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SOMMAIRE

La chimiothérapiec des cancers induit dans les cellules une cascade
d'événements biochimiques qui culminent dans la mort cellulaire par apoptose

caractérisée par une fragmentation extensive de 'ADN.

Il s'agissait pour nous de définir le role et la fonction des cystéine protéases
(caspases) dans la fragmentation apoptotique de I'ADN suite au traitement des
cellules humaines Namalwa et U-937 avec l'inhibiteur de la topoisomérase 1
(topl), la camptothécine (CPT), dont plusieurs analogues sont actuellement

utilisés en clinique.

Dans un premier temps nous avons cherché a montrer, dans les extraits
cytosoliques des cellules traitées avec la CPT, la présence d'activités
promotrices de la fragmentation de 'ADN. Nos résultats ont démontré que de
tels extraits induisent la fragmentation de petit poids moléculaire de 'ADN en

présence de noyaux isolés.

Nous avons, par la suite, caractérisé davantage les composes actifs contenus
dans les extraits cytosoliques et démontré la présence de protéases dont les

inhibiteurs bloquent la fragmentation de I'ADN. En I'occurrence, I'utilisation de
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l'inhibiteur tripeptidique des caspases, la benzyloxycarbonyl-Val-Ala-
Asp(Ome)fluoromethyl ketone (z-VAD-fmk), nous a permis de démontrer in
vivo et in vitro que les caspases activées sont plus directement impliquées dans
I'activation de la fragmentation de haut poids moléculaire de 'ADN et que
I'activité sensible a la N-tosyl-L-phenylalanyl chloromethylketone (TPCK) et
au CrmA (cytokine response modifier A) est impliquée dans l'activation de la
fragmentation oligonucléosomique de I'ADN apres traitement des cellules avec

la CPT.

Enfin, nous avons étudié la destinée des cellules traitées avec la CPT suite a
I'inhibition des caspases et démontré que cette inhibition des caspases bloque
I'apoptose, retarde le passage des cellules en phase S/G, du cycle cellulaire et
provoque un arrét transitoire en phase Gy/G, suivi d'une mort par nécrose. Il
apparait donc que suite 2 un traitement des cellules avec la CPT, les voies
dinitiation de l'apoptose et de la nécrose sont similaires mais different dans la

présence de caspases actives.
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CHAPITRE 1 - INTRODUCTION

1.1 La chimiothérapie

La génotoxicité de beaucoup de drogues utilisées en chimiothérapie des cancers
est due 2 leur capacité d'interrompre le métabolisme de 'ADN et, a des doses
thérapeutiques, d'induire 'apoptose dans les cellules cibles. Il y a des évidences
qu'une des voies vers la carcinogenése, aprés un dommage a I'ADN, est
l'incapacité a activer l'apoptose (Griffiths et al., 1997; Lowe et al., 1994b). On
comprend dés lors limportance de définir les événements biochimiques par
lesquels la chimiothérapie induit I'apoptose dans les cellules cancéreuses. Une
meilleure compréhension de ces événements va aider a proposer de nouvelles

stratégies pour la thérapie des cancers.

1.2 L'apoptose et le cancer

La résistance a l'apoptose est une caractéristique fréquente des cellules
cancéreuses et participe a la fois a la phase initiale de la carcinogénése et au
développement de la résistance 2 la chimiothérapie. Le gene de la p53 est celui
qui est le plus souvent muté dans les cancers humains et il est dérégulé dans un
grand nombre de tumeurs (Harris & Hollstein, 1993; Hollstein et al., 1991). En
régle générale, le traitement conventionnel des cancers induit 1'apoptose dans

les cellules malignes et les génes qui régulent 1'apoptose influencent la réponse



des cellules cancéreuses a la chimiothérapie (Decaudin ez al., 1998). Si
I'apoptose se produit suite 2 un dommage a I'ADN, alors on doit s'attendre a ce
que I'état de la p53 dans les cellules cancéreuses modifie I'effet de ces drogues
(Lowe et al., 1993; 1994a). Deux scénarios sont envisageables dans ce
contexte. D'abord, dans les cellules qui entrent en apoptose p53-dépendante
suite 2 un dommage 2 I'ADN, le non-fonctionnement de la p53 peut permettre
la survie et, par conséquent, la résistance au traitement. En fait, les cellules
survivantes peuvent avoir acquis davantage de mutations lors du traitement et
se comporter plus agressivement. Cependant, dans d'autres tissus, 'apoptose
peut ne pas étre la conséquence de l'action de la p53 et dans certains types
cellulaires, la p53 peut étre partiellement ou entiérement redondante par rapport
a des voies qui dépendent d'autres génes (Lowe et al., 1993; 1994a). Les lignées
cellulaires Namalwa et U-937 que nous avons utilisées dans cette étude
n'expriment pas la p53 et constituent donc un modele de choix pour étudier

l'apoptose p53-indépendante.

1.2.1 Les voies p53-dépendantes et -indépendantes

La p53 est un facteur de transcription qui est induit dans les cellules comportant
des dommages 2 I'ADN causés par des radiations ionisantes ou d'autres
traitements (Elledge & Lee, 1995; Harris, 1996; King & Cidlowski, 1998;

Sanchez & Elledge, 1995). La p53 humaine comprend 393 acides aminés qui



forment trois domaines fonctionnels: un domaine N-terminal acide de
transactivation, un domaine central de liaison a2 I'ADN et un domaine C-
terminal d'homo-oligomérisation. Tous ces domaines sont nécessaires a la
liaison efficace de la p53 aux sites de reconnaissance des geénes cibles et a

l'activation transcriptionnelle de ces genes (Oren, 1997).

1.2.1.1 La voie p53-dépendante

L’apoptose liée a la p53 est causée par les dommages a I’ADN, I'activation
inappropriée d’oncogeénes, la carence en facteurs de croissance, I’hypoxie et le
choc thermique (Canman ez al., 1995; Eizenberg et al., 1995; 1996; Graeber et
al., 1996). L’activation de la p53 en réponse & un dommage a ’ADN induit un
arrét en G, ou en G, qui conduit a la réparation et au rétablissement de

I’intégrité homéostatique ou a I’apoptose.

Dans plusieurs types cellulaires, les dommages a I’ADN sont couplés avec la
stabilisation et I’accumulation de la p53. Ainsi la p53 semble jouer un role
capital dans 1’apoptose induite par les domages & ’ADN chez les thymocytes
corticaux (Clarke et al., 1993), les promyélocytes (Lotem & Sachs, 1993), les
lymphocytes B et T périphériques (Strasser et al., 1994), les neurones (Wood &
Youle, 1995), les kératinocytes (Ziegler et al., 1994) et les cellules épithéliales

de lintestin (Clarke et al., 1994). L'altération génétique commune la plus



observée dans les cancers, la mutation du géne de la p53, inactive un point de
contrdle de la transition G,/S (Kastan et al., 1991). Les cellules qui ont perdu la
fonction de la p53 présentent une instabilité génétique et une extension de leur
espérance proliférative (White, 1994). La p53 se lie préférentiellement aux sites
de 1ésion de ’ADN et active la transcription de ses génes cibles par des
interactions avec des motifs spécifiques et ces interactions sont sélectivement
régulées par les changements de niveau de phosphorylation de la p53 (Hecker er
al., 1996). La liaison de la p53 par des protéines régulatrices endogénes peut
aussi réguler sa fonction. Par exemple, le produit du géne WT1 inhibe
1’apoptose p53-dépendante sans affecter I’arrét du cycle cellulaire induit par la
p53 (Maheswaran et al., 1995). Les cellules avec une seule copie fonctionnelle
du gene de la p53 ont des taux d'apoptose intermédiaires suggérant un seuil
d’induction de I’apoptose qui se situe 2 un niveau d’activité maximale de la p53
physiologique (Attardi e al., 1996). In vitro, il semble que la p53 induise
I’apoptose par divers mécanismes. Un de ces mécanismes implique ’activation
de BAX, un membre de la famille des BCL-2 qui induit I’apoptose quand il est
en excés par rapport a BCL-2. Cependant, Bax n’est pas indispensable a
’apoptose p53-dépendante dans les thymocytes irradiés par des rayons vy
(Knudson et al., 1995), suggérant que d’autres facteurs sont encore plus
importants. La répression transcriptionnelle de BCL-2 par la p53 peut aussi
contribuer a I’apoptose (Selvakumaran et al., 1994). D autres membres de la

famille de BCL-2 tel BCL-xL peuvent inhiber, in vitro, I’apoptose p53-



dépendante (Schott et al., 1995). Une fois que 1’apoptose p-33 dépendante est
induite, il n’y a aucune évidence qu’elle différe de I’apoptose induite par
d’autres moyens (Knudson & Korsmeyer, 1997; Knudson et al., 1995).
Récemment, une série de génes cibles de la p53 ont été identifiés qui semblent
jouer un rdle dans l'apoptose p53-dépendante. Le role et la fonction de ces
génes dénommés PIGs "p53 inducible genes" restent, cependant, a &tre €lucidés
(Polyak et al., 1997).

La p53 peut induire 1’arrét de la croissance a certaines étapes du cycle cellulaire
dont le mieux compris est I’arrét en phase G, tardive. Comme géne suppresseur
de tumeurs, la p53 est mutée dans presque la moitié des cancers humains et le
point de contrdle de la phase G, du cycle cellulaire dépend en partie de son
activité (Kastan et al., 1991). La majorité des mutations de la p53 observées
chez les cellules cancéreuses sont concentrées dans le domaine de liaison a
I’ADN (O'Connor et al., 1997). La p53 induit 'arrét en G; a travers une
activation transcriptionnelle spécifique de la p21 (Brugarolas et al., 1995; Deng
et al., 1995). La p53 initie la synthése de la p21 (Chen et al., 1996; King &
Cidlowski, 1998) et d'autres protéines nucléaires dont Gadd45 qui se lie au
PCNA. Gadd45 accroit la réparation de 'ADN mais a un rdle différent de celui
de la p21 dans le contrdle de la phase G, (Smith et al., 1994). Les cellules qui
n'expriment pas la p53 peuvent encore exprimer Gadd45 en réponse a un
dommage 4 I'ADN et entrer en phase S sans activer le point de contrdle de la

phase G,. L’hypothese est que si le dommage a I’ADN est trop profond pour



&tre réparé complétement et assez rapidement, alors I’apoptose peut étre induite.
Les fibroblastes des embryons de souris p21-déficientes présentent de s€veres
anomalies dans I’arrét p53-dépendant en G,(Brugarolas et al., 1995; Deng et
al., 1995). Par contre, les souris p21-déficientes conservent I’apoptose p53-
dépendante dans le thymus et I’épithélium du petit intestin (Brugarolas et al.,
1995; Deng et al., 1995). Donc la voie de 1’arrét p21-dépendant est distincte des

voies de I’apoptose p53-dépendante (Attardi ez al., 1996).

Un régulateur majeur de la fonction de la p53 est la protéine ATM qui est une
kinase dont l'activité est requise pour le contrdle de la phase G,. La transduction
des signaux commence avec le produit du géne de 'ATM au site de dommage a
I'ADN. Les signaux se propagent a travers une modification de la p33 pour
augmenter sa demi-vie et accroitre la transactivation de la p21/wafl/cipl, qui
inhibe ensuite les kinases cycline-dépendantes de la phase G, pour bloquer la
progression vers la phase S (El-Deiry et al., 1994). Les cellules des patients
atteints de l'ataxia telangiectasia présentent des défauts dans les points de
controle de dommage a I'ADN, ce qui signifie que le produit du géne de I'ATM
joue un role critique dans la transduction des signaux des sites de dommage a
FADN aux éléments de régulation de la progression du cycle cellulaire
(Kaufmann, 1998). Les cellules endommagées s'accumulent en phase G, avec
des niveaux élevés de complexes cycline E/Cdk2 qui sont inactifs a cause de

l'exceés de la p21. Plusieurs types de dommages a 'ADN, incluant les 1ésions



produites par les radiations ionisantes et les enzymes de restriction, la
stabilisation des complexes de clivage topoisomérase-ADN et la réplication de
'ADN endommagé, peuvent induire l'arrét en G, par la p53 (Nelson & Kastan,
1994). L'inactivation du point de contrdle de la phase G, par des mutations dans
la Cdk4 et la Cdk2 ou par l'inactivation de la p53 est associ€e a des fréquences
accrues de mutations spontanées ou induites par des carcinogenes et a des
aberrations chromosomiques (Havre et al., 1995; Terada et al., 1995). Comme
'ATM, la PARP et la DNA-PK contribuent a I'induction de la p53. La PARP se
lie spécifiquement aux sites de dommage a I'ADN et transfére des ADP-riboses
A une variété de protéines nucléaires. Méme si la PARP est importante pour la
stabilité génomique, elle n'est pas indispensable a l'apoptose (Wang et al.,
1997). Un role possible de la DNA-PK est la phosphorylation de la p53 pour
augmenter sa stabilité. La p53 stabilisée va faciliter la réparation de I’ADN en

établissant un arrét de croissance avant la réplication de I’ADN et la mitose.

Nous disions plus haut qu'un des roles possibles de la DNA-PK est de
phosphoryler la p53 pour la stabiliser. L'inactivation de la DNA-PK est
responsable du phénotype SCID "severe combined immunodeficiency" chez la
souris. Les souris SCID sont radiosensibles et manquent de cellules
immunitaires fonctionnelles 2 cause des défauts dans la recombinaison de
I'ADN. Etant donné que la maturation des lymphocytes B et T requiert la

brisure et la religation de I'ADN des immunoglobulines et des loci des



récepteurs des cellules T avant que celles-ci ne puissent répliquer leur ADN, il
est possible que ce processus active le point de controle de la phase G,

(Ashkenas & Werb, 1996).

Récemment, on a identifié une nouvelle protéine, la p73, qui partage des
similitudes avec la p53. Le domaine de liaison a 'ADN de la p73 est & 63%
identique a celui de la p53. D'autre part, la nature acide du domaine de
transactivation est maintenue dans la p73 (Oren, 1997). La surexpression de la
p73 peut aussi induire l'expression de la p21 jusqu'a des niveaux comparables a
ceux obtenus avec la p53 de type sauvage. L'induction de la p21 est abolie
quand I'Arg a la position 292 de la p73 est remplacée par un His; ce résidu est
analogue a I'Arg 273 de la p53 qui est souvent mutée dans les cancers humains
et dont la conversion en His abolit la capacité de la p53 a activer ces génes
cibles (Oren, 1997). Malgré ses similitudes structurelles et fonctionnelles avec
la p53, la p73 n'est pas induite par les agents qui causent des dommages a
I'ADN, ce qui suggére qu'elle a d'autres fonctions et qu'elle est impliquée dans

d'autres réponses cellulaires a différents stimuli (De Laurenzi et al., 1998).

1.2.1.2 La voie p53-indépendante

Des voies p53-indépendantes peuvent déterminer 1’apoptose et I’arrét du cycle

cellulaire en réponse aux agents qui causent des dommages a I’ADN. Les voies



apoptotiques peuvent étre induites soit par un dommage a ’ADN, soit par des
génotoxines qui affectent des composés cellulaires autres que I'ADN et
induisent I’apoptose par des voies qui ne sont pas associées au dommage
génétique(Haimovitz-Friedman et al, 1994). Ainsi, Pactivation de la
sphingolipase membranaire par les radiations y n’est pas li€e au dommage a
’ADN, mais induit I’apoptose dans certains tissus a travers la voie des
céramides (Haimovitz-Friedman er al., 1994). Dans certaines cellules tels les
lymphocytes T périphériques, I’arrét du cycle cellulaire et I’apoptose suite a
Iirradiation par les rayons y sont sous le controle du facteur de transcription
IRF-1 "interferon regulatory factor 1" (Tamura et al., 1995). On note aussi que
I'IRF-1 n’est pas requis dans I’apoptose induite par les radiations y chez les
thymocytes qui expriment la p53. Les monocytes U-937 qui n’expriment pas la
p33 entrent en apoptose suite au traitement avec la CPT en démontrant tous les
changements caractérisques de la mort cellulaire programmée (Chap.2; Sané &
Bertrand, 1998). Ces données suggérent que les voies apoptiques impliquées
par la p53 et I'IRF-1 sont, respectivement, indépendantes et dépendantes des
types cellulaires (Tamura et al., 1995).

L’arrét du cycle cellulaire est un phénomene trés complexe car la surexpression
de la p21 peut étre régulée par plusieurs voies indépendantes de la p53, dont
une, requérant I'IRF-1, est aussi induite par les agents qui causent des

dommages 2 ’ADN (Tanaka er al., 1996). Des expériences portant sur des

fibroblastes d’embryons de souris qui n’expriment pas la p53 et I'IRF-1 ont
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montré que ces deux voies doivent agir de concert pour induire I'arrét du cycle
(Tanaka ez al., 1996). Donc, il existe un seuil d’activation de la p21 qui n’est
pas facilement atteint par une seule voie de réponse a un dommage a I’ADN.
Dans ce contexte, 1’arrét du cycle cellulaire p53-dépendant est également

dépendant de I’activation d’une ou de plusieurs voies indépendantes de la p33.

1.2.2 Les points de contrdle du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est typiquement divisé en quatre phases. Les périodes
associées 2 la synthése de 'ADN (phase S) et a la mitose (phase M) sont
séparées par des intervalles de durée variable appelés G, et G,. Les voies de
signalisation qui régulent la progression du cycle cellulaire sont liées a la phase
G, du cycle cellulaire (Grana & Reddy, 1995). Les points de contrdle du cycle
de division cellulaire donnent 2 la cellule le temps de réparer les dommages a
I'ADN avant la réplication et la mitose (Hartwell & Kastan, 1994).
L'inactivation des fonctions de contrdle dote les cellules d'un avantage de
croissance étant donné que les cellules continuent leur prolifération dans des
conditions ol des cellules normales arrétent de proliférer. L'inactivation des
fonctions de controle par les cellules germinales et par les mutations somatiques
est associée a la carcinogenése, i la déficience immunitaire et aux maladies

neurodégénératrices (Kaufmann & Paules, 1996).
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Les contrdles du cycle cellulaire sont induits par une variété de stimuli allant de
l'anaérobiose au déséquilibre métabolique, en passant par les dommages a
I'ADN. II semble, donc, que les cellules peuvent percevoir des conditions
inappropriées a la progression du cycle cellulaire et retarder celle-ci, le temps
de corriger le désordre percu. Les points de contrble sont de deux types,
phénoménologique et génétique. Au niveau génétique, il y a les contrbles qui
assurent le passage adéquat d'une étape a l'autre du cycle cellulaire et les
¢léments de réponse aux dommages 2 I'ADN. Ainsi, I'initiation de la synthese
de 'ADN dépend de la fin de la mitose; I'initiation de la mitose, de la fin de la
synthése de I'ADN et I'initiation de l'anaphase, de la fin de la métaphase
(Kaufmann, 1998). Quand la mitose est initiée avant la fin de la réplication de
I'ADN, les cellules se divisent avec des génomes incomplets. Quand l'anaphase
est initiée avant que la métaphase ne soit complétée, il se produit une
ségrégation inégale des chromosomes ou aneuploidie. Et quand la synthése de
I'ADN est initiée avant la fin de la mitose, il y a polyploidisation ou encore
duplication du génome (Kaufmann, 1998).

En réponse 2 une variété de formes de dommage a I'ADN il peut y avoir un
arrét ou un délai dans la progression des cellules de la phase G, & la phase S du
cycle cellulaire, un ralentissement du taux d'initiation de la réplication dans les
cellules en phase S ou un délai dans la progression des cellules de la phase G,a

la mitose.
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La progression des cellules post-mitotiques (en phase G,) vers la phase de
synthése d'ADN (phase S) du cycle cellulaire est conduite par des protéines
kinases hétérodimériques qui consistent en des cyclines et en des kinases
cycline-dépendantes (Cdks). Pour étre active, une Cdk doit s’associer a une
cycline partenaire concommittamment a la phosphorylation/déphosphorylation
de résidus spécifiques dans la sous-unité catalytique de la Cdk (Sherr &
Roberts, 1995). Le premier complexe cycline/Cdk activé lors de I'entrée des
cellules en G, est composé d’une cycline de type D et de la Cdk4 ou de la Cdk6
selon le type cellulaire (Matsushime ez al., 1994). L’activité de la cycline D1
est requise dans la phase moyenne et tardive de G,. En effet, la microinjection
d’anticorps anti-cycline D1 dans des fibroblastes normaux en cours de G,
empéche I’entrée de ces cellules en phase S (Grana & Reddy, 1995). A la phase
tardive de G,, la cycline E se lie a la Cdk2 pour former une kinase active
requise pour l'initiation de la réplication. Les niveaux de la cycline E oscillent
périodiquement et aprés l'entrée des cellules en phase S, la cycline E est
dégradée et la Cdk2 s'associe alors avec la cycline A. La syntheése de la cycline
A est initiée 2 la fin de la phase G,. Les cyclines A et B s'associent aussi a
Cdc2/Cdk1 avec une activité maximale en G, et G,/M avant d'étre rapidement
dégradées (Grana & Reddy, 1995; Sherr & Roberts, 1995). Les Cdks doivent
phosphoryler des substrats tel RB "retinoblastoma tumor suppressor protein"
dont la modification est nécessaire pour quitter la phase G, (Sherr, 1996). RB

et d’autres protéines de la méme famille (p130 et p107) controlent I’expression
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génétique médiée par les facteurs de transcription collectivement appelés E2F
qui transactivent des génes dont les produits sont importants pour I’entrée en
phase S. Dans sa forme hypophosphorylée, RB se lie a E2F et inhibe son
activité. La phosphorylation de RB, qui est considérée comme un moment
critique pour le passage a travers le point de restriction, libere E2F qui peut
alors transactiver les génes cibles (Sherr, 1996). La progression du cycle
cellulaire & travers le point de restriction et ’entrée en phase S n'ont pas lieu
quand des cellules normales sont exposées & des radiations ionisantes ou a des
traitements qui causent des lésions & I'ADN. Au contraire, la sous-unité
inhibitrice p21 forme un complexe avec les hétérodimeres cycline-Cdk, causant
ainsi l'arrét des cellules en G,(Evan et al., 1995). La Tyrl7 de Cdk4 pourrait
jouer un role dans le point de contrdle en G, étant donné que la surexpession du
mutant, dans lequel la Tyr a été remplacée par une Phe, abolit l'arrét en G,
(Nigg, 1995; Terada et al., 1995). La régulation de la phosphorylation des Tyr
des Cdks est donc importante dans le contrdle du cycle cellulaire.

Alors que la liaison des cyclines est requise pour l'activité kinase des Cdks,
d'autres protéines ont été identifiées dont la liaison inhibe l'activité des Cdks.
Deux familles de protéines inhibitrices de 'activité des Cdks ont été identifiées.
La famille de la p21/Wafl est composée de la p21, de la p27/Kipl et de la
p57/Kip2 qui inhibent prédominamment les Cdks de la transition de la phase G,
a la phase S. La famille INK4 "inhibitors of Cdk4" inclut la p15, la pl6, la p18

et la p19 qui sont souvent mutées ou délétées dans certains types de cancers
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humains (King & Cidlowski, 1998). La p15 et la p16 se lient a la Cdk4 et ces
génes sont délétés dans beaucoup de lignées cellulaires cancéreuses (Kamb,
1995). La p27 interagit fortement avec le complexe cycline D1/Cdk4 mais tres
faiblement avec le complexe cycline E/Cdk2. Des niveaux élevées de la p27 ont
été trouvés dans les cellules bloquées en G, par un traitement avec le TGF-f
(Polyak et al., 1994). La p57 inhibe les activités des cyclines D1/Cdk4,
D1/Cdk6, E/CdKk2, E/cdk3 et A/Cdk?2 in vitro. De plus, la transfection de la p57
dans les cellules pulmonaires du vison induit I’arrét en G, (Sherr & Roberts,
1995). En plus de lier et d'inhiber directement le complexe cycline-Cdk, la p21
forme un complexe avec le PCNA "proliferating cell nuclear antigen" qui

inhibe l'activité de la polymérase d'ADN (Sanchez & Elledge, 1995).

Le point de contrdle de la phase G, cause un délai a l'entrée en mitose des
cellules endommagées en G, L'entrée en mitose est induite par le
MPF"Maturation Promoting Factor" qui est composé de la Cdc2/Cdkl et de la
cycline B (King & Cidlowski, 1998). L'inhibition de I'entrée en mitose durant le
délai de G, a été liée a l'inhibition du complexe cycline B/Cdkl. La Cdkl1 peut
se trouver associée aux cyclines A et B durant le cycle cellulaire, mais son
association avec la cycline B coincide davantage avec la transition G,/M (Nigg,
1995; O'Connor et al., 1994). Le complexe cycline B/Cdk1 est régulé par des
phosphorylations positives et négatives. Ainsi, la phosphorylation de la Thr161

est requise pour son activité kinase, alors que celle des Tyrl5 et Thrl4, résidant
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dans le domaine de liaison a I'ATP de la Cdk1, inhibe cette activité. Comme les
complexes cycline B/Cdkl s'accumulent a la phase G,, ils sont inactivés par
phosphorylation a ces sites par la kinase & double spécificité p107/weel et par
la Cdk7. L'activation du complexe cycline B/Cdkl par l'hydrolyse des
phosphates inhibiteurs est accomplie par la Cdc25C. Cette phosphatase est elle-
méme activée par phosphorylation, suggérant que la formation d'une boucle
autocatalytique cycline B/Cdk1/Cdc25C pourrait générer une activation
explosive de l'activité kinase du complexe cycline B/Cdk1 pour induire l'entrée

en mitose (Nigg, 1995; O'Connor et al., 1994).

1.3 L’apoptose

1.3.1 Définition

L’apoptose est un mode actif de mort cellulaire essentiel a la régulation de
’homéostasie cellulaire (Ellis et al., 1991; Raff et al., 1994; Thompson, 1995;
Wyllie, 1987; 1992). Elle est définie par des changements morphologiques
cellulaires caractéristiques associés a l'activation de cystéines protéases
spécifiques (caspases) et a la modification de la chromatine. Ces modifications
sont suivies de la digestion de I’ADN en fragments de haut poids moléculaire et
en fragments oligonucléosomiques résultant de I’activation d’endonucléases

(Kerr et al., 1995; 1972; Wyllie, 1998; 1984). La cellule apoptotique se détache

des cellules voisines suite a la perte de structures membranaires tels les
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microvilli et les desmosomes et forme ensuite des vésicules. Trés rapidement,
et de facon irréversible, le cytoplasme se condense provoquant ainsi une
augmentation de la densité de la cellule, une compacité des organelles
cytoplasmiques et une condensation apparente de la chromatine nucléaire pour
former des protubérances granulaires ou des structures torsadées qui tapissent la
membrane nucléaire. En fait de condensation de la chromatine, il convient de
souligner, d'emblée, que celle qui est observée pendant l'apoptose résulte de
l'aggrégation de I'hétérochromatine apres la dégradation de l'euchromatine et
n'est donc pas une condensation active comme celle qu'on observe pendant la
mitose (Hendzel et al., 1998). Les pores nucléaires disparaissent et presque au
méme moment des corps apoptotiques se forment renfermant chacun une
variété d'organelles (Wyllie, 1997). La cellule apoptotique est alors phagocytée
trés rapidement sans qu'aucune réaction inflammatoire ne soit causée ¢tant
donné que son contenu n'a pas eu le temps de se déverser dans le milieu

extracellulaire (Savill, 1998; Savill & Haslett, 1995).

1.3.2 Historique

La mort physiologique cellulaire a €té observée dans plusieurs domaines de
recherche biomédicale et dans chaque cas il s'est avéré que cette mort cellulaire
survenait par des mécanismes moléculaires similaires. Cette observation a

permis de suggérer que cette forme de mort a été conservée au cours de
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I'évolution et que les organismes multicellulaires I'ont utilisée dans une grande

variété de contextes et situations.

La mort cellulaire physiologique avait été deja rapportée un siecle auparavant,
mais c'est en 1951 qu'on a redécouvert la mort cellulaire pendant le
développement des tissus embryonnaires (Glucksmann, 1951). Le terme mort
cellulaire programmée n'a été introduit qu'en 1964 pour parler de la mort
naturelle des cellules et des phénoménes qui y sont reliés (Lockshin &
Williams, 1965). En 1972, on propose le terme apoptose pour définir la
morphologie des morts cellulaires physiologiques (Kerr et al., 1972). Quelques
années plus tard, la premiére description de la mort cellulaire chez le nématode
Caenorhabditis elegans est faite (Sulston, 1976). En 1979, on rapporte que les
radiations et les agents alkylants causent la dégradation de I'ADN que I’on peut
visualiser sous la forme d'échelle de fragments oligonucléosomiques d'ADN sur
un gel d'agarose (Matyasova er al., 1979). En 1980, on observe que les
lymphocytes T cytotoxiques causent l'apoptose dans les cellules cibles et on
associe également l'activation d'endonucléases a l'apoptose (Russell ez al.,
1980; Wyllie, 1980). L'année 1982 voit la premiére démonstration d'une voie
génétique de la mort cellulaire programmée par la description des effets des
mutations du géne ced-3 chez C. elegans (Horvitz et al., 1982). Quatre années
plus tard, I'étude des vers mutants pour ced-3 et ced-4 apporte la démonstration

que des génes spécifiques sont impliqués dans la mort cellulaire programmeée
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(Ellis & Horvitz, 1986). On observe aussi a la méme époque que l'absence de
facteurs de croissance induit la mort des lymphocytes T par apoptose (Duke &
Cohen, 1986). En 1988, BCL-2, qui avait été identifi¢ et cloné deux ans plus tot,
est décrit comme géne suppresseur de la mort cellulaire et une preuve
expérimentale est donnée que l'inhibition de la mort cellulaire en association
avec un oncogéne peut causer une transformation suffisante des cellules menant
au cancer (Vaux et al., 1988). Vers la fin de la méme année, on fait la premiére
description de l'apoptose induite par le "tumor necrosis factor" (TNF) (Laster et
al., 1988). A la fin de 1989, Tsujimoto rapporte que la protéine BCL-2 confére
- la résistance au stress et aux agents chimiothérapeutiques (Tsujimoto, 1989). En
1992, les premiers nématodes mutants de ced-9 sont identifi€s alors que 'on
démontre que ced-9 inhibe l'activité de ced-3 et ced-4 (Hengartner el al., 1992).
Durant la méme période, "’interleukin-1 beta converting enzyme" (ICE) et
ced-4 sont clonés alors que I'on décrit la protéine CrmA comme ¢tant un
inhibiteur spécifique de ICE (Cerretti et al., 1992; Ray et al., 1992; Thornberry
et al., 1992; Yuan & Horvitz, 1992). Par ailleurs, I’inhibition de la mort
cellulaire programmée chez C. elegans par BCL-2 humain est décrite, ce qui
constitua la démonstration que le mécanisme de la mort cellulaire chez ce
nématode est semblable 2 I'apoptose chez les mammiferes (Vaux et al., 1992).
En 1993, on clone BAX, un homologue antagoniste de BCL-2; on clone
également BCL-x, un autre homologue de BCL-2, et ced-3 dans lequel on

trouve des similitudes avec ICE qui est capable d'induire I'apoptose (Boise et
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al., 1993; Miura et al., 1993; Oltvai et al., 1993; Yuan, 1993). Au début de
1994, on publie le clonage de ced-9 qui présente des similitudes avec BCL-2
(Hengartner & Horvitz, 1994). Cette année va étre prolifique car rapidement on
propose un modele qui unifie l'apoptose cellulaire et la mort causée par les
lymphocytes T cytotoxiques; on prédit alors que la granzyme B pourrait agir
comme les cytéines protéases (Vaux et al., 1994). On montre aussi que
I'apoptose induite par la p53 peut étre inhibée par BCL-2 (Chiou et al., 1994) et
que la p35 du baculovirus inhibe la mort cellulaire programmée chez C. elegans
(Sugimoto et al., 1994). Du coup, on isole et clone les protéases nedd2
(caspase-2) et CPP32 (caspase-3) (Fernandes-Alnemri et al., 1994; Kumar et
al., 1994). Durant la méme époque, on rapporte I’activation de différents pools
d’endonucléases durant I’apoptose (Pandey er al., 1994; Walker & Sikorska,
1994; Walker et al., 1994). En 1995, on démontre que la mort cellulaire des
lymphocytes T par activation est relayée par CD95/CD95L(Alderson et al.,
1995). Au milieu de cette année, on clone mort-1/FADD "Fas-associated
protein with death domain" (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995). On
rapporte( que le CrmA inhibe l'apoptose induite par le TNF et CD95/Fas/APO-
1(Tewari & Dixit, 1995), que la granzyme B active CPP32 (Darmon et al.,
1995) et que la p35 est un inhibiteur spécifique des cystéines protéases (Bump
et al., 1995; Xue & Horvitz, 1995). A la fin de l'année 1995, on clone et on
rapporte le role anti-apoptotique des IAPs "Inhibitor of Apoptosis" de méme

que leur interaction avec les TRAFs "Tumor necrosis factor Receptor-
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Associated Factor"(Rothe et al., 1995). L'effet inhibiteur des IAPs sur les
caspases sera décrit quelques années plus tard (Deveraux et al., 1997; 1998;
Roy et al, 1997, Tamm et al, 1998). Au milien de 1996, mach-
1/FLICE/caspase-8 est cloné et on peut alors définir une voie apoptotique dont
les signaux naissent dans la membrane cellulaire et sont relayés par les
cystéines protéases (Boldin er al., 1996; Muzio et al, 1996). En 1997, on
rapporte la purification et le clonage de 1'Apaf-1, homologue humain de ced-4,
qui participe dans Pactivation de la caspase-9 par le cytochrome ¢ (Zou et al.,
1997). Aujourd'hui, il y a déja plus de quatorze cystéines prot€ases qui ont €té

clonées dont 12 chez I’humain.

1.4 La fragmentation de I' ADN durant I'apoptose

La caractéristique biochimique particuliere de l'apoptose est la dégradation
extensive de I'ADN suite a l'activation d'endonucléases. L'importance de la
fragmentation de 'ADN durant l'apoptose est d'autant plus grande que plusieurs
études ont démontré que les extraits cytosoliques, obtenus de cellules induites
en apoptose par divers traitements, activent la dégradation de 'ADN de noyaux
cellulaires isolés (Ghibelli et al., 1995; Hara et al., 1996; Shimizu & Pommier,
1996; Solary et al., 1996; Yoshida ef al., 1996). La fragmentation de 'ADN
pendant l'apoptose permet de libérer 1'organisme des cellules incompatibles au

maintien de son homéostasie.
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1.5 La nécrose

Contrairement  la cellule apoptotique, la cellule nécrotique se lyse et le cytosol
aussi bien que les structures nucléaires s'altérent mais la disposition générale de
I'hétéro- et de l'euchromatine est maintenue ainsi que les pores nucléaires
(Higuchi et al., 1998; Wyllie, 1997). Au cours de la nécrose la membrane
plasmique se rompt et le contenu intracellulaire se déverse dans l'espace
extracellulaire ot les protéines mitochondriales, en particulier, vont induire une
réaction inflammatoire; dans des conditions nécrotiques, 1a membrane cellulaire
est endommagée avant que le noyau ne soit affecté (Higuchi et al., 1998;
Wyllie, 1997). Cependant, les caractéristiques de la nécrose peuvent se
superposer a celles de 1'apoptose si, pour une raison ou une autre, la cellule
morte n'est pas reconnue et phagocytée par un macrophage. Ainsi, in vitro, les
cellules apoptotiques démontrent une diminution progressive de leur volume a
des niveaux subnormaux quelques heures aprés l'induction de l'apoptose. Leurs
membranes deviennent perméables aux colorants tels le bleu de trypan ou
liodure de propidium. Leur ultrastructure devient alors comme une série de
vésicules, bien que des blocs apparents de chromatine condensée demeurent

dans le noyau. Ce phénomene a été appel€ nécrose secondaire (Wyllie, 1997).
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1. 6 Activation de I’apoptose

Beaucoup d'études se sont attardées sur l'induction de I'apoptose dans le but de
comprendre les mécanismes qui sous-tendent ce phénomene. Ces expériences
ont inclus les traitements chimiques, la privation de facteurs de croissance,
l'exposition a des conditions environnementales adverses telles les radiations
ionisantes ou lischémie. Cependant, les manipulations qui induisent la mort
cellulaire programmée dans un systéme cellulaire peuvent n'avoir aucun effet
dans un autre systéme cellulaire et on ne peut prédire d'aucun agent qu'il puisse
induire I'apoptose dans toutes les circonstances (Wertz & Hanley, 1996). Cette
réponse variable peut &tre modulée par plusieurs facteurs comme
l'environnement, le type cellulaire et son expression génétique caractéristique,
le niveau de différenciation, la phase du cycle cellulaire et la dose de l'agent
inducteur (Wertz & Hanley, 1996). Donc, le processus d'induction de I'apoptose
doit étre spécifique aux types cellulaires mais procéde par des mécanismes

communs une fois qu'il est initié.

La plupart des inducteurs chimiques de 1'apoptose peuvent étre classés dans
l'une des catégories suivantes selon le site primaire de perturbation dans la
cellule soient: la surface cellulaire, le cytosol, le cytosquelette, le noyau et les

voies de signalisation intracellulaires.
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1.6.1 Les topoisomérases d’ADN

Les topoisomérases (top 1, 2, et 3) d’ADN sont des enzymes nucléaires
rencontrés chez toutes les espéces de procaryotes et d'eucaryotes. Ces enzymes
catalysent et changent I’isomérisation topologique de I’ADN duplexe en faisant
des brisures simple-brin (top 1 et 3) et des brisures double-brin (top 2)
transitoires. Ces brisures réversibles de I’ADN résultent de réactions de
transestérification qui lient un résidu tyrosine de 1’enzyme a une extrémité de
I’ADN. La topl des mammiferes permet la relaxation de I’ADN superenroulé,
alors que la top2 permet la relaxation, le nouement/dénouement et la
caténation/décaténation de PADN duplexe par un mécanisme typique de
translation des brins d’ADN(Liu, 1989; Pommier & Kohn, 1989; Pommier ef
al., 1994; Pommier & Tanizawa, 1993). Les topoisomérases d'ADN catalysent
des changements dans la liaison des brins d'ADN selon un mécanisme concerté
de clivage et de ligation. Les topoisomérases de type 1 des eucaryotes
effectuent la relaxation de I'ADN superenroulé et cette activité est intimement
liée a la transcription et 4 la réplication de I'ADN. Ces enzymes ont été
largement étudiés a cause de leur importance fondamentale dans beaucoup de
fonctions biologiques et aussi parce qu'ils sont la cible d'agents thérapeutiques
de cancers humains étant donné leur role dans le métabolisme de 'ADN. Les
topoisomérases relaxent 'ADN superenroulé en clivant et en rejoignant un brin

du duplexe. Pour cela, elles ouvrent trés bricvement les ponts phosphodiesters
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de 'ADN en formant des complexes enzymatiques de clivage sur un seul (top
1) ou sur deux (top 2) brins de 'ADN. Dans le cas de la top 1, le clivage de
I'ADN est le résultat d'une transestérification d'une tyrosine active créant ainsi
un intermédiaire covalent 3'-phosphotyrosyl (ADN-enzyme) et libérant un 5'-
hydroxyl (5'-OH) (Burgin, 1997). Bien que cet intermédiaire covalent soit
chimiquement stable, sa concentration a I'état actif est habituellement faible,
parce que la réaction de ligation est plus rapide que la réaction de clivage.
Pendant la ligation, le 5'-OH généré lors du clivage déplace l'intermédiaire
covalent dans une autre réaction de transestérification et reforme le pont

phosphodiester 5'-3".

La top 1 est impliquée dans beaucoup de processus métaboliques de I’ADN
comme lors de la transcription qui génére son superenroulement (Ostrander et
al., 1990; Wang, 1987; Wu et al., 1988). Alors que la transcription se poursuit
sur I’ADN, des superenroulements positifs et négatifs s’accumulent
respectivement en avant et en arriére du complexe transcriptionnel (Brill ez al.,
1987; Brill & Sternglanz, 1988; Wu et al., 1988). De nombreuses évidences
démontrent que la top 1 est impliquée dans la transcription. D’abord, les levures
mutantes pour la top 1 voient leur taux de transcription réduit (Brill er al., 1987,
Thrash et al., 1984) ; la top 1 interagit préférentiellement avec les sites actifs de
transcription du génome (Fleischmann et al., 1984); les sites de clivage de la

top 1 ont été localisés dans les génes transcriptionnellement actifs tels ’ADN
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ribosomique (Garg et al, 1987; Rose ez al, 1988; Zhang et al, 1988), les génes
du choc thermique (Fleischmann et al., 1984; Gilmour & Elgin, 1987; Kroeger
& Rowe, 1989), le géne de la tyrosine aminotransférase (Stewart & Sch:utz,
1987) et le géne c-fos (Stewart et al., 1990). La CPT est un puissant inhibiteur
de la synthése d’ARN (O'Connor ez al., 1991) et conduit ainsi au blocage de la
transcription (Stewart ez al., 1990); la microinjection d’anticorps contre la top 1
dans les noyaux induit le blocage de 1’élongation de la transcription; enfin la
top 1 et les polymérases d’ARN peuvent s’associer en complexes fonctionnels

(Stewart et al., 1990).

La top 1 est également impliquée dans la réplication de I’ADN qui génere, elle
aussi, des superenroulements du fait de I’action des hélicases et de la
progression de la fourche de réplication (Brill ez al., 1987). Ainsi on a montré,
dans un systéme de réplication acellulaire, que la top 1 purifiée de mammifere
pouvait supporter la réplication compléte de I’ADN du virus SV40 (Yang et al.,
1987). De plus, le traitement des cellules infectées par le virus SV40 avec la
CPT conduit & la production d’avortons d’intermédiaires réplicatifs de SV40
(Shin & Snapka, 1990a,b; Yang et al., 1987). La CPT inhibe aussi rapidement
la synthése de ’ADN mais pour une période prolongée dans les cellules de
mammiferes (Duguet et al., 1983; O'Connor et al., 1991). Donc, a travers son
activité de relichement de I’ADN, la top 1 joue un rdle pivot dans le

métabolisme de I’ADN, a savoir la réplication et la transcription. Des évidences
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récentes suggerent également que la top 1 pourrait jouer un role important dans
la réparation et la recombinaison de I'ADN (Pommier et al., 1999; Stewart et

al., 1998).

1.6.2 Les inhibiteurs des topoisomérases

Les topoisomérases d’ADN sont aussi des cibles importantes dans la
chimiothérapie des cancers. La top2 est la cible de certains des agents
anticancéreux les plus actifs dont les agents intercalants tels la doxorubicine, le
mitoxantrone, I’amsacrine et les ellipticines, et les agents non-intercalants tels
Iétoposide et le téniposide. Quant a elle, la top1 est ciblée par la camptothécine
et certains de ses dérivés .hydrosolubles et semi-synthétiques tels le topotécan et
le MDO-CPT (méthylénedioxycamptothécine) sont actuellement testés en
clinique (Gore et al., 1998; Kollmannsberger et al., 1999; Liu, 1989; Pommier
& Kohn, 1989; Pommier et al., 1994; Pommier & Tanizawa, 1993).

L’activité antitumorale et le mécanisme primaire d’action de ces agents ont fait
I’objet d’un grand nombre d’études, incluant des revues (Bertrand & Pommier,
1995; Liu, 1989; Pommier & Kohn, 1989; Pommier & Tanizawa, 1993). Les
drogues anticancéreuses qui interferent avec les topl et 2 le font en stabilisant
un intermédiaire transitoire des réactions des topoisomérases. Ces drogues
emprisonnent les complexes topoisomérase-ADN associés aux brisures simple-

et double-brin de ’ADN (Fig. 1.1). La stabilisation de ces complexes constitue
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Figure 1.1 : Préférences de bases aux sites de clivage pour différents

inhibiteurs de topoisomérases (Pommier et al, 1994).

La topl clive préférentiellement aux sites compris entre la base T a l'extrémité
3' et la base G a l'extrémité 5'. Dans le cas de la top2, chaque classe d'inhibiteur
tend a favoriser le clivage a des sites spécifiques entre les extrémités Yet5. Ce
modele suggere que les topoisomérases clivent d'abord I'ADN, et que les
drogues se lient ensuite 2 des sites spécifiques pour empécher la religation de

I'ADN.
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le mécanisme primaire de ’action des inhibiteurs des topoisomeérases. La
formation de ces complexes semble étre responsable de I’activité antitumorale
plutot que I’inhibition des topoisomérases elle-méme. De plus, les études sur
des lignées cellulaires résistantes renforcent le concept selon lequel la formation
des complexes topoisomérase-ADN est essentielle a la destruction de la cellule
(Bertrand & Pommier, 1995; Liu, 1989; Pommier & Kohn, 1989; Pommier &
Tanizawa, 1993). Bien que nécessaire, la formation des complexes n’est pas
suffisante et 1’apoptose doit résulter de lésions encore plus irréversibles de
’ADN et de I’induction de signaux intracellulaires ou de réponses conduisant a
la mort cellulaire (Barry et al., 1990; Bertrand et al., 1991a; 1992; Holm et al.,
1989; Hsiang & Liu, 1989; Kupfer ez al., 1987; Pommier et al., 1987; Pommier
& Tanizawa, 1993; Schneider et al., 1990; Solary et al., 1994; Tanizawa et al.,

1993).

1.6.3 Cytotoxicité des inhibiteurs des topoisomérases

Plusieurs familles de molécules cytotoxiques interagissent avec les
topoisomérases d'ADN. Un certain nombre d'entre elles stabilisent les
complexes de clivage induits par les topoisomérases, créant ainsi des cassures
sur un seul ou sur les deux brins de I'ADN. Ces cassures semblent
indispensables a l'induction d'un effet cytotoxique (Evans ez al., 1993). Les

lésions spécifiques induites au niveau de 'ADN sont réversibles puisque les
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complexes de clivage stabilisés par les inhibiteurs des topoisomérases
disparaissent rapidement lorsque 1'on retire I'agent cytotoxique. Pour induire la
mort cellulaire, elles doivent étre converties en lésions secondaires qui
conduiront la cellule A mettre en jeu son programme de mort cellulaire par

apoptose ou a activer la nécrose (Solary et al., 1996).

Dans le cas d’une induction de 1’apoptose par la CPT, ces lésions de I'ADN se
développent pendant la phase S du cycle cellulaire comme résultat de la
collision entre les fourches de réplication de I'ADN et les complexes
topoisomérase-ADN  stabilisés par la drogue (Hashimoto et al., 1995,
Kaufmann, 1998; Rose et al., 1988). De telles collisions rompent les complexes
de clivage, générant ainsi des brisures double-brin qui ne sont pas associées a la
topoisomérase (Fig. 1.2).

La camptothécine génére des brisures simple brin en présence de la top 1. Ces
brisures ont la structure typique de celles causées par la top 1, avec leur
extrémité 3’ liée de facon covalente a I’enzyme par un pont phosphotyrosine
(Champoux, 1978; Hsiang et al., 1988). Les cassures sont appelées complexes
de clivage (Hsiang er al, 1985) parce quelles sont détectables apres
dénaturation des protéines avec du SDS "sodium dodecylsulfate" (Champoux,
1976; 1977). L’inhibition de la relaxation de I’ADN par la CPT se détecte
beaucoup mieux quand des quantités limitées de top 1 sont utilisées (Jaxel et

al., 1989).
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Figure 1.2 : Modéle de dommage a I'ADN induit par la collision entre la
fourche de réplication de I' ADN et les complexes de clivage stabilisés par la

CPT (Pommier et al., 1994).

La CPT génére des brisures double-brin de I'ADN apres la collision d'une
fourche de réplication avec un complexe de clivage de la top1. De telles Iésions
persistent méme aprés enlévement de la CPT. La pertinence clinique de cette
observation est due au fait que la cytotoxicité de la CPT dépend de la

réplication de I'ADN et de la quantité de cellules en phase S du cycle cellulaire.
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L’augmentation des quantités de top 1 l&ve habituellement I’inhibition par la
CPT (Jaxel et al., 1989). L’explication la plus plausible de cet effet est que la
CPT n’emprisonne qu’une partie des complexes de clivage. Donc, quand la top
1 est en exces, les sites qui sont insensibles a la CPT demeurent
caialytiquement actifs. Les voies de réparation de I'ADN peuvent rejoindre les
brisures double-brin mais les sites de jonction manifestent souvent des pertes de
séquences d'information ce qui suggére que le processus de réparation des
brisures double-brin inclut certaines digestions exonucléolytiques pour créer
des extrémités cohésives qui peuvent se fusionner (Phillips & Morgan, 1994).
Cette exonucléolyse pendant la réparation fait que méme quand les chromatides
sont alignées correctement, des séquences d'information sont perdues lors de la
fusion. Les brisures double-brin peuvent également étre relies de facon
aberrante quand les chromatides brisées sont réalignées incorrectement,
générant ainsi des translocations. Le réalignement erronné des brisures double-
brin générées lors de la maturation des immunoglobulines et des récepteurs des
cellules T semble d'ailleurs &tre 4 l'origine de l'activation des oncogenes tels c-
myc et c-abl dans la genése des leucémies et des lymphomes. La stabilisation
des complexes de clivage par les inhibiteurs de topoisomérases soustend leur
génotoxicité et leur efficacité comme drogues antinéoplasiques (Rose er al.,

1988).
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1.6.4 Inhibiteurs des topoisomérases et apoptose

Des équipes ont rapporté que les inhibiteurs des topl et 2 peuvent causer la
mort cellulaire en induisant I’apoptose dans plusieurs lignées cellulaires
tumorales (Barry et al, 1990; Bertrand et al., 1991b; 1993: Del Bino &
Darzynkiewicz, 1991; Jaxel et al., 1988; Kaufmann, 1989; 1998; Solary et al.,
1993b; Walker ef al., 1991). Des marqueurs moléculaires ont €té maintenant
identifiés et liés a D’activation de la mort cellulaire programmée. Quatre
éléments-clés sont associés a 1’apoptose; d’abord, des changements
morphologiques caractéristiques (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1981; 1984);
le relichement du cytochrome ¢ (Li et al., 1997; Liu et al., 1996; Susin et al.,
1998; Zou et al., 1997); 'activation d’une série de caspases et le clivage
spécifique de leurs substrats respectifs (Alnemri ez al., 1996; Kumar & Harvey,
1995; Patel et al., 1996); et enfin I’activation des voies impliquées dans la
digestion de I’ADN nucléaire en fragments de masse moléculaire élevée et en
fragments oligonucléosomiques (Oberhammer et al., 1993a; Pandey et al.,

1994; Walker et al., 1994; Wyllie, 1980; 1984).

Dans les cellules HL-60, U-937 et Namalwa traitées avec 1’un ou I’autre des
inhibiteurs de topl et 2, les changements morphologiques observés en
microscopie électronique sont caractéristiques de 1’apoptose et ont été aussi

associés 2 la fragmentation secondaire de I’ADN visualisée sous la forme d’une
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échelle de fragments oligonucléosomiques avec une périodicité approximative
de 150-180 pb sur un gel d’agarose coloré au bromure d’éthidium. Cette
fragmentation secondaire a été convenablement quantifiée et caractérisée dans
un essai sur filtre qui a été développé (Bertrand et al., 1993; 1995; Bertrand &
Pommier, 1995) et qui permet la distinction entre les Iésions primaires de
I’ADN causées par les inhibiteurs de topoisomérases et celles impliquées dans
la mort cellulaire programmée. Cette fragmentation secondaire de ’ADN peut
également étre induite dans un systeme acellulaire (Bertrand ez al., 1993; 1995;
Bertrand & Pommier, 1995). Les fragments oligonucléosomiques de I’ADN
peuvent étre induits en incubant des noyaux isolés de cellules contrdles avec du
cytosol de cellules en apoptose traitées a la CPT. Il n’y a pas de fragmentation
oligonucléosomique en présence de cytosol de cellules non traitées a la CPT.
Plusieurs événements biochimiques qui contribuent a la mort cellulaire
programmée ont été récemment élucidés chez les cellules de mammiféres.
L’induction de 1’apoptose par une variété de stimuli implique des cascades
protéolytiques dans le cytosol. Plusieurs cystéines protéases spécifiques,
connues maintenant sous le nom de caspases, semblent jouer un role central
dans le programme de suicide cellulaire qui définit I’apoptose. Egalement,
d’autres sérines et cystéines protéases actives semblent jouer un role dans
I’apoptose induite par les inhibiteurs de topoisomérases et nos résultats
suggérent qu'une voie CrmA/T PCK-sensible est impliquée dans la

fragmentation oligonucl'éosomique induite par la CPT (Bruno et al., 1992;
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Dubrez et al., 1996; Ghibelli et al., 1995; Hara et al., 1996; Chap.2, Sané et al.,
1997; Shimizu & Pommier, 1996; Solary et al., 1996; Weaver et al., 1993,

Y oshida et al., 1996).

1.7 Les protéases de I’apoptose

Bien que les voies biochimiques précises impliquées dans la mort cellulaire
programmée soient encore mal définies, il est clair maintenant que les protéases
jouent un role essentiel a la fois dans les signaux initiaux et dans les processus
en aval qui conduisent au phénotype apoptotique. Celles qui sont connues pour
y étre impliquées incluent les cystéines protéases de la famille des ICE/CED-3
appelées caspases (cysteine aspartic proteases) (Alnemri et al., 1996) et la

granzyme B, la sérine protéase dérivée des lymphocytes T cytotoxiques.
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1.7.1 Les caspases

Une famille grandissante de caspases ou cystéines protéases tel Ced-3/ICE ont
été identifiées. Les caspases sont divisées en trois sous-familles sur la base de
leurs degrés d’homologie et par analyse phylogénétique (Fig. 1.3). La sous-
famille des ICE inclut ICE/caspase-1 et ses isoformes épissées (Alnemri ez al.,
1995; Yuan, 1993), Tx/Ich-2/ICE rel-Il/caspase-4 (Faucheu et al., 1995;
Kamens et al., 1995; Munday et al., 1995), Ty/ICE rel-Ill/caspase-5 (Faucheu
et al., 1996; Munday et al., 1995), mich-3/caspase-11 (Wang et al., 1996),
mlch-4/caspase-12 (Cryns & Yuan, 1998), ERICE/capase-13 (Humke et al.,
1998) et Viz/Mice/caspase-14 (Hu et al., 1998a); la sous-famille des CPP32
inclut CPP32/Yama/Apopain/caspase-3 (Fernandes-Alnemri et al, 1994,
Nicholson et al., 1995; Tewari et al., 1995), Mch-2/caspase-6 (Fernandes-
Alnemri ef al., 1995a), Mch-3/ICE-Lap3/Cmbh-1/caspase-7 (Duan et al., 1996a;
Fernandes-Alnemri er al, 1995b; Lippke et al., 1996), Mch-4/caspase-10
(Fernandes-Alnemri er al., 1996), Mch-5/Flice/Mach/caspase-8 (Boldin et al.,
1996; Fernandes-Alnemri et al.', 1996; Muzio et al., 1996) et la troisieéme sous-
famille inclut Ich-1 [L et SVcaspase-2 (Wang et al, 1994) et Ice-

Lap6/Mch6/caspase-9 (Duan et al., 1996b).
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Figure 1.3 : La famille des caspases

Les caspases peuvent étre groupées en trois sous-familles, basées sur les degrés

d'homologie avec caspase-1, caspase-3 et caspase-2.
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Les caspases peuvent également &tre classées dans trois groupes selon leur
préférence de clivage. Les membres du groupe I (caspase-1,-4,-5) préferent la
séquence tétrapeptidique (W/L)EHD; ceux du groupe II (caspase-2, -3, -7,
CED-3) reconnaissent préférentiellement le motif DEXD et ceux du groupe I
(caspase-6, -8, -9) reconnaissent le motif (I/V/L)EXD (Thornberry et al., 1997).
La sérine protéase granzyme B reconnait le motif peptidique similaire
(I/V)EPD (Thornberry et al., 1997). Ce profil de spécificité est concordant avec
un modele selon lequel les caspases agissent partiellement en cascade et
partiellement en parallele, de telle sorte quune ou plusieurs protéases
activatrices (caspase-2, -8, -9 et granzyme B) activent une ou plusieurs
protéases effectrices (caspase-3, -6, -7 et CED-3) pour cliver des substrats

spécifiques et conduire au phénotype apoptotique.

Dans les cellules, les caspases existent sous forme de zymogenes (procaspases)
qui ont des prodomaines en position N-terminale et de grandes ou petites sous-
unités catalytiques (Salvesen & Dixit, 1997). La classification basée sur la
longueur des prodomaines permet de différentier les caspases initiatrices (e.g.,
caspase-8, -10, -2, ou -9) et les caspases effectrices (e.g., caspase-3, -6, ou -7).
Les caspases qui possédent de longs prodomaines interagissent a travers leurs
motifs CARD "caspase recruitment domain" avec des molécules adaptrices
comme le FADD (Hofmann e? al., 1997) ou avec I'Apaf-1 (Srinivasula et al.,

1998). Ainsi l'interaction entre les CARDs de FADD et du prodomaine de la
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procaspase-8 permet la formation d'un DISC "death-inducing signaling
complex" durant l'apoptose induite par le FasR (Enari ef al., 1996), alors que
I'oligomérisation du domaine CARD de l'Apaf-1 permet la formation du

complexe Apaf-1-caspase-9 (Srinivasula et al., 1998).

1.7.2 Voies d’activation des caspases

Plusieurs caspases sont activées dans les cellules traitées avec des drogues
anticancéreuses. A ’origine, la caspase-3 (CPP32) et la caspase-6 (Mch2) ont
été les plus abondamment étudiées chez les cellules apoptotiques humaines.
Mais, aujourd’hui plusieurs évidences soutiennent aussi que les caspase-9, -7, -
2 et -8 sont activées (Datta et al., 1996; Droin et al., 1998; Dubrez et al., 1996;
Faleiro et al., 1997; Fulda et al., 1998; Macfarlane et al., 1997, Martins et al.,
1997a; Chap.2, Sané & Bertrand, 1998, Schmitt e al., 1998a,b; Yoshida e? al.,

1998b).

Plusicurs études ont révélé 1’importance des caspases dans I’exécution du
processus de la mort cellulaire (Alnemri, 1997; Alnemri et al., 1996; Kumar &
Harvey, 1995; Patel et al., 1996). Suite a un stimulus de mort cellulaire, une
cascade protéolytique est mise en route qui conduit a 1’activation des caspases
pour orchestrer la régulation et I’exécution des étapes de I’apoptose. Toutes les

caspases possédent une séquence pentapeptidique (QACXG) qui contient le
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résidu cystéine actif et sont synthetisées dans les cellules sous forme de
proenzymes inactifs qui doivent subir une activation par protéolyse au niveau
des sites Asp-X pour former des hétérodiméres catalytiquement actifs.
I’activation est soit autocatalytique, soit médiée par un autre enzyme possédant
la méme spécificité de clivage (Alnemri, 1997; Cryns & Yuan, 1998; Stennicke
& Salvesen, 1998). Donc, la génération de caspases actives exige leur clivage
au résidu Asp interne entre la grande et la petite sous-unité catalytique, et un
autre clivage au résidu Asp entre le prodomaine et la grande sous-unité. Une
fois activées, les caspases peuvent cliver leurs substrats et d'autres procaspases
pour générer des sous-unités actives (Salvesen & Dixit, 1997). Les caspases
effectrices clivent enfin des protéines cellulaires telles la PARP, les lamines, le
Dff, la fodrine, la gelsoline, la protéine kinase C9, le Rb, la DNA-PK, et
d'autres, résultant en des changements morphologiques et 4 la fragmentation de
I'ADN typiques de I'apoptose (Fraser et al, 1996; Martin & Green,

1995)(Fig.1.4).

L’activation de certains récepteurs exprimés a la surface des cellules induit
rapidement 1’activation de caspases initiatrices de l’apoptose et tout le
processus qui aboutit a la mort cellulaire. TNFo est certainement le prototype
de médiateur de l'apoptose. TNFa est une cytokine responsable de la mort
cellulaire associée a l'activité anti-tumorale, au choc septique, a l'inflammation

et aux désordres auto-immuns. Les récentes percées dans la recherche ont



43

Figure 1.4 : Modele d'activation protéolytique des caspases pendant

1'apoptose

Synthétisées sous la forme de proenzymes inactifs constitués de deux sous-
unités et d'un prodomaine, les caspases sont activées par protéolyse ou par
autocatalyse au site Asp-X interne, entre la grande et la petite sous-unité, et au
site Asp-X entre le prodomaine et la grande sous-unité. Les différentes sous-
unités ainsi séparées interagissent en hétérodiméres pour former la caspase
active qui va enfin cliver d'autres procaspases ainsi que des protéines
homéostatiques (¢.g. PARP) essentielles au maintien des fonctions cellulaires
normales et des protéines de structure (e.g. les lamines) pour aboutir a la mort

cellulaire.
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identifié plusieurs constituants de cette voie de signalisation (Wertz & Hanley,

1996).

Au cours de 1’apoptose induite par le CD95/APO-1/Fas et le TNFa, la cascade
d’activation des caspases commence 2 étre élucidée. Il apparait que I’interaction
du ligand du Fas et du TNFa avec leurs récepteurs (Fas/APO-1/CD95 et
TNFR-1 respectivement) culmine dans la formation d’un complexe comprenant
le récepteur, les protéines adaptatriccs FADD/MORT-1 ou TRADD et la
procaspase-8. Le récepteur et la protéine adaptrice interagissent par
dimérisation de leurs régions homologues intracellulaires appelées DD "death
domain". A son tour, le FADD/MORT-1"mediator of receptor-induced toxicity
1" et/ou TRADD s’associe avec la procaspase-8 par I’intermédiaire du DED
"death effector domain" présent dans les deux protéines. Subséquemment,
I’activation de la caspase-8 survient par I’autoprotéolyse de deux procaspase-8
voisines. Le recrutement et 1'oligomérisation, suivis du clivage et de l'activation
de la caspase-8, culminent dans le clivage et l'activation de caspases effectrices
telle la caspase-3 (Muzio et al., 1998; Nagata, 1997) ou encore dans le clivage
du BID (BH3 interacting domain) qui va activer la voie mitochondriale en

induisant le relaichement du cytochrome c (Li et al., 1998; Luo et al., 1998).

Le CD95/APO-1/Fas et le CD9SL jouent un role important, essentiellement

dans trois types d'apoptose physiologique: (i) la délétion périphérique des



lymphocytes T matures activés a la fin d'une réponse immunitaire; (ii) la
destruction des cellules infectées par des virus ou des cellules cancéreuses par
les cellules T cytotoxiques et les cellules NK; et (iii) la destruction des cellules
inflammatoires aux sites d'immunité priviligiée comme l'oeil (Ashkenazi &
Dixit, 1998). Ainsi, les lymphocytes T cytototoxiques induisent I'apoptose chez
les cellules-cibles 2 travers la liaison du CD95L au récepteur CD95/Fas/APO-1
et la voie perforine/granzyme B qui dépend du relachement des perforines et de
la granzyme B par dégranulation (Berke, 1995; Spaner, 1998). Pour induire
I'apoptose, la granzyme B va pénétrer dans les cellules-cibles o il va activer les
caspases. Parallelement, les cellules T activées expriment le récepteur Toso qui
les protége de la mort cellulaire programmée. En fait, pour inhiber 1’apoptose
induite par le Fas, le Toso va induire ’expression de la FLIP qui va empécher

le recrutement de la caspase-8 par le FADD (Hitoshi et al., 1998).

Les mitochondries jouent un rdle critique dans I'apoptose en relachant des
protéines inductrices de leur espace intermembranaire dans le cytoplasme, ou
elles activent les caspases impliquées dans la mort cellulaire programmee.
Parmi les protéines apoptogéniques relachées par les mitochondries on peut
citer le cytochrome c/Apaf-2 et 'AIF (Li et al., 1997; Liu et al., 1996; Susin et
al., 1998; Zou et al, 1997). Le relachement des protéines de l'espace
intermembranaire mitochondrial est inhibé par les protéines anti-apoptotiques

telles Bcl-2 et Bel-xL (Kluck et al.,, 1997a; Reed, 1997, Susin et al., 1997,
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Yang et al., 1997). Bien que le mécanisme de libération des protéines
intermembranaires des mitochondries durant 1'apoptose soit inconnu, il semble
que la perméabilité mitochondriale soit impliquée dans ce processus (Kroemer
et al., 1997; Skulachev, 1996). Cette perméabilité nait de la formation de pores
protéiques dans la membrane interne de la mitochondrie qui la rend perméable
aux molécules solubles de faible poids moléculaire. La baisse du potentiel
membranaire mitochondrial due a la perméabilité est un des €vénements
précoces de plusieurs types d'apoptose (Zamzami et al., 1995a,b; 1996; 1997).
En fait, l'induction de la perméabilité mitochondriale provoque un relachement
généralisé des protéines intermembranaires mitochondriales présumément par
la rupture de la membrane externe et ces protéines sont capables d'induire des
caractéristiques apoptiques sur des noyaux isolés (Scarlett & Murphy, 1997).
BCL-2 et BCL-xL sont localisées essenticllement a la membrane externe
mitochondriale (Reed, 1997) et leur surexpression bloque la perméabilite

mitochondriale(Kroemer et al., 1997).

L'AIF est un activateur de protéases qui peut activer la caspase-3 mais induit
également la fragmentation de haut poids moléculaire de I’ADN dans les
noyaux isolés. Aprés sa libération, I'AIF contribue également a amplifier les
signaux mitochondriaux en augmentant la perméabilité mitochondriale (Susin

et al., 1998).
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Le cytochrome c/Apaf-2 est une protéine intermembranaire mitochondriale
normalement impliquée dans le transport d'électrons entre le complexe III
(cytochrome bcl) et le complexe IV (cytochrome oxydase) de la chaine
respiratoire. De plus, on a rapporté que le cytochrome c/Apaf-2 est relaché
suite 2 une dépolarisation de la membrane mitochondriale par le CAF
"Caspase-activated Factor" (Steemans et al., 1999) et s'accumule dans le
cytosol oil il active les caspases en se liant a I'Apaf-1, I’homologue humain de
Ced-4 en présence de la dATP, pendant l'induction de l'apoptose et que cet
événement est un prérequis général pour le processus apoptotique (Kharbanda
et al., 1997; Kluck et al., 1997b; Li et al, 1997; Yang er al., 1997).
Récemment, on a démontré que l'Apaf-1 est la molécule adaptatrice qui
interagit avec la caspase-9 en présence du cytochrome c¢ et de la dATP
(Srinivasula et al., 1998). Cette interaction aboutit a I’activation de la caspase-9
qui,  son tour, active les caspase-3 et -7; ’activation de la caspase-6, dans un
tel contexte, se fait par la caspase-3 (Cecconi et al., 1998; Perkins et al., 1998;
Srinivasula et al., 1998; Yoshida et al., 1998b). Les caspase-2, -8 et —10 sont
activées dans les extraits acellulaires en présence du cytochrome ¢ mais, par
contre, les caspase-1, -4 et ~5 ne sont pas activées dans ces mémes conditions
(Slee et al., 1999). Les essais d’associations in vifro ont, par ailleurs, confirmé
que la caspase-9 se lie sélectivement a 1'Apaf-1 et que les caspase-1, -2, -3, -6, -
7, -8 et —10 ne le font pas. De plus, I’exclusion de la caspase-9 des extraits

cellulaires abolit ’activation induite par le cytochrome ¢ des caspase-2, -3, -0, -
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7, -8 et —10, suggérant que la caspase-9 est requise pour toutes ces activations
en aval (Slee et al., 1999). Dans la méme veine, on a montré que BCL-2 et
BCL-xL bloquent l'apoptose en empéchant le relaichement du cytochrome
c/Apaf-2 des mitochondries (Kharbanda et al., 1997; Kim et al., 1997, Kluck et
al., 1997a; Yang et al, 1997). Cependant, malgré le role important du
cytochrome c¢/Apaf-2 dans l'apoptose, son accumulation dans le cytosol n'est
pas un phénomene universel durant l'induction de la mort cellulaire
programmée. En fait, I'accumulation du cytochrome c/Apaf-2 dans le cytosol
dépend du type cellulaire et de I'agent inducteur de 'apoptose. Considérant que
le cytochrome c/Apaf-2 est un élément essentiel de la chaine respiratoire
mitochondriale, on peut dire qu'il y a des voies dépendantes et indépendantes

des mitochondries dans l'apoptose (Fulda et al., 1998; Tang et al., 1998).

La surexpression de I'Apaf-1 sensibilise les cellules a l'effet des drogues
anticancéreuses (Perkins er al., 1998) en interagissant par son motif CARD
avec celui de la procaspase-9 de maniére a conduire au clivage et a l'activation
séquentielles de la caspase-9/Apaf-3 et de la caspase-3 (Cecconi et al., 1998; Li
et al., 1997; Srinivasula et al., 1998). Ainsi donc, l'effet proapoptotique de la
surexpression de I'Apaf-1 est comparable & celui de la surexpression du FADD
qui induit l'oligomérisation et l'activation de la caspase-8 pour aboutir a
I'apoptose (Chinnaiyan et al., 1995; Muzio et al, 1998). D’autre part, les

cellules qui n’expriment pas I'Apaf-1 ou la caspase-9 sont protégées contre
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’apoptose induite par le cisplatine et 1’étoposide alors que celles qui
n’expriment pas la caspase-8 et la caspase-2 ne sont pas prot€gées contre la
mort cellulaire induite par 1’étoposide ou la doxorubicine (Bergeron ez al.,
1998; Kuida et al., 1998; Varfolomeev et al., 1998; Yoshida et al., 1998b). Ces
observations démontrent la participation de la voie mitochondriale dans
I'activation de l'apoptose induite par les agents anticancéreux tels le cisplatine et

I'étoposide.

1.7.3 Les sérines protéases

De nombreuses évidences démontrent l'implication de sérines protéases dans la
mort cellulaire programmée et leur activité est requise pour la cytotoxicité
cellulaire des lymphocytes T cytotoxiques et des cellules NK "natural killer"
(Altieri, 1995; Marthinuss et al., 1995, Williams & Henkart, 1994).
L'implication de sérines protéases dans l'apoptose via la caspase-3 a ét¢
suggérée et on a rapporté la protéolyse de celle-ci par la sérine protéase
granzyme B des lymphocytes T cytototoxiques lors de 1’apoptose induite par

ces cellules (Berke, 1995; Darmon et al., 1995).

L'apoptose induite par le Fas, dans les cellules Hela D98AH2, est concomittante
a l'activation de la caspase-3 inhibable par le DFP"diisopropyl fluorophosphate

" un inhibiteur de sérines protéases. En fait, le DFP inhibe une activité
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retrouvée dans les cytoplastes de ces cellules, ce qui suggere fortement que les
sérines protéases jouent un rdle important dans l'activation de la caspase-3. La
sérine protéase trouvée dans les cytoplastes de ces cellules est semblable a la
sérine protéase V8 de Staphylococcus aureus. Cette sérine protéase active la
caspase-3 par clivage au site p3 ainsi que le clivage du tetrapeptide ESMD-
MCA 1'a montré (Suzuki et al., 1997). Le clivage de ce site est inhibé par le
DFP. Par contre, le site pl17 est clivé par une cystéine protéase, en l'occurrence
la caspase-10, la caspase-9 ou la caspase-8 (Fernandes-Alnemri et al., 1996),
pour l'activation compléte de la caspase-3. Le clivage du site p17 est inhibé par
le DEVD-CHO, ce qui suggére une implication directe d'un membre de la sous-
famille de la CPP32. Ces données suggérent qu'a moins d'un autoclivage,
l'activation de la caspase-3 se fait par une sérine protéase (site p3) et par une
cystéine protéase (site p17) de la sous-famille de la CPP32.

De plus, on a purifié des cellules U-937 une sérine protéase, I'AP24, qui est
rapidement activée quand ces cellules sont induites en apoptose par le TNFa ou
par les UV (Wright et al., 1994). Cette sérine protéase induit la fragmentation
oligonucléosomique de I’ADN sur des noyaux purifi€s (Wright ez al., 1998;
Wright et al., 1994). 11 est probable que I'AP24 agisse d’abord sur un substrat,
telle une endonucléase, localisé dans le noyau. Alternativement, I'AP24 peut
aussi cliver d’autres molécules qui vont, a leur tour, activer des nucléases

endogenes.
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La fragmentation de petit poids moléculaire induite chez les cellules U-937 par
la ricine, la modeccine, la toxine dyphtérique, la toxine de Pseudomonas (toutes
des toxines qui inhibent la synthése protéique) est inhibée par des inhibiteurs de
sérines protéases telle la DCI (dichloroisocoumarin) (Komatsu et al., 1998;
Weaver et al., 1993). Des études précédentes montraient qu’une série
d’inhibiteurs de sérines protéases pouvaient moduler I’apoptose dans les
cellules en culture ou dans un systéme acellulaire suite a 1’utilisation d’agents
qui causent des dommages a I’ADN (Bruno ez al., 1992; Ghibelli et al., 1995;
Hara et al., 1996; Shimizu et al., 1996; Solary et al., 1996; Weaver et al., 1993;
Yoshida et al., 1996). Par exemple, a de faibles concentrations, la TPCK inhibe
la fragmentation de petit poids moléculaire due a différents stimuli apoptotiques
(Bruno et al., 1992; Hara et al., 1996) mais, a de fortes concentrations, elle
induit l'apoptose chez les monocytes humains THP.1 par la fragmentation de
haut poids moléculaire de 'ADN. En outre, cette apoptose induite par la TPCK

est complétement inhibée par la z-VAD-fmk (Zhu et al., 1997).

La sérine protéase AP24 est capable d'initier la fragmentation

oligonucléosomique de 'ADN (Wright et al., 1994; 1998).

La sérine protéase PR3 induit l'apoptose des cellules endothéliales avec toutes

les caractéristiques morphologiques et la fragmentation de 'ADN lies a la mort
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cellulaire programmée. La PR3 est relichée par les neutrophiles et les
monocytes activés (Yang et al., 1996).

De facon intéressante, le CrmA est aussi un puissant inhibiteur de la granzyme
B (Quan et al., 1995). Le CrmA inhibe avec grande affinit€é 1’activité
enzymatique de la caspase-1 (Ray et al., 1992). Cependant, il devient de plus en
plus évident que le CrmA est aussi un puissant inhibiteur d’autres caspases telle

la caspase-8 ainsi que d’autres sérine protéases non encore identifi€es.

1.8 Activation des endonucléases dans 1’apoptose

La fragmentation extensive de I’ADN dans les cellules apoptotiques suggere
fortement l’activation d’endonucléases endogénes au cours de l’apoptose.
Cependant, cette fragmentation de I’ADN parait avoir deux composantes: un
clivage de I'ADN en fragments de masse moléculaire élevée
d’approximativement 200-300 et 45-50 kpb qui représenteraient le clivage de
domaines chromosomiques tels les boucles superenroulées et les points
d’attache sur la matrice nucléaire (Bruno et al., 1992; Dubrez et al., 1996;
Ghibelli et al., 1995; Hara et al., 1996; Oberhammer et al., 1993a; Pandey et
al., 1994; Shimizu & Pommier, 1996; Solary et al., 1996; Walker et al., 1994,
Weaver et al., 1993; Yoshida et al., 1996). Il y a ensuite I’apparition de brisures
double-brin dans des espaces internucléosomiques et le relachement de

fragments mono- et oligonucléosomiques qui forment une échelle
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caractéristique suite 2 une électrophorése en gel d’agarose standard (Wyllie,

1980; Wyllie et al., 1984).

Des études biochimiques récentes avaient démontré que suite a l'induction de
l'apoptose, la fragmentation de I'ADN et la condensation de la chromatine
dépendaient d'une protéine nucléaire (Samejima & Earnshaw, 1998)
hétérodimérique formée de deux sous-unités, le Dff45/Icad et le
Dff40/Cad/Cpan. Le Dff40/Cad/Cpan posséde une activité nucléolytique
intrinséque mais doit fonctionner de concert avec le Dff45/Icad pour générer
son activité nucléolytique du fait que celui-ci contribue a le stabiliser et a le
localiser correctement dans la chromatine. Le Dff40/Cad/Cpan est compos¢
d’un domaine C-terminal catalytique et d’un domaine de régulation en position
N-terminale. La délétion du domaine catalytique abolit ’induction par la
caspase-3 de 1’activité nucléolytique du Dff40/Cad/Cpan et non son habileté a
interagir avec le Dff45/Icad. Cependant, la délétion de la région régulatrice
génére un Dff40/Cad/Cpan avec une activité nucléolytique constitutive mais qui
n’interagit plus avec le Dff45/Icad ni ne nécessite la caspase-3 pour étre activé
(Inohara et al., 1999). Suite a l'induction de l'apoptose, le Dff45/Icad est clivé
par la caspase-3 aux acides aminés 117 et 224 et se dissocie du Dff40/Cad/Cpan
qui recouvre son activité nucléolytique (Enari et al., 1998; Halenbeck ez al.,
1998 Liu et al., 1997; 1998; Sakahira ez al., 1998). On a montré également que

la surexpression du Dff45/Icad inhibe l'activité nucléolytique endogéne (Enari
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et al., 1998; Sakahira et al., 1998). Chez les souris mutantes portant une
délétion des trois premiers exons du gene du Dff45/Icad, l'activité nucléolytique
du Dff40/Cad/Cpan est abolie. De plus, les cellules mutantes deviennent
résistantes a la fragmentation de 'ADN et a la condensation de la chromatine
induites par les stimuli apoptotiques. Il faut souligner que le complexe
Dff45/Dff40 a une activité nucléolytique faible, pour ne pas dire nulle, sur de
I'ADN nu méme, en présence de la caspase-3 activée, contrairement a celle
qu'on observe sur des noyaux purifiés (Enari et al., 1998; Halenbeck er al,
1998; Liu er al., 1998). 1l y a donc d'autres facteurs nucléaires impliqués dans la
stimulation de l'activité du complexe. Un de ces facteurs est la HMG2 "high
mobility group protein 2" qui augmente l'activité du complexe, probablement
en facilitant son association avec I'ADN chromosomique par la création de
changements structuraux particuliers qui stabilisent le complexe Dff-ADN (Toh
et al., 1998). Il y a aussi I'AIF "apoptosis-inducing factor" qui est libéré par les
mitochondries vers le noyau lors de ’apoptose. L'AIF suffit a induire la
condensation de la chromatine dans des noyaux purifiés et la fragmentation de
haut poids moléculaire de I’ADN (Susin et al., 1999b). L’apparition d’aucune
de ces caractérisques de l'apoptose n’est bloquée par la z-VAD-fmk,
I’inhibiteur a large spectre des caspases (Susin et al., 1999b).

Une nouvelle nucléase de 97 kDa, Ca**/Mg™ - dépendante, capable d'induire la
fragmentation oligonucléosomique de 'ADN a été caractérisée (Pandey er al.,

1997). Cette nucléase, présente dans une variété de lignées cellulaires et de
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tissus de rat, existe sous des formes multiples aux points isoélectriques variant
entre 4.6 et 5.0. In vitro, cette nucléase démontre des activités endo- et
exonucléolytiques et elle induit a la fois des brisures simple et double brin dans

I’ADN (Pandey et al., 1997).

Récemment, une nucléase apoptique, 'AN34, a été purifiée et caractérisée.
Cette nucléase dépend du Mg™ et a ét€ isolée de cellules HL-60 induites a
entrer en apoptose par 1’étoposide (Yoshida et al., 1998a). L’AN34 introduit
des brisures double et simple brin dans ’ADN de SV40 et induit la
fragmentation oligonucléosomique de I’ADN sur des noyaux isolés de cellules
HL-60 non traitées. Une caractéristique importante de I'AN34 est la production
d’extrémités 3’-OH étant donné qu’il a été établi que les terminaisons 5°-P et
3’-OH sont produites pendant 1’apoptose (Gavrieli et al., 1992). Une autre
caractéristique de I'AN34 est de produire prédominamment des brisures simple
brin et cela en conformité avec la découverte que de nombreuses brisures
simple brin étaient générées dans les régions internucléosomiques de ’ADN

durant I’apoptose (Peitsch, 1993; Walker et al., 1997).

Torriglia et al (1998) ont décrit ’existence de la L-DNase II comme molécule
qui fait la transition entre les protéases et les endonucléases lors de 1"apoptose.
Cette nucléase provient de la serpine LEI "leukocyte elastase inhibitor" suite a

une modification post-traductionnelle qui implique un changement de poids
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moléculaire du LEI (Torriglia et al., 1998). Les auteurs proposent que la
fonction du LEI est d’empécher la cascade protéolytique de 1’apoptose dans les
cellules vivantes. Aprés la modification post-traductionnelle qui le transforme
en nucléase, I’inhibition de la cascade protéolytique est levée et la dégradation

nucléaire est induite dans les cellules apoptotiques (Torriglia et al., 1998).

Une nucléase de 18 kDa (NUCI18) a été purifiée et identifiée chez des
thymocytes de rats induits a entrer en apoptose par des glucocorticoides. Cette
nucléase est calcium-dépendante et induit la fragmentation apoptotique de
I’ADN (Montague et al., 1994). Cependant, quand la NUC18 est ajoutée a des
noyaux purifiés elle n’induit pas les fragmentations de haut et de petit poids
moléculaire caractéristiques de 1’apoptose (Hughes & Cidlowski, 1997). La
question demeure donc ouverte quant au véritable rdle jou€ par cet enzyme dans

I’apoptose.

Par ailleurs, on a décrit une nucléase de 50 kDa chez les cellules U937 induites
a entrer en apoptose par 1’étoposide. L’activité de cette protéine cytosolique
induit les changements morphologiques et la fragmentation oligonucléosomique
de ’ADN, typiques de I’apoptose, sur des noyaux purifiés (Montague e? al.,

1994).
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La DNase II purifiée a partir des cellules CHO "Chinese hamster ovary" induit
la condensation de la chromatine et la dégradation génomique quand elle est
surexprimée dans ces cellules. Cette DNase, qui est normalement localisée dans
le cytoplasme, transite vers le noyau avant la dégradation de I’ADN (Krieser &

Eastman, 1998).

1.9 Objectifs du projet

Beaucoup d’études ont démontré I’implication directe des caspases dans la
régulation de 1’apoptose (Alnemri, 1997; Alnemri et al., 1995; Cryns & Yuan,
1998; Enari et al., 1995a,b; 1996; 1998; Hengartner et al., 1992; Liu et al.,
1997; Stennicke & Salvesan, 1997; 1998; Thornberry, 1998; Thornberry &
Molineaux, 1995; Thornberry et al., 1997; Yuan, 1993; Yuan & Horvitz, 1992).
Ces caspases agissent comme régulateurs positifs ou régulateurs négatifs
(caspase-2s) dans différents types d’apoptose.

La cascade protéolytique des caspases est activée en réponse a divers stimuli
incluant les drogues anticancéreuses pour aboutir a I’éradication systématique
et ordonnée de la cellule.

Le role et la fonction des caspases suite a un traitement avec les drogues
anticancéreuses ne sont pas encore totalement élucidés mais plusieurs évidences
suggérent que leur expression pourrait étre critique pour la sensibilité ou la

résistance au traitement chimiothérapeutique des cancers (Faleiro er al., 1997,
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Kuida et al., 1995; 1996; 1998; Martins et al., 1997a; Perkins et al., 1998;

Varfolomeev et al., 1998).

Le but premier du projet est d’étudier le role de la voie des caspases et de la
voie CrmA/TPCK-sensible impliquées dans la fragmentation de haut et de petit
poids moléculaire de ’ADN suite au traitement de différentes lignées

celtulaires avec la CPT.

Le second objectif du projet est dédi¢ a I'identification et la caractérisation des
constituants actifs contenus dans le systéme acellulaire aprés traitement des
cellules avec la CPT, et qui sont responsables des fragmentations de haut et de

petit poids moléculaire de I’ ADN.

Enfin, la troisidme partie du projet consiste a définir le devenir des cellules
traitées 2 la CPT en présence d'inhibiteurs des activités des caspases et des
activités TPCK-sensibles, notamment par I'étude des points de contrdle du cycle

cellulaire et le mécanisme de mort cellulaire.
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CHAPITRE 2 - RESULTATS

2.1 The CrmA- and TPCK-sensitive pathways that trigger the
oligonucleosome-sized DNA fragmentation in camptothecin-induced

apoptosis; relation to caspase activation and high molecular weight DNA

fragmentation (Biochem. Cell Biol. 75: 359-368, 1997).
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ABSTRACT

In human B lymphoma Namalwa variant cells expressing the serpin-like CrmA
protein, the kinetic of oligonucleosome-sized DNA fragmentation is retarded
compared to that of control Namalwa cells following camptothecin treatment.
However, no difference in kinetics of high molecular weight DNA
fragmentation is observed between the two lines after camptothecin.  Similar
delay and inhibition of the oligonucleosome-sized DNA fragmentation was
observed in human B lymphoma Namalwa and monocytic-like leukemia U-937
cells coincubated in the presence of various concentrations of N-tosyl-L-
phenylalany!l chloromethylketone and camptothecin. The effect of N-tosyl-L-
phenylalanine was similar to that of CrmA and did not prevent the appearance
of high molecular weight DNA fragments. Similar suppression  of
camptothecin-induced internucleosomal DNA fragmentation was also observed
in a cell-free system when cytosolic extracts obtained from camptothecin-
treated Namalwa and U-937 cells are coincubated with untreated nuclei in the
presence of N-tosyl-L-phenylalanyl chloromethylketone. Futhermore, N-tosyl-
L-phenylalanyl chioromethylketone had no significant effects on caspase 3-like
activities in camptothecin-treated Namalwa and U-937 cells. Hydrolysis of
Ac-Asp-Glu-Val-Asp-amino-4-methylcoumarin, a fluorogenic substrate of
caspase 3-like activities, was detected in extracts prepared from camptothecin-

treated Namalwa and U-937 cells with no apparent difference in the time
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courses of caspase 3-like activation in the absence or presence of N-tosyl-L-
phenylalanyl  chloromethylketone. Similarly,  N-tosyl-L-phenylalanyl
chloromethylketone is a weak inhibitor of caspase 3-like activities in vitro.

Taken together, these observations suggest that the N-tosyl-L-phenylalanyl
chloromethylketone-sensitive pathway is involved in camptothecin-induced
oligonucleosome-sized DNA fragmentation. Futhermore, inhibition of this
pathway has no effect on caspase 3-like activation and on the occurence of high

molecular weight DNA fragmentation.

Key words: CrmA, N-tosyl-L-phenylalanyl chloromethylketone, camptothecin,

DNA fragmentation, apoptosis.
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RESUME

Dans les lymphomes B humains Namalwa qui expriment la protéine virale
CrmA, la cinétique de la fragmentation oligonucléosomique de I'ADN est
retardée par rapport aux cellules Namalwa contrdles aprés traitement a la
camptothéci‘ne. Cependant, aucune différence dans la cinétique de la
fragmentation de haut poids moléculaire de 'ADN n'est observée entre les deux
lignées cellulaires suite au traitement a la camptothécine. Un délai similaire
dans l'apparition de la fragmentation oligonucléosomique de I'ADN a
également été observé chez les cellules Namalwa et les cellules monocyto-
leucémiques U-937 lorsque les cellules sont coincubées en présence de
concentrations variées de N-tosyl-L-phenylalanyl chloromethylketone et de
camptothécine. La N-tosylFL—phenylalanyl ne modifie pas la fragmentation de
haut poids moléculaire de 'ADN et semble avoir un effet similaire a celui de
CrmA. Cette inhibition de la fragmentation internucléosomique de 1'ADN a
aussi été observée dans un systéme acellulaire lorsque des extraits cytosoliques
de cellules Namalwa ou U-937 traitées a la camptothécine sont coincub€s avec
des noyaux de cellules controles en présence de N-tosyl-L-phenylalanyl
chloromethylketone. De plus la N-tosyl-L-phénylalanine chloromethylketone
de semble pas affecter l'activité de caspase 3 dans les cellules Namalwa et U-

937 traitées. La cinétique d'hydrolyse du substrat fluorogénique de caspase 3,



I'Ac-Asp-Glu-Val-Asp-amino-4-methyl coumarin, a été mesurée dans des
extraits cytosoliques de cellules Namalwa et U-937 traitées a la camptothécine
et l'activité de caspase-3 ne semble pas modifiée en présence ou en absence de
N-tosyl-L-phenylalanyl chloromethylketone. In vitro également, la N-tosyl-L-
phenylalanyl chloromethylketone n'est qu'un faible inhibiteur de I'activité de
caspase 3. Ces observations suggdrent que la voie d'activation N-tosyl-L-
phenylalanyl chloromethylketone sensible est impliquée dans la fragmentation
internucléosomique de 'ADN induite par la camptothécine et que cette voie est
indépendante de la fragmentation de haut poids moléculaire de 'ADN et de

l'activation des caspase 3-like.

Mots clés : CrmA, N-tosyl-Lphenylalanylchloromethylketone, camptothecin,

DNA fragmentation, apoptosis.
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INTRODUCTION

Programmed cell death (apoptosis) is a pivotal biological process regulating
cell survival and cell death (Ellis et al., 1991; Raff et al., 1994; Thompson,
1995; Wyllie, 1992;Wyllie, 1987). Apoptosis plays a central role during
embryonic development, differentiation of the Iymphoid cells and cell
homeostasis. Defective control of apoptosis is associated with various human
disorders such as cancer development, neurodegenerative  and
immunosuppressive diseases (Ameisen et al., 1995; Carson and Ribeiro, 1993;
Korsmeyer, 1995; Pantaleo and Fauci, 1995; Reed, 1994; Thompson, 1995). A
variety of physiological and non-physiological signals trigger apoptosis in
sensitive cells. Signals emerging from cell death receptors such as the
CD95/Fas (FASR) and Tumor Necrosis Factor type 1 receptors (TNFR1) can
trigger apoptosis in a variety of cell types following binding of their respective
ligands (Dhein et al., 1995; Golstein et al., 1995; Nagata S and Golstein P,
1995; Suda and Nagata, 1994; Tewari and Dixit, 1995). Cytotoxic T-
lymphocytes can also mediate apoptosis via secretion of serine proteases such
as Granzyme B (Berke, 1995; Greenberg, 1996). Anticancer drugs like DNA
topoisomerase I (top 1) and II (top 2) inhibitors induce also apoptosis in various

human cancer cell lines (Barry et al., 1990; Bertrand et al., 1991; Bertrand et



al., 1993; Del Bino and Darzynkiewicz, 1991; Jaxel et al., 1988; Kaufmann,
1989; Solary et al., 1993; Walker et al., 1991).

CrmA (Cytokine response modifier Activity) is a Cowpox virus protein that
modifies the host inflammatory response by decreasing interleukin-10
production (Ray et al., 1992) through its inhibitory effect on caspase 1 activity
(Ray et al., 1992; Yuan, 1993). More recently, it has been observed that CrmA
is also a potent inhibitor of apoptosis activated via FASR and TNFRI1 as well as
Granzyme B-induced apoptosis. (Quan et al., 1995; Tewari and Dixit, 1995).
CrmA inhibits with high affinity the enzymatic activity of caspase 8 (Boldin et
al., 1996; Fernandez-Alnemri et al., 1996; Muzio et al., 1996; Zhou et al., 1997)
that binds FASR and TNFR1 receptors via FADD and TRAFF adapter proteins
(Nagata, 1997) and potently inhibits the serine protease Granzyme B(Quan et
al., 1995). Although the mechanisms by which signals emerging from DNA
damaging agents such as DNA topoisomerase inhibitors are translated into
activation of apoptosis are not elucidated yet, several evidences indicate now
that trypsin-like and caspase 3 (Fernandes-Alnemri et al., 1994; Nicholson et
al., 1995; Tewari et al., 1995) and caspase 6 activities (Fernandes-Alnemri et
al., 1995) are involved in the cell death machinery following DNA
topoisomerase I and II inhibitor treatment (Bruno et al., 1992; Dubrez et al,,
1996; Ghibelli et al., 1995; Hara et al., 1996; Martins et al., 1997; Schmitt et al.,
1997; Schmitt et al., 1997; Shimizu and Pommier, 1996; Solary et al., 1996;

Weaver et al., 1993; Yoshida et al., 1996). The trypsin-like protease activities
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detected in apoptosis following DNA topoisomerase inhibitors are not
identified yet. Early studies showed that series of serine protease inhibitors
blocked the low molecular weight DNA fragmentation associated with
apoptosis induced by DNA topoisomerase inhibitors (Bruno et al.,, 1992,
Weaver et al., 1993). More recently, active serine proteases that trigger low-
molecular weight DNA fragmentation in a cell-free system have been detected
in extracts obtained from DNA topoisomerase inhibitors treated cells. From
these studies, it has been suggested that DNA topoisomerase inhibitors activate
serine proteases which in turn activate a pathway involved in low-molecular
weight DNA fragmentation (Ghibelli et al., 1995; Hara et al., 1996; Shimizu
and Pommier, 1996; Solary et al., 1996; Yoshida et al., 1996). More recently, it
has been also reported that a dichloro-isocoumarin-sensitive pathway may lead
to low molecular weight DNA fragmentation in U-937 cells following VP16
(Dubrez et al., 1996) , while a trypsin-like protease activity was proposed to
activate apoptosis following camptothecin (CPT) treatment in an hepatoma cell
line (Adjei et al., 1996). Others have reported the purification of a novel serine
protease AP24 that is also activated in leukemic cells undergoing apoptosis
(Wright et al., 1994).

In this study, we show that expression of CrmA in human B lymphoma
Namalwa cells delays the appearance of oligonucleosome-sized DNA
fragmentation following short CPT treatment without interfering with the

occurrence of high molecular weight DNA fragmentation. The effect of CrmA
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is similar to the one observed using low concentration N-tosyl-L-phenylalanyl
chloromethylketone (TPCK) in two cell lines, suggesting the presence of CrmA
and TPCK-sensitive pathways involved in the oligonucleosome-sized DNA
fragmentation following CPT treatment. Neither CrmA nor TPCK inhibit the
activation of caspase 3-like in these cells and do not interfere with the
appearance of high molecular weight DNA fragmentation. Taken together these
results suggest that internucleosomal DNA cleavage and higher order DNA
fragmentation are triggered by two independent pathways in the apoptotic

process induced by camptothecin.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. The radioactive precursor [2-*C]-thymidine (59 mCi/mmol) was
obtained from ICN BioMedicals (Costa Mesa, CA). 20-S-camptothecin lactone
(CPT) were purchased from Sigma Chemicals Co. (St-Louis, MO) and
dissolved in dimethyl-sulphoxide (at 10 mmol/l) prior to each experiment. The
protease inhibitor N-tosyl-L-phenylalanylchloromethyl ketone (TPCK) was
purchased from Sigma. The peptide derivatives Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CHO
(Ac-DECD-CHO) and Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-CHO (Ac-YVAD-CHO) and the
fluorogenic peptide derivatives Ac-Asp-Glu-Val-Asp-amino-4-methylcoumarin
(Ac-DEVD-AMC) and 4-(4-dimethyl-aminophenylazo)benzoyl-Tyr-Val-Ala-

Asp-Ala-Pro-Val-5-[(2-amino-ethyl) amino]- naphthalene-1-sulfonic  acid
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(DABCYL-YVADAPV-EDANS) were purchased from Bachem Bioscience
Inc. ( King of Prussia, PA). All other chemicals were of reagent grade and
purchased either from Sigma, ICN and Boehringer-Mannheim or from other

local sources.

Cell culture, DNA labeling and drug treatment. The human Namalwa and
U-937 cell lines obtained from the American Type Cmmre Collection
(Rockville, Md), were grown in suspension culture at 37°C in the presence of
5% CO2 in RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal
bovine serum, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 ug/ml
streptomycin. Cell culture products were purchased from Gibco-BRL Life
Technologies (Grand Island, NY). For DNA labeling, cells were grown with
['*-C]-thymidine (0.02 uCi/ml) for 24 h and then chased in isotope-free medium

overnight prior to drug treatment.

CrmA transfection and expression. The expression vector pCDNA3
containing the coding sequences of CrmA was provided generously by Drs
V.M. Dixit and M. Tewari from the Dept. of Pathology, University of
Michigan Medical Scholl (Ann Arbor, MI). Purified vector was transfected in
Namalwa cells by electroporation at 0.27 kVolts (Gene Pulser, BioRad,
Hercules, CA). Transfected cells were grown under neomycin selection at 250

ug/ml to obtain a stable variant line prior to perform the experiments. CrmA
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expression was monitored by immunodetection using polyclonal anti-CrmA
antibodies provided by Dr. J. Yuan, Cardiovascular Research Center,

Massachusetts General Hospital-East (Charlestown, MA) (not shown ).

DNA filter elution assay. The DNA filter elution assay was designed to
monitor and quantitate DNA fragmentation associated with apoptosis (Bertrand
et al., 1995; Bertrand and Pommier, 1995; Bertrand et al., 1991; Bertrand et al.,
1993). Each sample (approximatively 0.5 X 10° [*C]-thymidine-labeled cells)
is loaded onto a protein-adsorbing filter (vinyl/acrylic copolymers filters,
Metricel membrane, 0.8 um pore size, 25 mm diameter, Gelman Sciences Inc.,
Ann Arbor, MI) mounted in a Millipore filter holder connected to a 50 ml
syringue (see figure in ref. (Bertrand et al.,, 1995; Bertrand and Pommier,
1995)). Cells are then washed with 5 ml of phosphate buffered saline (PBS).
As soon as the washing solution has dripped through, lysis is performed with 5
ml of lysis solution containing 0.2% sodium sarkosyl - 2 M NaCl - 0.04 M
EDTA, pH 10.0. After the lysis solution has dripped through by gravity, the
filter is washed with 5 ml of 0.02M EDTA (pH 10.0).The filter is then
processed as described (Bertrand et al., 1995; Bertrand and Pommier, 1995;
Bertrand et al., 1991; Bertrand et al., 1993). Radioactivity was counted by
liquid scintillation spectrometry in each fraction (loading wash, lysis, EDTA
wash, filter). DNA fragmentation was determined as the fraction of DNA in the

loading wash fraction + lysis fraction + EDTA wash fraction relative to total
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DNA (loading wash + lysis + EDTA wash + filter). Results are expressed as

the percentage of DNA fragmented in treated cells compared to DNA

fragmented in control untreated cells (background) using the formula:
(F-F0/1-F0) X 100

where F and FO represent DNA fragmentation in treated and control cells,

respectively.

Analysis of DNA fragmentation by agarose gel electrophoresis. To visualize
the oligonucleosome-sized DNA fragments, at specified times after drug
treatment, cellular DNA was extracted by a salting-out procedure as described
previously (Miller et al., 1988). Electrophoresis was performed in 1.6% agarose
gel in Tris-borate buffer (pH 8.0) at 2.5 volt / ¢cm for 15 h. Following
electrophoresis, DNA was visualized by ethidium bromide staining. High-
molecular weight DNA fragments were analysed by Transverse Alternating
Pulsed Field Electrophoresis (TAPFE) in a Beckman GeneLine™ apparatus
(Beckman Instruments, Inc Paolo Alto, CA). Briefly, agarose blocks containing
untreated and CPT-treated cells were prepared at specified times following drug
treatment by standard methodology. Plugs were incubated for 24 h at 42°C in a
solution containing 1.0 mg / ml proteinase K or 100 ug / ml pronase, 1% N-
lauryl-sarcosine, 0.2% sodium deoxycholate and 100 mM EDTA (pH 8.0). The
agarose-embedded DNA was equilibrated in TE buffer pH 8.0 (20 mM  Tris-

HCI, 50 mM EDTA) prior to electrophoresis on a 1.2% agarose gel. Gels were
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subjected to a 30 min run at 170 volts with a pulse time of 4 sec, followed by a
24 h run at 150 volts with a pulse time of 60 sec. Electrophoresis were
performed at 18°C in TAFE buffer according to the manufacturer instruction
manual. Following electrophoresis, DNA was visualized by ethidium bromide

staining.

Cell-free system. Cytosolic extracts and isolated nuclei were prepared by
washing control and treated cells twice by centrifugation/resuspension in 10 ml
ice-cold PBS (without Ca** and Mg"™) and incubating cells on ice for 10 min at
a density of 1.0 x 107 cells / ml in a lysis buffer containing 10 mM Hepes (pH
7.4), 20 mM NaCl, 80 mM KCl, 5 mM MgCl,, 5 mM EGTA, 1 mM DTT, 0,1
mM PMSF, 0.15 U/ml aprotinin, 10% glycerol and 0.1% NP-40. Samples were
then centrifuged (2,000g for 10 min at 4°C) and supernatants collected as
cytoplasmic fractions. Pellets (nuclei) were then washed twice by
centrifugation/resuspension in the lysis buffer without detergent. Cytoplasm
extracts from untreated or treated cells were then incubated with isolated nuclei
from labeled untreated cells at 30°C for 30 min in the absence or presence of
putative inhibitors and DNA fragmentation was then measured by DNA filter
elution assays as described above (Bertrand et al., 1995; Bertrand and Pommier,

1995; Bertrand et al., 1991; Bertrand et al., 1993).
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Caspase activity determination. Cytosolic extracts were prepared by washing
control and treated cells twice by centrifugation/resuspension in 10 ml ice-cold
PBS (without Ca™ and Mg™) and incubating on ice for 10 min at a density of
1.0 x 107 cells / ml in a lysis buffer containing 100 mM Hepes (pH 7.4), 20 %
glycerol, 5 mM EGTA, 5 mM DTT and 0.1% NP-40. Samples were then
centrifuged (2,000g for 10 min at 4°C) and supernatants collected as cytosolic
extracts. Cascape activities were measured by monitoring fluorescence
continuously in a dual luminescence fluorometer (LS 50B Perkin Elmer) using
excitation wavelength of 360 nm and emission wavelenght of 490 nm for the
substrate DABCYL-YVADAPV-EDANS and excitation wavelength of 380 nm
and emission wavelenght of 460 nm for Ac-DEVD-AMC. Reactions were
carried out in cuvettes and the temperature was maintained at 37° using a
water-jacketed sample compartment. The assay mixture contained 100 mM
Hepes (pH 7.4), 20% (v/v) glycerol, 5 mM DTT , 5mM EDTA and 200 uM
fluorogenic peptides. Enzyme activities were determined as initial velocities

and expressed as relative intensity / min / mg.
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RESULTS

Effect of CrmA on camptothecin-induced oligonucleosome-sized and high
molecular weight DNA fragmentation. To test whether CrmA expression
would modulate camptothecin-induced apoptosis in human cancer cells, DNA
fragmentation was first measured in control and transfected Namalwa cells
expressing CrmA and in U-937 cells using a DNA filter elution assay. The
DNA filter elution assay that we routinely perform to monitor DNA
fragmentation associated with apoptosis, was used to monitor and quantitate
kinetics of DNA fragmentation in cells undergoing apoptosis (Bertrand et al.,
1995; Bertrand and Pommier, 1995; Bertrand et al., 1991; Bertrand et al.,
1993). CrmA expression in Namalwa cells only partially modulates the extent
of DNA fragmentation following CPT treatment, a DNA topoisomerase I
inhibitor (Fig 1). Short treatments (30 min) with CPT at 1.0 uM induced
apoptosis in Namalwa and U-937 cells with detectable DNA fragmentation as
soon as 2 h after drug treatment. In contrast, no appearance of DNA
fragmentation could be detected 2 h after CPT treatment in the transfected
Namalwa cells. In these cells, DNA fragmentation starts slowly to begin only 4
h after CPT treatment and then increased linearly with time. These results
indicate that CrmA expression partially delays the appearance of low-molecular

weight DNA fragmentation following CPT treatment. To characterize further
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the effect of CrmA on DNA fragmentation, the oligonucleosome-sized DNA
fragments and high-molecular weight DNA fragmentation were monitored and
visualized by standard agarose gel electrophoresis and Transverse Alternating
Pulsed Field Electrophoresis (TAPFE), respectively (Fig 2). Control and
transfected Namalwa cells were treated with CPT for 30 min (1.0 uM) and at
selected times following drug treatment, total DNA was extracted for agarose
gel electrophoresis and agarose-embedded DNA prepared for TAPFE. The
oligonucleosome-sized DNA fragmentation was visualized following agarose
gel electrophoresis and appeared to be retarded in Namalwa cells expressing
CrmA. In contrast by TAPFE, no difference in kinetic of high-molecular DNA
fragmentation was observed between the two lines. The high-molecular weight
DNA fragments were predominently around 45-50 kbp in both cell lines,
although higher molecular weight DNA fragments (> 600 to 700 kbp) are seen
in early time points following CPT treatment in both cell lines. Transient
appearance of DNA bands > 600 kbp has been reported previously to coincide
with DNA-protein complex formation induced by DNA topoisomerase
inhibitors and are reversible after drug removal (Beere et al., 1995; Beere et al.,
1996; Rusnak et al., 1996). These high-molecular weight DNA fragments of >
600 kbp are not involved as an initial phase of DNA fragmentation occuring
during apoptosis but appear to be specific damages emerging from DNA
topoisomerase inhibitors that would provide signals for the initiation of

apoptosis (Beere et al., 1995; Beere et al., 1996; Rusnak et al., 1996). These
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observations imply that CrmA had no effect on the initial DNA damage
induced by DNA topoisomerase in these cells. Furthermore, CrmA did not
inhibit enzymatic pathway leading to the 45-50 kpb DNA fragments. Instead
our results suggest that CrmA partially inhibits unknown activities yet, that are
involved in pathways triggering the oligonucleosome-sized DNA fragmentation

following CPT treatment.

Effect of TPCK on camptothecin-induced oligonucleosome-sized and high
molecular weight DNA fragmentation. Inhibition of oligonucleosome-sized
DNA fragmentation using serine protease inhibitors has been reported
previously (Bruno et al., 1992; Dubrez et al., 1996; Ghibelli et al., 1995; Hara
et al., 1996; Shimizu and Pommier, 1996; Solary et al., 1996; Weaver et al.,
1993; Yoshida et al., 1996). To analyze and compare further the effect of
TPCK in these cells to that of CrmA, Namalwa cells were treated with CPT for
30 min (1.0 uM) in the presence of various concentrations of TPCK and at
selected time following drug treatment, total DNA was extracted or agarose-
embedded DNA prepared for electrophoresis (Fig 3). At low concentration (0.1
uM), TPCK delays for 4 hours the appearance of oligonucleosome-sized DNA
fragmentation induced by camptothecin in Namalwa cells. At higher
concentrations (2.5 and 10 uM), TPCK completely abrogates the
oligonucleosome-sized DNA fragmentation for at least 8 h in Namalwa cells.

Similarly, 10 uM TPCK completely blocks the oligonucleosome-sized DNA
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fragmentation induced by camptothecin in U-937 cells. However, even at the
highest concentration (10 uM), TPCK has no inhibitory effect on the
occurrence of high molecular weight DNA fragmentation in the Namalwa and
U-937 cells (Fig 3; lower panels). The effects of TPCK in these lines are similar
to the ones observed in Namalwa cells expressing CrmA following CPT
treatment. Specifically at low concentration, TPCK does not completely
abrogate the oligonucleosome-sized DNA fragmentation but delays
significantly its kinetic of appearance as does CrmA. These results may suggest
that CrmA inhibits a TPCK-sensitive pathway involved in the
oligonucleosome-sized DNA fragmentation. CrmA is a cross-class inhibitor;
the potency of CrmA to inhibit putative serine proteases has been described at
least with Granzyme B (Quan et al., 1995) as well as its inhibitory effect on
cysteine proteases such as caspase 1 and 8 (Zhou et al., 1997).

To investigate further the effect of CrmA and TPCK upon CPT-induced
oligonucleosome-sized DNA fragmentation, we next used a cell-free system
that we have developed previously. This cell-free system was designed to
elucidate the biochemical pathways of apoptosis and has been proven
convenient to measure and detect protease activities in cytosolic extracts
prepared from cells undergoing apoptosis. These activated extracts trigger the
oligonucleosome-sized DNA fragmentation when incubated with isolated
nuclei obtained from control untreated cells (Bertrand et al., 1995; Bertrand et

al., 1994; Shimizu and Pommier, 1996; Solary et al., 1993). Recently, the
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presence of active TPCK-sensitive proteases involved in DNA fragmentation
following DNA topoisomerase inhibitor treatment has been revealed using this
assay (Dubrez et al., 1996; Shimizu and Pommier, 1996; Solary et al., 1996).
Cytosolic extracts prepared 1 h after drug treatment show no activity in the cell-
free system consistent with lack of detectable DNA fragmentation induced by
CPT in cultured cells. However the cytosolic extracts of CPT-treated Namalwa
and U-937 cells prepared 2 h and 4 h after drug treatment are able to trigger
DNA fragmentation when incubated with isolated control nuclei in the cell-free
system (Fig 4). Activities in those extracts are inhibited predominently by
TPCK. These results indicate that TPCK-sensitive proteases are activated at
early phase of apoptosis following CPT consistent with other reported
observations (Ghibelli et al., 1995; Hara et al., 1996; Shimizu and Pommier,
1996; Solary et al., 1996; Yoshida et al., 1996). Early activation of TPCK-
sensitive activity in the cell-free system, also correlate with the appearance of
oligonucleosome-sized DNA fragmentation in cultured cells.

In contrast, cytosolic extracts prepared after 1h, 2h and 4 h from CPT-treated
Namawa cells expressing CrmA showed very low level of activity that
promotes DNA fragmentation in the cell-free system (Fig 4). These results are
consistent with the protective effect confered by CrmA upon low molecular
weight DNA fragmentation in cultured CPT-treated Namalwa/CrmA cells.
These results suggest also that CrmA potently inhibits an activity that would

otherwise promote DNA fragmentation. In the active 6 h extracts from
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Namalwa-CrmA cells activity that was also predominently inhibited by TPCK
was detected (data not shown). Using a similar cell-free system Lazebnik ez al.
have previously shown that neither PARP, Lamin A and B cleavage were
inhibited in the presence of TPCK in their cell-free system extracts (Lazebnik et
al., 1995). Our results with those of Lazebnik et al. indicate that the TPCK-
sensitive activities detected in cell-free system are not related to caspase 3 and 6

activities, the caspases involved in PARP and lamin cleavage.

Effect of CrmA and TPCK on caspase activation following CPT treatment.
A series of cysteine proteases or caspases are involved in the apoptotic process
(Alnemri et al., 1996; Kumar and Harvey, 1995; Patel et al., 1996). Their
activities are likely associated with the process of cell death itself. In initial
phase of apoptosis triggered by FASR and TNFRI, studies have shown
sequential activation of caspases (Enari et al., 1996). To determine the effect of
CrmA and TPCK on caspase activities in CPT-treated cells, we monitored
caspase 1-like and caspase 3-like activities using the specific fluorogenic
peptide substratess DABCYL-YVADAPV-EDANS and Ac-DEVD-AMC,
respectively (Fig 5).

In cytosolic extracts of CPT-treated cells, caspase 3-like activity increased
significantly after drug treatment with peak activity around 4 h after CPE
treatment. No significant difference in caspase 3-like activation was observed

between Namalwa cells, transfected Namalwa cells with CrmA and TPCK-
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treated Namalwa cells following CPT treatment (Fig 5; left panel). No
hydrolysis of DABCYL-YVADAPV-EDANS was detected treatment in these
cells following CPT (data not shown). These results indicated that caspase 1 is
neither activated nor involved in the apoptotic process induced by CPT and that
CrmA and TPCK had no significant effect on the processing and activity of
caspase 3 in these cells. Similar results were obtained in U-937 cells (Fig 5;
middle panel). To validate these observations, the effect of TPCK on caspase 3-
like activity was monitored in vitro. Various concentrations of TPCK were
directly added to active extracts and initial velocities of caspase 3-like activities
were measured. As shown in the right panel (Fig 5), TPCK has only a slight
inhibitory effect on caspase 3-like activity in vitro while the tetrapeptide

derivative Ac-DEVD-CHO completely inhibit these activities.

DISCUSSION

The mechanisms by which particular agents trigger the apoptotic response of
tumor cells have become a subject of intense study. Although, apoptotic cells
undergo similar cellular and nuclear changes following physiological and non-
physiological induction, it is clear now that the mechanisms by which these
changes occurred, vary depending of the stimuli that trigger apoptosis. The
antitumor activity and primary mechanism of action of DNA topoisomerase

inhibitors have been the focus of a large number of reports including some
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reviews (Liu, 1989; Pommier and Kohn, 1989; Pommier et al., 1994; Pommier
and Tanizawa, 1993) . Antitumor drugs that interfere with mammalian top 1 or
2 do so by stabilizing a transient intermediate of the topoisomerase reactions.
These drugs trap covalently linked topoisomerase-DNA complexes associated
with single- or double-strand DNA breaks (Liu, 1989; Pommier and Kohn,
1989; Pommier et al., 1994; Pommier and Tanizawa, 1993). Drug-induced
stabilization of topoisomerase-linked DNA strand breaks has been recognized
as the primary mechanism of action of topoisomerase inhibitors. Formation of
cleavable-complexes appears to be responsible for the antitumor activity rather
than topoisomerase inhibition by itself. Studies using resistant cell lines also
supported the concept that formation of cleavable-complexes is essential for
cell killing (Liu, 1989; Pommier and Kohn, 1989; Pommier et al., 1994;
Pommier and Tanizawa, 1993). However, the rapidly reversible nature of these
lesions after drug removal strongly suggests that drug trapping of
topoisomerase-DNA complexes may be necessary but not sufficient for cell
killing and that cell death results from further irreversible DNA lesions and
from the induction of intracellular signals or responses leading to cell death.
DNA topoisomerase 1 and 2 inhibitors are able in various cell lines to trigger
cell death by rapidly inducing the cellular morphological changes, high
molecular weight DNA fragmentation and oligonucleosome-sized secondary
DNA fragmentation typical of apoptosis (Barry et al., 1990; Bertrand et al.,

1991; Bertrand et al., 1993; Del Bino and Darzynkiewicz, 1991; Jaxel et al,,
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1988; Kaufmann, 1989; Solary et al.,, 1993; Walker et al., 1991). The
mechanisms involved in low and high molecular DNA fragmentation are
unclear, but several observations including ours indicated that the high
molecular weight and extensive oligonucleosome-sized DNA fragmentation are
triggered by two independent mechanisms in cell treated with camptothecin, a
DNA topoisomerase 1 inhibitor.

Several biochemical events that contribute to apoptotic cell death have recently
been elucidated in mammalian cells. Apoptosis triggering by various stimuli
involves cytosolic proteolytic cascades. An emerging family of caspases or
Ced-3/Ice-like cysteine proteases has been identified and were proposed to be a
pivotal trigger of apoptosis and several studies have revealed the importance of
the caspases in executing the process of cell death itself (Alnemri et al., 1996;
Kumar and Harvey, 1995; Patel et al., 1996).

Active serine proteases were proposed also to play an essential role in apoptosis
induced by DNA topoisomerase inhibitors (Bruno et al., 1992; Ghibelli et al.,
‘1995; Hara et al., 1996; Shimizu et al., 1996; Solary et al., 1996; Weaver et al,,
1993; Yoshida et al., 1996). Morever, a recent report indicated that in the
hepatocellular carcinoma Hep 3B cells, apoptosis is induced by CPT without
activation of the proteolytic caspase cascade involved in PARP and lamin B
cleavage and that a trypsin-like protease activity appeared to activate apoptosis
in these cells (Adjei et al., 1996). Other serine protease as the well known

Granzyme B is able to activate apoptosis via a proteolytic cascade in instance of
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apoptosis mediated by cytotoxic T lymphocytes in targeted cells (Berke, 1995;
Darmon et al., 1996; Darmon et al., 1995; Fernandez-Alnemri et al., 1996;
Greenberg, 1996).

The finding that CrmA and TPCK prevent the oligonucleosome-sized DNA
fragmentation in human cancer cell lines following CPT treatment without
interfering with caspase activation and the occurrence of high molecular weight
DNA fragmentation, indicate that CrmA- and TPCK-sensitive pathways are
involved in CPT-induced oligonucleosome-sized DNA fragmentation. Our data
also suggest that proteolytic caspase pathways may be associated with
pathways triggering the high molecular weight fragmentation while other
pathways may be associated with the occurrence of oligonucleosome-sized
DNA fragmentation specifically after CPT treatment. Although, it is well
known that CrmA is a potent inhibitor of caspase 1 and 8, it has been showed
recently that CrmA is unlikely to inhibit caspase 3 and 6 in vivo (Zhou et al.,
1997) , the main caspases involved with DNA topoisomerase inhibitor-induced
apoptosis (Dubrez et al., 1996; Martins et al., 1997; Sané¢ et al., 1997; Schmitt
et al., 1997; Schmitt et al., 1997). Although the important role of serine
proteases in apoptosis has been supported by several observations, only few
studies have identified putative enzymes. A 24 kDa serine protease has been
identified and purified from apoptotic U937 cells (Wright et al., 1994) and
others have partially purified from Jurkat T cells a serine protease activity in

FAS-induced apoptosis (Schlegel et al., 1995). More recently, Liu et al. (1997)
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had identified from HelLa cells a caspase activated DNA fragmentation factor
(DFF) that induces DNA fragmentation when coincubated with nuclei. This
novel heterodimeric protein functions downstream of caspase-3 to trigger DNA
fragmentation and shows no DNase activity on naked DNA. Therefore, it is
likely that DFF plays a role in a more complex pathway that triggers DNA
fragmentation between caspase-3 activation and putative endonucleases.
However, the mechanisms by which DFF acts to trigger nuclear degradation

and whether CrmA and TPCK interfere with DFF activity are still unknown.

In summary, our results with those of others, suggest that CrmA and TPCK
may partially inhibit uncharacterized yet sensitive activities that are involved in
pathways triggering the oligonucleosome-sized DNA fragmentation following
CPT treatment.
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FIGURE LEGENDS

Fig 1. Kinetics of DNA fragmentation induced by CPT in control and

CrmA expressing Namalwa and U-937 cells.

[“CIThymidine-labeled cells were treated for 30 min with 1.0 uM CPT. After
drug removal, cells were incubated in drug free-medium and at the indicated
times, DNA fragmentation was determined by DNA filter elution assays.
Results are expressed as the percent DNA fragmentation of treated cells relative
to untreated cells. Values are given as the means +/- SE of four independent
experiments performed in duplicate. O, Nam/CrmA- cells; @, Nam/CrmA+

cells and; 4, U-937 cells.

Fig 2. Oligonucleosome-sized and high molecular weight DNA

fragmentation induced by CPT in Namalwa cells.

At indicated times (number above each lane) after CPT treatment (1 uM; 30
min), total DNA was extracted from Namalwa (upper panels) and
Namalwa/CrmA” cells (lower panels) and DNA fragments separated by agarose
gel electrophoresis (left panels) and high molecular DNA fragments were
analysed by TAPFE in a Beckman GeneLine™ apparatus (right panels).

Following electrophoresis, DNA was visualized by ethidium bromide staining.



100

Molecular weight markers (M) are 1 kbp DNA markers (Gibco-BRL) and 50

kbp concatemers lambda DNA (Sigma). C, control untreated cells.

Fig 3. Effect of TPCK on oligonucleosome-sized and high molecular
weight DNA fragmentation induced by CPT in Namalwa and U-937 cells.

At indicated times after CPT treatment (1 uM; 30 min) in the presence or
absence of various concentrations of TPCK (as indicated), total DNA was
extracted from Namalwa and U-937 cells and DNA fragments visualized by
ethidium bromide staining following standard agarose gel electrophoresis
(upper panels) and TAPFE in a Beckman GeneLine™ apparatus (lower panels).
Molecular weight markers (M.W.M or M) are the 1 kb markers obtained from
Gibco-BRL and 50 kbp concatemers lambda DNA from Sigma. C, control

untreated cells.

Fig 4. Detection of TPCK-sensitive activities in a cell-free system.

Cytosolyc extracts were prepared from U-937 (open bars), Namalwa (solid
bars) and CrmA expressing Namalwa cells (hatched bars) at the indicated times
following CPT treatment (1.0 uM for 30 min). [““C]Thymidine-labeled isolated
nuclei from untreated cells were then incubated for 30 min with cytosolic
extracts alone or in the presence of TPCK (0.1 mM). DNA fragmentation was

determined by filter elution assays. Results are expressed as percent DNA
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fragmentation relative to untreated cells. Error bars represent the SE of four

independent experiments performed in duplicate.

Fig 5. Caspase-3 like activities in CPT-treated cells.

At the indicated times following 30 min treatment with CPT (1.0 uM),
cytosolic extracts were prepared from Namalwa (A) and U-937 cells (B) in the
absence (O ) or presence of 10 uM TPCK (@ ) and from CrmA expressing
Namalwa cells (). Caspase activities were monitored continuously at 37° by
detecting fluorescence emission in the presence of Ac—DEVD-AMC at an
excitation wavelength of 380 nm and emission wavelenght of 460 nm. Enzyme
activities were measured as initial velocities and expressed as relative intensity
per minute for each milligram. Points represent the means of two independent
determinations for Namalwa cells and of a single experiment for U-937 cells.
In C, various concentrations of TPCK were added directly to active extracts
obtained 4 h after CPT treatment (Namalwa cells) and caspase 3 activities were
measured as initial velocities. Results are expressed relative to control

activity.
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Figure 1 : Sané et al.
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Figure 3 : Sané et al
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Figure 4 : Sané et al.
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Figure S : Sané et al.
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ABSTRACT

Monocytic-like leukemia U-937 cells rapidly undergo morphological changes
and DNA fragmentation typical of apoptosis following treatment with DNA
topoisomerase 1 inhibitor (camptothecin, CPT). The tripeptide derivative
benzyloxycarbonyl-Val-Aia—Asp(OMe)ﬂuoromethyl ketone  (zVAD-fmk)
blocks DEVDase activity and prevents the occurrence of high molecular weight
and oligonucleosome-sized DNA fragments associated with apoptosis in CPT-
treated cells. In contrast, N-tosyl-L-phenylalanylchloromethyl ketone (TPCK)
does not prevent DEVDase activity and high molecular weight DNA
fragmentation but abrogates completely the appearance of oligonucleosome-
sized DNA fragmentation. These results suggest that caspase 3-like activities
are involved with high molecular weight DNA fragmentation pathway while
TPCK-sensitive activities are involved in oligonucleosome-sized DNA
fragmentation pathway in CPT-treated cells. Electron micrographs reveal that
caspase inhibition by zVAD-fmk abrogates also the typical morphological
changes associated with apoptosis while TPCK does not delay these
morphological changes typical of apoptosis. Caspase inhibition slows passage
of the cells through G, and causes a transient accumulation of these cells at the
G,/G, phase of the cell cycle following CPT treatment. In a cell-free system,
when purified nuclei are incubated with apoptotic cytosolic extracts obtained

from CPT-treated U-937 cells, TPCK causes a similar effect in abrogating the
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oligonucleosome-sized DNA fragmentation while not affecting DEVDase
activity. Addition of either benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-free carboxyl
group (zVAD-COOH) or Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyde (Ac-DEVD-
CHO) completely inhibits DEVDase activity in these extracts. However, Ac-
DEVD-CHO does not affect the occurrence of oligonucleosome-sized DNA
fragmentation in the cell-free system while the benzyloxycarbonyl- derivatives
zZVAD-COOH, zVA-OH, zV-OH and z-hydrazide abolish it markely. Taken
together, these observations show the pivotal role of DEVDase activity in
triggering the apoptotic process and high molecular weight DNA fragmentation
while TPCK- and benzyloxycarbonyl- sensitive activities are involved in

oligonucleosome-sized DNA fragmentation pathway induced by CPT.
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Abbreviations used in this paper: CPT, 20-S-camptothecin lactone; TPCK, N-
tosyl-L-phenylalanylchloromethyl ketone; TLCK, N-tosyl-L-
lysinylchloromethyl  ketone; DCI, dichloro-isocoumarin, zVAD-fmk,
benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (OMe) fluoromethyl ketone; zVAD-COOH,
benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-free carboxyl group; zVA-OH,
benzyloxycarbonyl-Val-Ala-free hydroxyl group; zV-OH, benzyloxycarbonyl-
Val-free hydroxyl group; z-NHNH,, benzyloxycarbonyl hydrazide; Ac-DEVD-
CHO, Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyde; Ac-DEVD-AMC, Acetyl-Asp-Glu-
Val-Asp-amino-4-methylcoumarin; DABCYL-YVADAPV-EDANS, 4-(4-
dimethyl-aminophenylazo)benzoyl-Tyr-Val-Ala-Asp-Ala-Pro-Val-5-[(2-amino-
ethyl amino]-naphthalene-1-sulfonic acid; TAFE, transverse alternating pulsed

fieldelectrophoresis.
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INTRODUCTION

Programmed cell death (apoptosis) is a genetically regulated mechanism that
occurs during physiological processes such as embryonic development,
maturation of the immune cells, tissue remodeling, maintenance of tissue
homeostasis and occurs because of physical or chemical stress (1-3).
Deregulation of apoptosis accounts for many pathological conditions including
cancer, immune-suppression and neurodegeneration (4-8). Chemotherapeutic
drugs such as DNA topoisomerase I and II inhibitors induce apoptosis in
various cell lines (9-13). Cells undergoing apoptosis show distinctive
morphological changes including cell shrinkage, convolution of the plasma
membrane, ultimately producing apoptotic bodies, nuclear condensation and
DNA fragmentation (14). Cleavage of chromatin into nucleosomal fragments
was once considered the biochemical hallmark of apoptosis (15). There is now
evidence of morphological apoptosis associated with high molecular weight
DNA fragmentation without internucleosomal DNA fragmentation (16, 17).
The ced-3/Ice-like cysteine protease family or caspase family plays a central
role in programmed cell death (18). The pivotal role of caspase 3 activation
(19-21) in mediating drug-induced apoptosis in several cell lines including U-
937 cells, has been reported recently (22-26). Caspase 3 activation is a crucial
step that triggers cytoplasmic changes, nuclear disintegration and DNA

fragmentation pathway. Besides its proteolytic effect on various proteins and
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enzymes involved in chromatin organization and DNA metabolism, caspase 3
activates also DNA fragmentation promoting factors such as DFF (27). Several
studies have also revealed that N-tosyl-L-phenylalanylchloromethyl ketone
(TPCK)-, N-tosyl-L-lysinylchloromethyl ketone (TLCK)- and dichloro-
isocoumarin (DCI) -sensitive activities are involved in DNA fragmentation
pathway during apoptosis induced by DNA topoisomerase inhibitors (23, 28-
36). In this study, we investigated the effect of zZVAD-fmk and TPCK upon the
occurrence of morphological changes associated with apoptosis and the
appearance of both high molecular weight and oligonucleosome-sized DNA
fragmentation in CPT-treated monocytic U-937 cells and using a cell-free
system. We showed that higher order and internucleosomal DNA cleavage in
the apoptotic process are independent steps that involved caspase,

benzyloxycarbonyl- and TPCK -sensitive activities.

MATERIALS ET METHODS

Chemicals.  20-S-camptothecin  lactone  (CPT) and  N-tosyl-L-
phenylalanylchloromethyl ketone (TPCK) were purchased from Sigma
Chemicals Co. (St-Louis, MO). The fluorogenic peptide derivatives Ac-Asp-
Glu-Val-Asp-amino-4-methylcoumarin (Ac-DEVD-AMC) and 4-(4-dimethyl-

aminophenylazo)benzoyl-Tyr-Val-Ala-Asp-Ala-Pro-Val-5-[(2-amino-ethyl)
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amino]- naphthaiene-1-sulfonic acid (DABCYL-YVADAPV-EDANS) and the
peptide derivatives Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CHO (Ac-DEVD-CHO),
benzyloxycarbonyl-Val-Ala-free hydroxyl group (zVA-OH),
benzyloxycarbonyl-Val-free hydroxyl group (zV-OH) and benzyloxycarbonyl
hydrazide (z-NHNH,) were purchased from Bachem Bioscience Inc. (King of
Prussia, PA). The caspase inhibitor benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(OMe)
fluoromethyl ketone (zZVAD-fmk) was purchased from Enzyme Systems
Products (Livermore, CA). Pig liver carboxylic-ester hydrolase (esterase; EC
3.1.1.1) was obtained from Boehringer-Mannheim Canada (Laval, Que) and
used in cell-free system to convert zZVAD-fmk into zZVAD-free carboxyl group
(zVAD-COOH). All other chemicals were of reagent grade and purchased

either from Sigma and ICN or from other local sources.

Cell culture and drug treatments. The human U-937 cell line obtained from
the American Type Culture Collection (Rockville, Md), was grown in
suspension culture at 37°C under 5% CO2 in a humidified atmosphere in
RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine
serum, 2 mM glutamine, 100 U / ml penicillin and 100 pg / ml streptomycin
(Gibco-BRL Life Technologies, Grand Island, NY). Exponentially growing
cells were used throughout all experiments at a concentration of 5 x 10° cells /
ml. Cells were treated with CPT at a concentration of 1.0 uM in the absence or

presence of zVAD-fmk or TPCK. Following 30 min incubation at 37°C, cells
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were pelleted by centrifugation, the supernatant discarded and replaced with
fresh medium with or without zVAD-fmk or TPCK. Cell number and viability
were estimated by trypan blue dye exclusion assay using a hemocytometer and
by MTT-based colorimetric assay according to the manufacturer (Boenringer

Mannheim).

Analysis of DNA fragmentation by agarose gel electrophoresis. To visualize
the oligonucleosome-sized DNA fragments, at specified times after drug
treatment, cellular DNA was extracted by a salting-out procedure as described
previously (37). Electrophoresis was done in 1.6% agarose gel in Tris-acetate
buffer (pH 8.0). High molecular weight DNA fragments were analyzed by
Transverse Alternating Pulsed Field Electrophoresis (TAFE) using a Beckman
Geneline™ apparatus (Beckman Instruments Inc., Paolo Alto, CA). Briefly,
agarose block containing cells were incubated for 24 h at 42°C under agitation
in a solution containing 1.0 mg / ml proteinase K or 100 ug / ml pronase, 1% N-
lauryl-sarcosine, 0.2% sodium deoxycholate and 100 mM EDTA (pH 8.0). The
agarose-embedded DNA was soaked in TE buffer pH 8.0 (20 mM Tris-HCL,
50 mM EDTA) before electrophoresis on a 1.2% agarose gel. Gels were
subjected to a 30 min run at 170 volts with a pulse time of 4 sec, followed by a
24 h run at 150 volts with a pulse time of 60 sec. Electrophoresis was done at

18°C in TAFE buffer ( 10 mM Tris, 5 mM EDTA-free acid, 0.025% (v/v)
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glacial acetic acid). Following electrophoresis DNA was visualized by ethidium

bromide staining.

Determination of caspase activities. Cytosolic extracts from untreated and
treated cells were prepared as described above. Cascape activities were
measured by monitoring fluorescence continuously in a dual luminescence
fluorometer (LS 50B Perkin Elmer) using excitation wavelength of 360 nm and
emission wavelenght of 490 nm for the substrate DABCYL-YVADAPV-
EDANS and excitation wavelength of 380 nm and emission wavelength of 460
nm for Ac-DEVD-AMC. Reactions were carried out in cuvettes and the
temperature was maintained at 37°C using a water-jacketed sample
compartment. The assay mixture contained 100 mM Hepes (pH 7.4), 20%
glycerol, 5 mM DTT, 5 mM EDTA and 200 uM fluorogenic peptide, Ac-
DEVD-AMC or DABCYL-YVADAPV-EDANS. Enzyme activities were
detected as initial velocities and expressed as relative intensity / min / mg. For
inhibition studies, percent relative enzyme activities are expressed from initial
velocities using the formula:
(V,/V,)x 100
Where V, is the initial velocities in presence of inhibitor and V, is initial

velocities without inhibitors.
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Electron microscopy. Cells were centrifuged at 400g for 10 min and washed
in ice-cold PBS. Cell fixation was done in 0.1 M Millonig’s phosphate buffer
(pH 7.4, 292 mOsm) containing 2.5% glutaraldehyde, staining with 2% uranyl
acetate, and dehydration with several ethanol treatments. Sections (500 to 700
A) were mounted on copper grids and stained in lead citrate. Samples were
examined (JFE Enterprises, Brookeville, MD) by transmission electron

microscopy using a Ziess Em10 CA microscope.

Analysis of DNA content by flow cytometry. Cells were centrifuged at 1 000
x g for 2 min and washed in ice-cold PBS. Cell pellets were fixed in 70%
ethanol for 2 h at 4°C. After incubation, cells were pelleted by centrifugation
and resuspended in a solution of 70% ethanol containing 150 ug / ml RNAse A
(Sigma) and incubated for 30 min at room temperature. Cells were then
pelleted by centrifugation and resuspended in PBS. Propidium iodide (50 ug /
ml) was added before cytofluorometry analysis. DNA content and cell cycle
distribution were analyzed using a Becton-Dickinson FACSTAR Plus flow

cytometer.

Reconstituted cell-free system. To obtain the cytosolic extracts, control and
CPT-treated U-937 cells (1 uM; 4 h after CPT treatment) were pelleted by
centrifugation, washed twice in ice-cold PBS and resuspended in lysis buffer

containing 10 mM Hepes (pH 7.4), 80 mM KCl, 20 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5
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mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 0.15U / ml aprotinin, 10% glycerol
and 0.3% NP-40 at a density of 10’ cells /ml as described previously (38, 39).
After incubation at 4°C for 10 min with gentle agitation, samples were
centrifuged at 10 000 x g for 10 min and supernatants used as cytosolic extracts.
Nuclei were prepared from control U-937 cells according to a previously
described protocol, with minor modifications (40). Briefly, cells were
resuspended at a density of 1.0 x10% cells / ml in a lysis buffer containing 10
mM Tris-HCI (pH 7.4), 2.5 mM KCl, 2.5 mM MgCl, 0.5 mM PMSF, 1 mM
DTT, 1 mM EDTA, 0.5 M sucrose and 0.05% NP-40 and incubated on ice for
10 min. After centrifugation at 800 x g for 10 min at 4°C, the pelleted nuclei
were washed twice in lysis buffer without NP-40, resuspended in 50 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 5 mM MgCl, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 2.1 M sucrose and
then layered over a cushion of the same buffer. After centrifugation at 30,000
rpm in a Beckman SW-55 rotor for 30 min at 4°C, the pelleted purified nuclei
were resuspended in the cytosol extraction buffer without NP-40. Isolated
nuclei were then incubated with cytosolic extracts for 30 min at 37°C in the
absence or presence of inhibitors. Esterase (20 ng / ml) was added to convert
zZVAD-fmk into its active form zVAD-COOH in the reconstituted cell-free
system. Reactions were stopped by adding 0.2% SDS and 1.0 mg / ml
proteinase K and incubated for 30 min at 50°C. DNA was then extracted by the
salting-out procedure and DNA fragments visualized by ethidium bromide

staining following conventional agarose gel electrophoresis and TAFE.
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RESULTS

Effect of zVAD-fmk and TPCK on CPT-induced high molecular weight
and oligonucleosome-sized DNA fragmentation.

DNA fragmentation in apoptotic cells has at least two distinct components.
DNA cleavage starts at the sites of attachment of the domains to the nuclear
matrix to generate high molecular weight fragments of approximately 200-300
and 45-50 kbp (41). Subsequently, DNA is cleaved within internucleosomal
linkers, producing mono- and oligonucleosome-sized DNA fragments
constitutive of the characteristic DNA laddering that can be visualized by
standard agarose gel electrophoresis (15). We monitored and visualized the
oligonucleosomal and higher molecular weight DNA fragmentation by standard
agarose gel electrophoresis and TAFE, respectively. U-937 cells were treated
with 1.0 uM CPT for 30 min and at selected times following drug treatment,
total DNA was extracted or agarose-embedded DNA prepared. In Fig.1 (top
left), the oligonucleosome-sized DNA fragmentation was visualized as early as
4 h after drug treatment with intensification 8 h following drug treatment.
Kinetic of high molecular weight DNA fragments (Fig. 1, top right) showed
predominance of 45-50 kbp fragments. The higher molecular weight DNA
fragments of > 600 kbp seen in each lane are probably not involved as initial
phase of DNA fragmentation taking place in programmed cell death but result

from DNA-protein complex formation stabilized by DNA topoisomerase
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inhibitors that would ultimately signal initiation of apoptosis (42, 43). These
results confirm the CPT induction of oligonucleosome-sized DNA
fragmentation and high molecular weight DNA fragmentation in U-937 cells.
Previous reports showed that oligonucleosome-sized DNA fragmentation could
be inhibited by series of protease inhibitors (23, 28-35). To analyze the effect of
TPCK in these cells, U-937 cells were treated with CPT for 30 min (1.0 uM) in
the presence of two different concentrations of TPCK and total DNA was
extracted or agarose-embedded DNA prepared. At a concentration of 1.0 puM,
TPCK lowered slightly the intensity of oligonucleosome-sized DNA
fragmentation without delaying its occurrence (data not shown). At 10 uM,
TPCK completely abrogated the oligonucleosome-sized DNA fragmentation
(Fig. 1, bottom left). However, even at the highest concentration used (10 uM),
TPCK did not abrogate the occurrence of high molecular weight DNA
fragmentation (bottom right). Interestingly, treatment of U-937 cells with 10
uM TPCK alone can induce the occurrence of high molecular weight DNA
fragmentation (data not shown). This observation is consistent with those of
others that revealed that distinct TPCK activities may be important for cell
survival while others are involved for internucleosomal cleavage of DNA (35).
Our results support the involvement of TPCK-sensitive activities in
oligonucleosome-sized DNA fragmentation pathway induced by CPT. In
contrast, ZVAD-fmk, an inhibitor of various caspases, abrogates completely the

occurrence of high molecular weight DNA fragmentation. At 100 uM, zZVAD-
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fmk delayed the appearance of both the characteristic DNA ladder (Fig. 2, top
left) and the 45-50 kbp DNA fragments (Fig. 2, top right). However, 300 uM
ZVAD-fmk completely abrogated the oligonucleosome-sized and the high
molecular weight DNA fragmentation (Fig. 2, bottom). High concentration of
zZVAD-fmk is usually required to favor its cellular uptake and its conversion
into active free carboxyl form (zVAD-COOH) by cellular esterase activities
(44). Taken together, these data suggest that caspase activities are involved
more specifically in high molecular weight DNA fragmentation pathway.
Moreover, high molecular weight DNA fragnientation appears to be an
obligatory step to Qligonucleosomc-sized DNA fragmentation in these cells that

is dependent upon TPCK-sensitive activities.

Effect of zZVAD-fmk and TPCK on caspase activities.

Many caspases are involved in the apoptotic process and their activities are
undoubtedly associated with the process of cell death itself (45-47). Recent
studies have reported that caspase 3 is the major death associated protease
involved following DNA-damaging agents like DNA topoisomerase inhibitors
and caspase 3 activation coincides with apoptosis induction in U-937 cells (22-
26, 36). We monitored the effect of z-VAD-fmk and TPCK on caspase
activities in CPT-treated cells using the specific fluorogenic peptide substrates
DABCYL-YVADAPV-EDANS and Ac-DEVD-AMC (Fig. 3). DEVDase

activity measured by DEVD-AMC hydrolysis in CPT-treated U-937 cells,
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increased significantly after drug treatment with peak activity around 4 h after
drug treatment. We observed a slight difference in DEVD-AMC hydrolysis
activity in cytosolic extracts obtained from CPT + TPCK-treated cells showing
that 10 pM TPCK has a weak effect on DEVDase activity. However, 10 uM
TPCK does not prevent high level of DEVDase activity following CPT-
treatment. This observation is consistent with those of others who reported that
low concentration TPCK does not prevent cleavage of specific caspase
substrates (35). In contrast, in cytosolic extracts obtained from CPT + ZVAD-
fmk-treated cells, no DEVDase activity is detected (Fig 3). No increase in
caspase 1-like activity was detected also using the peptide substrate DABCYL-
YVADAPV-EDANS in all extracts, suggesting that caspase 1 and 8 are

unlikely involved in CPT-induced apoptosis (not shown).

Effect of zZVAD-fmk and TPCK on cell viability, morphology and growth.

To evaluate the effect of zZVAD-fmk and TPCK on cell survival after CPT
treatment, Kinetics of cell growth and survival were measured by trypan blue
dye exclusion and MTT-based colorometric assays. As shown in Fig. 4, control
U-937 cells grow exponentially throughout the 24 h incubation time while
CPT-treated cells die rapidly. Addition of TPCK does not prevent CPT-treated
cells from dying. Interestingly, addition of z-VAD-fmk maintains substantial
membrane permeability and MTT-based metabolic activity in CPT-treated

cells. These results suggest that z-VAD-fmk, which prevents caspase activation
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and high molecular weight DNA fragmentation, momentarily protects cells
from CPT-induced death. In contrast, TPCK that prevents the oligonucleosome-
sized DNA fragmentation without interfering with DEVDase activity and high
molecular weight DNA fragmentation does not protect cell from dying. To
investigate further the effect of z-VAD-fmk and TPCK on CPT-induced
apoptosis, electron micrographs were analyzed to evaluate their effects on
cellular morphology. Fig. 5 shows that the nuclei of healthy U-937 are
irregular in shape, with gulfs and protrusions. CPT-treated cells show
segregation of chromatin into hyper-condensed domains along the nuclear
envelope and cytoplasm blebbing. Cotreatment of the cells with TPCK failed to
prevent the morphological changes typical of apoptosis to occur. In contrast,
zVAD-fmk treatment inhibited completely the characteristic morphological
events associated with apoptosis, including chromatin condensation and cell
shrinkage in CPT-treated cells. In view of the results obtained in DNA
fragmentation analysis, these micrographs suggest that the observed
morphological changes associated with apoptosis are an event that is
independent of the oligonucleosome-sized DNA fragmentation in the apoptotic
process but coincides with the appearance of DEVDase activity and high
molecular weight DNA fragmentation.

To investigate further the effect of zZVAD-fmk on cell proliferation in CPT-
treated cells, DNA content and cell cycle distribution was measured by flow

cytometry. The CPT-treated cells show massive sub-diploid DNA content with
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an increase from 2% (at O h) to 80% (at 16 h) of apoptotic cells (Fig. 6, left).
TPCK seems to reduce substantially the level of the sub-diploid DNA peaks
(60% at 16 h) which reflects its inhibitory effect on oligonucleosome-sized
DNA fragmentation (Fig. 6, middle). The observation indicate also that cells
containing high molecular weight DNA fragmentation could be distributed in
the sub-diploid DNA population. No oligonucleosome-sized DNA fragments
are detected by agarose gel electrophoresis in cells treated with CPT and TPCK
at 16 h (data not shown). In contrast, the sub-diploid DNA peaks are fairly
similar in CPT + z-VAD-fmk treated cells ranging from 2% (at O h) to 8% (at
16 h) (Fig. 6, right). Moreover, passage of these cells through G, is slowed, an
observation that confirm the reported reversible inhibitory effects of CPT on
DNA synthesis and DNA replication (48). Moreover, these cells accumulate at
the G,/G, phase of the cell cycle. Cell cycle phase distributions shown in Fig. 6
(right) are 49% G,/Go, 29 % S and 19% G,at O h and 68% G,/G,, 20 % S and
3% G, 16 h after CPT + z-VAD-fmk treatment. These results suggest that
caspase inhibition in these cells may restore or unmask G, cell cycle

checkpoints following CPT treatment.

Effect of z-VAD-fmk and TPCK in a reconstituted cell-free system.
To further investigate the observations made in vivo, a reconstituted cell-free
system was used where isolated nuclei obtained from control cells are incubated

in the presence of control or activated cytosolic extracts obtained 4 h after CPT
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treatment. Incubation was done in the presence or absence of TPCK, Ac-
DEVD-CHO, zVAD-COOH (zVAD-fmk with carboxylesterase) and the
benzyloxycarbonyl- derivatives zVA-OH, zV-OH, z-NHNH, and esterase
alone. First, DEVDase activity in these extracts was monitored in the absence
and presence of the inhibitors at various concentrations . Fig. 7 (top) shows
that addition of zVA-OH, zV-OH, z-NHNH, and carboxylesterase alone does
not inhibit DEVDase activity while Ac-DEVD-CHO and zVAD-COOH
(zVAD-fmk + carboxylesterase) abrogate completely DEVDase activity. At 10
uM and 100 uM, TPCK has a weak inhibitory effect on DEVDase activity,
while 300 uM TPCK inhibit more then 60% of DEVDase activity (Fig. 7, top).
When added to purified nuclei, these activated cytosol extracts trigger the
oligonucleosome-sized DNA fragmentation in the reconstituted cell-free system
(Fig. 7, bottom). However, these extracts do not digest plasmid DNA
suggesting the requirement for nuclear factors to cause DNA fragmentation
(results not éhown). TPCK, at concentrations that do not interfere significantly
with DEVDase activity, abolishes the occurrence of oligonucleosome-sized
DNA fragmentation. These results suggest that TPCK-sensitive activities are
involved in oligonucleosome-sized DNA fragmentation pathway. Under the
same conditions, high concentrations of the tetrapeptide aldehyde derivative
Ac-DEVD-CHO does not affect DNA fragmentation in the reconstituted cell-
free system showing that inhibition of DEVDase activities in this cell free-

system is not sufficient to abolish DNA fragmentation. These observations
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suggest that other DNA fragmentation promoting factors are already activated
in these extracts and are not inhibited by Ac-DEVD-CHO. Surprisingly,
ZVAD-COOH abolished the oligonucleosome-sized DNA fragmentation under
the same conditions whereas Ac-DEVD-CHO had no effect. To delineate more
precisely the inhibitory effect of zZVAD-COOH upon DNA fragmentation, we
tested whether the benzyloxycarbonyl- derivatives zVA-OH, zV-OH, z-
NHNH, and esterase alone show similar effects. Interestingly, we observed that
benzyloxycarbonyl —compounds cause a marked reduction of the
oligonucleosome-sized DNA fragmentation even at the lowest concentration
tested (Fig. 7, bottom). Taken together, these observations show that the
benzyloxycarbonyl- group inhibits oligonucleosome-sized DNA fragmentation
without affecting DEVDase activity.

In summary, our results show that caspase activation initiates the apoptotic
processes including morphological changes associated with CPT-induced
apoptosis and a high molecular DNA fragmentation pathway that must involve
activation of DNA fragmentation promoting factors. Blocking DEVDase
activity in CPT-treated cells causes a transient Go/G, arrest of these cells.
Moreover, the oligonucleosome-sized DNA fragmentation during apoptosis
involved TPCK- and benzyloxycarbonyl- sensitive activities that act

downstream of DEVDase activity.
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DISCUSSION

Antitumour agents including the DNA topoisomerase I inhibitor CPT can
- trigger cell growth arrest or rapidly activate apoptosis and DNA degradation in
various cell lines (48, 49). The HL-60 and U-937 cell lines are commonly used
cell systems to understand the molecular events that trigger p53-independent
apoptosis following DNA damage. These cell lines are highly sensitive to DNA
topoisomerase inhibitors and undergo rapidly apoptosis after short drug
treatment (9,11,36). Although apoptotic cells undergo similar cellular and
nuclear changes following physiological and non-physiological induction, it is
clear now that the mechanisms by which these changes occurred, may vary
depending on the stimuli that trigger apoptosis but also on the intrinsic cellular
context to which those stimuli are applied. Previous studies by others have
shown that DNA fragmentation in thymocytes and rat liver nuclei involves a
cleavage into high molecular weight DNA fragments of approximately 200-300
and 30-50 kbp, followed by subsequent cleavage into internucleosomal DNA
fragments (29, 50, 51). According to the cell line used, apoptosis takes place
with cleavage of DNA into high molecular weight fragments prior to or without
oligonucleosome-sized DNA fragmentation (52). Thus, internucleosomal DNA
fragmentation represents a form of DNA cleavage that is dispensable, though

prevalent in many cell types undergoing apoptosis. This suggests that the
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morphological changes associated with apoptosis, characterized by cell
shrinkage, cytoplasm blebbing and chromatin condensation are not necessarily
followed by internucleosomal DNA fragmentation and would instead imply
higher order of DNA cleavage into 45-50 kbp fragments (42, 43). Our results
with CPT-induced apoptosis in the presence or absence of inhibitors are
consistent with those observations and show that blocking the internucleosomal
DNA fragmentation does not affect morphological changes associated with
apoptosis while blocking caspase activity and higher order of DNA
fragmentation abrogates completely those morphological changes typical of
apoptosis.

Apoptotic cell death induction by various stimuli involves cytosolic proteolytic
cascade that is associated with pathway of endonuclease activation that is
responsible for DNA cleavage. Ced3/Ice-like cysteine proteases or caspases
have been identified and proposed to play a pivotal role in executing cell death
(18, 45, 47), and more recently caspase 3 was reported to activate DFF, a
protein associated with DNA fragmentation pathway in human cells (27). In
murine, caspase 3 cleaved and inactivated ICAD, the murine counterpart of
DFF45, a protein that binds and inhibits CAD, a protein with DNAse activity
(53-54). The human CAD-like homologue is not identified yet and whether
TPCK and benzyloxycarbonyl interfere with these activities is unknown. Active
serine-like proteases have also been proposed to play an essential role in

apoptosis induced by DNA topoisomerase inhibitors (23, 28-35). TNF and UV
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light also induce expression of a 24-kD serine protease that activates DNA
fragmentation (30) and more recently others have reported partial purification
of cytoplasmic serine proteinase potently involved in apoptosis (55). In the
present study, we showed that the two stages of DNA fragmentation can be
separated experimentally by using specific inhibitors. Our results in cultured
cells and cell-free system show that downstream of DEVDase activity and high
molecular weight DNA fragmentation, TPCK- and benzyloxycarbonyl-
sensitive activities are involved in oligonucleosome-sized DNA fragmentation
pathway. In treated cells, inhibition of caspase activity by zVAD-fmk
prevents the morphological changes and DNA fragmentation typical of
apoptosis. However, in cell-free system using activated cytosolic extracts, we
observed that although Ac-DEVD-CHO and zVAD-COOH inhibit caspase
activity, their effects upon DNA fragmentation were strikingly different. Ac-
DEVD-CHO was unable to prevent DNA fragmentation while zVAD-COOH
and other benzyloxycarbonyl- derivatives abrogate markely the
oligonucleosome-sized DNA fragmentation. These observations suggest that
besides its effect on caspase activity, zVAD-fmk must inhibit other
benzyloxycarbonyl-sensitive activities involved with DNA fragmentation in
vivo.  Interestingly, benzyloxycarbonyl-protected peptide derivatives are
routinely synthesized because of the protective effect confered by
benzyloxycarbonyl upon endopeptidase degradation (56). The cellular targets

of TPCK and benzyloxycarbonyl in these extracts are not identified yet but may
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be part of the DFF/CAD-like system. Further studies to purify and characterize
these activities are under way.

Blocking caspase activities and therefore other benzyloxycarbonyl-sensitive
activities by zVAD-fmk in CPT-treated U-937 cells prevents apoptosis and
causes an accumulation of these cells at the Gy/G, phase of the cell cycle.
Current anticancer drugs includin<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>