of DNA fragmentation and chromatin
condensation following tributyltin (TBT) or H,O; exposure. CD45 transfection in
deficient cell lines led to the restoration of chromatin condensation and DNA
fragmentation following TBT exposure. In both CD45 positive and negative T cell lines,
TBT exposition mediates intracellular calcium mobilization, degradation of the NF-xB
regulatory subunit IxB-a, reduces mitochondrial membrane potential, cytochrome c
release from mitochondria, caspase-3 activation and DFF45 cleavage. Moreover, DNA
fragmentation was also induced by TBT in cells deficient for the expression of p56ick,
ZAP-70 and SHP-1. Together, these results demonstrate, for the first time, that the CD45
expression plays a key role in internucleosomal DNA fragmentation and chromatin
condensation processes during apoptosis. Furthermore, the role of this phosphatase, or its

substrates, appears to be located in the cytoplasm downstream caspase-3 activation.
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INTRODUCTION

Apoptosis or programmed cell death (PCD) is a common cell death mechanism
involved in the homeostasis and development of organisms for the elimination of
damaged, infected, dangerous or useless cells. This type of cell death is a highly regulated
physiological process, involving several biochemical pathways including kinases,
phosphatases and proteolytic enzymes (1). Perturbating the apoptotic process plays an
important role in many pathological disorders such as cancer, neurodegenerative diseases,
viral infections and autoimmunity (2, 3). Apoptosis is characterized by a series of
morphological and biochemical features such as volume reduction, membrane blebbing,
chromatin  condensation, degradation in high molecular weight DNA and
oligonucleosomal fragments (1). These changes are regulated by a family of cysteine

aspartate proteases called caspases (reviewed in 4-7).

The activation of caspases can be initiated by two principal pathways, which
include the triggering of the cell surface death receptors and exposure to environmental
chemicals. The former involves receptors of the tumor necrosis factor family (TNFR)
which consists of TNFR1, Fas, death receptor 3 (DR3), DR4 and DRS5. For example, the
triggering of the Fas receptor by its ligand induces the trimerization of this receptor,
facilitating the recruitment of the adaptor molecule Fas-associated death domain protein
(FADD) (8, 9). Homotypic interactions of FADD’s N-terminal death effector domain
(DED) allows the binding of procaspase-8, resulting in its autoactivation (10-14) and in
the initiation of the caspase cascade by processing effector caspases-3, -6 and -7 (15-17).
Apoptosis can also be induced by environmental insult or cellular stress including
genotoxic damage, anti-neoplastic drugs and chemicals present in the environment.
Generally, cell death prompted by toxic or pharmacologic agents can take two forms; low
doses of chemicals or injuries of lesser amplitude induces apoptosis while higher doses of
chemicals cause necrosis (18, 19). In contrast to the degenerative changes involved during
necrosis, chemical-induced apoptosis occurs in a more controlled manner. Chemically-
triggered apoptosis is directly associated with the mitochondrial dysfunction which leads

to the leaking of cytochrome ¢ and the apoptosis-inducing factor (AIF) into the cytosol
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(20-23). The released cytochrome c binds to Apaf-1, allowing the recruitment of
procaspase-9 (24,25). Oligomerization of procaspase-9 to Apaf-1 leads to its activation, in
return the activated caspase-9 induces the caspase cascade that is responsible for the

irreversible commitment to cell death.

Several lines of evidence implicate kinases and phosphatases in the regulation of
apoptotic cell death (26-28). Among them, the role of serine/threonine phosphorylation
events are better understood than the role of tyrosine phosphorylation (26). One essential
molecule implicated in the tyrosine kinase pathway in lymphoid cells is the
transmembrane tyrosine phosphatase CD45 (29). CD45 plays a stimulatory role in
regulating TCR-mediated signalling pathways (29). In the absence of CD45 expression in
T cells, TCR is uncoupled from signalling pathways, therefore the cells remains
refractory to antigenic stimulation (30). The involvement of this phosphatase in apoptosis
has been pointed out in several studies showing that the ligation of the CDA45 in
thymocytes, B-, T-cells or in eosinophils with specific antibodies increases or induces
apoptosis of these cells (31-33). The same results were also observed after exposing T
cells to the natural ligand of CD45, galectin-1 (34). It has also been demonstrated that Fas
receptor induced-apoptosis is independant of this phosphatase (35). Interestingly, CD45-
mediated apoptosis after its crosslinking did not lead to DNA degradation (31, 33).

Based on these observations, the aim of this study was to determine the
importance of CD45 in chemically-induced apoptosis. The resistance to apoptosis has
been established as a major mechanism responsible for treatment failure after
chemotherapy via the P-glycoprotein multidrug resistance pump (36). For this reason, we
have addressed the role of CD45, using a well-characterized xenobiotic for its direct toxic
effect on the mitochondria. Previous studies with the biocidal agent tributyltin (TBT)
demonstrated that this chemical induces apoptosis at low doses although necrosis was
observed at high doses (37-39). TBT is an immunotoxicant known to induce thymocyte
and lymphocyte apoptosis both in vivo and in vitro (37-42). The mechanism by which
TBT induces apoptosis is common to the chemical-induced apoptotic pathway. It involves

mitochondrial membrane potential disruption, cytochrome c release from mitochondria,
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and caspase-3 activation leading to DNA fragmentation and cell death (38-44). TBT-
induced and hydrogen peroxide (H,0;)-induced apoptosis were used to determine the role
of tyrosine kinase and tyrosine phosphatase pathways in apoptosis. Results presented in
this study demonstrate that cells deficient for the expression of tyrosine phosphatase
CD45, in contrast to the original cells, are resistant to nuclear apoptosis including DNA
condensation and fragmentation. Overall, these results provide a new model of nuclear
apoptosis resistance and suggest an implication for CD45 or one of its substrates in

chemically-induced apoptosis in the cytoplasm, downstream of caspase-3 activation.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents—Tributyltin chloride (96% purity) was obtained from Aldrich (Milwaukee, W1,
USA). Propidium iodide (PI), H,O, (70%), colorimetric caspase substrate DEVD-pNA,
ethidium bromide (EtBr), ethanol (EtOH), phytohemagglutinin-P (PHA), genistein,
sodium orthovanadate, leupeptin, aprotinin, pepstatin A and PMSF were all obtained from
Sigma-Aldrich Canada, Ltd. (Oakville, ON, Canada). Fluo3-AM, DiOC¢[3] and Hoescht
33342 were purchased from Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR, USA). The antibodies
anti-IkB-o (clone C-21), anti-cytochrome c (clone H-104), anti-caspase-3 (clone H-277)
and anti-actin (clone I-19) were purchased from Santa Cruz Biotechnology Inc, (Santa
Cruz, CA, USA), while anti-DFF-45 and anti-phosphotyrosine (clone 4G10) antibodies
were provided by Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY, USA). The lipid transfection
reagent Lipofectamine™ was supplied by Gibco-Life Technologies (Burlington, ON,
Canada). ECL+ chemiluminescent system was purchased from Amersham Pharmacia
Biotech (Baie d’Urfé, QC, Canada).

Cell Culture— HPB-ALL T lymphoma CD4'CD8" cell line and HPB-ALL CD45-
deficient variant (clone HPB45.01, described in 45) were obtained from the American
Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). Jurkat human T lymphoma CD4" cell
line (clone JKF, described in 46), p56'°k-deﬁcient JCaM1 cell line (described in 47), ZAP-
70-deficient P116 cell line (describe in 48), SHP-1-deficient SHP-1-C/S cell line
(described in 49) and Jurkat CD45-deficient variant (clone JK6.6, described in 50) were
grow in RPMI 1640 (Bio-Media Canada, Inc., Drummondville, Canada) supplemented
with 10 % of heat-inactivated fetal calf serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin,
100 pg/ml streptomycin, 50 pM 2-mercaptoethanol and 2 mg/ml G418 (Bio-Media

Canada Inc.) when required.

Cell Treatment—Cells were washed twice in ice-cold PBS and seeded in a 24 wells
microplate at 1x10° cells/ml in RPMI 1640 supplemented with 0.1% BSA. The TBT
stock solution (50 mM) was prepared in ethanol and did not exceed 0.1% in the culture

media. Cells were exposed to increasing doses of TBT ranging from 0.1 uM to 2.0uM for
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different time points (1-5h). The inhibitors genistein (50 pg/ml) and activated sodium
orthovanadate (20uM), were pre-incubated for 30 minutes prior to TBT treatment. For
H,0; treatment, doses of 50uM to 500uM were tested for periods ranging from 6 to 24

hours.

Apoptosis assessment—The evaluation of nuclear morphological events following TBT
exposure was performed by the analysis of internucleosomal DNA fragmentation, cell
cycle (for Gi/Go subdiploid peak quantification) and chromatin condensation. The
evaluation of internucleosomal DNA fragmentation was performed by standard agarose
gel electrophoresis as described previously (51). Briefly, treated cells (1x10°) were
washed twice in ice-cold PBS, resuspended in 20 pl of 10 mM Tris-HCI pH 7.4, 0.5%
SDS, 10 mM EDTA, 0.1 mg/ml proteinase K and incubated at 50°C for 16 hours.
Proteinase K was then heat-inactivated at 70°C for 10 minutes and 10 pl of 10mM Tris-
HCI pH 7.4 containing 0.5 mg/ml of RNase was added to sample and further incubated
another 2 hours at 37°C. Samples were then loaded on a 1.5% agarose gel and
electrophoresed at 45 V for 2.5 hours in TBE (0.5X). The DNA ladder was stained with
EtBr and visualized by UV transillumination using a Fluor S-Multlmager (Bio-Rad,
Mississauga, ON, Canada). Cell cycle analysis was performed according to the method
previously described (52). Treated cells were washed twice prior to being resuspended at
a density of 1x10°cells/ml in Krishan Buffer (0.1% sodium citrate, 0.3% NP-40, 20pg/ml
Rnase and 50pg/ml PI). Samples were incubated at 37°C for 30 minutes, harvested,
resuspended in fresh buffer and analyzed by flow cytometry on a FACScan® (Becton
Dickinson, Oakville, ON, QC, Canada). Analyses were performed using live gates to
discriminate between doublets and cells exhibiting reduced DNA content corresponding
to the sub G1/GO diploid peak which were defined as apoptotic cells. Chromatin
condensation analysis was performed by Hoescht 33342 staining as previously described
(53). For this purpose, treated cells (1x10°) were resuspended in 380yl of EtOH 25% and
20pul of Hoescht 33342 (from a 112pug/ml solution). Nuclear morphology was analysed by

fluorescence microscopy.



Mitochondrial Membrane Potentiel—The loss of mitochondrial membrane potential
(Awm) was evaluated with the lipophilic cationic dye DiOCg[3] (33). After treatment, cells
(5x10°) were washed and resuspended in 500pl of PBS containing 40nM of DiOCe[3].
Cells were incubated for 30 minutes at 37°C, washed once, and then resuspended in PBS

and analyzed on a FACScan® flow cytometer.

Intracellular Calcium Mobilization—Calcium mobilization was assessed using a
fluorescent probe FLUO 3-AM as an intracellular calcium concentration indicator (54).
Cells were washed twice and resuspended at a density of 1x10%cells/ml in HBSS 0.1%
BSA without phenol red. Fluo 3-AM was added at a final concentration of 3uM and the
cells were incubated at 37°C for 30 minutes. Four volumes of HBSS were then added and
cells were further incubated another 30 minutes. Cells were washed and analyzed on a
FACScan® for a period of 15 minutes following treatment with TBT. PHA lectin

activation was used as a positive control.

Preparation of cytoplasmic extracts—Following TBT exposure for different time
points, cells were harvested, washed and resuspended in extraction buffer (20 mM
Hepes/KOH pH 7.0, 10 mM KCIl, 1.5 mM MgCl,, ImM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM
DTT, 250 mM sucrose, 0.2% NP-40, 1 mM PMSF and 10 pg/ml of aprotinin, pestatin A
and leupeptin). After 20 minutes of incubation on ice, cells were homogenized. Nuclei
were removed by centrifugation at 1000g for 10 minutes at 4°C. The supernatants were
further centrifuged at 14000g for 15 minutes at 4°C and the resulting supernatants were

used as cytoplasmic extracts.

Western blotting—Immunoblot analysis was done on equal amounts of whole cell
lysates corresponding to 2.5x10° cells/lane or 50 pg of cytosolic extracts. Proteins were
loaded on a 12 or 15% SDS-polyacrylamide gel, separated and transferred onto a
nitrocellulose membrane. Visualization of the bands was done by the chemiluminescence

with ECL+ system.
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Caspase activity assay—Caspase 3-like activity was evaluated by measuring the
cleavage of the chromogenic substrate Ac-DEVD-pNA. Cytosolic proteins (100pug) were
added to the Reaction Buffer (100 mM Hepes/KOH pH 7.4, 20% sucrose, 0.2% CHAPS,
2 mM EDTA, 5 mM DTT) containing 50 uM Ac-DEVD-pNA in a final volume of 100
ul. Samples were incubated at 37°C for 1 hour and the absorbance of the enzymatically

released pNA was measured at 405 nm with a microplate reader.

Transfection of CD45—Transient transfections of CD45RO isoform encoded in the
plasmid pSP.SRa. (provided by Dr. Michel Tremblay, Laval University) was done in
CD45 negative cell lines using Lipofectamine™ cationic lipid reagent according to the
manufacturer’s instructions. After 24 and 48 hours of incubation, cells were collected and
analyzed by flow cytometry for CD45 receptor expression. On CD45 positive cell
populations, a TBT exposition was performed and chromatin condensation was assessed

by Hoescht 33342 staining.
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RESULTS

The presence of CD45 is essential for the induction of nuclear apoptosis after chemical
exposure— Exposure of lymphoid cells to chemical compounds such as drugs used in
chemotherapy or environmental pollutants leads to cell death by apoptosis (55). One of
the well characterized environmental pollutants demonstrated to have this property is
TBT (37-44). We wanted to determine in this study the possible link between a cell
activation pathway related to tyrosine phosphorylation and the chemical-induction of
apoptosis by TBT on lymphoid cell lines. Human T cell lines, HPB-ALL and Jurkat, were
exposed to increasing concentrations of TBT for 4h and the induction of apoptosis was
determined by the visualization of internucleosomal DNA fragmentation on standard
agarose gel. TBT exposure caused an increase in apoptosis in both cell lines in a dose-
dependent fashion (Fig. 1A). As previously reported, higher doses of TBT do not prompt
DNA fragmentation since the cells are dying by necrosis at this stage (39, 41, 43). In
contrast to wild-type cells, both HPB45.01 and JK6.6 cell lines are deficient for the
expression of the tyrosine phosphatase, CD45, and were both resistant to the induction of
internucleosomal DNA fragmentation (Fig. 1A). In order to quantify the induction of
apoptosis and to confirm the lack of DNA fragmentation in CD45 deficient cells, cell
cycle analysis was performed by PI labelling. As seen in figure 1B, almost 50% of the
CD45" cell population were apoptotic, displaying a reduced DNA content and thus
fragmented DNA, while in the CD45" cell population, their was no detectable reduction in
DNA content.

High molecular weight DNA fragmentation, which produces large fragments of about
50-300 kpb that are not visible on standard agarose gel electrophoresis, is solely sufficient
for the induction of chromatin condensation. To evaluate high range chromatin DNA
condensation and to detect any alterations in the nuclear morphology of the CD45™ cells,
cells were stained with Hoescht 3334 and analyzed under fluorescent microscopy. Results
show that upon TBT exposure, an important chromatin condensation induction occurs in
CD45" cells accompanied by the appearance of nuclear bodies, while the CD45 cells

nucleis are intact, with no noticeable morphological alterations (Fig. 1C). These results
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demonstrate that, in contrast to the CD45"' cells, there is a lack of nuclear apoptosis in

CD45" cells in response to TBT exposure.

CD45 negatives cells are also resistant 1o H;0-induced apoptosis—To confirm that
the absence of nuclear fragmentation is not an epiphenomenon only associated to TBT
exposure, we induced apoptosis with HyO,. H,0, is an exogenous source of reactive
oxygen species (ROS) recognized to induce apoptosis at low doses in lymphocytes (38,
55, 56). ROS generation in the mitochondria contributes to apoptosis induced by TNF-
a, UV irradiation, ceramides and serum deprivation (55-57). The exposure of HPB-ALL
CD45", at 100uM of H,0, for 18 hours cause DNA fragmentation in contrast to the
CDA45" cells (HPB45.01) that remain resistant to DNA fragmentation (Fig. 2). Jurkat cells
are more sensitive to H,O, where a lower dose of 50uM induces DNA fragmentation in
CD45" cells but not in CD45 cells. Similar results were obtained on dose-response curves
performed from 0 to 500uM of H,0, on Jurkat and HPB-ALL CD45" and CD45 cells
after 6 to 24 hours of incubation (data not shown). These results demonstrate that nuclear
apoptosis resistance in CD45 cells is not restricted to TBT but can be extended to other

mitochondrial perturbating agents.

CD45 transfection in deficient cells restores the sensibility to chemically-induced
nuclear apoptosis—To determine if the tyrosine phosphatase activity of CD45 is specific
in promoting nuclear apoptosis following TBT exposure, HPB45.01 cells were transiently
transfected with the pSP.SRa plasmid encoding the CD45RO isoform. The efficiency of
the transfection was determined after 48 hours by flow cytometry after staining with an
anti-CD45 antibody. The mean fluorescence of mock-transfected HPB45.01 was of 3.36
as compared to transiently transfected cells in which the mean fluorescence was 7.93 with
about 20% of positive cells (Fig. 3). Positive clones expressing the CD45RO were
exposed to TBT and the presence of apoptotic cells was determined by Hoescht staining.
Chromatin condensation and nuclear bodies were evident in transiently transfected cells
exposed to TBT as compared to mock-transfected cells (Fig. 3). The presence of
apoptosis was also confirmed by flow cytometric analysis (data not shown). Thus, these

results confirm a role for CD45 in nuclear apoptosis induced by TBT.
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could modulate the tyrosine kinase pathway, phosphotyrosine immunoblots were
performed at different time points following TBT exposure. In CD45' cells, a rise in
tyrosine phosphorylation was observed after TBT treatment (Fig. 4A). Phosphotyrosine
increases early as 15 minutes post-exposure and was especially notable for a set of
proteins of 110 kDa and 59-62 kDa. The absence of CD45 results in an
hyperphosphorylation of its substrates, thus the initial phosphorylation background is
higher in CD45" cells. There was no modulation in the tyrosine phosphorylation state of
proteins induced in these cells. To confirm the importance of the tyrosine phosphorylation
pathway, the effects of a tyrosine kinase inhibitor, genistein, and tyrosine phosphatase
inhibitor, orthovanadate, were evaluated following TBT exposure in CD45" cells (Fig.
4B). Genistein completely inhibits the internucleosomal DNA fragmentation during TBT
treatment in CD45" cells. Moreover, the tyrosine phosphatase inhibitor, while not
completely inhibiting DNA fragmentation, markedly reduced DNA fragmentation
following TBT exposure. Consequently, the present results suggest a direct role of

tyrosine kinases or tyrosine phosphatases in nuclear apoptosis.

The CD45 phosphatase plays a crucial role in the activation of several tyrosine kinases
(27). Among them, p56'* and p59"", two members of the src kinases family, are
regulated by its activity (27). In other experiments, we have used JCAMI1 and P116 cells,
which are deficient in the expression of tyrosine kinases p56'* and ZAP-70 respectively,
to determine if these proteins are also involved in DNA condensation and fragmentation
induced by TBT. None of these cell lines were resistant to nuclear apoptosis induced by
TBT exposure (Fig. 4C). Finally, to determine if other tyrosine phosphatases control the
nuclear apoptosis, SHP-1c/s cells, which are negative for the cytoplasmic tyrosine
phosphatase SHP-1 were treated with TBT. The protein phosphatase SHP-1 is implicated
as a negative regulator of several immunoreceptors (58). As observed in the other cell
lines, SHP-1/s cells undergo the apoptotic process including DNA condensation and

fragmentation. Overall, these results illustrate the specificity of CD45 and exclude the
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possible involvement of CD45 substrates p56'*, ZAP-70 or SHP-1 in nuclear apoptosis

process.

Intracellular Calcium mobilization is induced by TBT in CD45' and CD45 cells—TBT
has previously been found to induce calcium mobilization inside the cell (40, 59). This
rise of intracellular calcium was proposed to be responsible of the activation of calcium-
dependent endonucleases. Since the ligation of the TCR in CD45" cell lines fails to
increase calcium mobilization, we wanted to determine if this defect could be linked to
the absence of nuclear apoptosis. Flow cytometric analysis of intracellular calcium
mobilization with the fluorescent dye Fluo 3-AM was performed after TBT exposure
(Fig. 5). As anticipated, PHA stimulation of the cells induced a rapid and transient
increase in calcium mobilization in CD45' cells but not in CD45™ cells. Incubating the
cells in the presence of TBT increases intracellular calcium to the same extent in both cell
types. Lower doses of TBT (0.1uM) did not induce calcium mobilization while a higher
dose (2.0uM) induces a stronger calcium liberation (data not shown). These results
demonstrate that CD45 deficiency does not affect the TBT-mediated intracellular calcium

mobilization and cannot explain the lack of nuclear apoptosis in the deficient cells.

TBT treatment induces NF-xB regulatory subunit IxB-a's degradation in CD45" and
CD45 cell lines—NF-xB is an essential factor implicated in cell survival under several
physiological conditions (60-62). On the other hand, NF-xB is also one of the principal
factors induced by extracellular stress stimulis, which leads to an increase of cellular
oxidative activity. It was previously reported that TBT rapidly activates NF-kB through
the generation of ROS by the mitochondria in keratinocytes (63, 64). In the cytoplasm,
NF-xB is present in an inactive state docked to its inhibitory subunit IxB-a, which bind to
the Rel region of NF-xB and blocks its nuclear localisation signal. Phosphorylation of
IxkB-a targets it for subsequent ubiquitination and degradation, thus releasing NF-kB in
its active state. To determine if the modulation of NF-xB activity could explain the
disparate response to TBT between CD45" and CDA45 cells, we have analyzed by
immunoblotting the degradation rate of IkB-o.. As shown on figure 6, IkB-o’s

degradation begins 2 hours after TBT treatment and is maximal after 4 hours of treatment.
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There are no significant differences in the extent of 1kB-a degradation between CD45
positive and CD45 negative cell lines. This suggest that NF-kB is activated in both wild
type and deficient cells and that its action on promoting survival signalization pathways is

not responsible of CD45-deficient nuclear apoptosis resistance.

Mitochondrial membrane potential is disrupted and cytochrome c released from
mitochondria in CD45 positive and CD45 negative cell lines—TBT is known to perturb
mitochondrial activity by acting as an CI/OH" exchanger, thereby altering the pH gradient
across the mitochondrial membrane and uncoupling oxidative phosphorylation (65).
Recently, studies on Jurkat lymphoma T cells have shown that TBT induces a rapid
dissipation of mitochondrial membrane potential with a concomitant release of
mitochondrial cytochrome ¢ (38). To determine if the absence of CD45 activity could
account for differences in the mitochondrial apoptotic pathway, mitochondrial potential
and cytochrome c release were determined. Mitochondrial potential reduction could be
detected 30 minutes after incubation (data not shown) before being totally dissipated 2
hours following TBT exposure in both CD45" and CD45 cells (Fig. 7A). This loss of
Ay was accompanied by the release of cytochrome c into the cytoplasm (Fig. 7B).
Cytochrome ¢ was detected 60 minutes following TBT exposure in all cell lines. This
suggests that mitochondrial-induced perturbations by the TBT are not impaired in CD45-

deficient cells and could not account for the lack of nuclear apoptosis.

Caspase-3 is processed and activated in CD45 positive and CD45 negative cells—
Recent studies suggest that caspases are phosphoproteins and that their proteolytic
activity is regulated by their state of phosphorylation (66, 67). It is conceivable that the
different phosphorylation states present in CD45™ cells may perturbate the regulation of
caspase-3 activity, the main effector caspase. Immunoblots of total cell lysates were
performed with an antibody which recognize both the intact 32 kDa procaspase-3 (p32)
and the immunoreactive fragments of ~20 kDa (p20) and ~17 kDa (p17). In all cell lines,
TBT treatment induced a cleavage of the procaspase-3 and causes the generation of
activated fragments (Fig. 8A). The cleavage generally began 2 hours following exposure

and procaspase-3 was almost completely processed 4 hours post-treatment. To confirm
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that caspase-3 was activated, we performed an activity assay on caspase-3 like proteases
using the synthetic substrate DEVD-pNA. Results in figure 8B show that caspase-3
activity is increased 2 hours after treatment and was maximal 4 hours after treatment,
which is well-correlated with procaspase-3 cleavage. However, longer periods of
exposition did not result in higher activity level of caspase-3 (data not shown). These
results demonstrate that procaspase-3 processing and activation is not impaired by the

absence of CD45 in TBT-induced apoptosis.

DFI45 is not responsible for the lack of nuclear apoptosis in CD45 negative
cells—DNA Fragmentation Factor (DFF) is one of caspase-3’s target and is implicated in
nuclear disassembly. DFF is a heterodimeric protein consisting of a 40 kDa
(DFF40/CAD) and a 45 kDa (DFF45/ICAD) subunit (68, 69). In the cytoplasm, DFF45
serves both as a molecular chaperone mediating the correct folding of DFF40 and as an
inhibitor of DFF40 nuclease activity by forming a complex with the former (68-71).
DFF45, also a substrate of caspase-3, can be cleaved to release DFF40 from its inhibitor,
leading to chromosomal DNA fragmentation at internucleosomal spacers. To determine if
a lack of DFF40 activation could be responsible for the absence of DNA fragmentation in
CD45 negative cells, immunoblots of total cell lysates with an antibody directed against
DFF45’s intact form were done. As shown in figure 8C, the DFF45 subunit is cleaved in
both CD45 positive and CD45 negative cells during exposure to TBT. The cleavage
begins 2 hours following TBT exposure and DFF45 signal almost completely disappears
after 4 hours. The cleavage rate of DFF45 follows the one of procaspase-3 as expected.
Unexpectedly, we observed a lower level of DFF45 in CD45" cells as compared to CD45"
cells. This decrease in DFF45 expression could partly explain the difference in the
induction of nuclear apoptosis between cells and suggests that while DFF40 nuclease is
activated at a certain level in the CD45 negative cells, its impaired expression is not

sufficient to induce DNA fragmentation.

The defective signal for nuclear apoptosis in CD45 negative cells is located in the
cytoplasm—Results presented above demonstrate that the caspase-3 activation and the

DFF45 cleavage in CD45 negative cells did not result, as expected, in chromatin
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condensation and DNA fragmentation following TBT exposure. This suggests that there
is a defective signal in CD45 negative cells located downstream caspase-3 activation that
prevents nuclear apoptosis. Moreover, the decreased expression level of DFF45 observed
in CD45" cells may be responsible for the lack of internucleosomal DNA fragmentation.
To determine if this signal originates from the cytoplasm or from the nucleus of CD45
cells, we used a cell-free system in which isolated nuclei from both CD45' and CD45
were incubated in the presence of their homologous non-treated and TBT-treated
cytoplasmic extracts. As figure 9 illustrates, TBT-treated cytoplasmic extracts from CD45
positive cells are able to induce DNA fragmentation in both CD45 positives and CD45
negatives isolated nucleis. However, TBT-treated cytoplasmic extracts from CD45
negative cells are unable to induce DNA fragmentation in neither CD45 positive or CD45
negative isolated nucleis. These data indicate that there is a cytoplasmic defective signal
downstream of caspase-3 in CD45 negative cells that is responsible for the absence of
nuclear apoptosis. These results also show that the difference in the DFF45 expression

cannot explain the absence of DNA fragmentation.
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DISCUSSION

Results presented in this study are, to our knowledge, the first linking the tyrosine
phosphatase CD45, the induction of chromatin condensation and DNA fragmentation
during apoptosis. In contrast to wild type CD45' positive cells, CD45 cell lines are
resistant to the induction of DNA fragmentation and chromatin condensation following
TBT exposure (Fig. 1). This process is not exclusive to TBT as demonstrated with H>0,
experiments (Fig. 2) but specific to the presence of CD45 activity, as demonstrated by the
restoration of chromatin condensation morphology following the transfection of CD45 in
deficient cells (Fig. 3). In both CD45" and CD45 cell lines, TBT exposure was shown to
mediate intracellular calcium mobilization, degradation of NF-kB’ regulatory subunit
IkB-a, mitochondrial membrane potential reduction, cytochrome ¢ release from

mitochondria, caspase-3 activation and DFF45 cleavage (Figs. 5-8).

Other studies have demonstrated a link between CD45 and the induction of
apoptosis. For instance, cross-linking CD45 molecule with mAbs can induce apoptosis in
human peripheral T and B lymphocytes as well as the preferential apoptosis of immature
CD4°CD8' thymocytes (31, 33). The induction of this programmed cell death is
characterized by a reduction in Ay, a production of ROS, a loss of membrane
asymmetry and PS exposure but did not lead to nuclear condensation or DNA
fragmentation (31, 33). CD45 can also be ligated in vivo by galectin-1, which is expressed
on thymic epithelial cells (34, 72). Susceptible thymocyte (CD4'°CD8'") subpopulations
to galectin-1-induced apoptosis are consistent with the thymocyte subpopulation
susceptible to CD45 cross-linking with mAbs (CD4°CD8"), demonstrating that CD45
ligation can participate in the elimination of negatively selected or unselected thymocytes
by the induction of apoptosis (33, 72). The CD45-mediated apoptosis after its
crosslinking in thymocyte do not lead to DNA degradation (33), a result similar to the
present study in the absence of this phosphatase expression. Interestingly, it as been
demonstrated that CD45 activity can be blocked after its dimerization by an inhibitory
wedge (73). Thus it is possible that the lack of DNA fragmentation observed in these

studies may be due to the absence of protein tyrosine phosphatase function encountered
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after the ligation of this phosphatase. 1n another end, other studies have demonstrated that
the CD4S5 is not necessary for Fas signalling pathway, in which apoptosis is induced with
the characteristic appearance of DNA fragmentation in CD45 negatives cells (35, 74).
This indicates that CD45 would be implicated in nuclear apoptosis only during
mitochondria-induced apoptosis by chemical agents but not by receptor-mediated

apoptosis.

Studies on the role of DFF45, which is critical for the induction of DNA
fragmentation, have shown that this factor is cleaved in both cell lines (Fig. 8). These
results are similar with those obtained by Kawamata ef al. (75) demonstrating that there is
a defective apoptotic signal in the cytoplasm of Raji B lymphoma cells downstream
caspase-3 activation that is responsible for nuclear apoptosis resistance in response to a
wide array of stimulis (75). They relate this resistance to a structural or functional defect
of DFF40 after DFF45 cleavage. DFF40/CAD activation is important for the induction of
DNA fragmentation and chromatin condensation, but this is not the only pathway
downstream of caspase-3 activation that is responsible for the apoptotic changes in the
nucleus (76). In this experiment, we have also observed lower levels of expression of
DFF45 in CD45" cells as compared to CD45" cells. Experiments with DFF45 knockout
mice lacking the DFF40/CAD functional activity demonstrated that resulting splenocytes
and thymocytes are resistant to DNA fragmentation and that chromatin condensation is
severely, although not totally inhibited (70). This observation suggests that the resistance
of DNA fragmentation in CD45 cells could result from a decreased in the expression of
DFF45, leading to the necessary stochiometric difference needed to reach the essential
threshold to induce DNA fragmentation activity. However, our experiments using a cell-
free system showed that the defective signal in CD45 cells responsible for the lack of
nuclear apoptosis is located in the cytoplasm (Fig. 9). Apoptosis cannot be induced when
the cytoplasm of TBT-treated CD45" cells is put in presence of CD45" cells nucleis. Thus,
since DFF45 has a nuclear localization (62), other factors upstream from DFF40’s action

and which contribute to nuclear disassembly could be impaired.
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So far, the only link we can make between CD45’s presence and nuclear apoptosis
is the induction of tyrosine kinase activity. When CD45' cells are exposed to TBT, an
increased in tyrosine phosphorylation is observed on several proteins (56-70-111 kDa)
(Fig. 4A). This is in contrast with CD45 cells in which no such increase is detectable.
Moreover, our results show that a tyrosine kinase inhibitor (genistein) could completely
block DNA fragmentation, while a tyrosine phosphatase inhibitor (orthovanadate) reduces
this process in CD45 positive cells (Fig. 4B), confirming the importance of the tyrosine

kinases signalization pathway in TBT-mediated nuclear apoptosis.

Caspase activation leads to the selective cleavage of a wide array of substrates
implicated in cellular structure, cell cycle progression, DNA metabolism and repair,
signal transduction pathway, DNA fragmentation and tissue disembedding (7). Caspase
activity can either cleave proteins which must be inactivated or whose functions are
required to induce apoptotic cell death. As described earlier, caspases were found to be
phosphorylated in vivo; a state in which their activity towards potential substrates is
regulated (66, 67). Moreover, a relationship can be made between the state of
phosphorylation of caspase targets and their rates of cleavage (77-79). From this point
on, one hypothesis that could not be rejected is that the absence of CD45 tyrosine
phosphatase activity can result in a modified phosphorylated state of a given caspase-3
substrate, thereby inhibiting its cleavage and apoptotic signalling pathway leading to
nuclear apoptosis. The identity of these key targets is not yet known, but is under
investigation in our laboratory. Thus, two major physiological substrates of CD45 are the
src family member’s tyrosine kinases: p56'* and p59°™ (80, 81). In CD45 cells, these
substrates are hyperphosphorylated and these are reported to result in a decrease in their
activity. CD45 has also been reported to bind with TCR ¢ chain (82), ZAP-70 (83), CD2
(84), fodrin (85) and with CD45-associated protein (86-88). Moreover, phosphorylated
CD45 was found to serve as a docking protein for components of the Ras signalling
pathway such as rasGAP, Grb2, mSOS and Vav in T cells (89). CD45 has also been
shown to be coupled with p21ras pathway in B cells (90). We attempted to determine if
other components involved in the T cell signal transduction pathway linked to CD45

activity were also essential to TBT-induced DNA fragmentation. Results demonstrated
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that p56'*-, ZAP-70- and SHP-1-deficient cell lines were all sensitive to DNA
fragmentation inducted by TBT (Fig. 4C), but we cannot exclude the possibility that a

compensatory mechanism could arise from these deficiencies.

In conclusion, the results presented in this study have demonstrated a new role for
the tyrosine phosphatase CD45 in apoptosis induced by chemicals such as TBT. In
contrast to wild-type cells, CD45-deficient cells are resistant to the TBT-induced nuclear
apoptosis. In both cells, an active apoptotic program that leads to caspase-3 activation is
turned on. Cell-free assays revealed that the defective signal is downstream from the
caspase-3 activation leading to nuclear apoptosis, and that this is located in the cytoplasm
of CD45-deficient cells. While there is an increase of tyrosine phosphorylation in CD45
positive cells and no increase of tyrosine phosphorylation in CD45-deficient cells
following TBT exposure, it could be hypothetisized that the defective signal involves

phosphorylation events.
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Figure 1: Chemical-induced DNA fragmentation and chromatin condensation in
CD45 positive but not in CD45 negatives cells lines. A) Cells were treated with
increasing doses of TBT or vehicle alone (EtOH: 0.1%) for 4 hours at 37°C. DNA was
extracted and internucleosomal cleavage visualized on a 1.5% agarose gel. B) Cells were
treated with TBT (HPB-ALL:0.8uM) or Jurkat (0.4uM) for different time points, labelled
with P1 and analyzed by flow cytometry. Cells exhibiting a reduced DNA content (sub
diploid GO/G1 peak) were classified as apoptotic. C) TBT-treated cells as describe in b)
were stained with Hoescht 33342 and chromatine condensation and DNA fragmentation
determined under a fluorescence microscope. Results shown are representative of about

10 fields.

Figure 2: Resistance of CD45-deficient cells to hydrogen peroxide-induced
apoptosis. Cells were exposed to varying concentrations of H,0, for 18 hours at 37°C.
After PI labelling, cells were analysed by flow cytometry and the apoptosic cells
percentage were identified as cells population exhibiting reduced DNA content. Data are

representative of at least three independent experiments.

Figure 3: Transfection of CD45 in deficient cells restore the sensibility to chemical-
induced nuclear apoptosis. HPB-ALL CD45 cells were transfected with CD45RO.
Transfected cells were analysed by flow cytometry to evaluate the level expression for
CD45 in a given cell population. Positive transfected cells were then exposed to TBT and
nuclear morphology assessed with Hoescht 3342 staining as described earlier. A) Mock-
transfected CD45-deficient cells. B) Transfected CD45-deficient cells. Arrows indicate

the apoptotic cells. C) Scattergram of CD45 expression in transfected cells.

Figure 4: Tyrosine kinases and tyrosine phosphatases are implicated in TBT-
induced apoptosis independently of p56'*, ZAP-70 and SHP-1 expression. A) Cells
were exposed to 0.8 uM of TBT for 0 t0 20 min. Whole cell lysates (2.5x10°/lane) were
separed on a 12% SDS-PAGE and immunobloted with an anti-phosphotyrosine antibody
(4G10). +: Indicated the positive control ( PHA stimulation for 2 min.). B) Jurkat and
HPB-ALL wild type cells (CD45") were pre-treated for 30 minutes in presence of
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genistein (50 pg/ml) or 20 pM of activated sodium orthovanadate (Na;VOs) before
treatment with TBT at the indicated doses. DNA was extracted and visualized on a 1.5%
agarose gel. V : vehicle, 0.1% EtOH. C) Jurkat deficient cells lines for p56lck (JCAM1),
ZAP-70 (P116) and SHP-1 (SHP-1c/s) were incubated with increasing doses of TBT for
4 hours. DNA was extracted and analyzed for internucleosomal DNA fragments by

electrophoresis on a 1.5% agarose gel.

Figure S: Inhibition of nuclear apoptosis were not releated to intracellular calcium
mobilization induced by TBT in CD45 cell lines. Cells were stained with 3uM Fluo 3-
AM and calcium mobilization analyzed by flow cytometry for a period of 15 minutes
after addition of PHA or TBT. Arrows indicate the moment the agents were added to the

cells.

Figure 6: TBT-mediated degradation of IxB-o. in CD45" and CD45 cell lines. CD45"
and CD45 cells were treated for 0 to 240 min to TBT (HPB-ALL, 0.8uM; Jurkat,
0.4uM). Whole cell lysates were separated on a 12% SDS-PAGE and immunobloted with

anti-IkB-o antibody. Actin was used to standardize protein loading.

Figure 7: Mitochondrial membrane potential is disrupted and cytochrome c¢ is
released from mitochondria in both CD45" and CD45 cell lines during TBT
exposure. A) Cells were treated for 2 hours with TBT (HPB-ALL, 0.8uM; Jurkat,
0.4uM), stained with fluorescent probe DiOC6 (20nM) and then analyzed by flow
cytometry. The line represents vehicle-treated cells and bold lines represent TBT-treated
cells. Data presented are representatives of four independent experiments. B) Cytoplasmic
extracts (50pug) were prepared after TBT exposure (HPB-ALL, 0.8uM; Jurkat, 0.4uM) as
the indicated times. Proteins were separated by 15% SDS-PAGE and immunoblotted with

an anti-cytochrome c antibody. Actin was used as a protein loading control.

Figure 8: Caspase 3 is activated and cleaved the DFF40 endonuclease inhibitor
DFF45 in CD45" and CD45 cell lines following TBT exposure. A) Cells were treated
for 0 to 240 min with TBT (HPB-ALL, 0.8uM, Jurkat, 0.4uM). Whole cell lysates were
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then separated on a 15% SDS-PAGE and immunoblotted with an anti-caspase-3 antibody.
B) Cytoplasmic extracts (100pg) were prepared after TBT exposition as describe in A).
The hydrolysis of the synthetic substrate Ac-DEVD-pNA (50uM) was then analysed on
these samples by measuring the absorbance at 405 nm on a microplate reader. C) Cells
were treated with TBT for 0 to 240 min, separated by 12% SDS-PAGE and

immunoblotted with an ant-DFF45 antibody. Actin was used as a protein loading control.

Figure 9: Induction of DNA fragmentation in isolated nuclei by cytoplasmic extracts
of TBT-treated cells. HPB-ALL CD45 positive and CD45 negative cells were treated
with 0.8uM of TBT for the indicated times. Cytoplasmics extracts (final concentration of
2 mg/ml) of treated and untreated cells were incubated for 2 hours with isolated nuclei
(5x10%) in presence of an ATP regenerating cocktail. After incubation, nuclei were

harvested and labelled with PI for cell cycle analysis.
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CONCLUSION

Le premier objectif poursuivi au cours de ce projet de recherche était de
déterminer si la tyrosine phosphatase transmembranaire CD45 avait un rdle a jouer dans
le processus d’induction d’apoptose par le TBT chez les cellules du systéme immunitaire.
L’ensemble des résultats obtenus permet clairement de démontrer que le CD45 est
impliqué dans ce processus. Il a été déterminé que la présence du CD45 est essentielle a
Papparition de la fragmentation internucléosomale de I’ADN et la condensation de la
chromatine, deux changements morphologiques nucléaires finaux de la cascade
apoptotique. De plus, il a été¢ démontré que le CD45 a un réle spécifique a jouer au cours
de ce processus car la seule induction de I’expression du CD45 chez les cellules
déficientes sensibilise celles-ci au phénoméne de fragmentation de I’ADN en réponse au
TBT. 1.’autre objectif de ce projet était de déterminer a quel niveau de la cascade
apoptotique, I’activité du CD45 ou d’un de ses substrats joue un role clé dans le
programme apoptotique induit par le TBT. L’analyse des principales perturbations
cellulaires engendrées lors de ’apoptose et des principaux événements cytotoxiques
causés par le TBT a permis de cibler un niveau potentiel d’implication du CD45. En effet,
en réponse au TBT, il est provoqué chez les cellules CD45 positives et CD45 négatives la
mobilisation du calcium a Pintérieur de la cellule, le clivage de IkB-a, la sous-unité
régulatrice du facteur de transcription NF-kB, la réduction du potentiel membranaire
mitochondrial, la libération du cytochrome ¢ dans le cytoplasme, I’activation de la
caspase-3 et le clivage de DFF45/ICAD, I’inhibiteur de I’endonucléase DFF40/CAD. De
plus, il a été démontré que le signal défectif responsable de 1’absence d’apoptose
nucléaire chez les cellules CD45 négatives est localisé au niveau du cytoplasme. Celui-ci
pourrait impliquer I’activation des tyrosines kinases chez les cellules CD45 positives
(absente chez les cellules CD45 négatives) qui permettrait ensuite ’induction de la

fragmentation de I’ADN et de la condensation de la chromatine.

Aucune autre étude répertoriée dans la littérature n’avait fait précédemment la
relation entre I’expression du CD45 et I’induction d’apoptose nucléaire. Les seules études

ayant démontré une implication du CD45 dans I’apoptose proviennent de la liaison
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extracellulaire de celui-ci par des anticorps monoclonaux ou par son ligand naturel, la
galectine-1. On notc alors une susceptibilité particuliére de la sous-population de
thymocytes immatures CD4'CD8" a I’induction d’apoptose. Ce type d’apoptose est
caractérisé par une réduction du potentiel mitochondrial, la production de ROS, une
exposition des phosphatidylsérines a I’extérieur de la cellule et une asymétrie de la
membrane plasmique mais sans [’apparition de condensation nucléaire et de
fragmentation de I’ADN. Cependant, ces études ne permettent pas d’éclaircir le role de
I’activité tyrosine phosphatase du CD45 dans ce processus. Il est méme possible que
Iactivité phosphatase du CD45 soit inhibée lors de la ligation du CD45 dans ces €tudes,
car il a été démontré que la liaison du domaine extracellulaire du CD45 entrainait sa
dimérisation, qui entraine comme conséquence 1’association et I’inhibition des domaines
phosphatases du CD45. 11 est possible que I’absence d’apoptose nucléaire sous ces
conditions soit le résultat de I’absence de ’activité du CD45, tout comme il est observé

dans notre modele avec le TBT.

La résistance a I’apoptose nucléaire chez les cellules CD45 négatives n’est pas
restreinte au TBT. Nous avons également démontré que le méme phénomeéne pouvait étre
observé avec le peroxyde d’hydrogéne, un inducteur bien connu d’apoptose qui affecte
directement I’intégrité du potentiel membranaire mitochondrial. L’utilisation d’une plus
grande variété de stimulis pourrait permettre de porter une conclusion plus définitive mais
il apparait que Pactivité du CD45 est essentielle au processus d’apoptose nucléaire en
réponse a des agents chimiques induisant I’apoptose via la voie de la mitochondrie. Des
études précédentes ont fait mention que le CD45 n’était pas nécessaire lors de I’induction
d’apoptose par la voie des récepteurs de mort suite a la liaison de CD95/Fas, le processus
d’apoptose se déroulant normalement chez des cellules déficientes pour I’expression du
CD45. Cependant, dans ces études le type de cellules CD45 déficientes utilisé est la
lignée de lymphocytes T Jurkat, clone JK45.01, une lignée qui posséde a la surface de la
cellule un niveau d’expression basal de CD45 correspondant 4 2-3% de I’expression
normale du CD45 selon I’American Type Culture Collection (ATCC). En utilisant ce
clone de cellules avec le TBT, un niveau de fragmentation internucléosomale de ’ADN

identique a celui des cellules Jurkat normales a été induit. Les deux clones de cellules
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CD45 négatives qui ont ¢té utilisés dans notre étude sont totalement déficients pour
I’expression de cette protéine. Ceci démontre que sculement un trés faible niveau
d’expression du CD45 n’est nécessaire pour promouvoir la fragmentation de ’ADN, et
que Pactivité du CD45 doit étre totalement absente afin d’abolir ce phénoméne.
L’utilisation de cellules totalement déficientes pour I’expression du CD45 pourrait
possiblement permetire de démontrer que le phénoméne de résistance a I’induction
d’apoplose nucléaire puisse s’appliquer a Pinduction d’apoptose par la voie des
récepteurs de mort mais des travaux ultérieurs devront étre effectués afin de déterminer

cette implication.

Un phénoméne intriguant dans notre modele d’apoptose est I’absence d’apoptose
nucléaire chez les cellules CD45 négatives en dépit de I’activation de la caspase-3 et de
I’activation de ’endonucléase DFF40/CAD au niveau du noyau. Il est généralement
reconnu que D’activation de la caspase-3 consiste en un point de non-retour pour la
cellule. Lorsque la caspase-3 est activée, elle opére et coordonne les changements
morphologiques associés au processus de I’apoptose de fagon irréversible. Trés peu
d’études font mention d’une absence d’apoptose nucléaire chez une population de cellules
ot il y a activation de la caspase-3. Outre les études ou on a procédé a des manipulations
génétiques ol a I’inactivation des génes codant pour I’expression des protéines impliqués
dans le démantélement du noyau comme le DFF40, la seule étude faisant état d’une
résistance a 1’apoptose nucléaire en présence de ’activation de la caspase-3 est celle de
Kawamata ef al. (1999). Ils ont démontré ceci chez des cellules Raji, lignée de cellules
ayant le phénotype des lymphocytes B, en réponse a une variété de stimulis. Leur
conclusion était que la résistance a I’apoptose nucléaire pouvait €tre reli€ a une
défectuosité fonctionnelle ou structurelle du DFF40. Cette défectuosité pourrait n’étre
spécifique qu’au clone de cellule utilisé et ne peut étre tenu responsable de la résistance a
I’apoptose nucléaire en réponse au TBT. En effet, le complexe DFF45/DFF40 est
retrouvé au niveau du noyau, contrairement a ce dont il est fait mention dans cet article, et
il a été déterminé au cours de notre étude qu’un extrait cytoplasmique apoptotique
provenant de cellules CD45 positives peut induire la fragmentation de ’ADN chez des

noyaux isolés de cellules CD45 négatives. Le DFF40 est recruté au niveau des régions
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internucléosomales afin de cliver I’ADN via son oligomérisation avec I’histone H1 mais
le mécanisme cst encore peu défini. Il a été démontré que la déphosphorylation de
I’histone H1 par une phosphatase encore inconnue précéde le clivage internucléosomal de
PADN lors de I’induction d’apoptose (Kratzmeier e/ al., 2000). Ceci pourrait suggérer
que la phosphorylation de I’histone H1 procure un environnement stérique défavorable a
’oligomérisation de I’endonucléase. Ainsi, ’absence de déphosphorylation au niveau de
Phistone H1 chez les cellules CD45 négatives pourrait empécher le recrutement du
DFF40 au niveau des régions internucléosomales et il serait intéressant d’adresser cette

hypotheése lors de travaux ultérieurs.

D’autre part, il y a plusieurs facteurs qui agissent de fagon complémentaire et
redondante au cours du processus de dégradation nucléaire. Parmi ceux-ci, on note le
facteur acinus, la lamine nucléaire et I’AIF qui contribuent & un certain niveau au
processus de condensation de la chromatine ainsi que la L-DNase II et la cathepsine B
dont D’activité est associée a la fragmentation de ’ADN. Le DFF40 est un facteur
important impliqué dans la fragmentation internucléosomale de I’ADN. Chez des souris
dont I’activité du DFF40 est absente, la fragmentation internucléosomale de I’ADN est
totalement inhibée mais cependant, la condensation de la chromatine est encore détectée.
Ainsi, bien que le DFF45 soit clivé et le DFF40 activé lors de I’induction d’apoptose par
le TBT chez les cellules CD45 négatives, d’autres facteurs doivent étre inhibés afin qu’il
y ait absence totale d’apoptose nucléaire. A cet égard, il a été démontré que le complexe
DFF45/DFF40 n’était pas requis pour la fragmentation de I’ADN en des fragments de
haut poids moléculaires. Dans cette perspective, il serait intéreséant de mieux analyser ce
type de clivage initial de I’ADN qui ne peut étre détecté avec les techniques de détection
conventionnelles afin de déterminer si celui-ci est également affecté par 1’absence du
CDA45. Le clivage de ’ADN en larges fragments de 2 Mpb coincide avec 1’adoption d’une
morphologie arrondie du noyau qui pourrait ne pas étre détectée par les études qui ont été
effectuée par microscopie a fluorescence. De plus, il serait intéressant de déterminer la
modulation des autres facteurs impliqués dans l’apoptose nucléaire activés par les

caspases exécutrices, tels la lamine et acinus, chez les cellules CD45 négatives afin de
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savoir si tout comme le DFF40, ceux-ci sont aussi activés chez les deux types de cellules

et ne scraient pas responsables de la résistance qui est observée.

L’autre majeure différence observée chez les cellules CD45 négatives en réponse
au TBT est le maintien de I’état de phosphorylation sur les résidus tyrosine a un niveau
basal alors qu’il y a augmentation de cette phosphorylation chez les cellules CD45
positives. L.’augmentation de la phosphorylation sur les résidus tyrosine témoigne d’une
augmentation de I’activité de plusieurs tyrosine kinases a I’intérieur de la cellule. En
bloquant cctte activité lors de I’incubation avec le TBT, on abolit complétement le
processus de fragmentation de I’ADN. Ainsi, I’intermédiaire se situant entre le CD45 et
Papparition d’apoptose nucléaire en réponse au TBT impliquerait des événements de
signalisation médiés par les tyrosine kinases. Plusieurs études ont récemment démontrés
que ’activité des caspases est modulée en partie par leur état de phosphorylation et celui
de leurs substrats. Des évidences montrent que la phosphorylation des caspases peut
inhiber leur activité et que la phosphorylation de certains substrats précéde leur clivage
par les caspases. Ces indications permettent d’avancer [’hypothése que le ou les signaux
défectifs localisés au niveau du cytoplasme chez les cellules CD45 négatives seraient
reliés a I’activité des tyrosine kinases qui, en modifiant I’état de phosphorylation sur un
substrat de la caspase-3, provoquerait le clivage par celle-ci d’un élément clé impliqué

dans le démantélement du noyau de la cellule.

Dans le cadre de ce projet de recherche, I’identité de cet ou de ces éléments n’a
pas été découverte et devra faire I’objet de recherches futures. Cependant, ceux-ci sont
probablement reliés a4 un certain niveau a Pactivité du CD45. L’implication de trois
composants de la voie d’activation des lymphocytes T, soit les tyrosines kinases p56'°k, et
ZAP-70 de méme que la tyrosine phosphatase SHP-1, a été étudiée dans cette perspective
mais les résultats ont démontrés que ceux-ci n’étaient pas essentiels au processus de
fragmentation de I’ADN. Le CD45 est la protéine membranaire la plus exprimée chez les
cellules hématopoiétiques et outre ses principaux substrats que sont les tyrosines kinases
de la famille Src, p59fyn et p56'°k, celui-ci est reconnu pour interagir avec des

composantes de la voie de signalisation médiée par Ras, et avec des composantes du
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cytosquelette et du récepteur des lymphocytes T. 1l a été récemment démontré que
I’exposition au TBT chez la lignée de cellules T lymphoblastiques CCRF-CEM engendre
la phosphorylation calcium-dépendante de JNK, ERK et p38 MAPK (Yu ef al., 2000).
Cette augmentation est observée aprés 15 minutes et est soutenue jusque 4 heures aprés
Pexposition, sensiblement la méme cinétique qui a été observée pour la phosphorylation
sur les résidus tyrosine dans notre étude. Il est possible que la phosphorylation de ces
¢léments puisse étre affectée chez les cellules CD45 négatives. Un fait intéressant est que
les protéines de la voie des MAPK peuvent transmettre leur signaux directement a
intérieur du noyau de la cellule et qu’elles peuvent induire la phosphorylation de
I’histone H3 et HI (Hagmann, 1999). Par ailleurs, il a été démontré dans quelques études
que le niveau de phosphorylation sur les protéines JNK et ERK lors de I’induction
d’apoptose pouvait influencer la mort cellulaire par apoptose avec ou sans fragmentation
de ’ADN, mais sans toutefois faire le lien entre les protéines responsables de la
dégradation nucléaire. L’activité de ces protéines kinases pourraient donc constituer un
lien potentiel entre le CD45 et I’apoptose nucléaire, et leur modulation en réponse au
TBT chez les cellules CD45 négatives devra faire 1’objet d’études ultérieures afin de

déterminer si elles peuvent étre responsables du signal défectif chez ces cellules.

La présence d’ATP a I’intérieur de la cellule est essentielle au déroulement du
programme de mort cellulaire. Comme il a déja été mentionné, I’ATP est nécessaire a la
réunion des éléments formant I’apoptosome, impliqué dans le clivage et ’activation de la
caspase-9. Il a été démontré que la présence en trop faible quantité d’ATP a D’intérieur
empéche I’activation des caspases et !’induction d’apoptose nucléaire. L’ATP est
également important & un autre niveau lors de I’apoptose. Sa présence est nécessaire lors
du processus de condensation de la chromatine. L’action du TBT au niveau de la
mitochondrie engendre une déplétion des niveaux d’ATP a I’intérieur de la cellule. La
caspase-3 est activée chez les cellules CD45 positives et négatives, ce qui témoigne de la
présence suffisante d’ATP pour entrainer la formation de I’apoptosome. Cependant,
comme la condensation de I’ADN se produit ultérieurement a P’activation de la caspase-3,
la présence d’ATP généré par la cellule doit étre encore suffisante a la fin de la réponse

apoptotique pour amorcer le processus de condensation de la chromatine. 11 est possible
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que les niveaux d’ATP soient plus sévérement réduits chez les cellules CD45 négatives
en réponsc au TBT et qu’ils ne puissent étre suffisant pour permettre la condensation de

la chromatine chez ces cellules.

L’absence de fragmentation de I’ADN et de la condensation de la chromatine ne
préserve pas les cellules de la mort cellulaire. La fragmentation de PADN au niveau de
régions internucléosomales est un événement tardif et non-nécessaire au processus de
mort cellulaire. De plus, le degré de fragmentation est trés variable selon le type de
cellules. La condensation de la chromatine et la formation de corps apoptotiques a quant a
elle pour réle de favoriser I’élimination des cellules apoptotiques par les cellules
phagocytaires. L’absence de ces phénoménes est généralement reconnu pour conférer a la
cellule un profil de mort cellulaire par nécrose. En ce qui concerne notre modéle de mort
cellulaire chez les cellules CD45 négatives, il pourrait étre défini comme un processus
d’apoptose, mais @ morphologie nécrotique. D’une part, il y a un programme actif de
suicide menant a I’activation des caspases et du DFF40 qui a été engagé. De I’autre part,
le processus de mort cellulaire est caractérisé par une absence d’apoptose nucléaire et,
selon des études préliminaires, par une absence d’exposition des résidus
phosphatidylsérines a I’extérieur de la cellule. Les études effectuées dans le cadre de ce
projet de recherche ont été effectuées in vitro, mais in vivo I’absence du CD45 chez les
cellules du systéme immunitaire pourrait amener certaines perturbations physiologiques a
la suite de I’induction d’apoptose chez ces cellules. L’absence de reconnaissance via les
résidus phosphatidylsérine et I’absence de formation de corps apoptotiques n’entrainerait
pas I’élimination de ces cellules endommagées par les macrophages. Ces cellules
potentiellement dangereuses demeurant a I’intérieur de I’organisme pourraient ainsi étre &
Porigine de certaines réactions inflammatoires. Le CD45 pourrait donc avoir un réle
physiologique a jouer dans le bon déroulement du programme apoptotique. La perte de
I’expression du CD45 chez une population de cellules ou I’inactivation de celui-ci
pourrait détourner le processus d’élimination normale des cellules par apoptose vers un
processus de mort par nécrose et ainsi étre la cause de plusieurs affections
physiologiques. Le contrdle de [I’activit¢ du CD45 pourrait étre une approche

thérapeutique potentielle dans le traitement de certaines maladies.
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En conclusion, les travaux effectués dans le cadre de ce projet de recherche ont
démontrés que la protéine tyrosine phosphatase CD45 est essentielle a 1’induction
d’apoptose nucléaire en réponse a des agents chimiques tels que le TBT et le peroxyde
d’hydrogene. Ceci est la premiére étude a faire état d’un tel réle pour le CD45 et ceci
constitue une nouvelle voic de signalisation dans le processus d’apoptose. De plus, cette
étude constituc I'unc des seules études ou il est démontré une absence d’apoptose
nucléairc en dépit de P’activation de la caspase-3. Les travaux ont démontrés que
I’absence du CD45 inhibe P'activation des tyrosines kinase par le TBT et que cette
activation jouerait un rdle essentielle en aval de la caspase-3 contribuant a ’induction de
I’apoptose nucléaire. Plusieurs travaux devront étre effectués afin de mieux caractériser et
de définir les éléments modulés par le CD45 et responsable de I’induction d’apoptose
nucléaire, mais il ne fait aucun doute que cette nouvelle voie de signalisation au cours du
processus d’induction d’apoptose chez les cellules du systtme immunitaire semble trés

prometteuse et pourrait faire I’objet d’intervention thérapeutique.
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