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RÉSUME

La protéine supresseur de tumeurs p53 est impliquée dans le maintien de l’intégrité

génomique et dans l’activation de l’apoptose. En réponse à divers traitements anti

cancéreux, la protéine p53 est activée et induit l’apoptose des cellules tumorales. La perte

de fonction de p53 est associée à la turnorigenèse et la protéine p53 est effectivement

mutée dans plus de la moitié des néoplasies humaines. Ces tumeurs p53-déficientes

démontrent souvent une résistance envers les traitements anti-cancéreux et représentent des

cibles difficiles pour les thérapies actuelles. Alors que l’apoptose médiée par p53 a fait

l’objet de nombreuses études et est relativement bien caractérisée, les voies apoptotiques

activées en l’absence de p53 sont actuellement peu connues. Mon projet de doctorat vise à

mieux définir les voies apoptotiques p53-indépendantes, plus particulièrement à

caractériser les voies lysosomiale et mitochondriale, des voies impliquées dans l’apoptose

induite par un dommage génotoxique.

La méthodologie expérimentale consiste à induire l’apoptose dans des lignées

cellulaire tumorales humaines p53-déficientcs par un traitement avec l’agent anti

cancéreux inducteur de dommage génotoxique camptothecine (CPT), puis à étudier et à

caractériser les mécanismes moléculaires de la mort apoptotique p53-indépendante. Nos

travaux ont mis en évidence l’activation d’une nouvelle voie apoptotique impliquant les

lysosomes, caractérisée par une perméabilisation de la membrane lysosomiale et par

l’activation de la protéase lysosomiale cathepsine-B qui contribue à la propagation de

l’apoptose. L’activation de la voie lysosomiale semble nécessiter au préalable la

dysfonction mitochondriale. L’activation des caspases est essentielle pour que la CPT

provoque la perméabïlisation des mitochondries et des lysosomes et la caspase-2 semble

jouer un rôle initiateur important dans l’activation de l’apoptose. L’accumulation intra

cellulaire dc sphingosine suite au traitement de CPT pourrait être impliquée dans le

mécanisme de rupture de la membrane lysosomiale.

La voie initochondriale joue un rôle central dans l’apoptose induite par un

dommage génotoxique et cette voie est modulée principalement par les protéines de la

famille Bd-2. Nos travaux démontrent que plusieurs protéines pro-apoptotiques Bcl-2-like

se déplacent vers la mitochondrie après le traitement de CPT, où ces protéines

s’oligomérisent pour former les complexes protéiques endogènes suivants: BaxlBak,

Bax!VDACI, BakJVDAC1, Bim/VDACI et Bim/Bcl-2. Toutefois, ces protéines semblent
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demeurer absentes du compartiment lysosomial pendant l’apoptose médiée par la CPI.

Nous avons également recherché des facteurs de transcription impliqués dans l’apoptose

p53-indépendante. Nos travaux suggèrent que p73 et p63, les deux autres membres de la

famille p53, ont une fonction pro-apoptotique après l’induction du dommage à l’ADN.

Globalement, nos travaux démontrent l’activation d’une voie lysosomiale qui

semble contribuer à la voie mitochondriale et à l’apoptose p53-indépendante. La

relocalisation mitochondriale et l’oligomérisation des protéines Bcl-2-like contribuent de

manière plausible à la dysfonction mitochondriale qui mène à l’apoptose p53-

indépendante. Les facteurs p73 et p63 pourraient médier l’apoptose en l’absence de p53.

L’ensemble de cette étude a donc permis de mieux caractériser les voies mitochondriale et

lysosomiale de l’apoptose p53-indépendante induites par une lésion génotoxique. Une

meilleure compréhension des voies apoptotiques en l’absence de p53 pourra permettre de

développer de nouvelles thérapies ou d’améliorer les traitements existants pour cibler plus

efficacement les tumeurs p53-déficientes.
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SUMMARY

The p53 tumor supressor protein regulates diverse ceÏlular processes to prevent the

accumulation of genetic alterations and is involved in the activation of apoptosis. In

response to cancer chemotherapy and radiotherapy, p53 is normally activated and induces

apoptosis in tumor celis. The loss of p53 function is associated with tumorigenesis and

more than haif of human tumors have mutations within the p53 gene or defects in their

capacity to induce a fiinctional p53 factor. These p53-deflcient tumors ofien disp]ay drug

resistance and represent difficuit targets for current cancer therapies. While p53-mediated

apoptosis has been the subjet of extensive research and begins to be well elucidated, the

p53-independent apoptotic pathways induced by genotoxic stress are rather poorly

understood. My research project was undertaken to investigate and to befter characterize

p53-independent apoptosis, particularly the mitochondrial and lysosomal apoptotic

pathways, which are involved in DNA damage-induced apoptosis.

The experimental method consists of inducing apoptosis in p53-deficient human

tumor celi unes with the DNA damage-inducing anticancer drug camptothecin (CPT) and

to study the molecular mechanisms of p53-independent apoptotic death. Here we

demonstrate the rapid activation of a new apoptotic pathway involving lysosomes,

characterized by lysosomal membrane permeabilization and activation of the lysosomal

protease cathepsin B, which actively contributes to apoptosis propagation afier CPT

treatment. Activation of this lysosomal pathway first necessitates mitochondrial

dysfiinction and caspase activites are required for both mitochondrial and lysosomal CPT

induced permeabilization. Moreover, our resuits suggest a crucial initiator role for caspase

2 in CPT-mediated death. The accumulation of intracellular sphingosine afier CPT

treatment could be involved in the mechanism of lysosomal membrane rupture induced by

DNA damage.

The mitochondrial pathway is central in genotoxic stress-induced apoptosis and

specially regulated by proteins of the Bd-2 family. Our work shows that several pro

apoptotic members of the Bel-2 family transiocate to mitochondria shortly afler CPT

treatment, where they oligomerize to form the following endogenous protein complexes:

Bax/Bak, BaxIVDACI, Bak/VDACI, Birnf\’DACl and Bim/Bct-2. However, our resuits

suggest that Bcl-2-like proteins do flot target the lysosomal compartment during CPT

induced apoptosis. In parallel, we have initiated studies to identify transcription factors
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involved in p53-independent ccli death and preliminary work suggests a proapoptotic

function for the p53 homologs p73 and p63 afier DNA damage induction.

Overali, our study reports the activation of a new lysosomal pathway which likely

contributes to the mitochondrial pathway and p53-independent apoptosis afier DNA

damage. The mitochondrial transiocation and/or oligomerization of multiple Bcl-2-Iilce

proteins may contribute to mitochondrial dysfunction leading to p53-independent

apoptosis. Finally, p73 and p63 factors are likely candidates to mediate apoptosis in the

absence of p53. Therefore, this work allows a better characterization of the mo lecu lar

mechanisms underlying the mitochondrial and lysosomal pathways of p53-independent

apoptosis after genotoxic stress. A better understanding of the p53 -independent apoptotic

pathways activated by chemotherapeutic drugs will certainly help to design new

therapeutic strategies or to improve existing therapies to target most efficiently p53-

deficient human tumors.
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CHAPITRE 1. iNTRODUCTION

1.1 L’apoptose

1.1.1 L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée essentiel

L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée via lequel les cellules

agées, endommagées, mutées ou anormales sont éliminées sans endommager les cellules

avoisinantes et sans éliciter de réponse inflammatoire [I]. En plus d’être impliquée dans de

nombreux processus tels que le développement, la différenciation cellulaire et le

vieillissement, l’apoptose joue un rôle crucial dans le maintien de l’homéostasie tissulaire,

ce qui nécessite un équilibre précis entre les taux de prolifération et de mort cellulaire. En

effet, dans le corps humain, trois millions de leucocytes meurent par apoptose et sont

remplacés par de nouvelles cellules à chaque minute [2J. Lors du développement du

cerveau, la moitié des neurones sont éliminés par apoptose [3] et jusqu’à 95 % des

lymphocytes T meurent par le même processus pendant leur maturation dans le thymus [4].

La mort cellulaire par apoptose est donc un processus primordial qui intervient chaque jour

tout au long de la vie d’un organisme multicellulaire.

1.1.2 Les caractéristiques de l’apoptose

L’apoptose est défmie par un ensemb]e de caractéristiques morphologiques et

biochimiques particulières telles que la diminution du volume cellulaire, le rétrécissement

de la cellule, l’apparition de circonvolutions de la membrane pÏasmique, la condensation de

la chromatine en périphérie du noyau, la fragmentation de l’ADN de façon

internucléosomique et le démantelement ultime de la cellule en une multitude de corps

apoptotiques qui sont immédiatement phagocytés par les macrophages et les cellules

avoisinantes [5, 61. Parmi ls altérations biochimiques, on observe certaines modifications

dans la fonction mitochondriale comme la chute du APm (potentiel transmembranaire

mitochondria!) alors que la production d ‘ATP (adénosine trihosphate) demeure intacte, le

relargage dans le cytosol de facteurs pro-apoptotiques mitochondriaux tels que le

cytochrome c et AW (apoptosis-inducingfactor), et fmalement l’activation des caspases

qui sont responsables du clivage protéolytique d’une multitude de substrats cellulaires
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spécifiques [7-1 1]. Ce mode de mort cellulaire permet donc d’éliminer les cellules de façon

naturelle, sans éliciter de réponse inflammatoire et sans endommager les tissus

environnants. Au contraire, la mort cellulaire par nécrose survient surtout après un

traumatisme cellulaire d’ordre pathologique et est caractérisée par un gonflement de la

cellule, une perte de fonction des organites, une rupture de la membrane plasmique et le

déversement dans l’espace extracellulaire des constituants de la cellule qui agissent comme

médiateurs pro-inflammatoires [I]. L’apoptose et la nécrose sont donc deux processus

distincts, le premier étant généralement considéré comme une mort cellulaire naturelle et

discrète, alors que le second est plutôt associé à une mort cellulaire accidentelle ou

pathologique. Toutefois, plusieurs stimuli de mort cellulaire peuvent induire soit l’apotose

ou la nécrose, dépendamment du type cellulaire et de l’intensité et de la gravité de

l’insulte. Un dommage cellulaire sévère poussera plutôt la cellule vers une mort nécrotique

[12-14]. La nécrose peut également survenir dans certaines conditions où l’apoptose est

bloquée [15]. 11 semble que la disponibilité en énergie cellulaire soit également un facteur

déterminant dans le choix d’une cellule de mourir par apoptose ou par nécrose. En effet.

une cellule commise à l’apoptose pourra être forcée de mourir par nécrose si les niveacix

d’énergie cellulaire sont rapidement épuisés [15, 16].

1.1.3 L’apoptose et le cancer

L’apoptose est donc un processus de mort cellulaire essentiel qui est contrôlée de

façon très précise. Des anomalies ou défectuosités de l’apoptose ou de ses mécanismes de

régulation peuvent conduire à de nombreux désordres pathologiques. C’est le cas

notamment de certaines maladies auto-immunes et neurodégénératives dans lesquelles une

stimulation anormale de l’apoptose cause un taux de mort cellulaire excessif et la perte

non-désirée de nombreuses cellules [31. D’autre part, un taux de mort celltilaire insuffisant

dû à des défaillances dans le processus apoptotique joue un rôle central dans le

développement de nombreuses néoplasies [3]. En effet, la tumorigenèse semble être

associée à la perte de la capacité des cellules à contrôler leur prolifération et à mourir par

apoptose [17-19]. Les cellules mutées ou anormales continuent donc de proliférer au lieu

de mourir par apoptose, ce qui favorise le développement de tumeurs. En oncologie,

l’intérêt porté à l’apoptose provient d’observations démontrant que les thérapies anti

cancéreuses comme les radiations ionisantes et les agents chimiothérapeutiques
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déclenchent souvent le processus de mort apoptotique dans les cellules tumorales.

L’efficacité de plusieurs agents anti-tumoraux dépend donc de leur habileté à induire

l’apoptose dans les cellules cancéreuses humaines. Des anomalies dans le processus

apoptotique ou des défaillances de ses mécanismes de contrôle peuvent donc être

responsables de la résistance des tumeurs envers les traitements anti-cancéreux. [2, 20-29].

1.2 Les bases moléculaires de l’apoptose

1.2.1 Les études génétiques chez Caenorhabditis elegans

Les principes moléculaires de base de l’apoptose ont surtout été établis grâce aux

études génétiques effectuées chez le nématode C. elegans, qui ont fourni les premières

évidences que des gènes spécifiques codent pour des protéines activatrices, inhibitrices ou

effectrices du processus apoptotique (voir fig. 1 - Les homologies entre la machinerie

moléculaire de Ï ‘apoptose chez C. etegans et chez les inammfères) [30, 31 J. La machinerie

de mort cellulaire programmée décrite chez C.eÏegans implique 4 gènes centraux, ceci-9

(ceit death abnormal-9), ceci-4, ced-3 et egl-1 (egg laying defective-1) [32-3 5]. Les gènes

ced-4 et ced-3 sont requis pour l’initiation et l’exécution de l’apoptose, alors que ced-9 agit

en amont pour antagoniser les fonctions de ced-4 et ceci-3 et protéger la cellule de la mort.

Le gène egt-1 code pour un régulateur négatif de l’activité de ced-9, favorisant ainsi la

mort apoptotique. La découverte d’homologues de ces gènes chez les mammiferes suivie

par des analyses fonctionnelles qui ont révélé des similitudes dans leurs mécanismes

d’action suggèrent fortement que l’apoptose est un processus spécifique et conservé au

cours de l’évolution (voir Fig. 1 - Les homologies entre ta machinerie moléculaire de

1 ‘apoptose chez C. elegans et chez les mammjJères). La protéine Ced-9 présente plusieurs

similarités de séquence avec les membres de la famille Bd-2 chez les mammiferes qui sont

des protéines régulatrices du processus apoptotique [36]. La protéine Egl-1 est

l’homologue d’une sous-catégorie de la famille Bd-2 appelée les BH3-unique qui sont des

régulateurs positifs de l’apoptose [37, 38]. La protéine Ced-3 est apparentée à l’enzyme

ICE (interleukine-ifi converting enzyme), membre de la famille des caspases, les protéases

à cystéine qui sont les effecteurs de l’apoptose [34, 39-41). Finalement, la protéine Apaf-1

(apoptosis-activatingfactor-1) est le premier homologue humain identifié de Ced-4 et fait
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C. elegans Mammifères

I BH3-u nique
Ced-9 H- Egl-1 Bcl-2/Bcl-xLI 1— «sens bi[lsateur»

I II

__

BH3-u nique
Ced4 paf-1 Bax / Bak 1— <act valeur»

Ced-3 Caspases

APOPTOSE APOPTOSE

Fig.1 Les homologies entre la machinerie moléculaire de l’apoptose chez C.
etegans et chez les mammifères.

Chez le nématode C. etegans, les protéines Ced-4 et Ced-3 sont requises pour
l’initiation et l’exécution du programme apoptotique. Ced-9 agit en amont pour
antagoniser les fonctions de Ced-4 et Ced-3, alors que Egi- 1 est un régulateur négatif
de l’activité de Ced-9.

Chez les mammifères, les protéines de la famille Bd-2 sont homologues à Ced-9 et
sont des régulateurs du processus apoptotique. Les protéines pro-apoptotiques BH3-
unique, une sous-catégorie de la famille Bd-2, sont homologues à Egi- 1 et modulent
positivement l’apoptose. Apaf-1 est une molécule adaptatrice homologue à Ced4 et
les caspases sont apparentées à Ced-3 et constituent les effecteurs de l’apoptose.
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partie d’une famille de protéines adaptatrices en expansion qui promouvoit l’activation des

caspases [42-46].

1.2.2 Les trois phases du processus apoptotique

La mort cellulaire par apoptose peut se diviser en trois phases distinctes:

l’initiation, l’exécution et la dégradation. Au cours de la phase d’initiation, les cellules

reçoivent des signaux de mort cellulaire qui vont enclencher le programme d’apoptose [3,

47, 48]. Parmi les principaux stimuli apoptotiques on retrouve le dommage à l’ADN,

généré entre autres par les thérapies anti-cancéreuses, la ligation de certains récepteurs à la

surface de la cellule tels que les récepteurs de mort cellulaire Fas et TNF-R1 (tumor

necrosis factor-receptor J), des conditions sous-optimales de croissance dues à une

carence en facteurs nutritifs ou à l’hypoxie, l’action d’une panoplie de toxines

intracellulaires comme les radicaux libres de l’oxygène (RLO) et l’oxyde nitrique, la

surabondance de seconds messagers cellulaires tels que le calcium et les céramides,

l’activation de certaines kinases et l’action d’une multitude d’agents cytotoxiques exogènes

[49-51]. La phase d’initation est donc très hétérogène de par sa nature et elle est succédée

par la phase effectrice ou d’exécution au cours de laquelle des voies communes d’apoptose

sont activées, particulièrement la voie mitochondriale. En effet, la majorité des signaux

apoptotiques convergent vers la mitochondrie qui joue un rôle central dans la décision

d’une cellule de survivre ou de mourir par apoptose. Plusieurs facteurs apoptogéniques

dont le cytochrome e, une molécule cruciale pour l’activation des caspases [8, 9], Aif, un

activateur de nucléases [52], Diablo/Smac, un facteur qui promouvoit l’activation des

caspases via son effet inhibiteur sur les lAPs (inhibitor of apoptosis proteins) [53, 54],

Endo G, une DNase apoptotique [55, 56], OmifHtrA2, un inhibiteur des lAPs possédant

une activité sérine protéase pro-apoptotÏque [57J et certaines pro-caspases [5$-611 sont

localisés dans l’espace intermembranaire de la mitochondrie et sont relargués dans le

cytosol en cours d’apoptose suite à la perméabilisation de la membrane mitochondriale

externe. La perméabilisation des mitochondries est généralement suivie par l’activation des

caspases et l’engagement irréversible vers une mort apoptotique. Cette phase cruciale de

dysfonction mitochondriale est contrôlée de façon extrêmement précise principalement par

les protéines de la famille Bd-2 [62-65]. Une fois que la cellule est commise à l’apoptose,

la phase ultime de dégradation s’enclenche au cours de laquelle surviennent des
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manifestations classiques de l’apoptose telles que la fragmentation de l’ADN, l’apparition

de boursouflures au niveau de la membrane cellulaire appelée « blebbing > et le

démantèlement de la cellule sous forme de corps apoptotiques. Cette phase de dégradation

est gouvernée principalement par l’activité protéolytique des caspases envers une pléiade

de substrats cellulaires ainsi que par l’action de DNases spécifiques, et culmine avec la

phagocytose et la dégradation complète des corps apoptotiques à l’intérieur de la cellule

phagocyte [66]. Le rôle crucial joué par les protéines de la famille Bd-2 et les caspases est

abordé de manière plus détaillée dans les sections suivantes.

1.2.3 La famille Bd-2

1.2.3.1 Structure et classification

Le gène bel-2 (B cet! lyrnphorna/leukemia-2) a été localisé pour la première fois au

point de cassure chromosomique d’une translocation t(14;18) retrouvée dans les

lymphomes à cellules B, provoquant une expression dérégulée de bel-2 [67, 68]. Des

transiocations chromosomiques activent bel-2 dans environ 85% des lymphomes

folliculaires à cellules B non-Hodgkiniens [69]. Suite à ces observations, bel-2 fut

considéré comme le fondateur d’une nouvelle classe d’oncogènes qui agissent en

empêchant la mort des cellules tumorales par apoptose au lieu de promouvoir la

prolifération cellulaire comme un oncogène classique [70-72]. L’inhibition de l’apoptose

comme étape cruciale de la tumorigenèse est aujourd’hui un concept bien établi. Chez les

mammifères, la grande famille des protéines Bel-2, aussi appelée les « Bcl-2-tike »,

comporte actuellement une trentaine de membres qui sont répartis en deux catégories

principales: les anti-apoptotiques qui favorisent la survie cellulaire et les pro-apoptotiques

qui promouvoient l’apoptose. Ces protéines sont considérées comme des régulateurs

cruciaux du processus de mort cellulaire programmée. Le niveau d’expression d’une

faction versus l’autre influençe grandement la sensibilité des cellules envers un signal

apoptotique [73, 74]. Les protéines de la famille Bel-2 sont caractérisées par la présence de

domaines d’homologie de séquence appelés les domaines BH (Bel-2 homo!ogy). Quatre de

ces domaines ont été décrits jusqu’à maintenant, BHI, BH2, BH3 et BH4, et chaque

membre de la famille Bel-2 est constitué d’une combinaison variable de ces 4 domaines

d’homologie (voir Fig.2 - Les protéines de ta famille Bel-2) [65]. Les protéines anti-
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apoptotiques protègent les cellules de la mort cellulaire après une variété d’insultes et la

surexpression de certaines de ces protéines a été observée dans de nombreuses néoplasies

[17, 75, 76]. Dans la catégorie des anti-apoptotiques, on retrouve principalement les

protéines suivantes: Bd-2 [67, 6$], Bcl-xL [77], Bcl-xES [78], Bd-w [79J, Mci-l [80J,

Al/Bfl-1 [81, 82], Brag-1 [83], Boo/Diva [84, $5], Bd-B [86] et Bcl-2L-10 [$7]. Ces

protéines de survie sont des protéines multï-domaines qui contiennent au moins les

domaines BHI et BH2; celles qui s’apparentent le plus à Bd-2 possèdent les 4 domaines

BH. Des niveaux anormalement élevés de Bd-2, Bcl-xL, Bd-W, McI-1 et Al ont été

reportés dans plusieurs néoplasmes [$8]. À l’opposé, les protéines pro-apoptotiques de la

famille Bd-2 peuvent se retrouver mutées ou sous-exprimées dans certaines tumeurs [76].

Selon leur structure et leur fonction biochimique, les protéines pro-apoptotiques se sous-

divisent en deux catégories: les protéines multi-domaines constituées des domaines BHI,

BH2 et BH3 telles que Bax [73] et ses nombreux isoformes [89-94], Bak [95-97], Bcl-xS

[77], Bokftvltd [98, 99], Bcl-rambo [100] et Bcl-gL [101], et les protéines de type BH3-

unique qui sont construites d’un seul, ou parfois de deux domaines BH3. Parmi les BH3-

unique on retrouve les protéines stiivantes: Bad [102], Bid [103], BikINbkJmBlk [104-

106], BimlBod et ses isoformes [107-1111, HarakirifDp5 [112, 113], BNipl, BNïp3 [114]

et leurs variants BNiplb [115], BNip3L/Nix/BNip3a [116-1 18], Puma/Bcb3 [119, 120],

Noxa [121], Bcl-gS [101], Mcl-1S [122, 123], Bmf [1241, Map-1 [125], Itm2Bs [126] et

Spike [1271. Une perte de fonction de certaines protéines pro-apoptotiques comme Bax,

Bak et Bim semble accélérer le processus de tumorigenèse [$8]. Outre les domaines BH,

certaines protéines des Bel-2 contiennent un domaine PFD (pore-fonning dornain) qui

semble procurer aux protéines la capacité de former des canaux ioniques dans les

membranes, ainsi qu’une extrémité hydrophobique en position C-terminale qui serait

impliquée dans l’ancrage des protéines dans la membrane de certains organites

cytoplasmiques. La structure de certains anti-apoptotiques comme Bd-2 et Bcl-xL contient

également une longue boucle flexible riche en proline qui pourrait servir de domaine de

modulation de l’activité anti-apoptotique, tout en conférant une meilleure stabilité à la

protéine [128-132].
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Fig.2 Les protéines de ia famille Bci-2.

Chez les manmiifères, la grande famille des protéines Bd-2 est répartie en deux
catégories principales: les anti-apoptotiques qui favorisent la survie cellulaire et les
pro-apoptotiques qui promouvoient l’apoptose. Ces protéines sont constituées de
combinaisons variables des 4 domaines d’homologie de séquence BH1, BH2, BH3 et
BH4. Les protéines de type BH3-unique sont une sous-catégorie des pro-apoptotiques
et sont généralement constituées d’un seul, ou parfois de deux domaines BH3.

BH1 L_J BH2
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1.2.3.2 Oligomérisation

L’oligomérisation entre les différents membres des Bd-2 est le mode d’action

principal de cette famille de protéines. C’est la combinaison particulière de domaines BH

qui détermine le potentiel de dimérisation d’une protéine Bcl-2-lilce [133-135].

L’hétérodimérisation entre un membre pro-apoptotique et un membre anti-apoptotique

peut neutraliser leur fonction respective, suggérant que l’abondance relative d’un clan par

rapport à l’autre joue un rôle important dans l’habileté d’une cellule à mourir par apoptose

[73, 74]. Ce sont les domaines structuraux Bil qui permettent de telles interactions

protéiques via le modèle suivant: les domaines BHI, BH2 et BH3 d’une première protéine

se replient pour créer une pochette hydrophobe dans laquelle l’hélice-cc du domaine BH3

d’une seconde protéine peut se nicher, formant ainsi un dimère gouverné par des forces

hydrophobes et électrostatiques [136-13$]. Le domaine BH3, qui permet la dimérisation

des protéines Bcl-2-like, est souvent uniquement nécessaire pour qu’une cellule meure par

apoptose et des peptides composés uniquement du domaine BH3 sont suffisants pour tuer

une cellule [133, 139, 140]. Par conséquent, les protéines BH3-unique sont des médiateurs

efficaces de ]‘apoptose. Selon les modèles actuels, les BH3-unique promouvoient

l’apoptose de deux façons. Certains BH3-unique peuvent se lier aux anti-apoptotiques

comme Bel-2 et Bcl-xL, ce qui inhibe leur fonction pro-survie, possiblement via la

libération d’une protéine pro-apoptotique multi-domaines (ex: Bax, Bak) qui était

séquestrée par l’anti-apoptotique. Les BH3-unique qui neutralisent ainsi leurs homologues

anti-apoptotiques sont de type « sensibilisateur ». Bik, Bad et Noxa font apparemment

partie de cette catégorie. Le second mode d’action des BH3-unique est de dimériser avec

les protéines pro-apoptotiques multi-domaines telles que Bax et Bak, ce qui stimule le

changement de conformation nécessaire pour que Bax et Bak s’insèrent et s’ activent au

niveau de la membrane mitochondriale. Ces BH3-unique sont de type « activateur» et Bid,

plus précisément un fragment tronqué de Bid, nommé tBid (truncated Bid) est le seul

membre officiel de cette catégorie pour l’instant [134, 139, 141-145]. Les protéines de la

famille Bel-2 forment donc un réseau dynamique complexe d’homo- et d’hétéro

oligomères qui module la réponse apoptotique après un signal de mort cellulaire.
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1 .2.3.3 Localisation sous-cellulaire

Les protéines de la famille Bd-2 résident à des endroits particuliers dans la cellule.

La localisation sous-cellulaire de ces protéines serait étroitement reliée à leur fonction. Les

anti-apoptotiques comme Bel-2 et Bcl-xL sont généralement ancrés dans ou attachés

faiblement à la membrane mitochondriale externe, la triembrane du réticulum

endoplasmique (RE) et celle du noyau, où ils semblent exercer diverses fonctions pour

promouvoir la survie de la cellule [70, 146-1491, alors que la localisation des pro

apoptotiques semble varier en fonction de l’état de la cellule. Par exemple, la majorité

(environ 60 %) de la protéine pro-apoptotique Bax se retrouve sous forme soluble dans le

cytosol en l’absence de stimtilus de mort cellulaire. Suite à un signal apoptotique, Bax

change de conformation ce qui stimule son déplacement vers la mitochondrie et son

insertion dans la membrane mitochondriale externe [150-152]. Bax a également été

localisé au niveau du RE où il pourrait exercer certaines fonctions pro-apoptotiques [153-

I 55]. La protéine Bak semble résider de façon constitutive au niveau de la membrane

mitochondriate externe, sous une forme inactive dans une cellule saine. Bak changerait de

conformation et deviendrait actif après un signal apoptotique [156]. De petites quantités de

Bak ont également été détectées au RE [153-155]. Des études ont démontré que les

protéines Bax et Bak agissent de façon redondante dans plusietirs modèles d’apoptose. La

présence d’une protéine semble pouvoir compenser pour l’absence de l’autre, et la perte de

fonction des decix protéines est souvent nécessaire pour préserver l’intégrité

mitochondriale et empêcher la mort cellulaire après une multitude de signaux apoptotiques

[142, 157, 158]. Les protéines de type BH3-unique sont retrouvées soit au niveau

cytosotique comme Bid [103] et Bad [159], où elles peuvent être libres ou liées à d’autres

protéines, soit elles sont reliées à des éléments du cytosquelette comme Bim et Bmf, qui

sont attachés au gros complexe microtubulaire de dynéine [160] et à la myosine V dti

complexe d’actine [124], respectivement. En réponse à un signal apoptotique, les gènes

codant pour les protéines BH3-unique peuvent être activés transcriptionnellement et les

protéines peuvent subir divers changements et modifications post-traductionnelles qui

stimulent leur translocation vers les organites de la cellule où elles interagissent avec les

différents membres des Bd-2 pour moduler leur fonction [37, 124, 144, 159-164].
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1.2.3.4 Régulation

L’activité des protéines de la famille Bel-2 est régulée via les deux processus

biologiques suivants: la régulation transcriptionnelle, qui affecte leur niveau d’expression,

et les modifications post-traductionnelles qui modulent leur comportement et leur fonction.

Des signaux cellulaires de survie, de différenciation et de mort gouvernent ces mécanismes

de régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle, contrôlant ainsi l’activité des

protéines Bcl-2-like.

Parmi les signaux qui affectent la transcription des gènes de la famille bel-2, on

retrouve l’action de cytokines et facteurs de croissance qui favorisent généralement la

survie cellulaire. Par exemple, l’IL-3 (interleukine-3) peut stimuler la transcription du gène

bd-2 [165] et le VEGF (vascular endothelial growth factor) peut induire l’expression de

mcl-] [166]. Certaines cytokines comme le G-CSf (granulocyte coÏony-stimulatmgfactor)

et le GM-CSf (granulocyte macrophage coÏony-stimulating factor) peuvent également

réguler de façon négative le gène bax, favorisant ainsi la survie cellulaire [167].

L’hormone estrogène semble être responsable de l’induction de bd-2 dans les cellules de

cancer du sein estrogène-dépendantes, favorisant leur survie [16$]. La dérégulation de

l’expression de certains gènes peut également résulter de translocations chromosomiques.

Par exemple, dans $5 % des cas de Iymphomes folliculaires humains, une translocation

dans les lymphocytes B cause la juxtaposition du gène bel-2 et des éléments «enhancer»

Eji dans le locus de l’IgH (immunoglobuline R), ce qui résulte en une surexpression de bel-

2 [67]. Le niveau d’expression des protéines Bcl-2-like peut également être modulé

directement par des facteurs de transcription. Dans un contexte de cellules tumorales

soumises à un traitement anti-cancéreux, plusieurs facteurs de transcription sont activés et

vont induire l’expression de gènes pro-apoptotiques, mais aussi de gènes anti-apoptotiques,

la cellule tentant de survivre malgré le stimulus de mort cellulaire [26]. Les principaux

facteurs de transcription activés après le dommage à l’ADN et leurs rôles dans l’induction

des gènes impliqués dans le processus apoptotique, incluant la famille Bel-2, seront

abordés dans une section ultérieure (voir section: 1.4.2 - Les facteurs de transcription

activéspar te dommage à t ‘ADN).

Outre la régulation au niveau transcriptiormel, les protéines de la famille Bel-2

subissent une panoplie de modifications post-traductionnelles qui modulent leur action. La

régulation post-traductionnelle des protéines Bcl-2-like et les impacts de ces modifications
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sur leurs fonctions dans l’apoptose sont abordés et décrits dans un chapitre de livre rédigé

au cours de mon doctorat et mis en annexe de cette présente thèse (voir section: 7.1 -

Annexe I) [169]. Parmi les évènements post-traductionnels que subissent les protéines de la

famille Bd-2, on retrouve principalement la phosphorylation, le clivage protéolytique, la

myrïstoylation, les changements de conformation et l’ubiquitination. La séquestration dans

des compartiments sous-cellulaire particuliers peut également être considérée comme un

évènement post-traductionnel qui affecte l’activité des Bcl-2-lilce. De façon générale, la

phosphorylation des molécules Bad [159, 170, 171] et Bid [163] réprime leur fonction pro

apoptotique, alors que la phosphorylation de Bik [164] stimule son potentiel pro

apoptotique. La phosphorylation de l’anti-apoptotique Bd-2 peut engendrer une

stimulation ou une répression de son activité, dépendamment du stimulus initiateur et du

nombre de sites phosphorylés [172, 173]. En effet, dans la voie signalétique des cytokines

et des facteurs de croissance, la phosphorylation de Bd-2 sur l’unique site de la sérine-170,

situé dans la région structurale en forme de boucle, stimule son activité pro-survie [174,

175]. À l’opposé, Bel-2 est inhibé lorsqu’il est hyper-phosphorylé à de multiples résidus

localisés dans le domaine en forme de boucle, pendant le processus mitotique [132, 176-

1801. De façon similaire, la phosphorylation de Bcl-xL inhibe aussi son activité anti

apoptotique [181]. Le clivage protéolytique que subissent certaines protéines Bcl-2-like est

également un évènement crucial dans plusieurs voies apoptotiques, surtout en ce qui

concerne le BH3-unique Bid. Le clivage de Bid par des enzymes protéolytiques comme la

caspase 8 génère tBid, un fragment tronqué en position N-terminale qui possède un fort

potentiel pro-apoptotique [1 82-184]. De plus, la myristoylation subséquente de la molécule

tBid sur un résidu glycine semble accroître davantage sa fonction pro-apoptotique [162].

La protéine Bax semble être elle aussi une cible de la protéolyse et le fragment clivé de

Bax possède apparemment une plus grande activité pro-apoptotique au niveau

mitochondrial [185]. Le clivage protéolytique du B113-unique Bad a aussi été reporté, et le

fragment tronqué de Bad semble lui aussi être un meilleur inducteur d’apoptose [186]. Les

anti-apoptotiques Bcl-xL et Bel-2 peuvent aussi subir un clivage protéolytique qui atténue

leur propriété pro-survie [187, 1881. Jusqu’à aujourd’hui, il semble donc que la protéolyse

des molécules Bcl-2-llke stimule la mort cellulaire programmée. De façon générale, les

changements de conformation des protéines Bcl-2-like favorisent leur activation. Par

exemple, les changements de conformation que subissent les molécules Bax et Bak en

cours d’apoptose sont essentiels et stimulent leur insertion et activation au niveau de la
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membrane mitochondriale [1891. La liaison d’un BH3-unique de type activateur comme

tBid avec Bax et Bak semble induire les changements structuraux nécessaires chez les

protéines mufti-domaines pour qu’elles puissent s’insérer et/ou s’activer dans les

membranes [144, 161, 189, 190]. Des changements de conformation semblent aussi

précéder ]es évènements d’homo- et d’hétéro-o]igomérisation entre les différents membres

des Bd-2 [144, 1611. Dans la majorité des cas, la séquestration sous-cellulaire des

protéines de la famille Bd-2 a pour objectif de les éloigner de leur site d’action principal,

c’est-à-dire la mitochondrie, et possiblement aussi des autres organites comme le RE. Par

exemple, lorsque les facteurs nutritifs sont présents en quantité suffisante, la séquestration

du BH3-unique Bad dans le cytosol par la protéine chaperone 14-3-3 empêche Bad de se

déplacer vers la mitochondrie et d’induire l’apoptose de la cellule [159, 171]. De plus, il a

été démontré dans des cellules stimulées à l’IL-4, que Bad pourrait également être

séquestré au niveau de microdomaines de la membrane plasmique appelés radeaux

lipidiques. Lorsque l’IL-4 est retirée, la cellule subit une carence et Bad est

subséquemment relâché et transloque vers la mitochondrie pour induire l’apoptose [191].

L’activité des BH3-unique Bim et Bmf est aussi régulée par séquestration sous-cellulaire.

Dans une cellule saine, ces protéines sont retenues au niveau de certains éléments du

cytosquelette et sont relâchées après un stimulus apoptotique pour se diriger vers la

mitochondrie et/ou lier et inhiber leurs homologues anti-apoptotiques [124, 160]. Pour ce

qui est de la protéine Bax, elle semble être inactive sous sa forme cytosolique libre [150,

151, 189] et certaines activités kinases pourraient être responsables de la séquestration de

Bax dans le cytosol [192-195]. La liaison de Bax avec certaines protéines co-activatrices

comme Peg3/Pwl et Bif-1 pourrait également moduler les déplacements sous-cellulaires

de Bax en stimulant des changements de conformation qui favorisent la translocation

mitochondriale de Bax [196, 197]. À l’opposé, Bax peut être séquestré dans le cytosol par

une autre chaperone, la protéine 14-3-3a, empêchant ainsi l’apoptose [19$]. Finalement,

l’ubiquitination semble aussi être un mécanisme important qui régule la demi-vie des

protéines de la famille Bd-2. Certaines protéines, telles que Bax, Bak, tBid, Bilc, Bd-2 et

Bcl-xES semblent être très sensibles à l’activité du système ubiquitine/protéosome [7$,

199-203]. Dans le cas de Bd-2, son état de phosphorylation semble influencer sa

sensibilité au système ubiquitine/protéosome. La déphosphorylation de Bd-2 représenterait

un signal positif pour l’ubiquitination et la dégradation [204], alors que la phosphorylation

de Bd-2 semble lui conférer une protection contre l’activité du système
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ubiquitine/protéosome [2051. Récemment, Sun et al. ont démontré que certaines sous-

unités régulatrices du protéosome sont des substrats protéolytiques pour les caspases en

cours d’apoptose. U en résulte donc une inactivation ou une réduction d’activité du système

ubiquitine/protéosome, ce qui empêche la dégradation de certaines molécules pro

apoptotiques telles que Diablo/Smac et Omi/HtrA2 [206]. L’inhibition du système

ubiquitine/protéosome représente donc un nouveau mécanisme qui pourrait hausser la

demi-vie de plusieurs protéines impliquées dans l’apoptose, facilitant ainsi le processus de

mort cellulaire programmée.

1.2.4 La famille des caspases

1.2.4.1 Les voies d’activation des caspases

Les enzymes protéolytiques de la famille des caspases constituent la machinerie

moléculaire responsable de l’exécution du processus apoptotique. La famille des caspases

chez les mammifères regroupe aujourd’hui 14 protéases, dont le fondateur fut l’enzyme

ICE ou la caspase-1, l’homologue de la protéine Ced-3 de C. etegans (voir Fig.3 - La

famille des caspases) [39]. Quatorze caspases existent donc chez les mammiferes,

numérotées de 1 à 14, et le génome humain encode 11 de ces caspases; les homologues

humains des caspase-1 1, -12 et -13 n’ayant pas encore été décrits. Les caspases sont des

protéases à cystéine très sélectives qui clivent leur substrat uniquement après un résidu

aspartate [34]. Elles sont synthétisées dans la cellule sous formes de précurseurs inactifs ou

zymogènes, appelés pro-caspases, qui nécessitent un clivage protéolytique au niveau d’un

résidu aspartate pour générer la forme catalytique active [207-210]. Les caspases sont un

hétéro-dimère formés de deux sous-unités: une grande et une petite (voir Fig.3 - La famille

des caspases). La pro-caspase inactive contient en plus un pro-domaine de longueur

variable en position N-terminale qui sera libéré lors du clivage protéolytique qui active

l’enzyme. Deux hétéro-dimères fusionnent ensuite pour former la caspase pleinement

active, qui est donc un hétéro-tétramère constitué de deux grandes et de deux petites sous-

unités [21 1-215]. La présence du résidu aspartate au site de clivage explique la capacité

des caspases à s’auto-activer ou à être activées par d’autres caspases, générant ainsi une

boucle d’évènements protéolytiques appelée la cascade des caspases [2161. Selon la



15

N-

pro-domaine

-c
PRO-CASPASE INACTIVE

CASPASE ACfIVE

Caspases impliquées

dans l’inflammation

- caspase-l
- caspase-4
- caspase-5
- caspase-li

Fig.3 La famille des caspases.

Les caspases sont des protéases à cystéine qui sont synthétisées dans la cellule sous
forme de précurseur inactif, appelé pro-caspase, qui contient un pro-domaine de
longueur variable ainsi qu’une grande sous-unité et une petite sous-unité. La pro
caspase est clivée au niveau d’un résidu aspartate (î). ce qui libère le pro-domaine et
génère la forme catalytique active. La caspase active est un hétéro-dimère formé de
deux grandes sous-unités et deux petites sous-unités. Chez les mammifères, les
caspase-2, -3, -6, -7, -8, -9 et -10 sont impliquées dans l’apoptose, alors que les
caspase- 1, -4, -5 et -11 sont plutôt associées au processus d’inflannnation. Parmi les
caspases apoptotiques, celles contenant un long pro-domaine (-2, -8, -9, -10) agissent
généralement en tant que caspases initiatrices de la cascade protéolytique, alors que
celles avec un court pro-domaine (-3, -6, -7) sont les caspases effectrices
responsables du clivage des divers substrats cellulaires pendant le processus
apoptotique.



16

longueur de leur pro-domaine, les caspases peuvent être divisées en deux groupes: les

caspase-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -11, -12 et -13 contierment une long pro-domaine, alors

que les caspase-3, -6, -7 et -14 possèdent un court pro-domaine [215, 217]. Le long pro-

domaine de plusieurs caspases peut contenir deux types de motifs d’interactions

protéiques, nommés le domaine DED (death effector domain) et le domaine CARD

(caspase recruitment domain). Ces motifs semblent médier les interactions protéiques qui

permettent l’oligomérïsation des pro-caspases et/ou facilitent le recrutement d’autres

molécules adaptatrices ou activatrices [21$-222]. Les caspases avec un long pro-domaine

agissent généralement en tant que caspases initiatrices de la cascade. Leur rôle serait

d’activer les autres caspases, celles avec un court pro-domaine, qui sont les caspases

effectrices responsables du clivage des divers substrats cellulaires [217]. De plus, les

caspases effectrices peuvent également cliver et activer les caspases initiatrices, générant

des boucles de rétroaction positive qui amplifie l’action protéolytique de la cascade des

caspases [223]. Les caspases identifiées jusqu’à aujourd’hui ne sont pas toutes impliquées

dans le processus apoptotique. Les caspase-1, -4, -5 et -Il jouent plutôt un rôle dans la

maturation des cytokines et sont donc associées au processus d’inflammation, alors que les

caspase-2, -3, -6, -7, -8, -9 et -10 exécutent le programme d’apoptose [39, 207]. Des

centaines de protéines cellulaires sont des substrats des caspases en cours d’apoptose

[224]. Cette activité protéolytique des caspases est essentielle à diverses étapes du

processus apoptotique et est responsable du démantèlement ultime de la cellule et de la

morphologie typique des cellules en apoptose [209, 223].

Deux voies majeures d’activation des caspases ont été étudiées et décrites de façon

élaborée au cours des dernières années. La voie dite « extrinsèque» est initiée au niveau de

la membrane plasmique suite à la ligation et l’activation des récepteurs de mort cellulaire

tels que Fas/CD95/Apo-1, TNF-R1, DR-3 (death receptor-3), DR4, DR-5 et DR-6 par

leur ligand respectif. L’activation de ces récepteurs enclenche l’assemblage intracellulaire

de plusieurs molécules adaptatrices en un complexe d’activation de caspases appelé le

DISC (death-inducing signating comptex), qui recrute ensuite plusieurs zymogènes de pro

caspase-8. Ces pro-enzymes vont s’activer, apparemment via le modèle d’auto-protéolyse

induite via leur proximité, et les molécules de caspase-$ matures vont enclencher la

cascade protéolytique des caspases [4, 20$, 225-227].

La seconde voie d’activation des caspases est appelée la voie « intrinsèque », parce

qu’elle est enclenchée de façon interne, principalement au niveau du compartiment
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mitochondrial. De nombreuses insultes cytotoxiques, causées entre autres par les thérapies

anti-cancéreuses, provoquent une perméabilisation des mitochondries et le relargage

subséquent des molécules apoptogéniques dans le cytosol. En présence de dATP, le

cytochrome e s’associe avec la molécule adaptatrice Apaf-l pour former un autre

complexe activateur de caspases appelé l’apoptosome classique (cytochrome c/Apaf-1/pro-

caspase-9). L’apoptosome promouvoit l’activation de la pro-caspase-9 initiatrice, qui

active à son tour les caspases effectrices, dont la caspase-3, pour mener à l’apoptose de la

cellule [42, 22$-230]. Les voies apoptotiques impliquant la mitochondrie et les récepteurs

de mort cellulaire sont très complexes et seront abordées de façon plus détaillée dans les

sections suivantes.

Une troisième voie d’activation des caspases a également été suggérée au cours des

dernières années. En 2002, les travaux de Marsden et al. ont démontré que des

lymphocytes doublement déficients pour les protéines Apaf-1 et caspase-9, dans lesquels

l’apoptosome classique (cytochrome c/Apaf-1/caspase-9) ne peut donc pas être constitué,

peuvent quand même mourir par apoptose et des activités de caspases ont été détectées

dans ces cellules [231]. Les caspases peuvent donc être activées indépendamment de

l’apoptosome classique, suggérant l’existence d’un nouveau complexe d’activation de

caspases, impliquant possiblement la caspase-2, qui pourrait agir en amont de la

mitochondrie et être régulé par les protéines de la famille Bel-2 [231]. La caspase-2, une

caspase initiatrice dont les fonctions dans l’apoptose n’étaient pas très bien défmies, a fait

l’objet de nombreuses études récentes qui lui ont associé un rôle dans l’induction des

dommages mitochondriaux. Deux isoformes de la caspase-2 existent chez l’humain et la

souris, une forme longue pro-apoptotique, la caspase-2L et une forme courte anti

apoptotique, la caspase-2S [232]. Lorsqu’on parle de la caspase-2, on fait en général

référence à la forme longue pro-apoptotique. La caspase-2 pourrait bien faire partie d’un

nouvel apoptosome qui inclurait une molécule adaptatrice similaire à Apaf-1. Un candidat

plausible serait la protéine pro-apoptotique PACAP (proapoptotic caspase adaptor

protein) qui interagit avec les caspase-2 et -9 et pourrait servir d’adaptateur dans

l’apoptosome de la caspase-2 [233]. Mais récemment, Tinel et al. ont reporté l’existence

d’un nouveau complexe d’activation de la caspase-2 qu’ils ont appelé le PlDDosome

[234]. Ce nouvel apoptosome est un complexe tri-moléculaire constitué de la caspase-2, de

la protéine RAIDD et de la protéine PIDD (p53-inducedprotein with a DD) [234]. RADD

est un adaptateur qui contient un domaine CARD, qui pourrait médier le recrutement de la
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caspase-2, ainsi qu’un domaine DD (death domain), qui a la capacité de se lier à un second

domaine DD similaire, présent entre autres chez la sérine thréonine kinase RW et dans la

portion cytoplasmique des récepteurs de mort cellulaire [235-237]. PIDD est une protéine

qui a été identifiée originellement comme étant induite par p53 [238] et dont la fonction est

actuellement incertaine [239]. La présence du DD de PIDD semble médier l’interaction

avec RMDD qui recrute la caspase-2 via son domaine CARD [234J. Toujours selon Tinel

et al., l’assemblage du PDDosome stimulerait l’activation de la caspase-2, mais d’une

façon non cytotoxique, et un second signal de nature inconnue est apparemment requis

pour que la caspase-2 active médie l’apoptose [234]. Plusieurs études récentes ont

démontré un rôle majeur pour la caspase-2 dans la perméabilisation mitochondriale [240-

244]. Par exemple, en utilisant un système dans lequel l’expression de la caspase-2 est

inhibée par la technique d’interférence par l’ARN ou RNAi (RWA inteiference), Lassus et

al. ont démontré que la caspase-2 semble être essentielle pour qu’il y ait perméabilisation

mitochondriale, relargage cytosolique du cytochrome c et de Diablo/Smac et mort par

apoptose après un dommage à l’ADN induit par l’étoposide, la cisplatine ou les rayons UV

[241]. Toutefois, ce phénomène semble être spécifique à certains types cellulaires et/ou à

des stimuli apoptotiques particuliers. En effet, la caspase-2 est requise pour qu’il y ait

apoptose dans les cellulles humaines d’adénocarcinome de poumon A549 et

d’ostéosarcome U2OS, mais son absence n’affecte pas la mort apoptotique des cellules de

cancer du sein MCf-7 [241]. De plus, les souris knock-out pour caspase-2 ne présentent

pas de défauts majeurs au niveau du programme apoptotique [245, 246]. Récemment,

Marsden et al. ont démontré que des lymphocytes et des fibroblastes murins déficients à la

fois pour les caspase-2 et -9, dérivés à partir de souris double knock-out, demeurent

sensibles à divers stimuli apoptotiques, tels que les rayons y, le dexaméthasone et

l’étoposide, et que ces cellules meurent par une voie d’apoptose caspase-dépendante

accompagnée d’une perméabilisation mitochondriale et de relargage du cytochrome c

[247J. Globalement, toutes ces études récentes démontrent que la caspase-2 semble

effectivement posséder des fonctions pro-apoptotiques initiatrices en amont de la

dysfonction mitochondriale et qu’elle peut représenter la caspase exécutrice principale

dans certains types cellulaires soumis à des stimuli apoptotique particuliers. Toutefois,

certains modèles d ‘ apoptose ne nécessitent pas l’activation de la caspase-2 et requièrent

toujours la formation de l’apoptosome classique pour activer la caspase-9 initiatrice qui
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active à son tour les caspases effectrices principales (caspase-3 et -7). Plusieurs questions

demeurent donc en suspens en ce qui concerne le rôle de la caspase-2.

Finalement, des voies alternatives d’activation etlou d’amplification de la cascade

des caspases ont également été mises en évidence. La sérine protéase granzyme B peut

activer la cascade protéolytique des caspases, entre autres lors de l’apoptose des cellules

ciblées par les lymphocytes T cytotoxiques, communément appelé le « baiser de la mort»

[24$-2521. Une voie d’activation au niveau du RE a également été décrite. Cette voie est

associée au relargage cytosolique de calcium, l’activation calcium-dépendante de la m

calpaïne (ou calpaïne 2) et l’activation subséquente de la pro-caspase-12 murine [253-255].

Dans certaines conditions, le calcium en provenance du RE est aussi impliqué dans la

perméabilisation des mitochondries, le relargage du cytochrome c et l’activation ultérieure

des caspases (voir section: 1.3.3.1 - Le réilculum endoplasmique) [256, 257]. Une voie

apoptotique impliquant les lysosomes a nouvellement été mise en évidence et est abordée

en de plus amples détails dans une section ultérieure (voir section: 1.3.2 - La voie

ÏysosorniaÏe). Cette voie lysosomiale est définie par la perméabilisation de la membrane

lysosomiale accompagnée d’une fuite du contenu du lysosome dans le cytosol, ce qui

provoque l’activation de certaines cathepsines dans le cytosol et la mise en marche de la

cascade des caspases [25$-260]. L’initiation etJou l’amplification de la cascade

protéolytique des caspases a également été associée aux voies signalétiques des céramides

[26 1-266] et des sphingosines [267-274].

1.2.4.2 Les inhibiteurs des caspases

L’activation des caspases est considérée comme le pas irréversible vers la mort

cellulaire apoptotique. Il existe toutefois des protéines régulatrices qui modulent l’activité

des caspases, afin de permettre à la cellule d’exercer un contrôle sur ces protéases aussi

dévastatrices. Les membres de la famille des lAPs constituent les plus importants

régulateurs endogènes des caspases chez les mammifères [275]. Les lAPs inhibent

l’activité des caspases, supprimant ainsi la cascade protéolytique et l’apoptose. La

surexpression des lAPs prévient la mort cellulaire apoptotique induite par une multitude de

stimuli incluant l’activation des récepteurs TNF et Fas, la staurosporine, l’étoposide et la

carence en facteurs de croissance [275, 276]. Les membres de la famille des lAPs ont été

identifés originellement chez les baculovirus, des virus d’invertébrés [277], et ont la
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particularité de contenir un ou plusieurs domaines BIR (baculoviral JAF repeat), qui

semblent médier leur fonction inhibitrice [275]. Certains lAPs contierment également un

domaine « RING finger » qui constitue une cible pour l’ubiquitination et la dégradation

protéolytique [278, 279]. Huit membres des lAPs ont été identifiés chez l’humain, dont

XIAP (X-Ïinked MF) est le mieux connu. L’activité inhibitrice de XIAP est spécifique

envers les caspase-3, -7 et -9, et est médiée par des domaines BIR distincts. En effet, le

domaine BIR2 de XIAP inhibe les caspases effectrices 3 et 7 [280], alors que BIR3 bloque

l’activité de la caspase-9 initiatrice [281]. Des études ont par la suite révélé que le domaine

BIR2 de XIAP jouerait un rôle mineur dans l’inhibition des caspase-3 et -7, et que ce serait

plutôt une région flexible précédant le domaine BIR qui médierait l’effet inhibiteur [282-

284]. Chez les mammiferes, les autres membres de la famille des lAPs pour lesquels une

activité inhibitrice de caspases a été reportée sont clAPi, cIAP2 et ML-IAP. En plus des

domaines BIR, clAP 1 et cIAP2 contiennent également un domaine CARD en postion C-

terminale, mais la délétion de CARD n’empêche pas l’inhibition de I’apoptose médiée par

clAPI et cTAP2 [285]. clAPI et cIAP2 possèdent une spécificité d’inhibition similaire à

XIAP, c’est-à-dire qu’ils bloquent l’activité des caspase-3, -7 et -9, mais n’antagonisent

pas l’action des caspase-I, -6, -8 et -10, ni Ced-3 de C. etegans [2851. Les autres protéines

lAPs, soit celles apparentées à Survïvin et à Naip, sont apparemment dépourvues de

fonctions anti-apoptotiques et seraient plutôt impliquées dans les phénomènes de

ségrégation chromosomique [286] et de réponse immunitaire [287, 288], respectivement.

Une région de I’IAP Bruce murin et de son homologue humain, Apollon, contient un

domaine fonctionnel intact de conjugaison à l’ubiquitine, suggérant un lien entre cet 1AP et

le système de dégradation protéolytique ubiquitine/protéosome [289, 290]. Certaines

observations soutiennent l’implication des lAPs dans la progression tumorale. Par

exemple, la surexpression de certains membres des lAPs est commune dans les cancers de

la prostate chez l’humain et la souris [291]. Une corrélation positive a été aussi été

démontrée entre l’expression des lAPs et la résistance à la chimiothérapie [292].

Chez les mammiferes, il existe un second niveau de régulation des caspases via

l’activité de molécules qui lient et inhibent les lAPs, favorisant ainsi l’apoptose [293]. Les

deux principaux antagonistes des lAPs sont Diablo/Smac [53, 54] et OmifHtrA2 [57, 294-

297]. Ces molécules résident toutes deux dans l’espace intermembranaire de la

mitochondrie et sont relarguées dans te cytosol en cours d’apoptose. Diablo peut alors se

lier aux lAPs, entre autres à XIAP, les inhiber et rétablir ainsi l’activité des caspases [53,
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54, 298-3001. 11 semblerait que la liaison de Diablo aux lAPs empêchent ces derniers de se

lier aux caspases, à cause de l’exclusivité mutuelle du site de liaison de Diablo et des

caspases sur les lAPs [300-302]. Le mécanisme d’inhibition de HtrA2 est différent de celui

de Diablo. HtrA2 possède une activité sérine protéase ainsi qu’un motif d’interaction avec

les lAPs, qui sont tous deux requis pour que HtrA2 antagonise XTAP et rétablisse l’activité

des caspases [295]. Toutefois, la dégradation protéolytique des lAPs par la fonction sérine

protéase de HtrA2 demeure une hypothèse qui devra être confirmée par d’autres études.

Les lAPs et leurs antagonistes modulent donc l’activité des caspases en aval de la

mitochondrie et ces molécules constituent un système raffmé pour contrôler la cascade

protéolytique menée par les caspases. Les cellules qui expriment beaucoup de lAPs et/ou

de faibles quantités de Diablo et de HtrA2 démontrent un fort potentiel de survie, alors que

dans les cellules qui expriment peu de lAPs et/ou beaucoup de Diablo et de HtrA2,

l’activité des caspases est très élevée et ces cellules subiront plus facilement la mort

apoptotique. L’abondance relative des lAPs par rapport à leurs inhibiteurs joue donc un

rôle important dans la réponse apoptotique d’une cellule.

Suite à l’activation des récepteurs de mort cellulaire, il y a assemblage du DISC

puis recrutement et activation de la caspase-$, aussi appelée FLICE (fADD-tike ICE), qui

enclenche la cascade protéolytique et l’apoptose. La famille des protéines FLIPs (FLICE

inhibitoiy proteins) permet d’exercer un contrôle sur la voie extrinsèque d’activation des

caspases. Des protéines FLIPs ont été identifées dans les cellules (c-FLIP) et les virus (y

FLIP) de mammiferes [303-307]. Chez l’humain, il existe deux isoformes de c-FLIP, une

forme longue, c-FLWL, et une forme courte, c-FLIP5. c-FLWL contient deux domaines

DED ainsi qu’une région catalytique apparentée à celle de la caspase-8 en position C-

terminale, alors que c-FLiPs est similaire à v-FLIP et contient seulement les deux

domaines DED organisés en tandem. Les protéines FLIPs, grâce à leurs domaines DED,

sont apparemment recrutées elles aussi au DISC et empêchent le recrutement et l’activation

de la caspase-8. L’inhibition de l’apoptose par les protéines FLIPs a été observée chez

plusieurs types cellulaires, dont les cellules B du centre germinal, les mastocytes et les

lymphocytes T du sang périphérique [308-310]. Ce mécanisme d’inhibition permet donc de

moduler la réponse apoptotique après l’activation des récepteurs de mort cellulaire.

CrmA (Cowpox virus product cytokine response rnodfier A) est une molécule

d’origine virale qui possède certaines propriétés inhibitrices de caspases. Les virus utilisent

CrmA pour lier et inactiver la caspase-1 et réduire ainsi la réponse inflammatoire
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déclenchée par 1’lL-l f3, dont le processus de maturation nécessite l’activité de la caspase-1

[311, 3121. Ce fit le premier rôle associé à CrmA. Par la suite, il a été démontré que CrmA

peut empêcher directement l’apoptose de la cellule infectée, alouant aux virus plus de

temps pour effectuer leur cycle de réplication [313]. Structuralement, CrmA appartient à la

famille des serpines (serine protease inhibitor), mais biochimiquement, CrmA inhibe des

protéases à cystéine et non des protéases à sérine [311, 314]. 11 agit comme un

pseudosubstrat qui se lie à la forme active de la caspase et peut inhiber son activité. CrmA

bloque surtout l’activité des caspase-1 et -8. II pourrait également inhiber, mais de façon

beaucoup moins efficace, les caspases effectrices 3, -6 et -7. L’effet protecteur de CrmA se

limite principalement à la prévention de l’apoptose induite par l’activation des récepteurs

de la famille du TNF [315-318]. La protéine p35 est un autre inhibiteur viral de caspases.

Cette protéine est produite par le baculovirus dans le but d’empêcher la mort apoptotique

des cellules infectées par le virus [319]. La protéine p35 peut inhiber plusieurs caspases

chez les insectes, ainsi que Ced-3 de C. etegans et certaines caspases de mammifères, dont

les caspase-1, -2, -3, 4-, -6, -7, -8 et -10. p35 bloque l’apoptose induite par une variété de

stimuli tels que l’activation des récepteurs TNF et Fas, les céramides, les radiations

ionisantes, le dommage à l’ADN et la carence en facteurs de croissance. p35 est considéré

comme un inhibiteur d’apoptose à large spectre, plus puissant que CrmA. Toutefois, aucun

homologue de p35 n’a été identifié dans les cellules ou virus de mammifères [317, 318,

320-322].

Plusieurs inhibiteurs de caspases synthétiques ont également été développés en se

basant sur la séquence spécifique des sites de clivage des substrats des caspases. Ce sont

des peptides synthétiques qui miment le site de clivage et agissent donc comme

pseudosubstrats pour les caspases actives. Ces inhibiteurs compétitifs deviennent

irréversibles lorsqu’ils sont reliés à un groupement fluoro- ou chloro-methyl kétone (-CMK

ou -FMK), alors que l’inhibition est réversible si le peptide est plutôt lié à un groupement

aldéhyde (-CHO). Ces inhibiteurs sont très puissants in vitro, alors que leur action in vivo

est limitée par leur capacité à pénétrer la membrane plasmique. Les peptides reliés à un

groupement -FIvlJ( sont les plus perméables et peuvent inhiber les caspases dans des

cellules intactes. Le peptide Z-VAD-fMK est l’un des plus utilisé in vitro et in vivo, c’est

un inhibiteur général qui bloque l’activité de la majorité des caspases, dont les caspase-1, -

3, -5, -6, -7, -$ et -9 [317]. Certains inhibiteurs de caspases peuvent également bloquer
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l’activité d’autres types de protéases (ex: cathepsines, calpaïnes) à des concentrations

parfois similaires à celles utilisées pour inhiber les caspases [254, 317, 323].

1.3 Les principales voies apoptotiques

1.3.1 La voie mitochondriale

1.3.1.1 Définition et caractéristiques

De tous les organites intracellulaires impliqués dans l’apoptose, c’est la

mitochondrie qui a reçu le plus d’attention au cours des dernières années. Il est intriguant

de constater que la mitochondrie, qui est si essentielle à la vie en générant l’énergie

nécessaire aux cellules, soit aussi impliquée activement dans le processus de mort

cellulaire. Parce que la mitochondrie contient, dans son espace intermembranaire, des

molécules apoptogéniques qui peuvent facilement déclencher la mort programmée de la

cellule, la perméabilité de sa membrane externe doit être contrôlée de façon extrêmement

précise. L’homéostasie de la mitochondrie est affectée relativemement tôt dans le

processus apoptotique et agit comme un centre de coordination crucial de la mort cellulaire

[324]. La majorité des insultes et signaux cytotoxiques convergent vers la mitochondrie et

induisent l’apoptose via la voie mitochondriale. Parmi ces stimuli on retrouve le dommage

à l’ADN, les agents chimiothérapeutiques, les rayons UV, l’activation de certains gènes

supresseurs de tumeurs dont p53 et d’oncogènes comme c-Myc, l’élévation des niveaux de

calcium cytosolique et l’action de certains médiateurs lipidiques tels que les céramides

[325]. La voie mitochondriale de l’apoptose est défmie principalement par une altération

de la perméabilité de la membrane mitochondriale externe et le relargage subséquent des

facteurs apoptogéniques dans le cytosol, qui activent les caspases et stimulent l’action

d’endonucléases nucléaires. La libération des facteurs pro-apoptotiques mitochondriaux,

dont le ctochrome c, est sans doute l’évènement central du processus apoptotique,

commun à de nombreuses voies d’apoptose, au point où la voie mitochondriale est parfois

appelée la voie médiée par le cytochrome c.
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1.3.1.2 Les principaux modèles de perméabilisation des mitochondries

La membrane mitochondriale externe est donc une barrière physique dont la

perméabilité influence le destin apoptotique d’une ceiltile. Le pore mPTP (mitochondrial

penneabitity transition pore), aussi appelé complexe VDAC/ANT, est un méga-pore de

transition de perméabilité mitochondriale localisé aux points de jonction des membranes

mitochondriales externes et internes [3261. Le complexe mPTP joue un rôle majeur dans la

régulation de la perméabilité de la mitochondrie et dans le relargage des facteurs

apoptogéniques [327-329]. Ce complexe est un assemblage des protéines suivantes: VDAC

(voltage-dependent anion channel), enfoncé dans la membrane externe, ANT (adenine

nucleotide transiocator), localisé dans la membrane interne, le récepteur des

benzodiazépines et l’enzyme hexokinase, situé du côté cytosolique, et l’enzyme

cyclophiline D associée à la portion de ANT qui se retrouve du côté de la matrice [330-

3331rn Dans cette présente thèse l’appellation VDAC fait référence à l’isoforme la plus

abondante et la mieux connue, VDAC1. Actuellement, les fonctions de la seconde

isoforme, VDAC2, sont peu connues. Selon une étude de Cheng et al. VDAC2 murin serait

associé à un rôle anti-apoptotique. VDAC2 serait lié à Bak et le maintiendrait inactif dans

les cellules non stimulées [334]. En cours d’apoptose, l’ouverture du mPTP peut être

facilitée etlou sa conformation modifiée, entre autres par l’association des Bcl-2-hke Bax

et Bak au mPTP, ce qui permet alors au cytochrome e et aux autres facteurs apoptotiques

de sortir dans le cytosol [335-337]. L’ouverture d’un seul complexe mPTP est

apparemment suffisante pour faire sortir le cytochrome e [338]. La perméabilisation de la

membrane mitochondriale externe et, par conséquent, le relargage des facteurs

apoptogéniques est un évènement modulé principalement par les protéines de la famille

Bel-2. De façon générale les anti-apoptotiques comme Bel-2 et Bcl-xL préservent

l’intégrité de la membrane mitochondriale alors que les pro-apoptotiques comme Bax et

Bak agissent pour accroître la perméabilité membranaire et faciliter la sortie des facteurs

apoptogéniques. La perméabilisation mitochondriale est un phénomène complexe régulé de

façon très élaborée. Un grand nombre d’études ont permis de mieux comprendre les

mécanismes de perméabilisation de la mitochondrie et leurs modes de régulation, mais ce

phénomène est encore source de nombreuses controverses. Actuellement, au moins trois

principaux modèles de perméabilisation mïtochondriale sont reconnus et acceptés (voir

fig.4 - Les principaux modèles de perméabiisation mitochondriale). Le premier concerne
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l’ouverture du mPTP, le second implique les protéines de la famille Bd-2 et leur capacité

inhérente à former des canaux dans la membrane mitochondriale externe, et le dernier

propose que certaines altérations dynamiques de la structure de la membrane provoquent

une augmentation de la perméabilité mitochondnale

L’ouverture du complexe mPTP est normalement régulée par la différence de

potentiel entre la matrice mitochondnale et le cytosol, appelé potentiel transmembranaire

mitochondnal (Pm) et par le pH de la matrice [3391. La probabilité d’ouverture du pore

augmente avec une diminution du APm et avec l’acidification de la matrice [340]. Le

mPTP peut fonctionner sous 3 états distincts. Lorsqu’il est fermé, le A’Pm est maintenu. En

état de faible conductance, le mPTP est partiellement ouvert et perméable à des solutés de

poids inférieur à 0.3 kDa (kilo dalton), et peut s’accompagner d’une diminution réversible

du APm. Sous son état de haute conductance, le pore est perméable à des molécules d’un

poids allant jusqu’à 1.5 kDa et il se produit une dissipation parfois irréversible du t’1’m

[341]. Le mPTP demeure fermé lors des fonctions mitochondriales normales, afin que le

A’Pm, qui est essentiel pour la synthèse d’ATP et pour la phosphorylation oxydative, soit

maintenu [342, 343]. L’ état de haute conductance est généralement associé à l’induction de

l’apoptose, bien que même dans cette condition d’ouverture, le cytochrome c, ayant un

poids d’environ 15 kDa, ne peut pas sortir par le mPTP. Deux types de phénomènes

peuvent alors survenir et facilitent le relargage des médiateurs apoptotiques. Le premier

phénomène est appelé le modèle de gonflement de la mitochondne (voir fig.4 - Les

principaux modèles de perméabilisation mitochondriale). Suite à l’ouverture du mPTP,

probablement dans son état de haute conductance, la diffusion des divers ions et solutés

provoque l’équilibrage des ions entre la matrice et l’espace intermembranaire, ce qui

dissipe le gradient de protons et découple la chaîne respiratoire. De plus, la matrice devient

hyper-osmolaire, ce qui entraîne la pénétration d’eau dans la matrice. Conséquemment, la

matrice se gonfle et il s’ensuit une rupture de la membrane externe et le relargage non

spécifique du contenu de l’espace intermembranaire dans le cytosol [332, 344, 345]. Ce

phénomène de gonflement de la matrice a été observé dans certaines conditions seulement,

dont lors de l’apoptose des hépatocytes induite par l’injection d’anticorps anti-Fas [345].

Toutefois, la dissipation totale du tPm perturbe inévitablement les fonctions

mitochondriales telles que la production d’ATP, ce qui est en désaccord avec le concept

que l’ATP est nécessaire tout au long du processus apoptotique. fi est donc plus probable

que ce soit plutôt des ouvertures transitoires du mPTP, qui pourraient même survenir chez
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Fig.4 Les principaux modèles de perméabilisation mitochondriale.
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une fraction seulement des mitochondries de la cellule. Ces mitochondries perméabilisées

seraient responsables du relargage des molécules apoptogéniques, alors que les autres

mitochondries non atteintes, ou celles dont le mPTP s’est refermé, pourraient continuer de

remplir leurs fonctions normales [346, 347]. Dans ces conditions, il peut y avoir sortie du

cytochrome c par le mPTP, mais sans chute du APm, ni gonflement et rupture de la

membrane mitochondriale externe. Il semble également que ce ne soit pas toutes les

protéines de l’espace intermembranaire qui se retrouvent dans le cytosol, mais seulement

les molécules impliquées dans le programme apoptotique [348J. Cette observation est aussi

en désaccord avec le modèle de gonflement de la matrice et de rupture de la membrane

externe qui provoque plutôt le relargage non sélectif du contenu de l’espace

intermembranaire. Le second phénomène d’ouverture du mPTP implique la participation

des protéines de la famille Bd-2 (voir Fig.4 - Les principaux modèles de perméabilisation

mitochondriate). Certains Bcl-2-lilce, une fois qu’ils sont relocalisés à la mitochondrie,

peuvent interagir avec des composantes du mPTP et moduler son ouverture. La molécule

Bax pourrait se lier à ANT et favoriser l’ouverture du mPTP, une action antagonisée par la

présence de Bd-2 [349]. Les multi-domaines Bax et Bak peuvent interagir avec VDAC et

semblent coopérer avec ce dernier, d’une façon encore incertaine, pour accroître la

fonction de canal de VDAC et permettre au cytochrome c de passer à travers le mPTP pour

aller dans le cytosol. Les anti-apoptotiques Bel-2 et BcI-xL, apparemment via leur domaine

BH4, stimulent plutôt la fermeture de VDAC [350-352] etlou empêchent l’association de

Bax et Bak avec le mPTP, bloquant ainsi le relargage de cytochrome e [8, 9, 353]. Une

interaction entre le BH3-unique Bim et VDAC a également été démontrée, favorisant

l’ouverture de VDAC et la sortie du cytochrome e [354]. Récemment, Rostovtseva et al.

ont proposé que ce soit plutôt le BH3-unique Bid qui module l’activité de VDAC [355].

Par la reconstruction de canaux VDAC dans des membranes phospholipidiques planes, ils

ont démontré, contrairement à d’autres études [350, 351, 356], que les propriétés

électrophysiologiques de VDAC ne sont pas affectées par l’addition de protéine Bax

recombinante dans une variété de conditions, et n’ont trouvé aucune interaction entre

VDAC et Bax, que ce soit sous sa forme monomérique ou oligomérique [355]. Par contre,

ils ont découvert que tBid affecte les propriétés de canaux de VDAC, stimulant sa

fermeture. Rostovtseva et al. suggèrent que la fermeture de VDAC diminue la probabilité

d’ouverture du mPTP et perturbe ainsi les échanges métaboliques (ex: ATP et ADP) entre

la mitochondrie et le cytosol, ce qui augmente la perméabilité de la membrane
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mitochondriale externe et mène à l’apoptose [355]. Malgré l’existence de quelques

données contradictoires, il apparaît donc que les protéines de la famille Bd-2 soient

capables de moduler directement l’ouverture du mPTP, afin de permettre le passage des

facteurs apoptogéniques dans le cytosol.

Le second modèle de pennéabilisation mitochondriale implique encore une fois les

protéines de la famille Bd-2, mais concerne plutôt leur capacité intrinsèque à former des

canaux ioniques dans les membranes (voir Fig.4 - Les principaux modèles de

perméabilisation mitochondriate). Cette surprenante propriété hit mise de l’avant suite à la

résolution de la structure tri-dimensionnelle de Bcl-xL [1361. En effet, des similarités

structurelles entre la molécule Bcl-xL, particulièrement ses hélices-a5 et -a6, et certains

domaines de toxines bactériennes qui sont responsables de la formation de canaux ioniques

ou protéiques, ont suggéré que Bcl-xL et ses homologues pourrait aussi former des pores

dans les membranes des organites intracellulaires [136, 138]. Puis, il fut démontré que Bd

xL, Bd-2, Bax et tBid, sous forme de protéines recombinantes ou de protéines purifiées,

pouvaient effectivement créer des canaux ioniques dans des liposomes artificiels. Ces

canaux présentent des propriétés de conductance particulières, sont dépendants du voltage

et du pH, et de façon générale, les protéines anti-apoptotiques ont tendance à former des

canaux cation-sélectifs, alors que ceux formés par les pro-apoptotiques sont plutôt

perméables aux anions [130, 357-3611. Lorsque des mitochondries sont mises en présence

de protéines recombinantes Bax, Bak ou tBid, la membrane mitochondriale externe devient

perméable aux facteurs apoptogéniques, phénomène inhibé par Bd-2 ou Bcl-xL [8, 9,

3621. Il est toutefois difficile de concevoir qu’une seule molécule de Bax, d’un poids

moléculaire d’environ 21 kDa, puisse former un canal suffisamment large pour laisser

passer, par exemple, la molécule AW de 57 kDa. Il semble donc que les protéines Bd-2-

like, grâce à leur capacité d’oligomérisation, peuvent s’assembler pour former des pores

suffisamment grands par lesquels les médiateurs apoptotiques peuvent sortir. En effet, des

études ont démontré que seuls les olïgomères de Bax possèdent une activité pro

apoptotique [152, 363] et qu’un tétramère de molécules Bax peut former, dans des

liposomes artificiels, un canal capable de laisser passer le cytochrome c [364]. L’existence

d’un tel pore in vivo pourrait correspondre au canal appelé MAC (mitochondriaÏ apoptosis

induced channel), mis en évidence par Pavlov et al. en utilisant des techniques de «patch

clamp » [365]. Ce canal se formerait dans la membrane mitochondriale externe, peu de

temps après l’induction de l’apoptose. La taille du canal MAC serait apparemment
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suffisante pour laisser passer le cytochrome c en cours d’apoptose [365, 3661. Récemment,

Guihard et al. ont démontré in vivo la formation du canal MAC dans des mitochondnes

d’hépalocytes apoptotiques de rat et que MAC interagit avec le cvtochrome c. Toutefois,

leur étude démontre que l’activité de MAC serait plutôt associée à un évènement

apoptotique tardif et que le canal MAC ne semble pas être impliqué dans la

perméabilisation mitochondnale initiale [367]. La possibilité que le canal MAC soit formé

par Bax ou ses homologues, seul ou en association avec d’autres protéines, reste également

à déterminer. Il n’est pas clair non plus si la formation de tels canaux par les Bcl-2-like

s’accompagne d’une chute du z.Ym, mais de nombreuses évidences tendent à suggérer que

les protéines de la famille Bd-2 induisent la transition de perméabilité mitochondnale sans

altérer le APm et les fonctions physiologiques de la mitochondrie [140, 352. 368].

Dans le même ordre d’idées, de nombreuses données contradictoires existent à

propos de la nécessité d’une perte de APm pour qu’il y ait relargage de molécules

apoptogéniques et mort par apoptose. Dans certains systèmes, la chute du Pm est requise

avant la sortie du cy-tochrome c [369-371] et semble même être nécessaire pour que Bax

transioque à la mitochondne [372]. Dans certaines conditions où des modifications du

A’Pm sont observées, l’inhibiteur général des caspases. le Z-VAD-fMK bloque

effectivement l’activité des caspases, mais n’empêche pas la dissipation du tPm,

suggérant que le APm peut chuter indépendamment des caspases [373]. 11 a donc été

suggéré que la perte de APm pourrait survenir en deux étapes. La diminution initiale du

APm, généralement de faible intensité, serait suffisante pour faire sortir le cytochrome c et

engager les cellules dans la voie apoptotique. Le relargage du cytochrome c permet

l’activation de la caspase-9 initiatrice qui active les autres caspases et enclenche la cascade.

L’action des caspases augmenterait à son tour la dissipation du t\Pm, agissant comme un

système d’amplification des dommages mitochondriaax [3731. Toutefois, dans certains

modèles d’apoptose induits par la doxombicine ou les rayons UV, l’incubation des cellules

avec le Z-VAD-FTvII( bloque totalement la chute du APm [368, 374, 375]. Dans d’autres

modèles d’apoptose, le A’Pm peut être maintenu [376] ou encore survenir tardivement,

plutôt en tant que conséquence du processus apoptotique [377-381]. De plus, les agents qui

dissipent directement le APm, comme le CCCP (cyarnde rn-chlorophenylhydrazone),

n’induisent pas la transition de perméabilité mitochondnale ni l’apoptose [381-383]. Le

CCCP peut également augmenter la perméabilité dans certaines conditions, mais n’induit
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pas le relargage de cytochrome c ni la mort cellulaire [384]. Pour toutes ces misons, la

perte de M’m est donc plus souvent utilisée comme marqueur d’apoptose et non

considérée comme élément inducteur.

Dans le troisième modèle, la perméabifisation mitochondnale est médiée par des

altérations de la structure en forme de bicouche lipidique de la membrane (voir Fig.4 - Les

principaux modèles de perméabilisation mitochondriale). Des études ont suggéré que

l’insertion des molécules Bax ou tBid provoque une déstabilisation de l’organisation

structurale des lipides membranaires, facilitant la formation de pores et augmentant la

perméabilité de la membrane mitochondnale externe, ce qui favorise la diffusion des

molécules apoptogéniques dans le cytosol [385-390]. La molécule tBid serait capable de

produire une courbature négative de la membrane de liposomes artificiels, ce qui induirait

le mélange des lipides et une fuite de la membrane, phénomène qui semble nécessiter la

présence de lipides particuliers dans les liposomes, telles que la cardiolipine et la

phosphatidylcholine. Ce mélange lipidique induit par tBid est inhibé par la présence de

Bcl-xL [387]. Bax produit apparemment une altération lipidique similaire au phénomène

causé par tBid, mais sous sa forme oligomérique seulemement [388]. Bax pourrait

également accroître le phénomène de diffusion des lipides à travers la membrane, facilitant

ainsi le déplacement de la cardiolipine. localisée dans la membrane mitochondnale interne,

vers la membrane externe en cours d’apoptose [389]. La cardiolipine semble jouer un rôle

important dans la perméabiisation mitochondnale et le relargage de cytochrome C. La

formation de canaux par Bax semble nécessiter la présence de cardiolipine [390] qui serait

aussi essentielle pour que Bai et Bid transioquent à la mitochondne [391]. Dans l’espace

intermembranaire, le cytochrome c serait fortement lié à la cardiolipine et il doit s’en

détacher pour sortir de la mitochondne [392]. Une diminution des niveaux de cardiolipine

mitochondriale corrèle effectivement avec une augmentation du relargage de cvtochrome c

pendant l’apoptose [393. 394]. 11 semble donc que la cardioliopine soit nécessaire pour le

recrutement de certaines protéines Bcl-2-hke à la mitochondne, ainsi que pour permettre à

ces protéines de perméabiliser la membrane externe. Il a été suggéré qu’une fois à la

mitochondrie, Bai et Bid pourraient compétionner avec le cytochrome c pour la liaison

avec la cardiolipine, favorisant ainsi la libération du cytochrome c [395]. Une autre étude

a toutefois démontré que le contenu en cardiolipine dans des mitochondnes de levure

n’affecte en rien la capacité de Bai à induire le relargage de cytochrome c, bien que chez
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la levure, le cytochrome e semble aussi être retenu à la membrane mitochondriale interne

via son association avec la cardïolipine [396].

Il est intéressant de constater que les protéines de la famille Bel-2 participent aux

trois principaux modèles de pennéabilisation mitochondriale. En effet, ces protéines

interagissent avec le mPTP et en facilitent l’ouverture, elles s’assemblent pour former, de

novo, des canaux protéiques dans la membrane et elles altèrent l’organisation lipidique de

la membrane, favorisant ainsi la formation de pores et le relargage du cytochrome e. Les

protéines Bcl-2-l&e sont donc des régulateurs cruciaux de la perméabilisation

mitochondriale.

1.3.1.3 La translocation mitochondriale et l’action des protéines de la famille

Bel-2

Afm de produire leurs diverses actions pro-apoptotiques au niveau de la membrane

mitochondriale, les protéines dc la famille Bel-2 doivent tout d’abord être relocalisées à la

mitochondrie. La translocation mitochondriale la mieux caractérisée est celle de la protéine

Bax [64]. Dans des cellules saines, Bax existe principalement sous une forme

monomérique dans le cytosol et une portion de Bax peut aussi être associée faiblement à la

membrane mitochondriale externe. Suite à l’induction de l’apoptose, la protéine Bax

cytosolique transloque à la mitochondrie [150-152] et s’insère profondément dans la

membrane externe [397]. L’oligomérisation de Bax en complexes de haut poids

moléculaire a été observée presque simultanément avec sa translocation mitochondriale et

est essentielle pour que Bax puisse perméabiliser la membrane mitochondriale [363, 398,

3991. Bax est alors sous sa forme active. L’oligomérisation des protéines Bax semble

s’effectuer selon le modèle de création d’une pochette hydrophobe par une première

molécule Bax, dans laquelle se niche le domaine BH3 d’une seconde protéine, tel que

décrit dans une section précédente (voir section: 1.2.3.2 - Oligomérïsation). Des

réarrangements conformationnels de Bax sont nécessaires pour exposer la pochette et le

domaine BH3. L’extrémité hydrophobique C-terminale est normalement repliée dans la

pochette et doit s’en écarter afin de rendre celle-ci accessible au domaine BH3 de la

seconde molécule. Un changement conformationnel à l’extrémité N-terminale doit

également avoir lieu, pour exposer un épitope de 13 à 19 acides aminés, qui modulerait le

déplacement vers la mitochondrïe [189, 190, 400, 401]. Le processus d’activation de Bax
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semble comprendre 4 évènements qui surviennent en succession rapide: 1) l’exposition de

l’épitope en N-terminale, 2) la transiocation vers la mitochondrie, 3) l’oligomérisation et 4)

l’insertion dans la membrane et/ou l’assemblage en de gros complexes protéiques appelés

amas ou « ctusters » sur ou à proximité de la membrane mitochondriale [402]. Les

protéines multi-domaines Bax et Bak semblent agir de manière similaire et redondante, et

peuvent se complémenter mutuellement [142, 157, 158]. Mais contrairement à Bax, Bak

semble résider de façon constitutive dans la membrane mitochondriale externe [156].

Toutefois, la forme mitochondriale de Bak dans des cellules saines est inactive. Bak

s’oligomérise lui aussi en cours d’apoptose et peut s’assembler sous forme de complexes

qui co-localisent avec les complexes formés par Bax [141, 402, 403]. L’épitope en N-

terminale de Bak devient aussi exposé [156]. La liaison avec le BH3-unique Bid faciliterait

l’exposition de l’épitope en N-terminale et l’oligomérisation de Bak. Il semble que Bd-2,

lorsqu’il est en excès, serait capable de lier l’extrémité N-terminale de Bak, empêchant

ainsi son oligomérisation et son activation [404].

De nombreuses études récentes ont démontré que Bid joue un rôle important dans

l’activation de Bax et Bak au niveau mitochondrial, d’où sa fonction de BH3-unique de

type activateur. Dans les cellules saines, Bid est cytosolique. Suite à certains stimuli

apoptotiques, Bid subit un clivage dans sa portion N-terminale pour générér la protéine

tronquée tBid. Ce clivage est principalement effectué par la caspase-$, recrutée et activée

dans la voie signalétique des récepteurs de mort cellulaire [182-1 84]. Bid peut également

être clivé par les calpaïnes, des protéases dépendantes du calcium activées dans certaines

voies d’apoptose, pour produire un fragment tBid similaire à celui généré par l’activité de

la caspase-8 [255, 405, 406]. Bid semble aussi pouvoir être clivé par certaines cathepsines

lysosomiales [407]. La protéine tBid transioque ensuite à la mitochondrie. L’ajout post

traductionnel d’une chaîne d’hydrocarbone myristyl semble promouvoir l’activation de

tBid afin qu’il puisse interagir avec Bax et Bak [162]. L’homo-oligomérisation de tBid

dans la membrane mitochondriale a aussi été observée en cours d’apoptose [408]. Bien que

Bax seul est capable d’induire le relargage de cytochrome c de mitochondries isolées, dans

des conditions in vitro [409, 410], l’ajout de tBid synergise avec Bax pour accroître la

perméabilisation mitochondriale [390]. Il a été reporté que tBid seul pouvait faire libérer le

cytochrome c de mitochondries isolées provenant de souris déficientes pour Bax [411].

Toutefois, la présence de la protéine Bak pourrait médier l’effet du cytochrome e lorsque

Bax est absent [141]. Dans un contexte in vivo, Bid stimule les changements
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conformationnels de Bax [190] et induit l’apoptose d’une manière dépendante de Bax et

Bak [158, 412]. Cependant, il est difficile, in vivo, de discriminer entre les différents

modes d’action de ces protéines. Par exemple, le modèle dans lequel Bid se lie à Bax pour

l’activer est mis en doute par la difficulté à démontrer expérimentalement une interaction

entre Bid et Bax [40$]. Cette lacune a conduit à l’hypothèse du « kiss and run ». Selon ce

modèle, Bid se lie à Bax, mais de façon très transitoire, pour ensuite s’en détacher et

recommencer son cycle, d’où la difficulté à saisir l’interaction physique entre les deux

protéines [144, 145J. Toutefois, les souris déficientes pour Bid présentent seutement des

anomalies mineures au niveau du développement, suggérant que d’autres BH3-unique

peuvent compenser pour la perte de Bid dans l’activation des voies apoptotiques médiées

par Bax et Bak [412]. En plus de son rôle d’activateur de Bax et Bak, tBid peut également

stimuler la redistribution des lipides de la membrane mitochondriale, tel que décrit dans

une section précédente (voir section: 1.3.1.2 - Les princtpaux modèles de perméabilisation

des mitochondries). Ce mélange des lipides de la membrane externe pourrait modifier la

courbature de la bicouche et en modifier la composition lipidique, préparant ainsi le terrain

pour l’oligomérisation de Bax et Bak et facilitant la création de pores transmembranafres

[413, 414]. De plus, tBid serait aussi capable d’induire un remodelage important des cristae

de mitochondries isolées, au cours duquel les cristae fusionnent et les jonctions entre les

cristae et l’espace intermembranafre s’ouvrent. Ce phénomène a pour effet de mobiliser les

réserves de cytochrome e dans les cristae et serait médié par tBid d’une manière qui ne

requière pas son domaine BH3 [415]. Des agents exogènes, tels que thapsigargin, brefeldin

A et tin choc de chaleur, peuvent également provoquer une réorganisation des cristae

mitochondriaux, sans nécessiter Bax et Bak. Bien que ce phénomène soit encore mal

compris, il semble préparer ou stimuler la mitochondrie à relarguer des protéines [33 8].

Les isoformes de Bim, Bim-EL et Bim-L, sont séquestrées au niveau du

cytosquelette dans des cellules saines, mais transloquent aussi à la mitochondrie et/ou

interagissent avec et antagonisent les anti-apoptotiques après différents stimuli

apoptotiques [160]. Bim-EL, l’isoforme la plus abondante, semble aussi se lier à Bax et

stimuler son insertion et activation dans la membrane mitochondriale, d’une façon

similaire à tflid [416]. Bim-EL pourrait donc agir comme un BI-13-unique de type

activateur, mais cette hypothèse demeure incertaine. Il a également été démontré que Bim

EL pouvait directement interagir avec VDAC et stimuler son activité de canal [354].

L’isoforme Bim-L, la seconde en abondance, serait incapable d’activer directement Bax,
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mais favoriserait plutôt l’apoptose en liant et inhibant les Bcl-2-like anti-apoptotiques, ce

qui libère Bax et Bak et leur permet de s’activer au niveau mitochondrïal [417]. Bim est

donc un BH3-unique qui module lui aussi la perméabïlisation mitochondriale et l’apoptose.

Le mode d’action du BH3-unique Bik est encore peu connu. Une des fonctions de Bik

serait de lier et d’antagoniser les anti-apoptotiques, mais il semble que Bilc pourrait

également promouvoir l’apoptose indépendamment de ces interactions [418, 4191. Par

contre, Bik ne s’associerait pas avec VDAC [352], et aucune activité intrinsèque de

formation de canaux membranaires n’a été reportée pour Bim et Bik. Les BH3-unique

Puma et Noxa, reportés originellement comme étant induits par le facteur p53, transloquent

aussi à la mitochondrie en cours d’apoptose où ils participent à l’induction de la

dysfonction mitochondriale, en agissant comme BH3-unique de type sensibilisateur, c’est-

à-dire qu’ils lient et antagonisent les activités pro-survie des anti-apoptotiques Bel-2 et

Bcl-xL [119,121].

Pour ce qui est des Bcl-2-like anti-apoptotiques, il semblerait que leur fonction

principale soit de lier et séquestrer les pro-apoptotiqes Bax et Bak, ce qui empêche leur

activation et préserve l’intégrité mitochondriale. Les anti-apoptotiqties séquestrent aussi les

BH3-unique, les empêchant d’effectuer leur rôle d’activateur. Évidemment, si les anti

apoptotiques sont présents en grande quantité, ils antagoniseront suffisamment de

molécules pro-apoptotiques pour empêcher l’apoptose. Tout semble donc dépendre de

l’abondance relative de chacune des factions. De plus, Bel-2 et Bcl-xL semblent aussi

moduler divers évènements mitochondriaux, indépendamment de la liaison aux pro

apoptotiques, dans le but de protéger la mitochondrie et d’empêcher l’apoptose. Par

exemple, Bd-2 et Bcl-xL suppriment le relargage de calcium en provenance de la matrice

mitochondriale [420] et peuvent augmenter l’extrusion de protons de la mitochondrie et

augmenter sa capacité de tamponnage du calcium [421, 422]. La capacité de Bel-2 et Bel

xL à former eux aussi des canaux ioniques dans la membrane mitochondriale, ou à

interagir avec des canaux pré-existants, pourrait leur permettre de moduler cet efflux de

protons en provenance de la mitochondrie et de contrôler ainsi le pH mitochondrial [422].

En formant lui même un canal, ou en interagissant avec le mPTP, Bcl-xL semble aider à

maintenir les niveaux d’ADP et assurer ainsi une activité normale de la pompe f0F1-ATP

synthase, ce qui permet de maintenir le APm. Shimizu et al. suggèrent que Bel-2 maintient

le A’Pm stiite à un signal apoptotique en stimulant l’efflux de protons de la mitochondrie

[422]. Bel-2 et Bcl-xL peuvent également s’associer à VDAC et en stimuler la fermeture,
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ce qui empêche la sortie des molécules apoptogéniques et préserve le A’Pm [350-352]. Les

anti-apoptotiques peuvent aussi protéger les cellules de la mort en diminuant la production

de RLO [423, 424], en prévenant l’acidification intracellulaire [425] et en conférant une

certaine stabilisation aux membranes dans lesquelles ils sont insérés [362, 426].

1.3.1.4 Les évènements en aval de la perméabilisation mitochondriale

Le rôle de la mitochondrie dans l’apoptose est donc de relarguer les facteurs

apoptogéniques dans le cytosol. Les principales molécules pro-apoptotiques libérées de la

mitochondrie sont le cytochrome e, AIT, Diablo/Smac, Omi!HtrA2, Endo G et certaines

pro-caspases, dont la -2 [61], la -$ [60] et la -9 [58, 61]. La pro-caspase-3 pourrait aussi

avoir une redistribution à la fois cytosolique et mitochondriale [59]. Toutes ces protéines

vont soit agir pour activer les caspases, soit pour initier le processus de fragmentation de

l’ADN. Dans un contexte in vifro, en présence de dATP, le cytochrome e s’associe à Apaf

I et à la pro-caspase-9, pour former un complexe tri-moléculaire, l’apoptosome classique,

qui stimule l’activation de la caspase-9. La liaison du cytochrome e à la molécule

adapatatrice Apaf-1 permet Ï’oligomérisation et l’activation d’Apaf-l qui recrute à son tour

des molécules de pro-caspase-9, via les interactions entre les domaines CARD des deux

protéines. La proximité des zymogènes de pro-caspase-9 leur permet alors de s’auto

activer [7, 42, 229, 427-430]. La caspase-9 initie la cascade en activant les caspases

effectrices 3 et 7, qui activent à leur tour d’autres caspases, possiblement dans l’ordre

suivant: les caspase-2 et -6, suivis des caspase-8 et -10. Les caspases effectrices activent

aussi la caspase-9 initiatrice, générant une boucle d’amplification du signal apoptotique

[223, 427, 431]. Tel que mentionné précédemment, certains systèmes d’apoptose ne

requièrent pas la formation de l’apoptosome classique, mais impliquent d’autres types de

complexes activateur de caspases (voir section: 1.2.4.1 - Les voies d’activation des

caspases). Quelque soit le complexe d’activation de caspases formé, l’objectif demeure

toujours le même: l’activation de la cascade protéolytique. L’activité protéolytique des

caspases envers des centaines de substrats cellulaires est essentielle pour induire et

moduler plusieurs phénomènes ultérieurs dont la fragmentation de l’ADN et la formation

des corps apoptotiques [209, 223, 224]. Par exemple, CAD (caspase-activated

deoxyribonuctease)/DfF40 (DNA fragmentation factor 40) est l’une des nucléases

responsables de la fragmentation de l’ADN en cours d’apoptose. Dans les cellules saines,
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CAD/DFF4O est sous forme inactive parce que séquestrée par i’ (inhibitor of

CAD)/DFf45. Les caspases clivent ICAD/DFF45, ce qui libère CAD/DFF4O et lui permet

d’exercer sa fonction de nucléase [432, 433]. Les caspases clivent et inactivent également

des protéines impliquées dans le maintien de l’intégrité génomique, telles que PARP

(poÏy(ADF-ribose) poÏymerase) et DNA-PK (DNA-dependent proteine kinase) [434].
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Les caspases sont aussi impliquées dans la dysfonction mitochondriale via le clivage de la

protéine mitochondriale NDUFS 1, une sous-unité de 75 kDa du complexe I de la chaîne

respiratoire [720]. Le clivage de NDUFSI perturbe le transport des électrons, provoqtie la

dissipation du A’Pm, une chute des niveaux d’ATP et une augmentation de la production de

RLO, ce qui endommage la fonction mitochondriale [720]. Les caspases sont aussi

impliquées dans le processus de blebbing des cellules apoptotiques. Dans un contexte de

cellules saines, la sérine/thréonine kinase ROCK I est un effecteur de la voie signalétique

des Rho GTPases et est impliquée dans les modifications du cytosquelette d’actine et dans

la génération de la force contractile. En cours d’apoptose, ROCK 1 est clivé par les

caspases dans son domaine d’auto-régulation, produisant une forme de ROCK 1 tronquée

constitutivement active, indépendante de Rho, qui promouvoit la contractilité cellulaire

nécessaire au btebbing de la membrane et à la formation des corps apoptotiques [435]. Tel

que discuté précédemment, la libération de Diablo/Smac et d’Omi!HtrA2 permet

d’antagoniser l’action des lAPs et de promouvoir l’activité protéolytique des caspases (voir

section: 1.2.4.1 - Les inhibiteurs des caspases).

La flavoprotéine AIF est surtout impliquée dans les changements apoptotiques qui

surviennent dans le noyau, d’une façon indépendante des caspases. Une fois libéré, AIF

transloque au noyau et induit la condensation de la chromatine. AW active aussi des

endonucléases qui coupent l’ADN en fragments de hauts poids moléculaires [52, 436]. AIF

serait aussi impliqué dans un mode d’apoptose indépendant des Bcl-2-lilce et des caspases,

mais dépendant de PARP. Par exemple, la mort cellulaire déclenchée par un influx excessif

de calcium résulte en une suractivation de PARP1 qui médierait le relargage de AW,

possiblement en agissant directement sur la mitochondrie [437-440]. L’endonucléase G, ou

EndoG, transloque elle aussi de la mitochondrie au noyau en cours d’apoptose et induit la

fragmentation de l’ADN, un processus qui ne requière pas non plus l’activation des

caspases, à l’inverse du système CAD/Dff40-I’/DFf45 [55]. Une fois que la

mitochondrie est perméabilisée et qu’elle a relargué ses molécules apoptogéniques dans le

cytosol, la cellule est engagée de façon pratiquement irréversible vers la mort apoptotique.

Les fonctions principales des facteurs apoptogéniques sont donc d’activer les caspases et

d’induire la fragmentation de l’ADN.

L’étape fmale du processus de mort cellulaire programmée est la phagocytose des

corps apoptotiques [441]. Ce phénomène survient en deux étapes: la reconniaissance de la

cellule apoptotique et sa phagocytose. La cellule apoptotique expose divers signaux à sa
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surface qui médient sa reconnaissance par la cellule phagocyte. Le mieux connu est

l’externalisation des PS (phosphatidylserine) qui sont reconnus par des récepteurs à PS sur

les cellules phagocytes [442, 443J. Ce phénomène constitue un signal de type « eat-rne ».

Contrairement à C. eÏegans, où les cellules apoptotiques sont phagocytées par les cellules

avoisinantes, la cellule mourante et le phagocyte ne sont pas toujours à proximité chez les

organismes plus complexes. D’autres types de signaux, de type «find-me » doivent donc

exister, qui permettent au phagocyte de trouver et de se rapprocher de la cellule

apoptotique. Un candidat plausible est le phospholipide LPC (lysophosphatidylchoÏine), un

chimio-attractant qui serait secrété par la cellule en apoptose et qui attirerait les cellules

monocytiques [444, 445]. Toutefois, les signaux qui permettent de trouver et de phagocyter

les cellules apoptotiques sont encore peu connus et seront probablement mieux caractérisés

dans l’avenir. Une fois que le phagocyte et la cellule apoptotique sont entrés en contact, il

semble se produire un réarragement du cytosquelette du phagocyte qui lui permet

d’engouffier la cellule apoptotique. Chez les mammiferes, ce phénomène est lui aussi peu

caractérisé et plusieurs mécanismes restent à définir. Des défectuosités dans les diverses

étapes du processus d’élimination des cellules apoptotiques peuvent générer plusieurs

conditions pathologiques, dont des désordres auto-immuns [441].

1.3.2 La voie lysosomiale

1.3.2.1 Définition et caractéristiques

La voie mitochondriale de l’apoptose a été étudiée de manière extensive au cours

de la dernière décennie. Actuellement, il ne persiste plus aucun doute sur le rôle central

que joue la mitochondrie dans de nombreuses voies apoptotiques. Récemment, une

nouvelle voie apoptotique impliquant les lysosomes a été mise en évidence. Pendant

longtemps, les lysosomes et leurs enzymes hydrolytiques furent associés presque

exclusivement avec les phénomènes de mort cellulaire nécroiique et d ‘autophagie [446,

447]. Mais aujourd’hui, le lysosome n’est plus seulement considéré comme un « sac à

ordures », mais aussi comme un joueur actif dans l’apoptose [258, 260, 447-449]. La voie

apoptotique lysosomiale est caractérisée principalement par une pennéabilisation partielle

du lysosome, possiblement due à une rupture incomplète ou à une déstabilisation de la

membrane lysosomiale, ce qui cause une fuite du contenu du lysosome dans le cytosol. Ce
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phénomène de perméabilisation lysosomiale est aussi appelé « srnall scale tysosomaÏ

leakage » ou ssALL, et provoque le relargage de protéases lysosomiales dans le cytosol

(voir Fig.5 - La voie apoptotique tysosorniale) [258-260]. Les enzymes lysosomiales les

plus abondantes sont les cathepsines, des protéases à cystéine. Chez les humains, la famille

des cathepsines regroupe principalement 12 membres (cathepsine-B, -H, -L, -S, -F, -K, -E,

-C, -W, -X, -v et -O). Les cathepsine-B et -L sont exprimées ubiquitairement et sont les

plus abondantes dans les lysosomes, avec la cathepsine-D, un membre à part en tant que

seule protéase lysosomiale à aspartate. Ces enzymes fonctionnent de façon optimale dans

l’environnement acide du lysosome, c’est-à-dire à un p11 d’environ 3,8. Toutefois,

certaines cathepsines, dont la -D et la -S, pourraient être stables et actives au pH neutre du

cytosol [259, 448J. Les cathepsine-B et -L ont aussi été identifiées dans le noyau et une

localisation cytosolique a été reportée pour les cathepsine-B et -E [450]. Certaines

cathepsines dont les cathepsine-B, -D, -L et -K ont été identifiées aussi sous forme de

zymogènes, et ces pro-formes nécessitent un clivage protéolytique pour être activées [446,

451]. De façon générale, à l’inverse des caspases, les cathepsines ne sont pas reconnues

pour s’activer entre elles et générer une cascade d’auto-protéolyse. Ce serait plutôt tine

chute du pH qui stimulerait leur activation, bien que d’autres protéases comme la

cathepsine-C semblent être capable d’activer protéolytiquement certaines cathepsines et

que l’auto-activation des cathepsine-B et -L ait été reportée [448]. Une fois activées, les

cathepsines sont contrôlées par la présence d’inhibiteurs endogènes. Un des rôles de ces

molécules inhibitrices est de capturer les protéases qui se sont échappées accidentellement

des lysosomes. La majorité des inhibiteurs appartiennent à la super-famille des cystatines,

divisée en trois sous-groupes: les stefmes, les cystatines et les kininogenes [452-454]. Les

stefmes sont des inhibiteurs intracellulaires, alors que les cystatines et les kininogenes sont

plutôt des molécules extracellulaires [455]. Les inhibiteurs de la super-famille des

cystatines sont exprimés abondamment et ils inhibent principalement, de façon réversible,

les cathepsine-B, -H, -L, -S, -K et -C [454]. Spi2A (serine protease inhibitor 2A), une

serpine de type anti-chymotrypsin-like, est normalement produit pendant le processus

inflammatoire et capable d’inhiber des protéases à sérine et à cystéine [4561. Spi2A s’est

révélé comme un inhibiteur endogène efficace de la cathepsine-B, sans effet sur l’activité

des caspase-3, -$ et -9, et semble avoir un effet protecteur sur la membrane lysosomiale

[457]. Les cathepsine-B, -D et -L sont celles qui ont été le plus fréquemment impliquées

dans l’apoptose induite par une variété de stimuli de mort cellulaire. Toutefois, les
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mécanismes précis du ssALL et de transiocation cytosolique des cathepsines sont encore

peu connus.

1.3.2.2 La rupture lysosomiale et les cathepsines dans I’apoptose

Actuellement, la rupture lysosomiale et/ou l’activation des cathepsines ont été

associées à l’apoptose après diverses insultes cellulaires incluant le stress oxydatif [45 8-

4621, les agents lysosomotropiques photo-sensibilisants tels que les fluoroquinolones [463-

465 J, la carence en facteurs de croissance [461], l’activation des récepteurs de mort

cellulaire Fas et TNF [461, 466], l’augmentation des quantités de céramide endogène [4671

et des niveaux de sphhigosine [2721, le dommage à l’ADN [376, 468] et l’action de

certains agents stabilisateurs des microtubules [469]. Certains modèles d’apoptose sont

même exclusivement dépendants des cathepsines et ne nécessitent aucune activité de

caspases [449, 465, 470], alors que d’autres requièrent à la fois l’activation des caspases et

des cathepsines [376, 462, 466, 471, 4721. Dans ces conditions, l’activation directe des

caspases par les cathepsines est plutôt improbable, car les caspases apoptotiques se sont

avérées être de pauvres substrats pour les cathepsines dans des systèmes in vitro [407,

473]. L’existence de molécules activatrices intermédiaires entre les deux types de protéases

a donc été suggérée (voir Fig.5 - La voie apoptotique tysosomiate). Les lysoapoptases, une

nouvelle classe de protéases, pourraient servir de tel intermédiaire. Les lysoapoptoases sont

apparemment activées par les cathepsines à l’intérieur du compartiment lysosomial, puis

transioquent dans le cytosol où elles semblent pouvoir cliver et activer la pro-caspase-3

[472]. Un autre candidat plausible est le BH3-unique Bid, qui peut être clivé par des

protéases lysosomiales suite à la perméabilisation des lysosomes. Le clivage s’effectue au

site de l’arginine-65, soit à un endroit différent du clivage par la caspase-8 qui se produit

au site de l’asparagïne-59, mais toujours dans le domaine flexible en forme de boucle

[407]. Le fragment tronqué tBid produit par les cathepsines, possiblement les cathepsine-B,

-H, -L ou -5 [474], est capable de transloquer lui aussi à la mitochondrie et d’induire le

relargage de cytochrome c, reliant ainsi la rupture lysosomiale à la voie mitochondriale et à

l’activation des caspases [407, 4741. Une étude récente de Bidère et al. propose que la

cathepsine-D, une fois dans le cytosol, stimule le changement conformationnel de Bax qui

se dirige ensuite vers la mitochondrie pour s’intégrer dans sa membrane et provoquer la

perméabilisation mitochondriale. Ce phénomène serait indépendant du clivage de Bid et
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causerait cependant une perméabilisation mitochondriale mineure seulement, qui se

limiterait au relargage de ME [475]. L’équipe de Boya et al. a proposé un mécanisme

similaire, dans lequel l’activation de Bax et/ou Bak succède à la rupture lysosomiale et

enclenche par la suite la dysfonction mitochondriale, le relargage du cytochrome e et

l’activation de la caspase-3 [476]. Dans certains systèmes, les protéases lysosomiales

semblent causer directement la dysfonction mitochondriale, via la production de RLO

[477]. Bien que la perméabilisation lysosomiale et la translocationlactivation des

cathepsines semblent précéder la dysfonction mitochondriale et le relargage de cytochrome

dans la majorité des systèmes étudiés, il demeure encore beaucoup d’incertitudes et de

mécanismes à élucider concernant les connexions moléculaires entre les voies lysosomiale

et mitochondriale (voir Fig.5 - La voie apoptotique lysosorniale). Pendant longtemps, la

contribution des lysosomes à plusieurs voies d’apoptose, incluant la voie mitochondriale, a

tout simplement été ignorée. Actuellement, un fait demeure et est largement accepté à

propos de l’importance de l’intensité du dommage lysosomial dans la décision d’une

cellule d’activer la mort programmée ou de se tourner vers les voies nécrotiques. En effet,

une atteinte sévère des lysosomes accompagnée du relargage massif des enzymes

hydrolytiques mène à la nécrose, alors qu’une rupture partielle du compartiment

lysosomial (ssALL) conduit plutôt à la mort apoptotique [259, 447, 478]

1.3.2.3 Les mécanismes de perméabilisation lysosomiale

Actuellement, peu de choses sont connues concernant les mécanismes qui mènent à

la rupture de la membrane lysosomiale. Il a été proposé récemment que la sphingosine, un

métabolite de la voie des sphingomyélines et des céramides, serait directement impliquée

dans la perméabilisation de la membrane lysosomiale. La sphingosine est constituée d’une

longue queue hydrophobique et d’une extrémité polaire qui contient un groupement amine

qui a la particularité de piéger des protons. Par ce mécanisme de « proton-trapping », la

sphingosine est donc sélectivement attirée par le compartiment lysosomial acide où la

sphingosine pourrait agir comme un détergent et perméabiliser la membrane [2721. En

accord avec cette hypothèse, certaines études ont démontré que de petites quantités de

sphingosine exogène provoquent le ssALL et l’apoptose, alors que fortes doses de

sphingosine résultent plutôt en une rupture lysosomiale massive suivie d’une mort

nécrotique [272, 478]. Il est intéressant de constater la similarité de ce phénomène avec



42

celui décrit chez la mitochondrie: si la perméabilisation mitochondriale et la chute du APm

surviennent très rapidement et trop intensément, la cellule meurt par nécrose, alors que si la

perméabilisation est limitée et contrôlée, la voie apoptotique sera activée [479, 4801.

Récemment, Taha et al. ont démontré que plusieurs agents qui endommagent l’ADN

provoquent une diminution de l’expression de la sphingosine kinase-1, l’enzyme

responsable de la conversion de la sphingosine en sphingosine-1 -phosphate, et il en résulte

donc une augmentation des niveaux intracellulaires de sphingosine [4811. Ces résultats

suggèrent un nouveau mécanisme via lequel l’induction d’un dommage à l’ADN mène à

une augmentation des niveaux de sphingosine et à la rupture subséquente des lysosomes.

Les céramides ont également été proposés comme médiateurs de la perméabilisation

lysosomiale, par un mécanisme différent de celui des sphingosines. L’addition de

céramides exogènes ne perméabilise pas les lysosomes [482], mais les céramides

endogènes pourraient lier et activer la cathepsine D qui serait par la suite impliquée dans le

ssALL [467].

Le stress oxydatif et les RLO font également partie d’un mécanisme qui conduirait

à la perméabiilsation des lysosomes. En fait, au cours des dernières années, la rupture

lysosomiale et le sstLL ont surtout été observés dans des cellules subissant un stress

oxydatif quelconque. Les RLO induisent des réactions oxydatives catalysées par le fer à

l’intérieur des lysosomes, ce qui déstabilise la membrane lysosomiale [45$, 460, 483].

Certains stimuli apoptotiques qui ont été associés à une rupture lysosomiale, tels que

l’action du TNf-a [484] et des lipopolysaccharides [485], ainsi que les agents

lysosomotropiques photo-sensibilisants [486], provoquent également un stress oxydatif

cellulaire en cours d’apoptose. De plus, il a été démontré que les protéases lysosomiales

promouvoient la génération de RLO par la mitochondrie, créant ainsi une boucle

d’amplification du dommage oxydatif qui stimule davantage le ssALL [477].

Étant donné les rôles majeurs joués par les protéines de la famille Bd-2 dans la

perméabilisation des mitochondries, il est tentant de proposer que les Bcl-2-like pourraient

aussi transioquer aux lysosomes et promouvoir la rupture lysosomiale, soit via leur

capacité à s’oligomériser sous forme de canaux, soit en modulant des structures

membranaires ou des complexes «pore-like» pré-existants dans la membrane lysosomiale.

Toutefois, aucune évidence expérimentale en faveur d’une telle hypothèse n’est

actuellement disponible. Deux études menées par Zhao et al. ont néanmoins démontré que

la surexpression de ]‘anti-apoptotique Bd-2 empêche la perméabilisation des lysosomes
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induite par un stress oxydatif, une protection conférée uniquement par la forme

phosphorylée de Bel-2, et par un mécanisme qui impliquerait l’inactivatïon de la PLA2

(phospho!ipase A2) par Bel-2, une enzyme possiblement impliquée dans

l’endommagement des membranes mitochondriales etlou lysosomiales [487, 488].

Actuellement, la voie apoptotique lysosomiale fait l’objet de nombreuses études,

qui permettront sûrement, dans un avenir rapproché, de mieux comprendre et d’élucider les

signaux et les mécanismes moléculaires qui conduisent à la rupture lysosomiale en cours

d ‘ apoptose.

1.3.3 L’implication des autres organites

1.3.3.1 Le réticulum endoplasmique

Au cours des dernières années, le RE s’est lui aussi taillé une place en tant

qu’organite jouant un rôle dans l’apoptose, principalement via la modulation des niveaux

de calcium intracellulaire. Le RE est le site majeur de séquestration du calcium et une

perturbation de l’homéostasie calcique entrafne facilement la mort de la cellule [257, 489,

4901. Un excès de calcium intracellulaire enclenche généralement des voies d’apoptose, à

moins que la surcharge calcique soit très importante, dans ce cas, ce sont des voies

nécrotiques qui sont plutôt activées [491]. Les mitochondries participent aussi au maintien

de l’homéostasie calcique et l’influx de calcium à travers la membrane mitochondriale est

facilité par sa proximité avec le RE. Le calcium serait un messager qui coordonne les

interactions entre mitochondrie et RE en cours d’apoptose [256]. Certains sites du RE,

comme les récepteurs à 1P3 (inositol-1, 4, 5-trzhosphate), qui sont en partie responsables de

l’activation des canaux calciques, se retouvent juxtaposés à la membrane mitochondriale.

Certains signaux mènent au relargage massif de calcium du RE, ce calcium pénètre dans la

mitochondrie et cette surcharge calcique promouvoit la perméabilisation mitochondriale, la

libération du cytochrome e et l’apoptose [347, 492-494]. Un nouveau mécanisme

d’amplification du signal apoptotiqtle a récemment été proposé par Boehning et al. Ils ont

démontré que de petites quantités de cytochrome e relarguées par la mitochondrie

atteignent rapidement le RE, où le cytochrome e se lie aux récepteurs à 1P3, ce qui stimule

le relargage de calcium du RE qui agit à son tour sur la mitochondrie pour déclencher le

relargage massif de cytochrome e qui active les caspases et la cascade apoptotique [256].
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Suite à la localisation de l’anti-apoptotique Bd-2 au niveau des membranes du RE

[149], il a été suggéré que Bel-2 pouvait moduler les niveaux intracellulaires de calcium

[4201. Toutefois, l’action de Bd-2 sur l’homéostasie du calcium est encore source de

controverses. La surexpression de Bd-2 a été associée à une élévation des niveaux de

calcium du RE dans des lymphomes de souris et des cellules humaines de cancer du sein,

abaissant par conséquent la concentration de calcium cytosolique et protégant ainsi la

cellule [495, 496]. Bel-2 pourrait augmenter l’expression de la pompe SERCA-2

(sarco(endo)-plasmic reticutum Ca2 ATPase) du RE, qui pompe le calcium à l’intérieur

du RE. Bd-2 pourrait aussi moduler directement l’activité de la pompe SERCA via des

interactions protéine-protéine. Bel-2 cause ainsi un abaissement du calcium cytosolique et

favorise la survie de la cellule [496]. Toutefois, des données contradictoires indiquent que

la surexpression de Bel-2 cause plutôt une diminution de la charge de calcium du RE dans

les cellules HeLa [497], dans les cellules humaines de cancer de la prostate [498], dans les

cellules HEK-293 de reins embryonnaires humains et dans les fibroblastes R6 [499].

Néanmoins, ces études démontrent que la surexpression de Bel-2, en abaissant le calcium

du RE, protège encore les cellules de la mort. Il a été suggéré que les faibles niveaux de

calcium du RE limitent la quantité de calcium relarguée dans le cytosol, ce qui diminue

aussi l’influx de calcium dans la mitochondrie et favorise la survie de la cellule [500]. Les

discordances observées peuvent provenir de différences dans les niveaux de surexpression

de Bel-2, de la méthodologie utilisée pour mesurer le calcium intracellulaire, ou tout

simplement des particularités propres à chaque lignée cellulaire. Depuis ce temps, d’autres

membres de la famille Bel-2 ont été localisés au niveau du RE, dont Bcl-xL [501], Bax et

Bak [153, 154], Bilc [502] et Spike [127]. Bcl-xL semble diminuer l’expression des

récepteurs à W3 et le relargage subséquent de calcium lors de la stimulation des

lymphocytes T, les protégeant de l’apoptose [503]. Bel-2 et Bcl-xL interagissent avec

Bap3l, une protéine du RE [504]. Bap3l pourrait servir de protéine adapatrice entre Bel

xL ou Bel-2 et la pro-caspase-8L [505]. Après un stimulus apoptotique, la caspase-$ clive

Bap3l, générant un fragment intégré dans la membrane du RE, appelé p20, qui stimulerait

l’apoptose [504]. La présence de Bcl-2IBcl-xL empêcherait le clivage de Bap3 1 [505] et

prévient l’action pro-apoptotique de p20 [504]. L’expression ectopique de p20 induit le

relargage de calcium du RE, augmente l’influx de calcium dans la mitochondrie et

promouvoit l’apoptose [504, 506]. Le BH3-unique Spilce qui a été localisé uniquement au

RE, peut interagir avec Bap3 I et déplacer ainsi Bcl-xL, ce qui favorise le clivage et
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l’activation de Bap3l[127J. La surexpression des pro-apoptotiques Bax et Bak stimule la

décharge de calcium en provenance du RE, ce qui augmente l’entrée de calcium dans les

mitochondries et favorise leur perméabilisation, la libération du cytochrome c et I’apoptose

[153, 154, 507]. Les mécanismes par lesquels Bax/Bak contribuent à maintenir le calcium

dans le RE des cellules saines et stimulent le relargage du calcium après un stimulus

apoptotique demeurent incertains. Leur capacité à former des canaux ioniques dans les

membranes, la modulation de l’expression de SERCA, des récepteurs à 1P3 ou de d’autres

canaux calciques pré-existants et les interactions avec les membres anti-apoptotiques

représentent tous des mécansimes d’action potentiels de Bax et Bak au niveau du RE. Le

BH3-unique Bik, lorsque localisé au RE, semble stimuler le relargage de cytochrome c par

un mécanisme intriguant qui ne dépend pas du calcium relargué par le RE, ni de

l’expression de Bax, ni du mPTP mitochondrial [502]. Des données supplémentaires seront

donc nécessaires pour clarifier le rôle de B& ainsi que des autres Bcl-2-like au RE.

Les calpaïnes, des protéases à cystéine cytosoliques activées par le calcium, sont

aussi impliquées dans l’apoptose et clivent des substrats en commun avec les caspases,

dont les pro-caspase-3 et -7, Bid, Bcl-xL et Bd-2, ainsi que des protéines structurales, des

médiateurs des voies signalétiques, des protéines impliquées dans le maintien de l’intégrité

du génome et plusieurs autres [489]. Toutefois, le clivage des caspases par les calpaïnes

mène généralement à l’inactivation des caspases [508]. Une exception est le clivage de la

pro-caspase-12 par la m-calpaïne (ou calpaïne 2), une des deux isoformes des calpaïnes

exprimées de façon ubiquitaire, l’autre étant la p.-calpaïne (ou calpaïne 1). La pro-caspase

12, décrite seulement chez la souris, est localisée au niveau des membranes du RE, et est

clivée et activée par la m-calpaïne, elle-même activée en réponse à un stress du RE et/ou à

la mobilisation du calcium intracellulaire. Une fois activée, la caspase-12 initie la cascade

protéolytique en clivant les caspases effectrices [509]. Le clivage de Bid par les calpaïnes

produit un fragment tronqué similaire à celui généré par l’activité de la caspase-8, qui

promouvoit la perméabilisation mitochondriale [510] et le potentiel pro-apoptotique de

Bax croît lorsqu’il est clivé par les calpaïnes, tout comme lors de son clivage par les

caspases [5111. La calcineurine, une protéine phosphatase calcium!calmoduline

dépendante, est activée par le calcium et promouvoit l’apoptose de diverses façons. Par

exemple, la calcineurine déphosphoryle le BH3-unique Bad, qui est par la suite libéré de la

chaperone 14-3-3, transloque à la mitochondrie et induit l’apoptose par la voie

mitochondriale [5121. L’ immunosupresseur cyclosporine A, par son action inhibitrice sur
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la calmoduline etJou sur l’ouverture du mPTP, bloque l’apoptose calcium-dépendante des

celitiles lymphoïdes [5131. Les calpaïnes clivent et inactivent aussi un inhibiteur endogène

de la calcineurine, cain!cabin 1, favorisant son activation [5141. Des perturbations de

l’homéostasie du calcium, contrôlée principalement au niveau du RE, peuvent donc

entraîner la mort de la cellule de diverses façons et la survie cellulaire nécessite une

régulation précise de la signalisation calcique.

1.3.3.2 Le noyau

Le noyau est la cible principale de nombreux agents inducteurs d’apoptose, tels que

les agents alkylants (ex: cyclophosphamide), les antimétabolites (ex: 5-fluorouracil), les

radiations UV et ionisantes, les inhibiteurs de topoisomérases (ex: camptothecine,

etoposide) et les agents qui se lient de façon covalente à l’ADN (ex: cisplatine) [515-517J.

Le mode d’action de ces agents est l’induction de dommage à l’ADN, qui seront détectés

par des enzymes qui initieront une panoplie de réponses cellulaires telles que la réparation

de l’ADN, l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire et l’apoptose. Les cassures

doubles brins sont détectées prinicipalement par les kinases ATM (ataxia teleangiectasia

rnutated) et DNA-PK, alors que les dommages induits par les rayons UV et possiblement

les cassures simples brins seront plutôt détectés par la kinase ATR (ataxia teleangiectasia

Rad3 retated). Toutes ces enzymes, ainsi que les sérine/thréonine kinases activées en aval

Chkl et Chk2, peuvent phosphoryler p53 ce qui le stabilise et active sa fonction de

transactivation etJou inhibe sa liaison avec Mdm2, empêchant ainsi la dégradation de p53

et favorisant son accumulation [518]. La protéine Mdm2 lie l’extrémité N-terminale de

p53, bloquant ainsi la fonction de transactivation de p53, en plus de stimuler la dégradation

de p53 par le protéosome. Suite à l’induction de dommage à l’ADN et à l’activation de la

cascade enzymatique de détection, le signal apoptotique initié dans le noyau se dirigerait

principalement vers la mitochondrie. En effet, p53 peut fransactiver directement les Bel-2-

like pro-apoptotiques Bax, Noxa, Puma et Bid [121, 519-521], qui médient l’apoptose en

agissant surtout au niveau mitochondrial. Donc contrairement aux autres organites, qui

génèrent eux-mêmes des voies apoptotiques spécialisées, il n’existe pas de voie

apoptotique nucléaire en tant que tel. La formation d’un apoptosome nucléaire, composé

des corps nucléaires PML (prornyeÏocytic leukaernia) et de BASC (BRCA]-associated

genorne surveillance complex), a bel et bien été suggérée [516], mais aucune évidence n’a
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pu démontré l’activation intranucléaire de caspases, excepté peut-être pour la caspase-2. La

pro-caspase-2, qui possède un NLS (nucÏear tocalization signal), est la seule à être

présente de façon constitutive dans le noyau [522, 523]. Une interaction entre la caspase-2

et la cycline D3 pourrait potentialiser l’activation nucléaire de la caspase-2 [524]. La pro

caspase-2 a également été co-localisée avec la molécule adaptatrice RAIDD dans le noyau

lorsque les deux protéines sont transfectées dans des cellules I-IEK 293T [525]. À noter que

la localisation sous-cellulaire du nouveau complexe PlDDosome (PTDD-RÀIDD-caspase

2), décrit par Tinel et al. [2341, est actuellement inconnue et la présence du PDDosome

dans le noyau demeure une possibilité. Bien que le mécanisme d’activation de la caspase-2

nucléaire suite à l’endommagement de l’ADN ne soit pas encore bien défmi, la caspase-2

pourrait ensuite transloquer dans le cytosol, où elle pourrait initier la voie apoptotique

mitoehondriale (voir section: 1.2.4.1 - Les voies d’activation des caspases). Il a même été

démontré que la caspase-2 nucléaire pouvait provoquer la dysfonction mitochondriale très

tôt pendant le processus apoptotique, par un mécanisme qui ne nécessiterait pas la

translocation cytosolique de la caspase-2 car l’utilisation d’un agent qui bloque

l’exportation à travers les pores nucléaires ne modifie pas le relargage de cytochrome c

induit par l’activité de la caspase-2 nucléaire [244]. La caspase-2 nucléaire diffuserait de

façon passive dans le cytosol seulement au cours de phases ultérieures de l’apoptose,

lorsqu’il y a un accroissement général du processus de diffusion à travers les pores

nucléaires [244]. Une fois que le signal apoptotique est relayé vers la mitochondrie, des

molécules apoptogéniques, tels que AIF et EndoG (voir section: 1.3.1.4 - Les évènements

en aval de la pennéabitisation mitochondriate), vont transioquer dans le noyau pour

provoquer les phénomènes apoptotiques nucléaires. Récemment, il a été démontré que le

cytochrome e peut lui aussi transloquer dans le noyau, où son accumulation semble

contribuer au phénomène de condensation de la chromatine, dans des conditions in vitro

[526]. Le noyau est donc un site d’initiation, le signal apoptotique soft ensuite du noyau

pour atteindre les organites par des mécanismes encore obscurs qui semblent impliquer les

Bcl-2-like, et le signal retourne fmalement dans le noyau pour provoquer les changements

nucléaires typiques. Bien que le mode d’action principal des protéines de la famille Bel-2

après l’induction de dommage à l’ADN soit de transloquer vers les autres organites pour y

médier l’apoptose, certains Bcl-2-like pourraient aussi agir directement dans le noyau pour

moduler des évènements nucléaires impliqués dans le programme apoptotique. Bel-2 a

aussi été localisé au niveau de la membrane nucléaire externe et des complexes de pores
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nucléaires, suggérant une action de Bel-2 dans le noyau [149]. Il a été proposé que Bel-2

pouvait affecter la translocation nucléaire de p53, modulant ainsi l’apoptose p53-

dépendante [527, 528]. Bd-2, peut-être via son activité de formation de canaux, semble

également stimuler l’augmentation des concentrations de glutathione dans le noyau, une

condition qui favorise la survie cellulaire en protégeant contre certains phénomènes

apoptotiques nucléaires [529-531]. Bel-2 semble aussi diminuer l’influx de calcium dans

des noyaux isolés, ce qui favoriserait la survie des cellules [532]. Bel-2 et Bax ont été

observés en association avec des protéines de la matrice nucléaire dans des noyaux en

interphase, suggérant un rôle possible pendant la division cellulaire [533-535].

Récemment, il a été démontré dans notre laboratoire, que Bcl-xL s’associe au complexe

cdc2/cdkl-cycline A/B1 et inhibe l’activité kinase de ce complexe après un dommage à

l’ADN, suggérant une nouvelle fonction pour Bcl-xL en tant que lien moléculaire entre

l’apoptose et les points de contrôle du cycle cellulaire [536].

1.3.4 La voie des récepteurs de mort cellulaire

Chez les mammiferes, la famille des récepteurs de mort cellulaire TNF inclue les

membres suivants: Fas/CD95IApo-1, TNF-R1, DR3, DR4[frail-R1, DR5/KillerfTrail-R2,

et DR6 [537]. Les récepteurs de mort cellulaire n’ont pas d’homologue chez C.elegans ni

chez la drosophile D.meÏanogaster, bien qu’un homologue de l’adaptateur fADD (fas

associated DD) ait été identifié chez la mouche [53$]. De façon générale, les récepteurs de

mort cellulaire sont activés par oligomérisation en réponse à la liaison de leur ligand

respectif, élément initiateur de la voie extrinsèque d’activation des caspases, tel que décrit

précédemment (voir section: 1.2.4.1 - Les voies d’activation des caspases). La portion

extracellulaire des récepteurs contient un domaine riche en cystéine et la portion

intracellulaire est caractérisée par la présence du domaine DD, couvrant environ une région

de $0 acides aminés. Le DD est essentiel à l’activité pro-apoptotique des récepteurs de

mort cellulaire [539]. Les voies signalétiques les mieux connues sont celles des récepteurs

fas, TNF-R1 et Trail. Les caractéristiques générales de ces voies sont discutées ci-après.

Le récepteur Fas est activé par la liaison de son ligand, Fas-L (Fas Ïigand), dont la

transcription est régulée principalement par les facteurs NF-icB et AP 1 [540]. fas-L est

surtout exprimé par les cellules T cytotoxiques et les cellules NK (natural killer). La

transcription du récepteur Fas est régulée par les facteurs NF-icB et p53. fas est largement
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exprimé, surtout dans les thymocytes et les cellules T activées [539J. Le DD intracellulaire

de Fas recrute FADD, une molécule adaptatrice qui contient aussi un DD, ainsi qu’un

DED. Ce dernier est responsable du recrutement de la pro-caspase-8, via l’interaction de

leur DED respectif. La pro-caspase-1O pourrait aussi être recrutée de cette façon. Cette

série de recrutement moléculaire forme le complexe appelé DISC [4, 218, 541]. Les pro

caspases s’auto-activent à cause de leur proximité, clivent et activent les caspases

effectrices et la cellule meurt par apoptose. La pro-caspase-8 peut aussi cliver Bid et tBid

transloque à la mitochondrie pour induire l’apoptose par la voie mitochondriale. En plus

d’activer la voie extrinsèque, Fas peut donc activer aussi la voie apoptotique intrinsèque.

Les cellules qui subissent l’apoptose médiée par fas indépendamment de la mitochondrie,

c’est-à-dire que la caspase-$ active directement les caspases effectrices sans intermédiaire,

sont appelées cellules de type I (ex: cellules B lymphoblastoïdes SKW6.4 et cellules T

H9). Dans les cellules de type II (cx: cellules T CEM et Jurkatt), la caspase-8 clive Bid qui

active la voie mitochondriale et cette dysfonction mitochondriale est requise pour que Fas

induise l’apoptose [542]. Il existe aussi un récepteur de type « leurre» ou « decoy» pour la

liaison de fas-L, appelé DcR3 (decoy receptor 3). C’est un récepteur secrété qui ne

contient pas de portion transmembranaire, incapable d’initier la cascade signalétique, mais

qui lie Fas-L avec une très grande affmité. DcR3 compétionne donc avec Fas pour la

liaison de son ligand et agit comme une molécule anti-apoptotique [543J. En plus d’induire

l’apoptose, fas peut aussi enclencher des voies nécrotiques. Par exemple, si les caspases

sont inhibées avec le Z-VAD-FMK, Fas tuera les cellules par nécrose [544, 545]. Le

système Fas-L/Fas est important pour plusieurs fonctions du système immunitaire, dont

l’élimination par apoptose des cellules qui ont terminé leur travail et des lymphocytes

réactifs envers le soi, ainsi que pour l’élimination des cellules infectées par un virus ou des

cellules cancéreuses par les lymphocytes T cytotoxiques et les cellules NK [4, 546].

L’expression de fas et Fas-L étant régulée entre autres par les facteurs NF-icB et p53, les

agents anti-cancéreux qui mènent à l’activation de NF-xB et p53 peuvent ainsi permettre

au signal apoptotique généré dans le noyau d’activer les récepteurs de mort cellulaire à la

surface de la cellule.

La liaison de TNF-o à son récepteur résulte en l’homo-trimérisation et l’activation

du récepteur TNF-R1. Le DD de TNF-R1 interagit ensuite directement avec l’adaptateur

TRADD qui recrute FADD qui recrute à son tour la pro-caspase-8 [218, 547], les

zymogènes de caspase-$ s’auto-activent et la cascade des caspases est enclenchée, menant
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à l’apoptose de la cellule. TRADD peut aussi s’associer avec la sérine/thréonine kinase

RIP qui est ainsi recrutée au récepteur TNF-R1 [547]. RIP peut ensuite interagir avec

l’adaptateur RAIDD via leurs domaines DD respectifs [236], et RAIDD peut recruter à son

tour la pro-caspase-2 via leurs domaines CARD respectifs [235, 236]. Cette cascade de

recrutement permet donc d’associer également la caspase-2 à la signalisation par le TNF-ct.

Un autre type de signalisation initiée par TNF-R1 mène plutôt à l’activation de cascades de

kinases qui médient les effets pro-survie des facteurs de transcription NF-icB et APi via la

molécule TRADD qui peut aussi recruter la sérine/thréonine kinase RJP et la molécule

TRAf-2 (7NF receptor-assocïatedfactor-2), qui activent les voies de survie de NE-KB et

API, respectivement [548, 549]. Le TNF étant synthétisé surtout par les macrophages

activés et par d’autres cellules lymphoïdes, le TNF et ses récepteurs sont surtout impliqués

dans des activités pro-inflammatoires et la voie inductrice d’apoptose médiée par

l’activation de TNF-RI survient plutôt rarement [539, 550J. La liaison de TNF-Œ à son

récepteur semble même induire la nécrose de certains types cellulaires [551].

Les récepteurs DR4[frail-Rl et DR5/Killer/Trail-R2 sont activés par la liaison de

leur ligand commun, Trail (TNF-reÏated apoptosis inducing ligand). DR4 et DR5

contiennent un DD dans leur portion intracellulaire qui promouvoit la formation du

complexe DISC et l’activation subséquente des pro-caspase-8 et/ou -10. De façon similaire

à Fas, DR4 et DR5 peuvent induire l’apoptose à la fois par la voie extrinsèque via

l’activation directe des caspases effectrices et par la voie intrinsèque via le clivage de Bid

par la pro-caspase-$ [552-554]. DcR1 et DcR2 sont deux récepteurs de type leurre, qui

peuvent également lier le ligand Trail. DcR1 ne possède pas de domaine intracellulaire et

le domaine DD de DcR2 est tronqué. Ces deux récepteurs sont donc incapables

d’enclencher la voie signalétique et inhibent l’apoptose induite par Trail lorsqu’ils sont

surexprimés [555-558]. Le cinquième récepteur capable de lier Trail est l’osteoprotegerin

(OPG), une protéine secrétée dont l’affmité pour Trail est très faible et dont le rôle est

encore méconnu [559]. Le système Trail pourrait participer, entre autres, à l’apoptose des

cellules ciblées par les cellules T cytotoxiques, les cellules dendritiques et les monocytes

[560-562]. En réponse à l’endommagement de l’ADN, p53 peut transactiver DR5 et

faciliter ainsi l’apoptose [563, 5641. Plusieurs lignées cellulaires cancéreuses traitées avec

Trail démontrent une résistance à l’apoptose, due entre autres à l’expression élevée des

récepteurs de type leurre dans certaines tumeurs [565].
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Les récepteurs de mort cellulaire sont donc essentiels pour assurer une bonne

fonction immunitaire. De plus, ces récepteurs sont aussi impliqués dans l’induction de

l’apoptose par certaines thérapies anti-cancéreuses et des anomalies dans les voies

signalétiques enclenchées par les récepteurs de mort cellulaire ont été observées dans de

nombreuses tumeurs, telles que la perte de l’expression de Fas, la délétion et/ou des

mutations dans les gènes codant pour DR4 et DR5, la surexpression des récepteurs de type

leurre et de FLIP, un inhibiteur du recrutement et de l’activation de la caspase-8 par le

DISC, décrit précédemment (voir section: 1.2.4.1 - Les inhibiteurs des caspases) [539,

566J.

1.4 Le dommage à l’ADN

1.4.1 Les inhibiteurs de topoisomérases

Les topoisomérases sont des enzymes nucléaires retrouvées chez toutes les espèces

procaryotes et eucaryotes. Ces enzymes sont essentielles aux processus de réplication et de

transcription de l’ADN, ainsi que lors de la mitose. De façon générale, le rôle des

topoisomérases est d’éliminer le « super-enroulement» de l’ADN en amont de la fourche

de réplication ou du complexe de transcription, causé par la progression de ceux-ci. Les

topoisomérases de type I et III, ou topo I et topo III, se lient à la molécule d’ADN, coupent

un brin, le deuxième brin non-clivé passe à travers la brisure simple brin et est religué,

éliminant ainsi un super-enroulement à chaque fois. La topoisomérase de type II, ou topo

II, coupe les deux brins de la molécule d’ADN, fait passer une portion du duplex à travers

la cassure et religue ensuite les deux brins d’ADN, ce qui relaxe l’ADN super-enroulé. La

topo II facilite également le nouement de l’ADN pendant la condensation de la chromatine

en chromosomes lors de la mitose. La topo li est la cible de plusieurs agents anti-tumoraux

très puissants, dont doxorubicine, mitoxantrone, amsacrine et ellipticines, qui s’intercalent

dans l’ADN, ainsi que des agnts non-intercalants tels que etoposide (VPI6) et teniposide

[567]. L’activité de la topo I est bloquée par l’alkaloïde camptothecine (CPI) et ses dérivés

semi-synthétiques solubles comme topotecan et MDO-CPT, qui sont largement utilisés en

clinique [568]. Les inhibiteurs de topo I stabilisent un état transitoire où la topo I est liée de

façon covalente à l’extrimité 3’ du brin d’ADN cassé, stabilisant ainsi une cassure de type

simple brin. Les inhibiteurs de topo II, quant à eux, stabilisent la cassure double brins
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produite par la topo II au moment où celle-ci vient de briser les deux brins de l’ADN et est

liée à l’extrémité 5’ du duplex d’ADN [567, 568]. La stabilisation covalente des cassures

de l’ADN est le mécanisme d’action majeur des inhibiteurs de topoisornérases. Les

inhibiteurs de topo I et II sont donc actifs lorsque les cellules sont en phase S (synthèse), où

elles répliquent leur ADN, et lorsqu’elles effectuent le processus de transcription. De plus,

les inhibiteurs de topo II sont aussi actifs dans les cellules mitotiques, lors de la

condensation de la chromatine en chromosomes. La grande efficacité des inhibiteurs de

topo II est reliée au fait que ceux-ci induisent directement des cassures double brins dans

l’ADN, un dommage immédiatement reconnu par les kinases détectrices telles que ATM

(ou AIR) et DNA-PK qui enclenchent les voies de réponse de la cellule. Les inhibiteurs de

topo I provoquent une cassure simple brin, dommage non-cytotoxique en soi, et il semble

que ce soit la collision entre le complexe topo I-ADN stabilisé par l’inhibiteur et la fourche

de réplication qui provoque une cassure double brins et génère la lésion cytotoxique [569].

Les inhibiteurs de topo I semblent plus actifs pendant la réplication que lors du processus

de transcription de l’ADN [570]. La réponse cellulaire aux agents inhibiteurs de

topoisomérases est à la fois complexe et très variée. Cette réponse comporte plusieurs

aspects, dont l’initiation des voies signalétiques de dommage génotoxique, les arrêts du

cycle cellulaire et l’activation des mécanismes de réparation de l’ADN. Suite à

l’endommagement de l’ADN, la cellule effectue généralement des arrêts du cycle

cellulaire, probablement dans le but de se donner du temps pour réparer les bris et pour

prévenir les cassures supplémentaires induites pendant la réplication [570]. Les cassures

doubles brins peuvent être réparées par les voies cellulaires de réparation conventionnelles,

dont les mécanismes de recombinaison homologue, qui impliquent principalement les

protéines Rad52/51, et de recombinaison non-homologue, aussi appelé le NFIEJ (non

homologous end joining) qui comptent surtout sur l’activité de la DNA-PK [570]. La

topoisomérase doit préalablement être dégradée afin de laisser le site de cassure libre et

accessible aux protéines de réparation. Par exemple, la topo I est dégradée par le système

ubiquitine/protéosome, lui-même stimulé par la camptothecine [571]. La camptothecine

induit aussi la conjugaison des protéines SUMO, des ubiquitin-like, à la topo I pour

stimuler sa dégradation [572, 573]. Les cassures doubles brins activent des kinases,

principalement ATM (ou AIR) et la DNA-PK, qui initient les cascades signalétiques de

réparation de l’ADN et de mort cellulaire [569]. Si l’ADN est réparé de manière acceptable

par la cellule, celle-ci pourra survivre, alors que si la cellule est incapable de réparer les
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bris dans son ADN, des voies de mort cellulaire seront enclenchées. Les cellules traitées

avec des inhibiteurs de topoisomérases vont principalement activer des voies de mort

apoptotique. Par exemple, l’activation de ATM (ou ATR) mène à la stabilisation du facteur

p53 qui médie alors l’apoptose. Toutefois, la mort de la cellule par nécrose peut également

survenir [569, 574]. Les voies de réponse cellulaire après l’action des inhibiteurs de

topoisomérases sont très complexes et ne sont pas encore bien élucidées. Alors que les

premières étapes, c’est-à-dire la stabilisation des complexes topoisomérase/cassure d’ADN

et la conversion de cet évènement en cassure double brins, sont relativement bien

élucidées, ce n’est pas le cas des voies signalétiques qui mènent à la mort cellulaire. Une

meilleure compréhension de ces cascades d’évènements signalétiques permettra

d’améliorer les thérapies anti-cancéreuses ciblant l’action des topoisomérases.

1.4.2 Les facteurs de transcription activés par le dommage à l’ADN

1.4.2.1 Le facteur p53

Suite à l’induction de dommage à l’ADN, l’activité de la kinase ATM mène

rapidement à la stabilisation et à l’activation du facteur p53. Chez les vertébrés, p53 est

bien connu pour médier l’apoptose, mais p53 agit aussi pour activer les points de contrôle

du cycle cellulaire [575]. Les souris knock-out pour p53 développent rapidement des

tumeurs spontanées, d’où l’attribution de gène supresseur de tumeurs à p53. Plus de la

moitié des tumeurs humaines présentent des mutations dans le gène p53. L’activation de

p53 joue un rôle majeur dans la réponse apoptotique après les traitements de radiothérapie

et de chimiothérapie. Plusieurs agents anti-cancéreux activent p53 qui stimule l’apoptose

en transactivant de nombreux gènes pro-apoptotiques. L’expression de plusieurs membres

de la famille Bd-2 est modulée par p53. Le gène bai fut la première cible transactivée par

p53 à avoir été identifiée [519, 576, 577]. Les gènes puma [119, 520], noxa [121] et bld

[521], qui codent pour des BH3-unique pro-apoptotiques, contiennent tous des éléments de

réponse à p53 dans leur séquence génique et sont aussi transactivés par p53. Le facteur p53

pourrait également réprimer le gène bd-2, bien qu’aucun élément de régulation négative

n’ait été identifié dans la séquence de bel-2 [576, 578]. La modulation de l’expression des

protéines Bcl-2-lllce par p53 favorise donc l’activation de la voie mitochondriale et la mort

apoptotique subséquente. Outre la famille Bd-2, le facteur p53 transactive aussi le gène
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codant pour le récepteur de mort cellulaire Fas, alors que l’expression de Fas-L serait

plutôt induite de façon p53-indépendante [579, 580]. Un autre récepteur de mort cellulaire,

DR5, est aussi induit par p53 [563 J. L’induction de fas et DR5 par p53 établit un lien entre

un signal apoptotique initié dans le noyau et l’activation des récepteurs de mort à la surface

de la cellule. La protéine PDD est également une cible transactivationnelle de p53 [23$],

le rôle de PDD dans la formation d’un nouveau complexe activateur de caspases a été

abordé précédemment (voir section: 1.2.4.1 - Les voies d’activation des caspases). Le

facteur p53 stimule aussi la transcription des gènes codant pour p21, Gadd4S (growth

arrest- and DNA damage-inducible 45) et 14-3-3 a, des médiateurs des arrêts du cycle

cellulaire, ainsi que le gène mdm2, p53 stimulant ainsi sa propre dégradation Mdm2-

dépendante [51$, 581]. Une famille de gènes, appelés les pig ‘s (p53-inducïbte genes), sont

aussi induits par p53, et la protéine PIG3 possède apparemment la capacité d’accroître les

niveaux de RLO cellulaires, causant un stress oxydatif et facilitant ainsi l’apoptose [582,

583]. L’activité transcriptionnelle de p53 semble dépendre du contexte cellulaire car

certains gènes-cibles de p53 présentent un patron d’expression spécifique à certains tissus

[564, 584, 585]. Par sa capacité à lier directement des séquences d’ADN, p53 pourrait

aussi réprimer l’expression de l’IAP Survivin [586], bien que l’implication de Survivin

dans l’apoptose après dommage à l’ADN soit incertaine.

Des fonctions autres que celle de facteur de transcription ont aussi été attribuées à

p53. Dans un modèle d’apoptose p53-dépendante, p53 peut transloquer directement à la

mitochondrie, où il se lierait directement aux anti-apoptotiques Bd-2 et Bcl-xL pour

antagoniser leur fonction pro-survie [587, 58$]. Récemment, Chipuk et al. ont démontré

que lorsque p53 s’accumule dans le cytosol, il peut interagir avec Bax et stimuler

directement son activation afm de perméabiliser la mitochondrie, d’une manière analogue à

l’action des 3H3-unique de type activateur comme tBid [589]. Dans une étude similaire,

Leu et al. ont montré que p53 interagit aussi avec Bak, stimulant l’oligomérisation de Bak

et le relargage de cytochrome c [590]. Le facteur p53 semble donc promouvoir l’apoptose

de diverses façons, l’activation de la transcription demeurant tout de même sa fonction la

plus commune.
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1.4.2.2 L’apoptose p53-iiidépendante

Les voies apoptotiques qui dépendent de l’activation du facteur p53 ont fait et font

toujours l’objet de nombreuses études dans le domaine de la recherche sur le cancer. À
l’opposé, beaucoup moins d’attention a été portée à I’apoptose en l’absence de p53. Les

voies apoptotiques p5 3-indépendantes induites par un stress génotoxique demeurent

actuellement peu comprises. Pourtant, des mutations de type « loss offiinction » dans le

gène p53 ont été retrouvées dans la majorité des tumeurs humaines et ces tumeurs

caractérisées par un p53 muté ou défectueux représentent, apparemment, les cibles les plus

difficiles pour les thérapies anti-cancéreuses [591, 592]. Il est toutefois intéressant de

constater que certaines lignées cellulaires tumorales déficientes pour p53 peuvent demeurer

sensibles à certains agents anti-cancéreux, dont les inhibiteurs de topoisomérase, et mourir

rapidement par apoptose suite à l’action de ces agents [21, 27, 593-595]. Ces observations

remettent évidemment en cause le rôle de p53 en tant que médiateur absolu de l’apoptose

et ouvrent la voie à l’implication d’autres facteurs de transcription qui pourraient moduler,

eux aussi, la transcription de gènes associés à l’apoptose. Les sections suivantes (voir

sections: 1.4.2.3, 1.4.2.4 et 1.4.2.5) aborderont le rôle de certains de ces facteurs dans

l’apoptose après une lésion génotoxique. De plus, des mécanismes indépendants de la

transcription peuvent également jouer un rôle prépondérant dans la promotion de la mort

cellulaire programmée. Par exemple, les nombreuses modifications post-traductionnelles

que peuvent subir les protéines de la famille Bel-2 modulent grandement leur activité pro-

ou anti-apoptotiques (voir section: 1.2.3.4 - Régulation). Il est aussi important de noter que

les modes d’action des protéines de la famille Bel-2 ont rarement été étudiés dans un

contexte cellulaire p53-déficient, et les mécanismes d’activation p53-indépendants des

protéines Bcl-2-like restent à définir.

1.4.2.3 Les facteurs p73 et p63

Les facteurs de transcription p73 et p63 sont les deux autres membres de la famille

de p53. Les facteurs de la famille p53 partagent des homologies au niveau de leurs

domaines de transactivation, de liaison à l’ADN et d’oligomérisation. Il existe plusieurs

variants de p73 et p63 produits par épissage alternatif ces formes isomériques sont

exprimées à la fois dans les cellules saines et dans les cellules cancéreuses. Des formes de
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p73 et p63 délétées en position N-terminale sont même exprimées de façon endogène dans

les cellules et agissent comme des dominants négatifs. Tout comme p53, p73 et p63 sont

des régulateurs du cycle cellulaire et de i’apoptose, bien que leurs fonctions soient moins

bien défmies que celles de p53. De plus, l’attribution de suppresseur de tumeurs aux

facteurs p73 et p63 est incertaine. En effet, la délétion des gènes p73 et p63 chez les souris

n’est pas associée à une augmentation de la tumorigenèse et les mutations de p73 et p63

sont beaucoup moins fréquentes dans les cancers que celles de p53 [596-600J. Certains

agents chimiothérapeutiques peuvent aussi mener à l’activation du facteur p73 et

possiblement de p63. Par exemple, des traitements de cisplatine, doxorubicine, taxol,

etoposide, camptothecine et gemcitabine mènent tous à l’activation de p73 [6001, mais il

semblerait que p73 demeure inactif suite à l’exposition des cellules aux rayons UV [6011.

Le mode d’activation de p73 après un dommage à l’ADN semble aussi différer de celui de

p53. Alors que p53 est phosphorylé et stabilisé principalement par l’action des kinases

ATM et DNA-PK, ce serait plutôt la tyrosine kinase c-Abl qui serait responsable de

l’activation de p73. La kinase c-Abl est rapidement activée par le dommage à l’ADN, e

Ahi se lie ensuite directement à p73 et le phosphoryle, ce qui augmente la stabilité de p73

[598, 602, 6031. La MAP kinase p38 peut aussi phosphoryler et activer p73,

indépendamment de la présence de c-Abl [604]. L’acétylation de p73 stimule aussi son

activité et ces réactions d’acétylation sont aussi dépendantes du dommage à l’ADN [605].

Une interaction entre l’oncogène c-Myc et p73 pourrait aussi moduler l’activité de ce

dernier [606]. Par contre, la régulation du facteur p63 n’est pas très bien connue

actuellement et le lien entre l’induction d’un dommage à l’ADN et l’activation de p63 n’a

pas encore été démontré de façon évidente. Une étude a reporté la stabilisation du variant

p63y dans une lignée érythroleucémique de souris suite aux radiations ionisantes et après

un traitement avec i’actinomycine D [607]. Toutefois, la stabilisation de p63y serait plutôt

liée à l’induction de la différenciation et non à i’apoptose dans cc modèle.

Certains gènes-cibles de p53 sont aussi transactivés par p73 et p63 [600, 601, 608-

6 10]. La transcription des gènes de la famille Bel-2 bax et puma est stimulée par p73,

favorisant ainsi l’apoptose par la voie mitochondriale. L’expression du récepteur de mort

cellulaire DR5 serait aussi induite par p73, ainsi que la protéine Mdm2, qui médie la

dégradation de p53, mais non celle de p73. Puis, en transactivant p21 et 14-3-3a, p73 peut

aussi médier des arrêts du cycle cellulaire. p73 transactive également certains membres de

la famille PIG. Toutefois, selon Zhu et ai, la majorité de ces gènes sont induits d’une façon
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moindre par p73 que par p53, excepté les gènes l4-3-3c et PIG7, pour lesquels l’effet

transactivationnel de p73 semble être dominant [608]. Les gènes p21, bax et ,ndm2 sont

également des cibles transactivationnelles de p63, mais demeurent eux aussi pitis affectés

par l’activité de p53 que par celle de p63 [597, 611]. Des études futures permettront

sûrement de mieux comprendre les fonctions de p73 et p63, mais il semble déjà évident

que ces facteurs, du moins p73, jouent aussi un rôle dans l’induction de l’apoptose. Ces

facteurs représentent donc de bons candidats pour médier l’apoptose en l’absence de p53.

Une étude intéressante a démontré, par des expériences avec des souris knock-out, que p53

serait même inactif lorsque p73 et p63 sont absents [612], suggérant l’existence d’un

réseau d’interactions inter-moléculaires entre les différents membres de la famille p53.

1.4.2.4 Le facteur NE-KB

Le facteur de transcription NE-KB (nuctear factor-kappa B) est un complexe

d’homo- ou d’hétéro-dimères formé par les différents membres de la famille Nf-KB: RelA

(p65), c-Rel, RelB, NF-iBl (pSO/p 105) et NF-icB2 (pS2/p 100). NF-KB est surtout connu

pour son rôle dans la réponse immunitaire. NF-KB est rapidement activé par les cytokines

inflammatoires et les produits bactériens et régule l’expression de gènes codant pour des

cytokines, des chémokines, des molécules d’adhésion et des peptides anti-bactériens [613-

6151. NF-xB est aussi impliqué dans la réponse cellulaire après un stimulus apoptotique,

entre autres après l’induction d’un dommage à l’ADN [616-621]. Dans des cellules non

stimulées, NF-KB est séquestré dans le cytosol par un inhibiteur de la famille 1KB

(inhibitor ofNF-icB), dont les principaux sont IKBŒ et IKBf3. En réponse à divers stimuli,

les kinases 11K (flcB kinase) phosphorylent 1KB, ce qui stimule la dégradation ubiquitine

dépendante de 1KB, libérant ainsi NF-xB qui transloque dans le noyau où il induit

l’expression de gènes-cibles [614].

NF-icB peut transactiver des gènes anti-apoptotiques dont les membres de la famille

Bel-2 suivants: al [81], bcÏ-xL [622-625] et bd-2 [6261. 11 induit aussi l’expression des

inhibiteurs des caspases lAPs et c-FLIP, ainsi que de TRAF-1 et TRAF-2 [6271, des

molécules adaptatrices associées aux voies signalétiques du récepteur de mort cellulaire

TNF. NE-KB pourrait également médier, d’une façon probablement indirecte, l’inhibition

du pro-apoptotique Bax [628]. Liu et al. ont démontré que Nf-KB pouvait protéger les
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cellules de la mort cellulaire en bloquant l’activité de la cathepsine-B. Ils ont montré

qu’après la stimulation du récepteur TNF-Rl, NF-icB est activé et qu’il induit l’expression

de Spi2A, un inhibiteur endogène des cathepsines, plus précisément de la cathepsine-B, et

que cette inhibition protège les cellules de l’apoptose par la voie lysosomiale [457]. De

façon générale, NF-icB semble donc agir comme facteur pro-survie et il semble jouer un

rôle dans la tumorigenèse. Une activité constitutive de NF-icB a été retrouvée dans certains

cancers du sein, de la prostate, des ovaires et des tumeurs colorectales, ainsi que dans

certaines formes de leucémies et de lymphomes [621, 629]. L’activité de NF-KB représente

donc une cible thérapeutique intéressante pour traiter ces formes de tumeurs.

Des fonctions pro-apoptotiques ont également été attribuées à NF-icB. En effet, NF

KB peut induire l’expression de molécules pro-apoptotiques comme les récepteurs de mort

cellulaire fas, DR4, DR5 et DR6 [630-632]. Toutefois, dans plusieurs modèles, NF-KB

induit aussi des gènes anti-apoptotiques qui semblent neutraliser l’effet des pro

apoptotiques. Il a été démontré récemment qu’après l’induction de dommage à l’ADN par

les rayons UV-C et les agents anti-cancéreux doxorubicine et donorubicine, des inhibiteurs

des topoisomérases II, NF-ic3 petit s’associer aux HDAC (histone déacétylase) et

participer à une activité de « fermeture > de la chromatine, réprimant ainsi la transcription

de certains gènes anti-apoptotiques, dont les gènes codant pour Bcl-xL et XIAP [633].

Cette dualité fonctionnelle de NF-cB semble dépendre du contexte cellulaire et de la

nature des signaux élicités par le stimulus apoptotique [634-636]. L’activation de NE-KB

pourrait aussi jouer un rôle dans l’apoptose en l’absence de p53. Dans un modèle

d’apoptose induite par un traitement avec la camptothecine, l’activation de NE-KB a déjà

été associée à l’apoptose p53-indépendante [637], alors que l’activité de NF-icB s’est

avérée essentielle dans un autre modèle d’apoptose médiée par p53 [63$]. En conclusion, il

semble que l’environnement cellulaire et le type d’insulte cytotoxique soient encore une

fois des facteurs déterminants dans la nature de la réponse élicitée par le facteur NE-KB

1 .4.2i Autres facteurs de transcription

La famille des facteurs de transcription APi (activating protein 1) est constituée

d’homo-dimères et d’hétéro-dimères de Jun (v-Jun, c-Jun, JunB, JunD), de Fos (v-Fos, c

Fos, fosB, frai, fra2) oti des membres de la famille ATF (ATF2, ATF3, B-ATF), qui sont
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toutes des protéines de type bZW (basic region leucine zipper) [639]. Les protéines Jun

peuvent homo-dimériser entre elles ou former des hétéro-dimères avec les membres de la

famille fos et ATF. Les protéines ATF peuvent aussi homo-dimériser, alors que les

membres de la famille Fos forment seulement des hétéro-dimères. Ces facteurs de

transcription lient tous un site commun dans l’ADN, appelé site de liaison à APi [639]. e

Jun est un composant central de tous les complexes APi et le gène c-fun est exprimé dans

de nombreux types cellulaires [640]. La cascade signalétique des INK (c-Jun N-terminal

protein kinase ou $APK. stress-activated protein kinase), qui font partie de la super-

famille des MÀPK (mitogen-activatedprotein kinase), est activée par un stress cellulaire et

a été associée à l’apoptose dans certains modèles [641]. Suite à différents stimuli tels que

l’abondance de facteurs de croissance, de cytokines et l’irradiation liv, les JNK sont

responsables de la phosphorylation et de l’activation du facteur de transcription c-JunJAPI

[640]. Selon différentes études, l’activation de la voie JNK-c-Jun stimulerait l’expression

de Fas-L [6421 et du BH3-unique Bim [643], suite au retrait du facteur de croissance NGF

(neuronal growth factor). Suite à l’induction de Bim dans les neurones sympatiques du

système nerveux périphérique privées de NGF, il y activation de la voie mitochondriale et

relargage de cytochrome e [643]. Toutefois, dans un autre modèle d’apoptose induit par les

rayons UV, la voie JNK-c-Jun stimule l’apotose indépendamment de l’activité

transcriptionnelle de c-JunJAPI [644]. L’activité transitoire des INK contribuerait aussi à

l’apoptose médiée par le TNF-cc, possiblement en induisant la protéolyse de Bid [645].

Selon certaines évidences, les JNK phosphorylent et inactivent les anti-apoptotiques Bd-2

et Bcl-xL, favorisant ainsi l’apoptose [179, 646]. Une autre étude a démontré que

l’apoptose induite par les JNK nécessite la présence de BaxlBak et que ceux-ci demeurent

inactifs lorsque des fibroblastes déficients pour les JNK sont exposés à des stress

environnementaux [647]. Récemment, Tsuruta et al. ont démontré que les JNK

phosphorylent les chaperones 14-3-3, des protéines qui ancrent Bax dans le cytosol, ce qui

libère Bax et enclenche la voie apoptotique mitochondriale [193]. La voie JNK-c-Jun est

aussi associée à des fonctions anti-apoptotiques. Yu et al. ont démontré que la survie

cellulaire médiée par l’IL-3 nécessite l’activation des JNK qui phosphorylent le BH3-

unique Bad, causant sa séquestration dans le cytosol et son inactivation [648]. L’inhibition

des activités JNK supprime la croissance de certaines cellules tumorales en stimulant leur

mort apoptotique [649, 6501. Selon d’autres évidences, les JNK ne jouent aucun rôle dans

l’apoptose induite par le TNF [651]. Il semble donc que la nature de la réponse cellulaire
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élicitée par la voie signalétique JNK-c-Jun dépende encore une fois du contexte cellulaire

et du type de stimulus initiateur.

La perte du supresseur de tumeurs Rb mène à une prolifération cellulaire

incontrôlée et contribue au développement de nombreux cancers humains. Normalement,

en réponse à l’inactivation de Rb, p53 est activé et déclenche l’apoptose, prévenant ainsi la

tumorigenèse [6521. Dans des cellules saines, Rb régule négativement les facteurs de

transcription de la famille E2f afm de freiner la croissance des cellules. En plus de

promouvoir la transcription de gènes requis pour la progression du cycle cellulaire, certains

facteurs E2F sont aussi associés à l’induction de l’apoptose. Par exemple, l’expression

dérégulée de E2f 1 due à l’inactivation de Rb, serait responsable de l’accumulation de p53

et de l’apoptose [653]. E2f 1 est aussi un facteur de transcription phosphorylé et activé par

les kinases AIM et ATR après l’induction d’un dommage à l’ADN. E2f 1 phosphorylé

serait recruté au promoteur du gène p73 et stimulerait l’expression du facteur p73 [654]. Il

a été suggéré récemment que E2f 1, par un mécanisme encore obscur, pourrait stimuler

directement l’activité kinase d’ATM envers ses substrats p53 et Chk2, ce qui favorise

l’arrêt du cycle celluLaire et l’apoptose [655]. Hershko et al. ont montré dernièrement que

la surexpression de E2F1 stimule l’induction des 3H3-unique Puma, Noxa, Bim et

Harakiri, et que la forme E2f 1 endogène lie les promoteurs de ces 4 gènes. De plus,

l’inhibition de l’activité E2f dans des cellules p53-déficientes empêche l’augmentation des

niveaux de protéines Puma après l’induction d’une lésion génotoxique par la cispiatine ou

doxombicine [656]. La modulation de certains membres pro-apoptotiques de la famille

Bd-2 semble donc contribuer à l’apoptose induite par E2FY et selon cette étude, E2f 1

pourrait jouer un rôle dans l’apoptose p53-indépendante après un dommage génotoxique.

La famille FoxO (forkhead box-containing protein, O subfamiÏy) regroupe les

facteurs de transcription FoxOla, FoxO2, FoxO3a et FoxO4. En l’absence de facteurs de

croissance, les FoxOs sont actifs dans le noyau, où ils transcrivent, entre autres, des gènes

codant pour des inhibiteurs des kinases cycline-dépendantes Cdk (cyctin-dependent

kinase), afm de freiner le cycle cellulaire. Suite à une stimulation avec des facteurs de

croissance, les FoxOs sont phosphorylés par la cascade PI3K (phosphatidyÏinositol-3 ‘-OH

kinase) et sont par la suite capturés par les protéines 14-3-3 qui exportent les FoxOs à

l’extérieur du noyau, favorisant ainsi la prolifération de la cellule [657]. La perte de

fonction des foxOs serait associée à la tumorigenèse. FoxO2 et FoxO4 sont impliqués dans

des translocations chromosomiques dans certains cancers humains, ce qui pourrait
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déréguler l’expression des FoxOs [658, 659]. Les facteurs foxOs sont aussi impliqués

dans d’autres types de voies menant à la tumorigenèse. Par exemple, dans les tumeurs qui

ont une activité élevée de la kinase IKBf3, celle-ci phosphoryle FoxO3a, l’excluant ainsi du

noyau ce qui stimule la croissance cellulaire [660]. Outre les gènes associés au contrôle du

cycle cellulaire, FoxO3a pourrait aussi moduler l’expression de certains Bcl-2-like. Dans

tine étude récente de Sunters et al., un traitement de paclitaxel, un agent anti-cancéreux

ciblant la polymérisation des microtubules, mène à l’activation de FoxO3a dans des

cellules de cancer du sein. FoxO3a induit ensuite l’expression de Bim, contribuant ainsi à

l’apoptose médiée par le paclitaxel [661]. Les facteurs FoxOs semblent donc jouer un rôle

dans la tumorigenèse et l’inactivation des foxOs favorise apparemment le développement

et la progression de tumeurs. Les foxOs feraient donc partie de la catégorie des gènes

supresseurs de tumeurs et représentent eux aussi des cibles pour les thérapies anti

cancéreuses.

Chez les mammiferes, les facteurs de transcription de la famille Myc stimulent la

croissance cellulaire, inhibent la différenciation terminale et peuvent également induire

I’apoptose. L’expression des facteurs Myc doit donc être contrôlée de manière très précise.

Myc est considéré comme un puissant oncogène dont la dérégulation promouvoit la

tumorigenèse. De nombreux cancers humains, comme le lymphome de Burkitt’s, sont

caractérisés par des niveaux anormalement élevés de c-Myc et représentent des

néoplasmes agressifs et très peu différenciés [662, 663 , 664]. L’oncoprotéine c-Myc

stimule donc la prolifération cellulaire mais possède aussi des capacités pro-apoptotiques

[665, 666]. Un couplage fonctionnel entre les voies de prolifération et de mort apoptotique

fait en sorte que l’activation du cycle cellulaire sensibilise en même temps les cellules à

l’apoptose. Le destin de la cellule est alors grandement influencée par l’expression relative

de facteurs pro-survie versus pro-apoptose. Il a été démontré que c-Myc sensibilise les

cellules à l’apoptose après plusieurs stimuli de mort, dont l’hypoxie, le dommage à l’ADN,

la déplétion des facteurs de croissance et l’activation de certains récepteurs de mort

cellulaire [664]. L’apoptose induite par c-Myc est associée à l’activation de Bax et de la

voie mitochondriale [667]. L’activation indirecte de p53 contribue aussi à l’apoptose

induite par c-Myc. Le facteur c-Myc induit l’expression du supresseur de tumeur ARF

(alternative readingframe), qui inhibe Mdm2 et stabilise ainsi la protéine p53 [668]. Le

type de cellules, l’environnement tissulaire et la présence de molécules pro- et anti-
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apoptotiques sont tous des facteurs déterminants dans la réponse cellulaire médiée par

l’activation de c-Myc.

1.5 Les percées thérapeutiques dans ]e domaine de ]‘apoptose et du cancer

L’induction de la mort cellulaire programmée est depuis longtemps une cible

thérapeutique dans la bataille médicale contre le cancer. Les agents chimiothérapeutiques

classiques tels que les agents alkylants (ex: les nitrosurés), la cisplatine, les antimétabolites

(ex: methotrexate, 5-fluorouracil), les dérivés des plantes tels que la vinblastine,

l’étoposide, les camptothecines (ex: topotecan, irinotecan) et les taxanes (ex: paclitaxel),

les agents hormonaux (ex: androgènes, estrogènes, adrénocorticostéroïdes) et les

inhibiteurs d’hormones (ex: l’anti-estrogène tamoxifene, l’anti-androgène flutamide), ainsi

que les antibiotiques anthracyclines (ex: doxorubicine, donorubicine), mitomycine,

bleomycine et autres agents divers (ex: hydroxyurée, dérivés de l’acide rétinoïque) sont

utilisés couramment en thérapie anti-cancéreuse. Les traitements de chimiothérapie sont

aussi souvent combinés à la radiothérapie, dans le but d’optimiser l’effet anti-tumoral. La

très grande majorité de ces agents agissent en induisant une lésion génotoxique qui

enclenche les voies d’apoptose et résulte, idéalement, en l’éradication des cellules

cancéreuses. Outre la chimiothérapie classique, les dernières années ont vu l’émergence de

nouvelles thérapies anti-tumorales ayant pour cible des molécules spécifiques, impliquées

dans le contrôle et dans l’exécution des diverses voies apoptotiques [669, 670].

Parmi les percées thérapeutiques actuelles, plusieurs essais cliniques ayant comme

objectif d’inhiber l’expression ou l’activité des membres anti-apoptotiques de la famille

Bd-2 ont remporté un succès prometteur. Par exemple, une approche utilisant un

oligonucléotide antisens dirigé contre Bd-2 est présentement en phase clinique III dans le

traitement de la leucémie lymphocytique chronique et myélocytique aigu, du myelome

multiple, du mélanome malin et du cancer du poumon de type « non-srnalÏ cet!» [671]. Un

antisens bi-spécifique contre Bd-2 et Bcl-xL s’est aussi avéré prometteur en facilitant

l’apoptose de certaines cellules tumorales surexprimant Bd-2 et Bcl-xL [672, 673]. Un

antisens ayant comme cible l’anti-apoptotique Mcl-1 a aussi fait l’objet d’une stratégie

thérapeutique pour chimio-sensibiliser les cellules de myelome [674]. Un autre type

d’approche est de développer de petites molécules qui miment le domaine BH3 des

protéines Bcl-2-like, dans le but d’antagoniser l’activité des anti-apoptotïques tels que Bd
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2 et Bcl-xL et/ou de promouvoir l’activation des pro-apoptotiques comme Bax et Bak,

stimulant ainsi la voie apoptotique mitochondriale [675].

Une autre stratégie est de cibler directement la mitochondrie pour provoquer la

perméabilisation, le relargage de cytochrome c et l’apoptose. Par exemple, le PK1 1 195 est

un ligand du récepteur à benzodiazépine, un constituant du mPTP, qui n’est pas toxique par

lui-même et qui facilite l’apoptose induite par plusieurs agents incluant les glucorticoïdes,

étoposide, doxorubicine et rayons y [676]. La sélectivité du PK1 1195 envers les cellules

tumorales reste à déterminer. Basé sur les observations que certaines séquences peptidiques

altèrent les membranes mitochondriales et que d’autres séquences peptidiques réagissent

sélectivement avec les cellules endothéliales associées aux tumeurs, de petits peptides

synthétiques bi-fonctionnels ont été élaborés. Ces peptides contiennent un domaine qui

confère une localisation dans les vaisseaux sanguins tumoraux et un second domaine qui

perturbe les mitochondries. Des activités anti-tumorales intéressantes pour ces peptides bi-

spécifiques ont été obtenues chez les animaux [677-679].

La voie des récepteurs de mort cellulaire constitue aussi une cible thérapeutique

depuis plusieurs années. Le TNF-x a fait l’objet de nombreux essais cliniques mais son

administration systémique provoque des effets secondaires trop néfastes, tels que

l’hypotension et la dysfonction du foie. Par contre, le TNF-cr s’est avéré moins toxique et

quand même efficace lorsqu’administré localement ou en combinaison avec la

chimiothérapie [680, 681]. Les agonistes du système fas causent aussi une importante

toxicité hépatique [682]. Cette toxicité est évidemment due au fait que les récepteurs fas et

TNF sont exprimés par les cellules tumorales, mais aussi par les cellules saines,

particulièrement dans les hépatocytes. L’expression des récepteurs DR4 et DR5 est plus

sélective envers les cellules tumorales, faisant de ces récepteurs des cibles prometteuses

[683, 684]. L’administration du ligand Trail chez des animaux a effectivement démontré

qtie l’activation de DR4 et DR5 provoque la destruction des cellules tumorales sans

toxicité importante [685, 686]. D’autres évidences ont toutefois reporté que Trail semble

provoquer l’apoptose des hépatocytes chez l’humain [687].

L’expression aberrante des molécules inhibitrices de caspases lAPs pourrait jouer

un rôle dans la progression tumorale [688, 6891 et l’inhibition des lAPs par des

oligonucléotides antisens a atissi fait l’objet d’investigations thérapeutiques [68$]. Par

contre, la difficulté d’utiliser des oligonucléotides comme agents thérapeutiques provient



64

de leur courte demi-vie et de la nécessité de les administrer de manière intraveineuse, ce

qui peut causer certaines toxicités [669].

La voie PI3K-Akt, associée à des fonctions pro-survie, représente aussi un système

potentiel pour des interventions thérapeutiques. Pour des raisons phamacologiques, les

sites actifs des enzymes sont relativement faciles à cibler avec des molécules chimiques.

Des inhibiteurs de la PI3K, tels que wortmannin et LY 294004, administrés seuls ou en

combinaison avec la chimiothérapie classique se sont avérés efficaces dans l’éradication de

cellules tumorales [6701. Un dérivé de la geldanamycine, le 17-AAG (17-

aÏtylaminogeldanamycin), qui bloque la voie Akt est présentement en phase clinique I et

semble avoir une bonne sélectivité envers les cellules tumorales [670, 690]. Des inhibiteurs

de la tyrosine kinase Bcr/Abl, activée par translocation chromosomique dans la leucémie

CML (chronic myetogenous leukemia), sont capables d’induire l’apoptose des cellules

transformées par Bcr/Abl [691]. Des investigations cliniques ont démontré un taux de

réponse de 96 % chez les patients CML traités avec un de ces inhibiteurs, le ST1571 [692-

694]. Récemment, un nouvel inhibteur de Bcr/Abl, le AP23464, a été découvert et semble

lui aussi prometteur dans le traitement des CML [6951.

Finalement, il existe une panoplie d’essais thérapeutiques qui ont comme objectif

d’inactiver divers oncogènes, comme par exemple c-Myc et Ras. D’autres approches visent

plutôt l’inhibition de facteurs de transcription qui possèdent des fonctions anti

apoptotiques, tels que NF-KB et APi [670, 696, 697]. Toutefois, la mise au point de ces

stratégies requière de la prudence car des activités pro-apoptotiques ont aussi été attribuées

à la majorité de ces cibles thérapeutiques et plusieurs de ces facteurs sont essentiels à

divers processus physiologiques normaux.

1.6 Objectif du projet de doctorat

La protéine supresseur de tumeurs p53 prévient l’accumulation des altérations

génomiques et joue donc un rôle crucial dans le maintien de l’intégrité du génome. En

réponse aux traitements anti-cancéreux de radiothérapie et de chimiothérapie, la protéine

p53 est normalement activée et est impliquée dans les arrêts du cycle cellulaire, dans les

mécanismes de réparation de l’ADN et dans l’activation des voies apoptotiques.

L’apoptose médiée par p53 est relativement bien caractérisée grâce aux nombreuses études

qui ont permis de mieux comprendre le rôle de p53, dont la transactivation de gènes pro-
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apoptotiques demeure une fonction majeure (voir section: 1.4.2.1 - Le facteur p53).

Toutefois, la protéine p53 est mutée ou défectueuse dans plus de la moitié des néoplasies

humaines et ces tumeurs p53-déficientes sont difficilement cibtées par les thérapies anti

cancércctses actuelles [591, 592]. Peu d’études se sont consacrées à la caractérisation des

voies apoptotiques p5 3-indépendantes induites par un stress génotoxique et les mécanismes

d’activation de l’apoptose en l’absence du facteur p53 demeurent actuellement peu

compris.

De façon générale, mon projet de doctorat concerne l’étude des voies apoptotiques

p53-indépendantes, suite à l’induction d’un dommage à l’ADN par un agent

chimiothérapeutique dans des lignées cellulaires tumorales humaines, déficientes pour la

protéine p53. Mon projet se divise en 3 objectifs principaux. Dans la première partie

(chapitre 2), nous avons déterminé si une voie apoptotique impliquant les lysosomes est

activée suite à l’induction du dommage à l’ADN. La deuxième partie (chapitre 3)

s’intéresse aux mécanismes d’activation de la voie mitochondriale p53-indépendante

induite par le dommage génotoxique, en étudiant particulièrement les modes d’action des

protéines de la famille Bd-2 dans un contexte cellulaire p53-déficient. La troisième partie

(chapitre 4) porte sur les facteurs de transcription qui pourraient être impliqués dans

l’activation des voies apoptotiques p53-indépendantes après l’induction du dommage à

l’ADN. finalement, en annexe, nous avons également étudié l’effet de la surexpression de

deux nouveaux membres de la famille Bel-2, 3c1-xES (annexe II) et Bax-a (annexe III),

deux isoformes clonées dans notre laboratoire, dans un contexte de cellules apoptotiques

p53-déficientes.

Comme modèles expérimentaux, nous avons utilisé deux lignées cellulaires

tumorales htimaines p53-déficientes: les U937, des cellules monocyte-like qui ont des

délétions aux deux allèles du gène p53 [591], et les Namaiwa, des cellules de lymphome B

(lymphome de Burkitt’s) qui présentent une mutation non-synonyme sur chacun des allèles

de p53 [698]. Ces lignées cellulaires p53-déficientes demeurent très sensibles à l’action de

plusieurs agents inducteurs de dommage génotoxique et meurent rapidement par apoptose

après l’induction d’une lésion génotoxique [78, 699-701]. Les lignées cellulaires Namaiwa

et U937 constituent donc des modèles intéressants pour l’étude des voies apoptotiques p53-

indépendantes.

Dans nos études principales présentées dans les chapitres 2, 3 et 4, les cellules

U937 et Namalwa sont d’abord traitées avec Fagent camptothecine (CPT). un inhibiteur de
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la topoisomérase I. Nous étudions ensuite les caractéristiques des voies apoptotiques p53-

indépendantes activées par la camptothecine, par rapport aux 3 objectifs principaux

énumérés précédemment.

Dans nos études secondaires présentées dans les annexes II et III, les nouvelles

protéines Bcl-xES et 3ax-c ont d’abord été transfectécs dans la lignée cellulaire Namalwa

et les effets de leur surexpression sont analysés suite à une variété de stimuli apoptotiques,

dont le traitement avec la camptothecine.
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Résumé:

L’apoptose induite par un dommage à l’ADN est généralement associée à la

dysfonction mitochondriale, le relargage de cytochrome e, l’activation des caspases et la

fragmentation de l’ADN. Une nouvelle voie apoptotique impliquant les lysosomes a

récemment été mise en évidence. Les lysosomes participent à l’apoptose induite par

certains stimuli cytotoxiques, particulièrement lors d’un stress oxydatif. Cette voie

apoptotique lysosomiale est caractérisée par une rupture partielle de la membrane du

lysosome, causant une fuite du contenu lysosomial dans le cytosol. Il en résulte le

relargage cytosolique de protéases lysosomiales, dont les cathepsines, qui peuvent

contribuer à l’apoptose. Dans cet article, nous démontrons qu’une voie lysosomiale est

rapidement activée lors de l’apoptose p53-indépendante induite par un dommage à l’ADN.

Dans les lignées cellulaires tumorales humaines p53-déficientes U937 et Namaiwa traitées

avec la camptothecine (CPT), nous avons observé une fuite des lysosomes accompagnée

de l’activation de la cathepsine-B, qui surviennent simultanément avec la chute du A’Pm

des mitochondries et l’activation des caspases. L’inhibition du pore de transition de

perméabilité mitochondriale (mPTP) avec la cyclosporine A et l’acide bongkrekic diminue

à la fois la perte du AFm et la perméabilisation des lysosomes, suggérant que la rupture

lysosomiale nécessite préalablement la perméabilisation des mitochondries. La

surexpression de Bcl-xL, une protéine anti-apoptotique connue pour préserver l’intégrité

mitochondriale, protège les deux organites, suggérant l’existence d’une signalisation entre

mitochondries et lysosomes. Toutefois, nous n’avons obtenu aucune évidence indiquant

que des protéines Bcl-2-like transioquent aux lysosomes en cours d’apoptose. L’activité

des caspases, dont la caspase-2, est absolument essentielle à la perméabilisation des

lysosomes et des mitochondries et l’activité de la cathepsine-B contribue à la propagation

de l’apoptose induite par CPT. Finalement, nous démontrons qu’une diminution des

niveaux de sphingosine intracellulaires protège à la fois les lysosomes et les mitochondries,

et que l’accumulation de sphingosine après le traitement de CPT corrèle avec la

perméabilisation des deux organites. Notre étude démontre la participation d’une voie

lysosomiale dans l’apoptose après dommage â l’ADN. Nos résultats suggèrent que

l’activation des caspases, les niveaux de sphingosine et la dysfonction mitochondriale

pourraient faire partie des mécanismes par lesquels un dommage génotoxique mène à la

rupture lysosomiale.
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SUMMARY

A lysosomal pathway, characterized by partial rupture of lysosomal

membranes and activation of cathepsin B, is rapidly activated during camptothecin

(CPI)-induced apoptosis in human U937 and Namaiwa cancer ceils. These

lysosomal events occur simultaneously with mitochondrial permeabilization and

caspase activation aller CPT treatment. In U937 ceils, blocking mitochondrial

permeability transition pore with cyclosporin A and bongkrekic acid reduces both

mitochondrial and lysosomal permeabilization, suggesting that lysosomal rupture

may first necessitate mitochondrial disruption. Overexpressing bcl-xL, an anti

apoptotic protein known to preserve mitochondrial fiinctions, also impedes

lysosomal leakage and mitochondrial dismption, again indicating signaling between

the 2 organelles. However, no evidence was obtained of bcl-2-like proteins targeting

lysosomes. Caspase activities, including caspase-2L, are absolutely required for

lysosomal and mitochondrial disruption, and lysosomal cathepsin B actively

participates in apoptosis propagation aller CPI treatment. Lowering intracellular

sphingosine levels by inhibition of acidic ceramidase protects both organelles, while

sphingosine accumulation aller CPI correlates with lysosomal and mitochondrial

permeabilization in U937 celis. Our study provides conclusive evidence for the

participation of a lysosomal pathway during DNA damage-induced ccli death. Our

data suggests that caspase activation, sphingosine levels and mitochondrial

disruption may represent mechanisms by which DNA damage leads to lysosomal

rupture, and that lysosomal cathepsin B could participate in apoptosis propagation

aller CPI treatment.
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INTRODUCTION

Apoptosis is an evoiutionary weliconserved, programmed ccli death process

that plays a crucial role in normal development, in maintaining tissue homeostasis,

and in providing good immune function throughout life. Defects or anomalies in the

apoptotic program are involved in the pathogenesis of multiple diseases, including

cancer (Rudin & Thompson, 1997). In the past decade, great efforts have been made

to better understand and elucidate the complex molecular pathways leading to ccli

death. As a site of convergence for multiple death-inducing stimuli, the mitochondria

is a finely-regulated decision centre that controls life and death by releasing

apoptogenic factors, such as cytochrome c, in cytosol (Kiuck et al., 1997). While the

mitochondrial pathway of apoptosis has been studied extensively for many years, a

new pathway involving lysosomes has emerged recently.

Previously, lysosomes and their hydrolytic enzymes were almost exclusively

associated with necrosis and autophagic ccli death (Uchiyama, 2001). Today,

lysosomes are no longer seen uniqueiy as scavenger compartments, but also as active

players in apoptosis. The iysosomal pathway of apoptosis involves partial

permeabilization of lysosomes, possibly due to incompiete rupture or destabilization

of the lysosomal membrane, often referred to as small scale lysosomal leakage

(sszLL), and subsequent release of lysosomal proteases into the cytosol (Brunk et

al., 2001; Gtiicciardi et al., 2004; Turk et al., 2002). The most abundant lysosomal

enzymes belong to the cathepsin famiiy of papain-like cystein protease, and inciude

cathepsins B and L as weil as cathepsin D, the sole aspartic protease. Cathepsins B,

D and L have been implicated in apoptosis after a variety of death stimuli, but the

precise mechanisms of ssiLL and cathepsin relocation and activation during
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apoptosis are currently unknown (Brunk et al., 2001; Guicciardi et al., 2004; Turk et

al., 2002).

To date, lysosomal rupture and/or cathepsin activation have been linked to

apoptosis after various insuits, including oxidative stress (Bmnk & Svensson, 1999;

Kagedal et al., 2001a), lysosomotropic photosensitizer agents (Boya et al., 2003a;

Brunk et al., 1997), serum withdrawal (Brunk & $vensson, 1999), fas and tumor

necrosis factor-a (TNF-a) ligation (Guicciardi et al., 2000), increased sphingosine

(Kagedal et al., 2001b) and endogenous ceramide levels (Heinrich et al., 1999), DNA

damage (Hishita et al., 2001), and microtubule-stabilizing agents (Broker et al.,

2004). While some models of apoptosis appear to be dependent exclusively on the

cathepsins and do not need caspase activation (Foghsgaard et al., 2001), others

involve both cathepsins and caspases (Guicciardi et al., 2000; Hishita et al., 2001;

Ishisaka et al., 199$; Katunuma et al., 2001). However, the direct activation of

caspases by cathepsins is unlikely because the apoptotic caspases are rather poor

substrates for most cathepsins (Stoka et al., 2001); hence, the possible existence of

interrnediary molecules. Good candidates are the lysoapoptases, a new class of

proteases that are activated by cathepsins within the lysosomal compartment, then

translocated to cytosol where they can process and activate procaspase-3 (Katunuma

et al., 2001). Another aspirant is the bd-2 family member Bid, which is apparently

cleaved by lysosomal proteases aftcr permeabilization of lysosomes by

lysosomotropic agents, producing a truncated Bid (tBid) fragment which may

translocate to the mitochondria and induce cytochrome c release, thus connecting

lysosomal disruption to the mitochondrial pathway of apoptosis (Stoka et aÏ., 2001).

Thougli lysosomal rupture and cytosolic translocationlactivation of the cathepsins

occurred before cytochrome c release in most studies, there is stili some uncertainty

and surety much to elucidate conceming the molecular connections between the
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lysosomal and mitochondrial apoptotic pathways. However, the amplitude of

lysosomal damage may determine the type of ceil death (apoptosis vs necrosis).

Indeed, intense disruption of lysosomes with the release of lysosomal enzymes in

large quantities into the cytosol will lead to necrosis, while partial lysosomal

permeabilization or ssALL will participate in apoptotic death (Brunk, 2000; Bursch,

2001; Turk et al., 2002).

Littie is known about the molecular mechanisms responsible for lysosomal

permeabiization. Recently, it was proposed that sphingosine, a metabolite of the

sphingomyelin and ceramide patliway, was directly involved in ssALL. Because of

its long hydrophobic tau and polar head containing a proton-trapping amino group,

sphingosine is selectively attracted by the acidic lysosomal compartment where it

could act as a detergent to permeabilize the membrane (Kagedal et al., 2001b). In

support of this hypothesis, low-dose sphingosine lias been shown to provoke ssALL

and apoptosis, while high-concentration sphingosine resulted in intensive lysosomal

rupture and necrosis (Brunk, 2000; Kagedal et al., 2001b). More recently, the

demonstration that sphingosine kinase-1, the enzyme responsible for the conversion

of sphingosine to sphingosine-1-phospliate, was down-regulated after the action of

several DNA-damaging agents (Talia et al., 2004) suggested a plausible mechanism

by which DNA damage could lead to increased intracellular sphingosine that causes

ssALL.

In this study, we investigated the molecular connections between the

lysosomal and well-described mitochondrial apoptotic pathways after DNA damage.

It lias been shown previously, in our laboratory and others, that a variety of human

cancer ceils rapidly undergo apoptosis invoïving the mitochondrial pathway after

DNA damage induced by CPI’ (Paquet et al., 2004; Schmitt et al., 1998a; Schmitt et

al., 2004; Schmitt et al., 199$b). Using 2 of these celi unes, here we report the rapid
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disruption of the lysosomal cellular compartment with subsequent ssALL and

cathepsin B activation after CPI treatment. These lysosomal events occur

simultaneously with ,,4Wm and caspase-3-Iike activation. Our data suggests that

L4Wm, caspase activation and sphingosine level modulation may represent

mechanisins by which DNA damage leads to ssALL, and that lysoso;nal cathepsin B

could actively participate in apoptosis propagation aller CPI treatment.
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MATERIALS AND METHOUS

Chemicals. The radioactive precursors [2-’4CJ-thymidyne (59 mCilmmol) and

[3HJacetic anhydride (specific activity: 130 mCilmmol) were obtained from ICN

BioMedicals (Costa Mesa, CA) and MP Biomedicals Inc. (Irvine, CA), respectively.

[3Hjacetic anhydride was dissolved in water-free benzene at a concentration of 35

mM and stored at -80°C. CVT, metrizamide, propidium iodide (PI), 4-

methylumbelliferyl N-acetyl- -D-glucosaminide and N-oleoylethanolamine (NOE)

were procured from the Sigma-Aldrich Company (St. Louis, MO). Acridine orange

(AO) and 5,5’,6,6’-tetracffloro- 1,1 ‘,3 ,3 ‘-tetraethylbenzirnidazolyl-carbocyanideiodide

(JC-1) were purchased from Molecular Probes (Eugene, OR). Cyclosporin A (CsA)

was from Novartis Pharma Canada Inc. Bongkrekic acid (BkA), dihydroethidium

(DHE), 2,3-dimethoxy-1-naphtoquinone (DMNQ), the fluorogenic peptide

denvatives acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amno-4--methylcoumarin (Ac-DEVD-AMC)

and benzyloxycarbonyl-Arg-Arg-7-amino-4-methylcoumarin (Z-RR-AMC) were

acquired from Calbiochem-Novobiochem Corporation (San Diego, CA). The peptide

derivatives benzyloxycarbonyl-Val-Ala-DL-Asp(OMe)-fluoromethylketone (Z

VAD-FMK) and benzyloxycarbonyl-Phe-Ma-diazomethylketone (Z-FA-DMK) were

from Bachem (Torrance, CA). Percoli and Amplify staimng reagent were obtained

from Amersham Pharmacia Biotech AB (Uppsala, Sweden). Silica gel 60 thin layer

chromatography (TLC) plates were from Whatman Inc. (Clifton, NJ). Ail other

chemicals were of reagent grade and purchased either from the Sigma-Aldrich

Company, ICN BioMedicals or other local sources.

Ceil culture, drug freatment and DNA labeling. The human B lymphoma

Namaiwa ceil une and the human monocyte-like 13937 ceil le, obtained from the
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American Type Culture Collection (Manassas, VA), were grown in suspension at

37°C under 5% C02 in RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat

inactivated fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 100 U/mI penicillin and 100 g/ml

streptomycin (Gibco-BRL Life Technologies, Grand Island, NY). The denvation of

stable Namaiwa and U937 ceils expressing HA-Bcl-xL has been described

previously (Schmitt et al., 199$a; $chmitt et al., 2000; Schmitt et al., 1998b). To

obtain the episomal pCep4-U6-siRNA expression vector, first the episomal pCep4

vector (Invïtrogen, San Diego, CA) was digested at Sat-] to remove sequences of the

CMV promotor, multiple cloning site and SV4O polyadenylation signal. The U6

promotor and Bam-HhiHind-Ili cloning site sequences of pSilencer 2.0-U6 vector

(Ambion, Austin TX) was amplified by PCR using specific adapter primers

containing Sat-I sequences. The amplified fragment was first cloned in pCR2.1-Topo

vector (TA cloning system; Invitrogen), sequenced and then subcloned at the Sat-]

restriction sites of the modified pCep4 vector. Then, caspase-2 hairpin siRNA

encoding oligonucleotides (sense,

GATCCCACAGCTGTTGTTGAGCGAATTCAAGAGATTCGCTCAACAACAGC

TGTTTTYfTGGAAA; anti sense

AGCTFTTCCAAAAAAACAGCTGTTGTTGAGCGAATCTCTTGAATT

CGCTCAACAACAGC TGTGG) were annealed and ligated into Bam-HiiHind-Ili

restriction sites of pCep4-U6-siRNA expression vector to obtain pCep4-U6-siRNA-

caspase-2 vector. Purified pCep44.J6-siRNA-caspase-2 constnict was transfected in

Namaiwa ceils by electroporation at 0.27 kVolts (Gene Pulser, BioRad, Hercules,

CA). Transfected celis were grown under hygromycin BI selection at 250 tgJmI, and

1.0 mg/ml for 2 to 3 months to obtain stable unes before performing the experiments.

Exponentially-growing celis were used in ail experiments at a concentration of 5 x

1O cells/ml. They were treated with CFF at a concentration of 1.0 M for 30 mm,
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and then grown in dwg-free medium. When indicated, the celis were pretreated with

one of the following inhibitors: 50 tg/m1 CsA, 50 cM BkA, 100 jiM Z-VAD-FMK,

10 1M, Z-FA-DMK or 100 M NOE for 1 h before CPT treatment, maintained

during CFf treatment, and added to culture media after CF[ treatment. For DNA

labeling, the celis were grown with [‘4CJ-thymidyne (0.02 [tCi/ml) for 24 h, then

chased ovemight in isotope-free medium prior to drug treatment (Bertrand et al.,

1991).

Assessment of ,&I’m and ssALL. 1,Awm was assessed by JC-1 staining. At the

indicated times (h) after CFT’ treatment, 1 x 106 celis were incubated with 10 ixg/ml

JC-1 in complete culture medium for 15 min at room temperature, washed twice in

phosphate-buffered saline (PBS), resuspended in 500 1il of PB$ and submitted to

flow cytometry analysis. For the assessment of ssALL, 1 x 106 celis were incubated

with 1 gM AO in complete culture medium for 15 min at 37°C. After incubation, the

cells were washed twice and resuspended in 500 il of fresh culture medium before

analysis by flow cytometry. Loss of JC-1 orange fluorescence was measured with the

FL2 channel, and loss of AO red fluorescence with the F13 channel of a Coulter

EPICS XL-MLC Flow Cytometer. At least 10,000 ceÏls per sample were acquired in

histograms, and the results are expressed as the percentage of total celis presenting

,l,z.Wm or ss,SLL.

Oxidative stress detection. Superoxide anion production served as a parameter of

cellular oxidative stress. Celis were incubated with 5 M DHE for 1 h at 37°C, then

treated with CPI’ or 100 iM DMNQ, as a positive control for superoxide anion

generation. At the indicated times (h) after CPI’ or DMNQ treatment, 1 x 106 celis
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were washed twice, resuspended in 500 d PBS, then analyzed by flow cytometry

with recording on the FL2 channel of the Coulter EPICS XL-MLC Row Cytometer.

Analysis of DNA fragmentation. The kinetics of DNA fragmentation were

monitored and quantitated by DNA filter elution assays (Bertrand et al., 1991). The

resuits are expressed as the percentage of DNA fragmented in treated celis compared

to DNA fragmented in control (untreated) celis, according to the formula (F-F/1-F0)

x 100, where F and F0 represent DNA fragmentation in treated and control ceils,

respectively (Bertrand et al., 1991). DNA content was also measured by flow

cytometry after PI staining with recording on the FL2 channel of the Coulter EPICS

XL-MLC 9ow Cytometer. The resuits are expressed as the percentage of ceils

presenting hypoploid DNA content (sub-G1 peak).

Enzymatic assays. For the measurement of caspase-3-like activities, cellular extracts

were prepared in lysis buffer containing 100 mM Hepes (pH 7.5), 5 mM EDTA, 5

mM DU’, 20% (vlv) glycerol and 0.3% (vlv) Igepal. The samples were then

centrifuged at 10,000 x g for 15 min at 4°C, and the supematants stored at -80°C. For

the measurement of cathepsin B activity, cellular pellets were lysed in 0.1 % (vlv)

Triton X-100 buffer, then centrifuged and the supernatants stored at -80°C. Protein

aliquots (100 g) were incubated with 200 tM of the caspase-3-like substratc Ac

DFVD-AMC. or with 20 i.M of the cathepsin B stibstrate Z-RR-AMC, in reaction

assay mixtures (500 1il) containing 100 mM Hepes (pH 7.5), 100 mM NaC1, 10%

glycerol, 0.1% (wlv) CHAP$, 10 mM DTT and 1 mM FDTA for caspase-3-like

activity, and 0.4 mM sodium acetate buffer (pH 5.5) and 4 mM EDTA for cathepsin

B activity. For the measurement of p-hexosaminidase activity, lysosomal and

mitochondrial-enriched fractions were Iysed in 1% Triton X-100 buffer at 4°C for
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30 mm, then centrifuged. 20 tg-protein aliquots were immediatly assessed for f3-

hexosaminidase activity in a reaction mixture containing 1.5 mM of 4-

methylumbelliferyl N-acetyl-fl-D-glucosaminide in 500 il of 400 mM acetate buffer

(pH 4.4) and 250 mM sucrose. Cleavage of the fluorogenic peptides was monitored

continuously at 37°C in a dual luminescence fluorometer (LS 50B, Perkin Elmer) at

an excitation wavelength of 380 nm and an emission wavelength of 460 nm for both

Ac-DEVD-AMC and Z-RR-AMC substrates, and at excitation and emission

wavelength of 355 mn and 460 nm, respectively, for the 4-methylumbelliferyl N

acetyl-f3-D-glucosaminide-f3-hexosaminidase substrate. Enzymatic activities were

determined as initial velocities and expressed as relative intensity/minlmg.

Measurement of mtracellular sphingosine levels. Cellular concentrations of

sphingosine were measured according to Ohta et al. (Ohta et al., 1994). The assay is

based on quantitative conversion of sphingosine to [3H]N-acetylsphingosine after

acylation with [3HJacetic anhydride. Stock solution of [3H]acetic anhydride was

diluted to 5 mM with chloroform prior to use. Briefly, 1 x iO ceils were harvested at

the indicated times (h) after CVT treatment, washed twice in ice-cold PBS and

resuspended in 0.1 ml PBS. After the addition of 3 ml of chlorofonn:methanol (1:2,

vlv), the samples were mixed thoroughly and sonicated for 1 min. Phases were

separated by adding 2 ml each of cfflorofonn and 1M NaCY. After centrifugation at

1,000 x g for 1 mi .the upper phase was discarded, and 3 ml of 0.2 N NaOH in

methanol was added to the lower chloroform phase. After incubation for 1 h at room

temperature, the phases were separated by adding 3 ml each of chloroform and 1M

NaCY. After washing with chloroform:methanol:water (3:48:47, vlvlv), samples from

the lower chloroform phase were evaporated under N2. Dried samples were dissolved

in 60 d of 0.02 N NaOH in methanol:5 mM [3H]acetic anhydride (1:4, vlv), and
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incubated for 1 h at 37°C for acylation to proceed. The remaining anhydride was

hydrolyzed by the addition of 0.2 N NaOH in methanol and incubation at room

temperature for 1 h. [3H]N-acetylsphingosine was then extracted by the addition of

0.98 ml of chloroform, 0.78 ml of methanol and 0.9 ml of I M NaC1. After washing

with chlorofonn:methanoÏ:water (3:48:47, vlvlv), samples from the lower chloroform

phase were evaporated under speed vacuum and redissolved in 40 d of

chloroform:methanol (4:1, vlv). They were spotted on TLC Silica gel 60 plates with

chloroform:methanol:7 N NH4OH:water (80:20:0.5:0.5, v/v/v/v) as developing

solvent, air dried, soaked for 1 min in Amplify staining reagent, air dried and

exposed to HyperfilmTM MP (Amersham Biosciences) at -80°C. Radioactive spots

corresponding to [3H]N-acetylsphingosine were scraped and counted by liquid

scintillation spectrometry.

Subcellular fractionation. For the isolation of mitochondria and lysosomes, a

metrizamide-Percoil density gradient protocol, modif;ed from Storrie and Madden

(Storrie & Madden, 1990), was followed. At the indicated times (h) after CVF

treatment, the celis were washed twice in PBS and swelled in deionized water for 4

min on ice. The samples were then adjusted to 220 mM mannitol, 70 mM sucrose, 10

mM Hepes-KOH (pH 7.4) and 1 mM EDTA. The celis were disrupted by passing the

samples 30-fold through a 26G 3/8 needle adapted to a syringe, and subsequently

centrifuged at 1,000 x g for.15 min at 4°C to pellet unbroken ceils and nuclei. The

supernatants were layered on top of the first gradient consisting, from bottom to top,

of 2 ml of 35 (wlv) metrizamide, 2 ml of 17% (wlv) metrizamide and 5 ml of 6%

(v/v) Percoil. The metrizamide and Percoil solutions were made in 220 mlvi

mannitol, 70 mM sucrose, 10 mM Hepes-KOH (pH 7.4) and 1 mM BDTA (isotonic

buffer). After centrifugation at 50,500 x g for 1 h at 4°C, a set of two discrete bands
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appeared at the interfaces 6 % Percoll/17% metrizamide (upper band) and 17/35%

metnzamide (lower band). The lower band contains highÏy pure mitochondria and

was used as the mitochondria-enriched fraction. The upper baud contains lysosomes

and smaller mitochondria that were further separated by the second gradient. This

interface was collected and adjusted to 35% metrizamide by mixing with a 80%

(w/v) metrizamide solution. The sample was then placed at the bottom of the second

gradient and overlaid with 2 ml of 17% metrizamide and 2 ml of 5% metrizamide.

The tube was fihled to the top with the isotonic buffer, and centrifuged at 50,500 x g

for 1 h at 4°C. Two distinct bands were observed; the upper one, at the 5/17%

metrizamide interface, contained lysosomes and was used as the lysosome-enriched

fraction. The mitochondria- and lysosome-enriched fractions were then pelleted by

diluting the interface in the largest possible volume of isotonic buffer and centrifuged

at 53,000 x g for 1 h at 4°C. For enzymatic assays, the mitochondria and

lysosomespellets were lysed in 1% Triton X-100 for 30 min at 4°C, centrifuged, and

the supematants assessed for p-hexosaminidase activity. For immunoblot

experiments, the pellets of mitochondria and lysosomes were lysed in buffer

containing 50 mlvi Tris (pH 7.4), 120 mlvi NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM sodium

orthovanadate, 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 5 mM sodium pyrophosphate

and a cocktail of protease inhïbitors (CompleteTM, Roche Molecular Biochemicals,

Lavai, Qc, Canada) at 4°C for 30 mm, ccntrifuged, and the supematants analyzed by

immunoblot.

linmunoblot analysis. To prepare total protein extracts, ceils were washed twice in

PB$ and homogenized in lysis buffer containing 50 mM Tris (pH 7.4), 120 mM

NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM sodium orthovanadate, 2mM phenylmethylsulfonyl

fluoride, 5 mM sodium pyrophosphate and a cocktail of protease inhibitors
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(CompleteTM, Roche Molecular Biochemicals), for 30 min at 4°C. After

centrifugation, the supernatants were collected as total protein extracts. For

immunoblot analysis, 100 tg of total protein extract and 20 ig of the mitochondria

and lysosome-enriched fractions were used. The pnmary antibodies in this study

iucluded anti-HA mouse monoclonal antibody (clone 12CAS, Roche Molecular

Biochemicals), anti-caspase-2 mouse monoclonal (clone G310-148, BD

Biosciences), anti-f-actin mouse monoclonal antibody (clone AC-40, Sigma), anti

Porin 31 HL mouse monoclonal antibody (clone 89-173/045, Calbiochem

Novobiochem Corporation), anti-Bax rabbit polyclonal antibody (n-20, Santa Cruz

Biotechnology), anti-Bak rabbit polyclonal antibody (06-536, Upstate

Biotechnology), anti-Bik rabbit polyclonal antibody (FL-160, Santa Cruz

Biotechnology), anti-Bim rabbit polyclonal antibody (202000, Calbiochem), anti

Bd-2 mouse monoclonal antibody (100, Santa Cmz Biotechnology), anti-Bid rabbit

polyclonal antibody (2002, Ceil Signaling Technology) and anti-lamin B mouse

monoclonal antibody (clone 101-B7, Oncogene Research Products). The secondary

antibodies were horseradish peroxidase-conjugated sheep anti-mouse 1g and donkey

anti-rabbit 1g (Amersham Pharmacia Biotech).



82

RESULTS

Lysosomes are disrupted after CPT treatrnent in U937 anti Namatwa cetis.

Human monocytic-like U937 and B lymphoma Namaiwa ceils, two p53-

defective celi unes, are highly sensitive to DNA damage and rapidly die by apoptosis

after short treatment with the DNA- damaging drug CPT, a DNA topoisomerase I

inhibitor. The apoptotic death of these celis is associated with quick involvement of a

mitochondrial pathway, within 2 to 3 h after drug treatment, that is linked with rapid

transiocation to mitochondria of multiple pro-apoptotic proteins of the bd-2 family,

cytochrome c release, Apaf-1 oligomerization, caspase activation, DNA

fragmentation, and typical morphological changes of cell death (Paquet et al., 2004;

Schmitt et al., 1998a; Schmitt et al., 2004; Schmitt et al., 1998b). ,IM’m, activation

of caspase-3-like enzymes, DNA fragmentation and sub-G1 ceil populations rapidly

appear in CVT-treated U937 (Fig. lA) and Namaiwa ceils (Fig. lB). The magnitude

of caspase activation and DNA fragmentation, and the appearance of sub-Gl celis

are similar between both celi types, whule the percentage of ceils undergoing I,&I’m

is much greater in U937 ceils, about 40% after 4 h, compared to a peak value of

approximately 20% for Namaiwa celis (Fig. lA, lB). Both sstLL and cathepsin B

activation also occur within 2 to 3 h after CFT treatment in these celi unes (fig. 1C,

1D). $trikingly, the kinetics of ssALL and cathepsin B activation occurred

simultaneously to those of J,Awm and caspase activation. Because lysosomal

disruption lias been observed in oxidative stress-induced apoptosis, we evaluated the

possibility that oxidative stress was generated during CVT-induced celi death. Thus,

ceils were incubated Dl-lE, a compound that is converted to ethidium by superoxide

anions, then intercalates into DNA where it emits red fluorescence. Four to 6 h after

treatment, neither U937 (Fig. 1F) nor Namaiwa (Fig. 1F) celis showed the presence
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of superoxide anions after CVf. Ceils exposed to the quinone DMNQ served as

positive controls. These resuits show that lysosomes undergo disruption associated

with ssALL and cathepsin B activation simukaneously with ,f.AWm and caspase

activation by CPI. These events are independent of oxidative stress after CPI

treatment.

Btockage of the ntitochondria permeabitity transition pores (mPTP) partiatty

protectsfrom CPT-mediated 1&T’m and ssÊLL in U937 ceils.

Permeabilization of the outer mitochondrial membrane may be caused by the

opening of mFfP or megachannels. The major constituents of mVfP are VDAC1,

the adenine nucleotide transiocator (ANT), the peripheral benzodiazepine receptor

and the mitochondrial matrix enzyme cyclophulin D. As a resuit of mPTP opening,

&Pm is dissipated, and apoptogenic factors, notably cytochrome c, are released in the

cytosol. mPTP blockage has been shown to inhibit apoptosis in several models

(Marchetti et ai, 1996; Zamzami et aL. 1996a; Zamzami et al., 1996b). b impede

nWTP opening, we incubated CVT-treated U937 and Namaiwa celis with the mPIP

inhibitors CsA and BkA. CsA inhibits the enzyme cyclophilin D which impedes

ANT function, while BkA directly inhibits ANT. Obstructing mPTP with CsA (Fig.

2A) or BkA (Fig. 2B) reduced both CPI-mediated AWm and sst.LL in U937 ceils.

The protection conferred by CsA was significant during the first 6 h of CFF-induced

death (Fig. 2A), whlle BkA significantly reduced mitochondrial and lysosomal

permeabilization over the first 4 h of CPI action (Fig. 2B). In contrast, the

mitochondrial and lysosomal disruption observed after CPI treatment in Namaiwa

celis was flot affected by blocking mPTP with CsA or BkA (data flot shown). The

similar reductions in the percentage of total ceils undergoing .j,Awm and ssz\LL after
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protection of the mitochondria with mPTP inhibitors suggests that lysosomal leakage

depends, in part, on mitochondrial disruption in U937 celis.

Bct-xL prevents AWin anti sszSLL after CPT treatment in U937 anti Namatwa cetts.

Overexpressing anti-apoptotic bel-2 protein bas been shown to protect from

lysosomal rupture in oxidative stress-induced apoptosis (Zhao et al., 2000), while

bel-2 overexpression is not sufficient to impede ssALL induced by the

lysosomotropic agent ciprofloxacin (Boya et al., 2003a). We previously reported that

overexpression of the anti-apoptotic bel-2 family member bcl-xL, in Namaiwa and

U937 celis (Fig. 2C), completely abolished for at least 48 h (Namalwa ceils) or

greatly reduced (U937 celis) caspase activation, DNA fragmentation and apoptosis

after various DNA-damaging treatments (Schmitt et al., 1998a; Schmitt et al.,

1998b). Bcl-xL also significantly protected the mitochondria and lysosomes from

CVf-mediated Itpm and ssz\LL in U937 cells (Fig. 2D), and entirely in Namaiwa

ceils (Fig. 2E). These results indicate that anti-apoptotic bcl-xL protects against

mitochondria and lysosomes disruption after CPI and again suggests that lysosomal

leakage depends, in part, on mitochondrial disruption.

j&’n and sszSLL are dependent on caspase activation in U937 and Namatwa ceits.

Apoptosis usualÏy necessitates caspase activation that culminates in ceil

dismantling, DNA fragmentation, and ccli death. To investigate the role of caspase

activation in CV!’-mediated ,j,wm and ssALL, U937 and Namaiwa ceils were treated

with the pan-caspase inhibitor Z-VAD-FMK prior to CV!’ treatment. No caspase

activities were measured in CPT-treated U937 and Namaiwa celis incubated with

100 [LM Z-VAD-FMK (data flot shown). Moreover, inhibition of caspase activities

with Z-VAD-FMK completely abolished CVF-mediated AWm and ssÊLL in U937
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(Fig. 3A) and Namaiwa (fig. 3B) ceils. These resuits demonstrate that both 3Wm

and ssALL require caspase activities after DNA damage. Because caspase-2L has

been reported to act upstream of mitochondria in stress-induced apoptosis (Guo et

al., 2002; Lassus et al., 2002; Robertson et al., 2002; Tinel & Tschopp, 2004),

Namaiwa celis expressing small interfering RNA (siRNA) were derived to silence

caspase-2L expression and to investigate its role in CFT-mediated ,4Wm and sssLL.

These celis, transfected with Cep4-U6-siRNA-caspase-2 vector under high

hygromycin Bi selection (1.0 mglml), showed strong caspase-2L expression

inhibition (Fig. 3C, left panel). Moreover, silencing caspase-2L expression delayed

CFT-mediated DEVDase activities (Fig. 3C, right panel) and both j4wm ami ssALL

(Fig. 3D). These resuits demonstrate that caspase-2L acts upstream of both Wm

and ssLL after DNA damage.

Modulation of intracettular sphingosine levets affects tysosornat anti

mitochondrialpenneabilization in U937 ceils.

Sphingosine is a sphingolipid particularly located in lysosomal membranes

that has been directly implicated in lysosomal penneabiization. The addition of a

small quantity of exogenous sphingosine to ceils resulted in ssALL and apoptosis

(Brunk, 2000; Kagedal et al., 2001b), and intracellular sphingosine rose during TNf

a-induced apoptosis (Schutze et al., 1999). Catabolism of ceramide to sphingosine

by the enzyme acidic ceramidase is the major source of cellular sphingosine (Koch et

al., 1996; Rother et al., 1992). To investigate the role of sphingosine in CPI’

mediated sszLL and apoptosis, we first blocked this catabolic pathway with NOF, a

chemical inhibitor of acidic ceramidase. Incubation of U937 cells with 100 M NOE

significantly reduced ssz\LL and AWm (Fig. 4A) during the first 4 h of CPT-induced

death. In contrast, acidic ceramidase inhibition did flot protect ssALL or ,j,AWm in
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CPT-treated Namaiwa celis (data flot shown). In addition, intracellular sphingosine

levels increased significantly in CVf-treated U937 ceils during the first 3 h after CPT

(Fig. 4B), which coincided with the onset of ssALL and ,j.Awm. U937 celis directly

treated with low-dose synthetic sphingosine also underwent ssALL and ,j4Wm (data

not shown), again suggesting signaling between sphingosine levels and these 2

organelles. The resuits indicate that modulation of the sphingosine pathway and

intracellular sphingosine accumulation represent a mechanism by which DNA

damage leads to lysosomal disruption in U937 ceils.

Lysosomal cathepsin B participates in CPT-induced cett death in U937 cetts.

Cathepsin B, one of the most abundant lysosomal proteases, has been

implicated in apoptosis (Brunk et al., 2001; Guicciardi et al., 2004; Turk et al.,

2002). We noted an increase of cathepsin B activity in CFT-treated U937 and

Namaiwa celis (fig. 1C, 1D). To investigate the role of cathepsin B activation in

CVF-induced apoptosis, ceils were pretreated with the cathepsin B inhibitor Z-FA

DMK, and varions CPT-mediated apoptotic events were monitored (Fig. 5). First, no

cathepsin B activity was detected in CVT-treated U937 celis incubated with 10 tM

Z-FA-DMK (Fig. 5A). Cathepsin B inhibition resulted in substantial reduction of

caspase-3-like activities (Fig. 5B) and of the percentage of celis with ,I,&Pm (Fig.

5C), ssALL (Fig. 5D) and sub-G1 DNA content (fig. 5E), over the first 4 h in CPT

treated U937 celis. In contrast, inhibition of cathepsin B had no significant effect

over the same events in CVT-treated Namaiwa celis (data flot shown). Therefore,

these results suggest that cathepsin B activity contributes substantially to caspase-3-

like enzyme activation as well as to .,M’m, ssALL and to the overali magnitude of

apoptosis after CFT treatment in U937 ceils, most likely as a feedback amplification

100p.
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Proteins of the Bct-2farnity do not target the lysosoinat compartrnent dunng PT

induced cett death.

The BH3-only Bid protein can be cleaved by lysosomal proteases, including

cathepsin B, that produces a truncated fragment with characteristics similar to tBid,

the active fragment generated by caspase-8 ($toka et al., 2001). b investigate if Bid

undergoes cleavage during CVT-induced celi death, and thus, bridges a link between

lysosomal proteases and the mitochondria, the kinetics of native Bid expression were

monitored in U937 and Namaiwa celis after CPI treatment. As positive controls, the

ceils were also treated with etoposide (VP16) and TNf-cx in association with

cyclohexamide (CHX). Native Bid expression was significantly reduced as early as 4

to 6 h after VP16, and by 24 h after TNF-aICHX in U937 and Namaiwa ceil s (fig.

6A). In contrast, native Bid expression levels were flot reduced after CPI treatment,

within time-frames where ,qm and ssALL occurred, suggesting that Bid did flot

undergo cleavage and did flot bridge a link between lysosomes and mitochondria in

CPT-treated ceils.

Several members of the bd-2 family undergo transiocation to the

mitochondria after a variety of death stimuli, where they finely regulate

permeabilizafion of the mitochondrial membrane (Green & Reed, 1998; Harris &

Thompson, 2000; Kroemer & Reed, 2000). Similar lysosomal transiocation of pro

apoptotic bcl-2-like proteins therefore represents an attractive hypothesis to further

explore the mechanisms of lysosomal permeabilization. b date, no experimental

evidence supports such involvement of bd-2 family proteins at lysosomes. To

investigate this hypothesis, a fractionation method based on metrizamide-Percoil

density gradients was employed to obtain lysosome- and mitochondria-enriched

fractions from control and CFT-treated ceils. High f3-hexosaminidase activity was
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detected in lysosome-enriched fractions, but some activity was also detected in

mitochondria-ennched fractions indicating lysosome contamination within

mitochondria-enriched fractions (Fig. 6B). Similarly, the presence of mitochondrial

VDAC I in lysosome-enriched fractions indicated mitochondrial contamination

within the lysosome-enriched extracts (Fig. 6C, 6D). Thus, the expression pattems

obtained for varions Bel-2 family proteins were compared to VDAC1 pattems in

lysosome-enriched fractions. In U937 ceils, bax, bak, bim-EL and bel-2 expression

pattems in lysosome-enriched preparations were very similar to that of VDAC 1,

suggesting that the bcl-2-like proteins found in Ïysosome-enriched preparations

originated from mitochondrial contamination (Fig. 6C). Similar resuits were obtained

from lysosome-enriched fractions of Namalwa ceils, where bax, bak, bik, bim-EL

and bel-2 expression pattems correlated with VDAC 1 pattems (with the exception of

bim-EL), again suggesting that these proteins onginated from mitochondrial

contamination (Fig. 6D). As a reference, the expression pattems of the same proteins

were monitored in mitochondria-enriched fractions. Also, the nuclear protein lamin

B was absent from both mitochondria- and lysosome-enriched fractions (Fig. 6D).

Altogether, these experiments indicate that bd-2 family members, at least the ones

studied, do not target lysosomes after CPI treatment.
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DISCUSSION

Human monocytic-like leukemia U937 and Burkitt’s lymphoma Namaiwa

ceils are two human cancer celi unes with deletions/mutations in the tumor supressor

p53 gene. These celis, therefore, constitute convenient models to study p53-

independent apoptosis. They are highly sensitive to DNA damage, and undergo rapid

apoptosis after short treatment with several DNA-damaging drugs. Upon CPT

treatment, the apoptotic death of these ceils is associated with rapid mitochondrial

transiocation and oligomerization of several bcl-2-like pro-apoptotic proteins,

cytochrome e release, Apaf- 1 oligomerization, caspase activation, DNA

fragmentation, and typical morphological changes (Paquet et al., 2004; Schmitt et al.,

1998a; Schmitt et al., 2004; Schmitt et al., 1998b). Recently, partial permeabilization

of the lysosomal compartment with the leakage of lysosome content into cytosol,

termed ssALL, lias been observed in several models of apoptosis, most often with

oxidative stress (Brunk & Svensson, 1999; Brunk et al., 1995; Kagedal et al., 2001a).

Therefore, the current study was undertaken to investigate the existence of a

lysosomal apoptotic pathway during p53-independent DNA damage-induced celi

death. Here, we report the occurrence of ssALL and cathepsin B activation

simultaneously with ,j,AWm and caspase-3-like activation in CVf-treated U937 and

Namalwa ceils, suggesting the involvement of lysosomes and crosstalk between

lysosomes and mitochondria during CVf-induced apoptosis. Tbotigh the production

of reactive oxygen species is flot usually associated with CPI’-induced celi death, we

monitored the production of superoxide anions after CVF treatment, and found no

increase in superoxide generation. Thus, the notion that oxidative stress participates

in CPT-mediated ssALL was discarded.
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Mitochondrial damage has been shown to occur after lysosomal rupture in

several apoptotic models, including oxidative stress (Roberg et al., 1999), treatment

with TNf-a (Guicciardi et al., 2000), staurosporine (Bidere et al., 2003), low-dose

sphingosine (Kagedal et al., 2001b), some lysosomotropic agents (Boya et al., 2003a;

Boya et al., 2003b), and reactivation of p53 function (Yuan et al., 2002). To the best

of our knowledge, no direct experimental evidence has demonstrated lysosomal

leakage arising after or as a consequence of mitochondrial disruption. Mitochondrial

and lysosomal permeabilization occurred simultaneously after CPU treatment in

U937 and Namaiwa celis. To investigate the hierarchy between lysosomal and

mitochondrial disruption, mFfP inhibitors were used to protect the mitochondria

from permeabilization. An equivalent reduction of ssALL was observed in U937

ceils when mPTP were blocked. Since megapores or channels analogous to mPTP

have neyer been described in the lysosomal membrane, a direct protective action of

lysosomes by the mFTP inhibitors CsA ami BkA is unlikely. Hence, these resuits

suggest that lysosomal disruption depends on mitochondrial permeabilization. The

observations that Namaiwa ceils incubated with CsA or BkA stiil undergo ,j,M’m

after CPU treatment indicate that in these ceils, dissipation of &I’m may occur

independently of mPTP opening or of ANT function, which is targeted by the

inhibitory action of CsA and BkA. Indeed, ,I,&Pm without mVfP opening lias been

noted in granzyme B-induced apoptosis (Thomas et al., 2001), and a BH3 peptide

also evoked ,q’m and apoptosis in an ANT-independent way (Vieira et al., 2002).

The anti-apoptotic proteins bd-2 and bcl-xL promote ce!! survival in part by

preventing mitochondrial dysfunction (Green & Reed, 199$; Harris & Thompson,

2000; Kroemer & Reed, 2000). Overexpressing anti-apoptotic bd-2 family members

in ceils thus represents other means of protecting the mitochondria. Though

protection against lysosomal rupture has been achieved in bcl-2-overexpressing ceils
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after oxidative insuit, presumably by its protective action on the mitochondria (Zhao

et ai., 2000), no data support a direct action of anti-apoptotic proteins on lysosomes.

In fact, bel-2 overexpression was unable to impede ssALL induced by the

lysosomotropic agent ciprofloxacin, which acts directly on lysosomes (Boya et al.,

2003a). Bcl-xL conferred protection against CVf-mediated sstLL and Awm in

U937 and Namaiwa celis. Although the possibility of bcl-xL directly preserving the

integrity of the lysosomal membrane by itself can not be compietely discarded,

lysosomal preservation as a consequence of the protective action of bcl-xL on the

mitochondria is more likely. Bcl-xL overexpression completely protects Namaiwa

ceils against CFF-induced organelle permeabilization, while it confers partial

protection in U937 celis, although the 2 ceil unes express similar bcl-xL levels. Thus,

the death signais that induce J,MJm and ssALL are flot totally inhibitable by bcl-xL in

U937 celis, consistent with previous observations indicating that bcl-xl conferred

oniy partial protection in these celis (Schmitt et ai., 199$a). In this study, we also

investigated, in more detail, whether bel-2 famiiy members directly target lysosomes,

or not. Even though it is apparently difficult to obtain highly-pnrified organelle

fractions, our resuits suggested that bel-2 family proteins, at least the ones studied,

did flot target lysosomes during CPT-induced apoptosis. However, more

discriminatory approaches must be undertaken before reaching a decisive

conclusion.

Our resuks demonstrate that caspase activation is a crucial step in CVT

induced celi death. Indeed, preventing caspase activation with Z-VAD-FMK, an

inhibitor of various caspases, completely abrogates CVf-mediated j3wm and ssxLL.

Thus, M’m and sszLL absolutely necessitate caspase activities in these celis. It has

been shown previously that caspase activities provoked 3Wm, while caspase

inhibitors impeded ,lMJm under certain circumstances (Bossywetzel et aI., 1998;
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Marzo et al., 2001; Marzo et al., 199$). More recently, it had been reported that

active caspases could penetrate into mitochondrial intermembrane spaces, where they

could cleave a subunit of the electron transport chain complex 1, leading to disruption

of electron transport and resuhing in 1&Pm (Ricci et al., 2004). Futhermore,

evidence now supports a role for caspase-2L as an initiator protease activated prior to

,&Pm in DNA damage-induced apoptosis (Guo et al., 2002; Lassus et al., 2002;

Robertson et al., 2002; Tinel & Tschopp, 2004). Our resuits deploying siRNA

indicate that caspase-2L acts upstream flot only to ,AWm, but also to ssALL in

Namaiwa ceils after CFT. However, our resuÏts do flot permit discrimination

between the following possibilities: whether the protection of lysosomes is a

consequence of mitochondrial protection by Z-VAD-FMK or silencing caspase-2L

expression, or whether specific caspases including caspase-2L, play a direct role in

lysosomal permeabilization, or both.

Because of its detergent and lysosomotropic properties, sphingosine lias been

involved in the mechanism of lysosomal membrane permeabilization (Brunk, 2000;

Kagedal et al., 2001b). Lowering intracellular sphingosine levels by inhibition of

acidic ceramidase significantly reduced CVT-mediated ssc\LL and J,AWm in U937

ceils. In addition, sphingosine levels rose in CVT-treated U937 ceils. These data

suggest that sphingosine could provoke lysosomal permeabilization that, in turn,

contributes to mitochondrial disruption, suggesting fatal crosstalk between the two

organelles. Because of its polar head containing a proton-trapping amino group,

sphingosine is believed to be selectively attracted in acidic lysosomes where its

hydrophilic end undergoes protonation due to the low pH. Charged sphingosine

becomes a much stronger detergent compared to uncharged sphingosine,

destabilizing and rupturing the lysosomal membrane (Firestone et al., 1979; Kagedal

et al., 2001b). The possibility that sphingosine directly induces mitochondrial
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membrane destabilization through a similar mechanism is unlikely, because in

mitochondria, sphingosine would be mostly under its uncharged, thus less harmful,

foi-in. Recently, Taha et al. (Taha et al., 2004) demonstrated downregulation of

sphingosine kinase-I activity, accompanied by intracellular sphingosine elevation

after treatment with several DNA-damaging agents, via a mechanism dependent on

ZVAD-sensitive proteases. In addition, Werneburg et al. (Werneburg et al., 2002)

have reported that cathepsin B enhanced sphingosine-stimulated lysosomal

permeabilization. Together, these data are indicative of complex regulatory

networks between intracellular sphingosine levels, caspase and cathepsin activities,

ssALL and ,j,Mm during apoptosis. Therefore, it is possible that sphingosine kinase-

1 downregulation through caspase proteolytic activities also contributes to increasing

intracellular sphingosine levels after CPT treatment. In tum, cathepsin B could

contribute to caspase activation, J4wm and further ssALL, via amplification ioop

mechanisms. Recently, two other forms of ceramidase have been cloned from

human celis, neutrallalkaline ceramidase, and aikaline ceramidase (E! Bawab et al.,

2000; Mao et al., 2001). It is, therefore, possible that these two forms could

compensate for acidic ceramidase inhibition, particularly in Namaiwa celis.

Several models of apoptosis necessitate the activity of lysosomal cathepsin B

(Brunk et al., 2001; Guicciardi et al., 2004; Turk et al., 2002). Cathepsin B was

rapidly activated after CV!’ in U937 and Namaiwa celi unes. Cathepsin B inhibition

resulted in substantial reduction of caspase-3-like activation, Wm, ssALL and st;b

G1 DNA content in U937, but flot in Namaiwa ceils. These data suggest that

cathepsin B participates in the propagation of apoptosis after CV!’ treatment in U937

ceils, perhaps as an amplification loop. However, our data did not support a role for

Bid in transducing a message between cathepsin activation and the mitochondria

after CVF treatment. Cathepsin B is one of the many cathepsins that can be activated



94

after ssALL. Further investigation is needed to dissect the importance of other

cathepsins in the promotion or amplification of apoptosis after CPT treatment.

In conclusion, our study demonstrates that lysosomal rupture and cathepsin B

activation are early events dunng p53-independent apoptosis induced by CPI,

occurring simultaneously with mitochondrial disniption and caspase activation. Our

findings indicate that lysosomal leakage may first necessitate caspase activation,

mitochondrial permeabilization and sphingosine accumulation, although lysosomal

disruption may, in turn, contributes to amplify these events in apoptotic ceils.
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ABBREVIATIONS

The abbreviations used are: Ac-DEVD-AMC: acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-

methyl coumarin; ANT: adenine nucleotide transiocator; AO: acridine orange; BkA:

bongkrekic acid; CI-IX: cycloheximide; CVf: 20-S-camptothecin lactone; CsA:

cyclosporin A; DHE: dihydroethidium; DMNQ: 2,3-dimethoxy-1-naphtoquinone;

JC- 1: 5,5’ ,6,6’-tetrachloro- 1,11,3 ,3’-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanideiodide;

mFfP: mitochondrial permeability transition pore; NOE: N-oleoylethanolamine;

PBS; phosphate-buffered saline; PI: propidium iodide; tBid: truncated Bid; siRNA:

silencing RNA; ssALL: small scale lysosomal leakage; TLC: thin layer

chromatography; TNF-a: tumor necrosis factor-aipha; VDAC: voltage-dependent

anion channel; VP16: etoposide; Z-FA-DMK: benzyloxycarbonyl-Phe-Ala

diazomethylketone; Z-RR-AMC; benzyloxycarbonyl-Arg-Arg-7-amino-4-

methylcoumarin; Z-VAD-FMK: benzyloxycarbonyl-VaI-Ala-DL-Asp(OMe)

fluoromethylketone; ,3wm: loss of mitochondrial transmembrane potential.
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Fig. 1 Parameters of CPT-mduced apoptosis in U937 and Namaiwa ceils.

U937 (A, C, E) and Namaiwa (B, D, F) ceils were treated with 1.0 1M CV[ for 30

min. At the indicated times (h) after CVT treatment, A, B) the percentage of total

celis with ,j.M’m, kinetics of caspase-3-like activities, the percentage of DNA

fragmentation and sub-G1 apoptotic ceÏls were quantified as described in Materials

and Methods. Symbols represent the means ± SE of at least 4 independent

experiments. In C, D), the percentage of total celis with sst.LL and the kinetics of

cathepsin B activity were monitored after CVf treatment. Symbols represent the

means ± SE of at least 4 independent experiments. E, F) Row cytometry histograms

of DHE-loaded celis (gray), treated with CPT (black) or DMNQ (white). The

histograms shown are representative of 3 independent experiments.
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Fig. 2 Effect of mPTP ami BcI-xL on CPT-mediated AWm and ssALL. U937

celis were pretreated with A) 50 tg!m1 of CsA or B) 50 M of BkA, for 1 h before

the addition of CPI’ and the percentages of total ceils with J&vm and ssALL were

measured by flow cytometry at the indicated times (h) after CPT treatment. Symbols

represent the means ± SE of at least 3 independent experiments. * significance with

the paired Student’s t-test: p<OE05.

C) Expression level of HA-Bcl-xL in transfected Namaiwa and U937 celis at times O

and 4 h after CPT-treatment. -Actin expression is shown as a loading control.

Wild-type and transfected U937 (D) and Namaiwa (E) ceils were treated with CPT,

and the percentages of total ceils undergoing ,IAWm and ssLL were measured by

flow cytometry. Symbols represent the means ± SE of at least 3 independent

experiments. * significance with the paired Student’s t-test: p<O.OS.
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Fig. 3 Effect of caspase inhibition on CPT-mediated AWm and ssALL in U937

and Namaiwa ceils. U937 (A) and Namaiwa (B) ceils were pretreated with 100 tM

Z-VAD-FMK for 1 h, then CPI was added for 30 min. At the indicated times (h)

after CVf treatment, the percentages of total ceils undergoing J,M’m and sstLL were

measured by flow cytometry. C) Silenced caspase-2L expression in Namaiwa celis

transfected with empty vector and pCep4-U6-siRNA-caspase-2 vector under

hygromycin Bi selection at 250 gIm1 and 1.0 mg/ml (left panel). Membranes were

also hybridized with anti-crld monoclonal antibody as loading control. Control,

empty vector- and Cep4-U6-siRNA-caspase-2 vector-transfected Namaiwa celis

(selected at 1.0 mg/ml hygromycin Bi) were treated with CPI, and at the indicated

times (h) after CPI treatment, DEVDase activities (C, right panel), and the

percentages of total ceils undergoing ,j3wm and ssALL (D) were measured by flow

cytometry. Symbols represent the means ± SE of 3 independent experiments.
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fig. 4 Effect of sphingosine levels on CPT-mediated &Vm and sszLL in U937

ceils. A) U937 ceils were pretreated with 100 tM NOE for 1 h, then CPT was

added for 30 min. At the indicated times (h) after CVT treatment, the percentages of

total ceils undergoing j,AYm and ssALL were measured by 1kw cytometry. Symbols

represent the means SE of 3 independent experiments. * significance with the

paired Students t-test: p.<O.05. B) Quantitation of cellular sphingosine levels during

CVT-induced apoptosis. Lipids were extracted from control and CVf-treated U937

ceils, and the sphingosine levels were measured in each lipid sample by converting

sphingosine to [3H]N-acetylsphingosine with [3H]acetic anhydride. After TLC,

radioactive spots corresponding to [3HJN-acetylsphingosine were scraped and

counted in a liquid scintillation counter. The resuits are expressed as counts per

million (CPM) for each CFT-treated sample over the number of CPM for control

samples. Points represent the means ± SE of 3 independent experiments. *

significance with the paired Student’s t-test: p<O.OS. A representative TLC

chromatogram is shown (right panel).
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Fig. 5 Effect of cathepsin B inhibition on parameters of CPT-indnced apoptosis

in U937 ceils. U937 ceils were pretreated with 10 M Z-FA-DMK for 1 h, then CPT

was added for 30 min. At the indicated times (h) after CVF treatment, A) the

kinetics of cathepsin B, and B) caspase-3-like activites were measured by

spectrofluorometry. The percentages of total celis exhibiting C) 4,AWm, D) ssALL,

and E) hypoploid sub-G1 DNA content were analyzed by flow cytometry. Symbols

represent the means ± SE of at least 3 independent experiments. * significance with

the paired Student’s t-test: p<O.05.
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Fig. 6 Kinetics of Bd-2 family protein expression after CPT treatment in U937

and Namaiwa ceils. A) Native Bid expression patterns in U937 and Namaiwa ceils

were monitored from total cellular extracts at the indicated times (h) after CPT (1.0

M; 30 mm), VPI6 (50 M; continuous) and TNF-ct/CHX (1.0 tg/2.0 ig/nfl;

continuous) treatment. Membranes were also hybridized with anti-f3-actin

monoclonal antibody as loading control. B) -hexosaminidase activity monitored in

lysosome- and mitochondria-enriched fractions obtained from U937 and Namaiwa

celis. C) Expression patterns of VDAC1, Bax, Bak, Bim-EL and Bd-2 in lysosome

enriched fractions obtained from control and CVf-treated U937 celis. e means total

ceilular extract. A SDS-polyacrylamide gel stained with Coomassie Brillant Blue R-

250 dye is shown as loading control. D) Expression pattems of VDAC1, Bax, Bak,

Bik, Bim-EL, Bel-2 and nuclear Lamin B in mitochondria- and lysosome-enriched

fractions obtained from control and CVT-treated Namaiwa cells. e means total

celiular extract. A SDS-polyacrylamide gel stained with Coomassie Brillant Blue R-

250 dye is shown as loading control, and to represent the overail difference in protein

expression pattems between the 2 fractions. Ail are representative of 3 independent

experiments.
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Résumé:

Les voies apoptotiques activées par un dommage génotoxique dans un contexte

cellulaire p53-déficient sont très peu connues. Pourtant, la protéine p53 est mutée ou

défectueuse dans plus de la moitié des tumeurs humaines. 11 est donc important de mieux

caractériser l’apoptose en l’absence de p53, afin d’améliorer les thérapies anti-cancéreuses.

Notre étude s’intéresse aux mécanismes d’activation de la voie mitochondriale lors de

l’apoptose p53-indépendante induite par un dommage à l’ADN. Nous avons investigué

plus particulièrement les modes d’action de certains membres pro-apoptotiques de la

famille Bd-2 et leur fonction et/ou participation dans l’induction de la voie

mitochondriale. Les cellules p53-déficientes Namaiwa (tymphome B) entrent rapidement

en apoptose après l’induction d’un dommage à l’ADN par la camptothecine (CPI). La

mort apoptotique des cellules Namaiwa est caractérisée par le relargage du cytochrome e,

accompagné d’une chute du APm, de l’activation des caspases et de la fragmentation de

l’ADN. Nous avons également observé une rapide induction du BH3-unique Bim, ainsi

qu’une augmentation de l’expression des protéines Bim-EL, Bim-L, Bim-S et Bik après le

traitement de CPT. Par contre, le niveau d’expression des protéines multi-domaines Bax-Œ

et Bak demeure relativement constant. Toutefois, nos résultats démontrent que les

protéines Bax-Œ, Bak, Bilc, Bim-EL et Bim-L transioquent rapidement vers la

mïtochondrie après CPI. De plus, des expériences chromatographiques de filtration sur gel

montrent que certains de ces Bcl-2-like s’oligomérisent en complexes protéiques de haut

poids moléculaire. Nous avons par la suite analysé la composition de ces oligomères par

des expériences de co-immunoprécipitation effectuées directement à partir de fractions

mitochondriales, qui ont révélé la formation des complexes suivants: BaxlBak,

Bax/VDAC 1, Bak/VDAC 1, Bim/VDAC 1 et Bim/Bcl-2, après l’induction du dommage à

l’ADN. C’est l’une des premières fois que la formation d’oligomères de protéines Bel-2-

like est détectée dans des cellules apoptotiques humaines, dans un contexte de protéines

endogènes et non surexprimées. Selon ces résultats, nous suggérons que l’oligomérisation

des Bcl-2-like au niveau de la mitochondrie pourrait contribuer à la perméabilisation

mitochondriale. L’induction, la transiocation mitochondriale et l’oligomérisation des

protéines Bcl-2-like semblent corréler avec l’activation rapide de la voie mitochondriale et

l’apoptose p53-indépendante induite par un dommage génotoxique.
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SUMMARY

In the p53-deficient human B lymphoma Namaiwa celi une that quickly

undergoes apoptosis after DNA topoisomerase I inhibitor (camptothecin, CVT)

treatment, we observed rapid and slight induction of the pro-apoptotic BH3-only Bik,

Bim-EL, Bim-L and Bim-S proteins. In contrast, the expression levels of Bad and

multidomain Bax-a and Bak remained mostly unchanged after CFf treatment.

However, multiple pro-apoptotic proteins, including Bax-cz, Bak, Bik, Bim-EL ami

Bim-L, translocated rapidly to the mitochondria after CFT treatment. Gel filtration

chromatography experiments demonstrated that somes of the pro-apoptotic proteins

assemble themselves into high molecular weight protein complexes. 11e protein

composition of these oligomers was further analyzed by co-immunoprecipitation

experiments performed on highly purified mitochondrial fractions, which revealed

the formation of Bax/Bak, BaxNDACI, BakIVDAC1, Bim/VDACI and Bim/BcÎ-2

complexes after DNA damage induction. Thus, it appeared that induction,

mitochondrial transiocation and assembly in multimeric protein complexes of several

pro-apoptotic members of the Bd-2 family correlated with the rapid activation of

apoptosis in a p53-independent pathway after CFT-mediated DNA strand breaks.
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INTRODUCTION

Apoptosis is a process of selective ceil elimination that plays a crucial role in

nonnal development, tissue homeostasis and immune function, as well as in varions

pathological diseases, including cancer (1, 2). p53 tumor suppressor protein is

normally activated when ceils are stressed or damaged, and integrates numerous

signais that regulate ceil life and death. By its ability to influence DNA repair, celi

cycle checkpoints or stimulate apoptosis, p53 is pivotai in preventing tumorigenesis

(3-6). However, most human tumors have lost the expression of a functional p53, and

they likely represent difficuit targets in cancer therapies. Understanding the

molecular mechanisms underlying p53-independent apoptosis is thus crucial in

developing therapeutic strategies that will efflciently target p53-defective tumors.

Members of the Bd-2 family of proteins are critical regulators of apoptosis

that either promote ceil survivai (e.g. Bd-2, BcI-xL, Bd-w, Mci-I) or facilitate ceil

death. The latter ones are further subdivided into 2 classes: multidomain proteins that

contain Bd-2 homology (BH) domains 1-3 (e.g. Bax, Bak), and BH3-oniy proteins

constituted of a unique BH3 motif (e.g. Bad, Bid, Bik, Bim, Hkr) (7). Relative

amounts of death agonists and antagonists greatly influence the cell’s ability to

undergo apoptosis. Bel-2 family proteins are mainly regulated through protein

protein interactions and subcellular iocalization.

Heterodimerization between pro- and anti-apoptotic counterparts may inhibit

their respective functions, while their insertion into intracellular membranes,

including the mitochondria, may greatiy alter organelle functioning. Control of

mitochondrial dysfunction is the major means by which Bel-2 family proteins exert

their apoptosis regulatory effects. As a site of convergence for multiple death

inducing stimuli, the mitochondria occupy a central place where Bel-2 family
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proteins play a great part in deciding whether a celi will live or die (8). After a

variety of death signais, some pro-apoptotic proteins transiocate to the mitochondria,

change their function, and cause cytochrome c release from the mitochondrial

intermembrane space toward the cytosol. Death inducers are thus mitochondrial

troubiemakers, while death antagonists act as protectors, preventing the release of

apoptogenic factors in the cytosol (9, 10).

Once in the cytosol, cytochrome e triggers the death pathway through

oligomerization with the adaptor moiecule Apaf-1 and pro-caspase-9 to form

apoptosomes, restilting in caspase-9 activation, which, in turn, cleaves and activates

downstream effector caspases (11). Two major modeis have been proposed to

account for cytochrome e release during apoptosis. One of them involves

mitochondrial permeability transition pores (mFfP), or megachannels, which form at

contact sites between outer (OMM) and inner mitochondrial membranes. The

multidomain proteins Bax-a and/or Bak can bind to voltage-dependent anion

channels (VDAC 1), a component of mFfP, enhancing their channel activity to allow

the passage of cytochrome c (12). mPTP opening also causes loss of mitochondrial

transmembrane potential and swelling of the mitochondrial matrix, which eventually

leads to OMM rupture with the subsequent nonselective release of intermembrane

space contents (13). However, other sttidies argue that cytochrome e release does not

require mPTP (14), and suggest instead that it might occur via specific OMM

permeabilization evoked by Bd-2 famiiy members (15). As a typical mode!, after

cleavage of the BH3-only Bid by caspase-8, the tmncated Bid (tBid) fragment can

bind to Bax-a andlor Bak, induce conformational changes and promote their

activation/insertion in the OMM, where the proteins would homo- or hetero

oligomerize to form ion channels (16-1$). This model proposes that pro-apoptotic

proteins directly form pores in the OMM, which can mediate selective cytochrome e
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release, while anti-apoptotic proteins like Bd-2 and Bcl-xL prevent channel

formation. A good candidate for the existence of such pores in vivo, in intact

mitochondria, is the new mitochondrial apoptosis-induced channel (MAC) (19),

which resembles Bd-2 and Bax-forming channels in artificial liposomes (20-22).

Current models propose a distinction between 2 categories of BH3-only

proteins: “sensitizing” proteins, such as Bik, Bad and Noxa, which are activated after

death stimuli and function to neutralize pro-survival Bd-2 and Bcl-xL, freeing the

multidomains Bax-a and Bali to execute ceil death through mitochondrial

dysfunction; and “activating” molecules, like tBid, which bind directly to and

activate Bax-a and Bali at the mitochondrial level (23). Loss-of-function studies have

revealed that the absence of both Bax-a and Bak preserved the mitochondria and

inhibited apoptosis after a variety of death signais, indicating apparent redundancy in

their modes of action (24, 25).

The present experiments utilize a p53-defective human B Iymphoma cancer

ccli une to investigate the molecular mechanisms of p53-independent apoptosis after

DNA damage induced by a chemotherapeutic agent. Here, in celis undergoing

apoptosis, we report the induction anWor transiocation, to mitochondria, of several

Bd-2 family members, including the multidomain Bax-a and Bak, as well as the

BH3-only Bik and Bim proteins. In addition, we show that some of these proteins

form high molecular weight complexes after apoptosis induction. p53-independent

induction, mitochondrial relocalization and oligomerization is associated with

cytochrome c release in the cytosol, caspase-9 and -3 activation, DNA fragmentation

and morphological changes typical of apoptosis. We suggest that multiple pro

apoptotic Bd-2 family members may contribute to transduce celi death signais and

participate in mitochondrial dysfunction after DNA strand break induction, triggering

a p53-independent apoptotic pathway.
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MATERIALS AN]) METHOUS

Chemicals. The radioactive precursors [2-’4CJ-thymidyne (59 mCi/mmol)

and [a-32P1-dUTP (3,000 mCi/mmol) were purchased from ICN BioMedicals (Costa

Mesa, CA). 20-S-camptothecin lactone (CPT) and metrizamide were obtained from

the Sigma-Aldrich Company (St.Louis, MO). The fluorogenic peptide derivatives

acetyl-Leu-Glu-His-Asp-7-amino-4-trifluoromethylcoumarin (Ac-LEHD-AfC) and

acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-methylcoumarin (Ac-DEVD-AMC) were

acquired from Calbiochem-Novobiochem Corporation (San Diego, CA). Percoli was

obtained from Amersham Pharmacia Biotech AB (Uppsala, Sweden). Ail other

chemicals were of reagent grade and purchased either from the $igma-Aldrich

Company, ICN BioMedicais or other local sources.

Ccli culture, drug treatment and DNA labeling. Human B lymphoma

Namaiwa and human hîstiocytic lymphoma U-937 ceil unes, obtained from the

American Type Culture Collection (Manassas, VA), were grown in suspension at

37°C under 5% C02 in RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat

inactivated fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 g/m1

streptomycin (Gibco-BRL Life Technologies, Grand Island, NY). Exponentiaily

growing celis were used in ail experiments at a concentration of 5 x io cells/ml.

Mter treatment with CVT at a concentration of 1.0 tM for 30 min at 37°C, the celis

were grown in drug-free medium. For DNA labeling, ceils were grown with [‘4CJ-

thymidyne (0.02 iCi/m1) for 24 h, then chased ovemight in isotope-free medium

prior to dnig treatment (26).
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Protem extraction and subcellnlar fractionation. To prepare whole-cell

protein extracts, control and CPT-treated ceils were homogenized in lysis buffer

containing 50 mM Tris (pH 7.4), 120 mM NaC1, 1% (v/v) Triton X-100, 1 mM

sodium orthovanadate, 2 mM phenylmethylsuffonyl fluoride, 5 mM sodium

pyrophosphate and a cocktail of protease inhibitors (CompleteTM, Roche Molecular

Biochemicals, Lavai, Qc, Canada). The supematants were collected after

centrifugation (10,000 x g for 15 min at 4°C). To obtain cytoplasmic (S-100)

fractions, control and CFT-treated celis were sweiled in deionized water for 4 min on

ice. Next, the sampies were adjusted to 220 mM mannitol, 70 mM sucrose, 10 mM

Hepes-KOH (pH 7.4), 1.0 mM EDTA (isotonic buffer), and passed 10 times through

a 30G1/2 needie adapted to a syringe, to disrupt the ceils. Unbroken celis, nuclei and

organelles were pelleted by centrifugation at 10,000 x g for 20 mm; the supematants

were saved and further clarified by centrifugation at 100,000 x g for 60 min at 4°C

(S-100 fractions).

A density gradient protocol was modilhed from Storrie and Madden (27) for

mitochondria isolation. First, celis were swelled in deionized water for 4 min on ice,

and the samples adjusted in isotonic buffer. The celis were disrupted by passing the

samples 30-fold through a 26G31$ needle, and subsequently centifuged at 1,000 x g

for 15 min to pellet unbroken celis and nuclei. Supematants containing mitochondria

and other organelles were layered on top of the first gradient consisting, from bottom

to top, of 2 ml of 35% (wlv) metrizamide, 2 ml of 17% (w/v) metrizamide, and 5 ml

of 6% (vlv) Percoil in isotonic buffer. After centrifugation at 50,500 x g for 1 h at

4°C, a set of 2 discrete bands appears at the interfaces 17/35% metrizamide and 6%

Percoll/17% metrizamide. The upper band, at the 6% PercoÎl/17% metrizamide

interface, contains mitochondria and lysosomes that wiil need further separation by

the second gradient to obtain pure organelie fractions. This interface is collected and
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adjusted to 35% metrizamide by mixing with a 80% (w/v) metrizamide solution. The

sample is then placed at the bottom of the second gradient and overlaid with 2 ml of

17% metrizamide and 5 ml of 5% metrizamide. The tube is fihled to the top with the

isotonic buffer, and centrifuged at 50,500 x g for 1 h at 4°C. Two distinct bauds

appear: the upper one at the 5/17% metrizamide interface contains lysosomes, while

the lower one, at the 17/35% metrizamide interface, contains higffly pure

mitochondria. To pellet the mitochondria, the interface is diluted wiffi the largest

possible volume of isotonic buffer and centrifuged at 53,000 x g for 1 h at 4°C.

Western blot analysis. The primary antibodies used in this study included:

anti-cytochrome c mouse monoclonal antibody (clone 7H8.2C12, BD PharMingen),

anti-caspase-9 mouse monoclonal antibody (clone 2-22, BD PharMingen), anti

caspase-3 rabbit polyclonal antibody (556425, BD PharMingen), anfi-NBK (-Bik)

goat polyclonal antibody (N-19, Sauta Cruz Biotechnology), anti-NBK (-Bik) rabbit

polyclonal antibody (FL-160, Sauta Cruz Biotechnology), anfi-Bim rabbit polyclonal

antibody (6$871N, BD PharMingen), anti-Bim rabbit polyclonal antibody (202000,

Calbiochem), anti-Bak mouse monoclonal antibody (clone G317-2, BD

PharMingen), anti-Bak rabbit polyclonal antibody (06-536, Upstate Biotechnology),

anti-Bid rabbit polyclonal antibody (AF846, R & D Systems), anti-Bad mouse

monoclonal antibody (clone 48, Transduction Laboratories), anti-Bax rabbit

polyclonal antibody (N-20, Santa Cruz Biotechnoïogy), anti-Bd-2 mouse

monoclonal antibody (100, Santa Cruz Biotechnology), anti-cytochrome e oxydase

subunit IV (COX IV) mouse monoclonal antibody (clone 20E8-C12, Molecular

Probes Inc.), anti-Porin 31 HL (VDAC1) mouse monoclonal antibody (cloue 89-

173/045, Calbiochem) and anti-13-actin mouse monoclonal antibody (clone AC-40,

Sigma). The secondary antibodies were horseradish peroxidase-conjugated sheep



123

anti-mouse immunoglobulin (1g) and donkey anti-rabbit 1g secondary antibodies

(Amersham Pharmacia Biotech), and horseradish peroxidase-conjugated donkey

anti-goat secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology).

Caspase activity assays. LEHDase and DEVDase activities were measured

by monitoring fluorescence continuously in a dual luminescence fluorometer (LS

503, Perkin Elmer Biosystem). Reactions were carried out in cuvettes, and the

temperature was maintained at 37°C in a water-jacketed sample compartment. The

assay mixture contained 100 mM Hepes (pH 7.5), 20% (vlv) glycerol, 5 mM DTT, 5

mM EDTA and 500 cM Ac-LEHD-AFC or 200 tM Ac-DEVD-AMC fluorogenic

peptides. Enzyme activities were determined as initial velocities and expressed as

relative intensity/minlmg (28).

Analysis of the DNA fragmentation process. b visualize

oligonucleosome-sized DNA fragments, cellular DNA was extracted by a salting-out

procedure described previously (26). Electrophoresis was performed in 1.6%

agarose gel in Tris-acetate buffer (pH 8.0), after which DNA was visualized by

ethidium bromide staining. The kinetics of DNA fragmentation were monitored and

quantitated by DNA filter elution assays, as described elsewhere (26). The results

are expressed as the percentage of DNA fragmented in treated ceils compared to

DNA fragmented in control (untreated) cells (background) using the formula (f-F011-

F0) x 100, where F and F0 represent DNA fragmentation in treated and control celis,

respectively (26). DNA content after propiodium iodine (PI) staining, was measured

by flow cytometry using a Coulter EPICS XL-MLC Flow Cytometer. The resuits are

expressed as the percentage of ceils presenting hypoploid DNA content (sub-G1

peak).
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Electron microscopy. Ceils were fixed in 0.1 M Millonig’s phosphate buffer

(pH 7.4, 292 mOsm) containing 2.5% glutaraldehyde, stained with 2% uranyl

acetate, and dehydrated with several ethanol treatments. Sections (500 to 700 À)

were mounted on copper grids and stained with lead citrate (29). The samples were

examined by transmission electron microscopy, using a Ziess Em 10 CA microscope

(JFE Enterprises, Brookeville, MD).

Analysis of mRNA expression. Total RNA was isolated with TRIzol

reagent and RNase protection assays were performed with commercial RiboQuantTM

Multi-Probe RNase Protection Assay System (BD PharMingen), as specified by the

manufacturer. For Northem blots, polyA RNA was isolated from control and CPT

treated ceils, ami 3.5-tg aliquots were loaded per lane. Membranes were hybridized

with [a-32PJ dCTP-ÏabeÏed Bim-EL or 3-actin cDNA probes in 5x SSPE, 50%

formamide, 5% Denhartdt’s solution, 1% SDS, 10% dextran sulfate and 100 tgInil

salmon sperm at 42°C for 16 h, followed by washes in 2x SSPE at 30°C, and 2x

SSPE containing 2% $DS, at 65°C.

Gel filtration chromatography analysis. Gel filtrations were performed on

a Superose 6-HR 16150 column (Amersharn Phannacia Biotech), connected to a

FPLC system. The equilibration, lysis and elution unique buffer contained 25 mM

Hepes (pH 7.5), 300 mM NaC1, 0.2 mM DDT, 2% (w/v) CHAPS and a cocktail of

protease inhibitors (Comp1eteT4, Roche Molecular Biochemicals). Cellular extracts

were prepared from 5 x 108 control ai-id CVf-treated ceils. Ehition was performed at

a flow rate of 500 tlImin, and 2.5-ml fractions were collected at 5-min intervals.

The column was calibrated with gel filtration standard proteins from Amersham
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Pharmacia Biotech. After chromatography, 80-il aliquots from each fraction were

analyzed by Western blotting (30).

Co-immunoprecipitation experiments. Co-immunoprecipitation

experiments were perfonned in mitochondria-enriched fractions. Namaiwa control

(untreated) and 3-h CFÇ-treated celis were swelled in deionized water for 4 min on

ice, and the samples adjusted in isotonic buffer as described above. The celis were

disrupted by passing the samples 30-fold through a 26G3/8 needle, and subsequently

centrifuged at 1,000 x g for 15 min. The supematant was centrifuged at 10,000 x g

for 15 min to obtain a mitochondria-enriched pellet. This mitochondrial pellet was

resuspended in isotonic buffer containing 5 mM dithiobis[succinimidylpropionate]

(DSP) cross-linker agent (Pierce Biotechnology, Rockford IL) and incubated for 30

min by rotation at room temperature. The cross-linking reaction was quenched by the

addition of Tris pH 7.5 to a final concentration of 50 mM. After centrifugation at

10,000 x g for 15 mm, the supernatant containing DSP was discarded, and the

mitochondrial pellet was lysed in the same 2% CHAPS buffer used for gel filtration

experiments. After lysis and a final centrifugation step (10,000 x g for 15 min at

4°C), the supematant served as a mitocbondria-enriched fraction. For

immunoprecipitation, 120 [1g of protein from mitochondna-enriched fraction was

mixed with 0.02 g%il of polyclonal anti-Bax antibody (N-20, Santa Cniz

Biotechnology), or polyclonal anti-Bak antibody (06-536, Upstate Biotechnology),

or polyclonal anti-Bim antibody (202000, Calbiochem), or nonspecific normal rabbit

IgG (se-2027, Santa Cruz Biotechnology) as controls, followed by overnight

incubation at 4°C. Immunocomplexes were captured with a protein A- and G

Sepliarose mixture and the covalent amide bonds created by the DSP cross-linker
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were cleaved by incubating the immunocomplexes in Leammli buffer containing 75

mM DTT for 30 min at 37°C prior to electrophoresis.
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RESULIS

Characterization of p53-independent apoptolic celi death in Nainaiwa ceils afler

DNA damage induction.

Human B lymphoma Namaiwa celis are p53 double mutant celis that

contain 2 nonsynonymous mutations in exon 7 of p53 (31). These ceils are unable to

express a functional p53 protein, and constitute a suitable model to study p53-

independent pathways of apoptosis. The Namaiwa ccli une is known to be highly

sensitive to the induction of DNA injury by various agents. It has already been

shown that these ceils display DNA fragmentation patterns typical of apoptosis after

short DNA-damaging drug treatments (30, 32, 33).

figure 1 ilh;strates the kinetics of multiple apoptotic events monitored in

Namaiwa celis treated with CFT, an anticancer drug that induces cellular DNA

strand breaks by evoking the stabilization of DNA topoisomerase 1-cleavable

complexes. DNA damage induction rapidly causes cytochrome e release from the

mitochondrial intermembrane space toward the cytosol, as demonstrated by the

detection of cytochrome c in the cytosol of Namaiwa celis as soon as 2 h after CVF

treatment (Fig. lA, upper panel), followed by reduction of mitochondrial

transmembrane potential (iipm) (Fig. lA, lower panel).

The release of cytochrome c correlates with initiator and effector pro

caspase activation. It is well-known that pro-caspases must undergo proteolytic

cleavage to become activated, so that the appearance of initiator caspase-9- and

effector caspase-3-cleaved fragments in CFT-treated Namaiwa celis suggests their

activation (Fig. lB, upper panels). Caspase activities were also monitored using

specific fluorogenic peptides. Increasing LEHDase (caspase-9) and DEVDase

(caspase-3-like) activities were measured after DNA damage induction in Namaiwa
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celis (Fig. lB, lower panels). After caspase activation, DNA was fragmented in the

typical ladder pattern of o1igonuc1eosome-szed DNA fragments, beginning to appear

between 3 to 4 h after CVT treatment (Fig. 1C, upper panel). The kinetics of the

DNA fragmentation process in Namaiwa celis were also monitored and quantitated

by DNA filter elution assays; the percentage of fragmented DNA increased with time

after drug treatment (Fig. IC, lower panel). The percentage of celis undergoing

apoptosis after CPT treatment were also estimated by measuring haploid DNA

content after PI staining (sub-Gl peak) (Fig. 1C, lower panel). Namalwa celis

treated with CVF aLso presented morphological signs of apoptotic death, st;ch as ceil

shrinkage ami chromatin condensation at the nuclear periphery (Fig. 1D). These

apoptotic phenomena occurred in a well-ordered fashion, starting with the release of

cytochrome e in the cytosol, reduction of Aijjm, and followed closely by activation of

initator caspase-9, then effector caspase-3. DNA fragmentation and the appearance

of morphological changes came Iast. Cytochrome e release, loss of tim and caspase

9 activation suggest mitochondrial participation in this pathway. The importance of

the mitochondria-driven events to signal apoptosis in these celis was also indicated

by previous observations revealing that a high expression level of anti-apoptotic Bel

xL and Bcl-xES proteins, achieved by transfection experiments, prevented apoptosis

induced by varions compounds, including CYT (30, 33, 34).

Induction ofpro-apoptoticproteins after treatment with a DNÂ-darnaging agent.

Pro-apoptotic members of the Bel-2 family of proteins are well-known

positive regulators of the mitochondrial pathway of apoptosis. To investigate their

participation in the apoptotic events observed after CVT treatment, we looked at the

expression pattern of various pro-apoptotic members of the family, both at the RNA

and protein levels. We observed small increment of Bid mRNA levels at 4 and 5 h
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after CPT treatment. For Bik and Bak mRNA levels, the increase was flot statistically

significant, and the amount of Bax mRNA stayed stable throughout the experiments

(Fig. 2A). Bim-EL mRNA was the only one that showed significant induction, rising

rapidly 2 h after CFT treatment (fig. 2B).

Next, we assessed induction at the protein level. Immunoblot analysis

revealed a rapid increase in the expression of some pro-apoptotic proteins (Fig. 3).

The BH3-only proteins Bik, Bim-EL and Bim-L were detected in larger quantities as

early as 1 h after CPT treatment, compared to their expression levels in control

(untreated) celis, while the changes seen in the expression of multidomain Bak

protein were not statistically significant (Fig. 3). FulI-length Bid protein was fotmd at

a lower intensity in extracts prepared from 2-h and 4-h drug-treated ceils, which

suggested that it could undergo proteolytic cleavage after initiation of apoptosis. The

expression levels of Bad and multidomain Bax-Œ proteins remained mostly

unchanged (Fig. 3), The increase in protein expression of the BH3-only Bik and Bim

isoforms preceded the release of cytochrome c in the cytosol, suggesting a role for

these proteins in the initiation of p53-independent apoptosis after DNA damage

induction.

Multiple pro-apoptotic proteins retocalize to the mitochondria after DNA damage

induction.

$ubcellular localization is of critical importance for the functioning of Bd-2

family proteins. Several studies have reported activation by conformational changes

andlor mitochondrial transiocation of the pro-apoptotic Bax-Œ and Bak proteins after

varions death stimuli, including DNA damage. Because most of these observations

were canied ont in cellular contexts where p53 protein was functional, we wanted to
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know if some proteins of Bd-2 family members also target mitochondria after DNA

injury in p53-defective ceils.

Western blot analysis, performed in highly pure mitochondrial fractions

prepared by the method of metrizamide[Percoll density gradients, reveaied a clear

mitochondrial redistribution for some proteins after the induction of DNA damage

(Fig. 4). Pro-apoptotic Bax-Œ protein translocated to the mitochondria from 1 to 2 h

after drug treatment, and Bak protein was detected in higher amounts in ail

mitochondrial fractions obtained from CFT-treated celis (fig. 4). BH3-only Bik

protein, and at least 2 of the 3 Bim isoforms tested, also relocalized to the

mitochondria soon after treatment (fig. 4). Bim-EL and -L were the most abundant

isoforms of Bim in B lymphoma Namaiwa ceils, while Bim-$ was more difficuit to

find. Two other BH3-only proteins were fmally tested for their mitochondrial

expression, but neither Bad nor full-length Bid was detected in mitochondria from

control or drug-treated ceils (Fig. 4). This resuit was expected, at least for Bid,

because the antibody used cannot detect tBid, the forrn most often reported to

possess some pro-apoptotic activities. To assess the quality of the mitochondrial

preparations, we examined the extracts for the presence of mitochondrial markers

(fig. 4). Cytochrome c disappeared gradually with time after CPT treatment (fig. 4),

in accordance with its corresponding emergence in the cytosol. The mitochondrial

enzyme COX IV seemed to be up-regulated after drng treatment (Fig. 4), an

observation that lias been made in human breast carcinoma MDA-MB-23 1 celis,

where the authors found COX 1V induction after treatment with teniposide, a DNA

topoisomerase II inhibitor (35). Abundant mitochondrial VDAC1 was expressed

equally in ail fractions, demonstrating the purity of the mitochondrial preparations,

as well as an equivalent protein load in each lane, also visualized by Coomassie Blue

staining of the gels (Fig. 4). By being targeted to mitochondria shortly after DNA
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damage induction, these proteins could participate in mitochondrial destabilization

and the subsequent cascade of events leading to ccli death.

formation of high molecutar weight complexes between members of the Bel-2

foinity.

The formation of homo- and heterocomplexes between proteins of Bd-2

family members has been well-described and may serve as a means to regulate their

function. Recent studies have shown that the multidomain pro-apoptotic Bax and

Bak proteins are essential to ccli death by a variety of apoptotic stimuli. However,

recent evidence suggests that after a death signal, BH3-domain only molecules may

act as ‘sensitizing’ molecules: they bind to and sequester their anti-apoptotic

counterparts like Bd-2 and Bci-xL, inhibiting their activities, or they rather behave

as ‘activating’ proteins: they bind the multidomain Bax-a and Bak, inducing

conformational changes that promote their transiocation, insertion and activation in

theOMM(23).

To explore the formation of muitimeric protein complexes involving pro

apoptotic proteins that target the mitochondria in CVT-treated, p53-defective

Namaiwa ceils, protein extracts obtained from control and CFF-treated celis were

subjected to gel filtration chromatography (fig. 5). Protein extracts were prepared in

CHAPS, because this detergent has no effect on Bax-a quaternary structure

compared to Triton X-100 (36, 37). Gel filtration chromatography, followed by

Western blot analysis of the multiple collected fractions, ailowed us to separate and

monitor proteins of interest within a large range of molecular masses, revealing

multi-oligomers and complex formation. for the detection of a given protein, a shift

toward fractions of higher molecular weight (left on gels) indicates that the protein

assembles in a larger complex during the course of apoptosis induced by CPI’.
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$imilarly, a shift toward fractions of lower molecular weight (right on gels) implies

that the protein assembles within a smaller protein complex.

The elution profiles of Bax-Œ, obtained after drug treatment, showed a shift of

the molecule toward fractions of higher molecular weight (fractions 26-30),

compared to its detection in control (untreated) ceils (fractions 31-36) (Fig. 5). This

suggested that Bax-c fonned new homo- or hetero-oligomers with estimated

molecular masses ranging from 200 to 500 kDa, as soon as 2 h after DNA damage

induction. Some higher complexes could also be seen, 4 h after CPT treatment. In

contrast, Bak, which was found at fractions 28 to 31 in control celis, shifted slightly

by 1 fraction to the right after CPT treatment (Fig. 5). The non-overlapping Bax

cc and Bak elution profiles in control (untreated) celis, and their co-elution in some

fractions after CV[ treatment (in fractions 2$-32) indicate that fractions of the 2

molecules could be part of similar complexes alter CPT. In control celis, the BH3-

domain only Bik protein eluted in fractions 31-35 (Fig. 5), the latter corresponding to

a small molecular mass close to the apparent molecular mass of monomeric Bik

(26.5 kDa). Interestingly, Bik progressively disappeared from fractions 34-35 alter

CVf treatment, and after 4 h, it was no longer detected as a monomer, eluting

mainly as a single peak, at an estimated molecular mass of 67 kDa (Fig. 5). This

behaviour suggests that Bik preferentially forms dimeric or trimeric protein

complexes with itself or with other Bel-2 family members after apoptosis induction.

In control ceils, Bim-EL eluted within high molecular weight fractions, covering a

range of approximately 400 to 600 kDa (fractions 25-2$) (Fig. 5). This was partly

anticipated, because Bim-EL has been reported to be associated with the large dynein

motor complex in unstimulated ceils, ami is subsequently releascd alter a variety of

apoptotic stimuli (38). Unexpectedly, alter CPT treatment, Bim-EL was found in
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fractions of higher molecular mass (>669 kDa). These new complexes formed with

Bim-EL seem clearly distinct from those formed with Bak and Bik.

Anti-apoptotic Bd-2 elution profiles were also monitored to investigate the

potential hetero-oligomerization between pro- and anti-apototic counterparts.

Interestingly, the behaviour of Bd-2 after CPI treatment was similar to that

observed with Bak and Bik, Bd-2 shifting to lower molecular mass complexes after

CPI treatment (Fig. 5). Nevertheless, the elution profile of Bd-2 overlaps with

fractions containing Bax-a, Bak, Bik and Bim after CPT treatment, so that hetero

oligomer formation between these proteins is possible.

Finally, because many pro-apoptotic proteins that translocate to the

mitochondria could bind to mitochondrial VDAC1, a component of the mVfP, we

also monitored the eiution profiles of VDAC1. The antibody used to detect VDAC1

is specific for human VDAC1, with no significant cross-reactivity toward the other

htiman isoform hVDAC2 (39, 40). In control ceils, VDACI eluted in most fractions

of molecular mass inferior to 669 kDa (fractions 25-36), reflecting the variable state

of mPTP. However, after CPI treatment, VDAC1 shifted to molecular weight

fractions superior to 669 kDa (fractions 16-24), in addition to its elution in almost ail

the other fractions (Fig. 5). These resuits suggested that early during apoptosis,

VDAC1, and presumably mPTP, formed complexes with a higher degree of

magnitude. Interestingly, Bim-EL and Bax were also found in fractions> 669 kDa

after CPI treatment.

b further analyze the interaction between Bd-2 protein family members, co

immunoprecipitation (IP) experiments were conducted to dissect the composition of

the high molecular weight complexes obtained by gel filtration. The co

immunoprecipitation experiments were performed from mitochondria-enriched

fractions prepared from Namalwa control and CPT-treated cells. Also, mitochondria
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eniiched fractions were incubated with DSP cross-Iinker, to stabilize protein

interactions and to ease the detection of other proteins in the Bax, Bak and Bim

immunocomplexes. The resuits are presented in figure 6. A higher amount of Bax

protein was immunoprecipitated from mitochondrial extracts 3 h after CV!’ compared

to the amount obtained from untreated mitochondria (Fig. 6A), which correlated with

the mitochondrial relocalization of Bax (Fig. 4). VDAC1 and Bak proteins co

precipitated with Bax, and the interactions between Bax, VDAC1 and Bak were

clearly more pronounced 3 h after CPT treatment (fig. 6A). The BH3-only Bik and

Bim-EL, and anti-apoptotic Bd-2 proteins, were absent from Bax immunocomplexes

(fig. 6A).

A greater amount of Bak was also immunoprecipitated after CV!’ treatment

(Fig. 6B), in accordance with the mitochondrial transiocation of Bak (fig. 4).

VDAC1 was co-detected with Bak immunocomplexes, and the interaction appeared

to be slightly greater 3 h after CPT treatment (Fig. 6B). The Bak immunocomplexes

obtained from CPT-treated mitochondria also contained Bax (Fig. 6B), correlating

with the BaxlBak interaction seen in figure 6A. Interestingly, Bik, Bim-EL and Bd

2 did flot co-immunoprecipitate with Bak (Fig. 6B), similarly to their absence from

Bax immunocomplexes.

The 3 major Bim isoforms, Bim-EL, -L and -S were immunoprecipitated

from mitochondria-enriched fractions with the same rabbit polyclonal anti-Bim

antibody (fig. 6C). However, unlike the resuits obtained when Bax and Bak were

immunoprecipitated (Fig. 6A and 6B), smaller amounts of Bim-EL

immunocomplexes were detected after CV!’ treatment, compared to the amounts

immunopredpitated from untreated mitochondria (fig. 6C). VDAC1 co-precipitated

with Bim, and the intensity of the Bim-VDAC1 interaction correlated with the

qnantity of Bim immunoprecipitated before and after CV!’ treatment. The
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multidomain Bax and Bak were absent from the Bim immunocomplexes (Fig. 6C),

and the BH3-only Bik was flot co-precipitated with Bim (Fig. 6C). Interestingly, the

anti-apoptotic Bel-2, which was absent from the Bax and Bak immunocomplexes,

was co-precipitated with Bim, and the BimIBcl-2 interaction seemed more

pronounCed after CPT treatment, considering that Iess Bim is immunoprecipitated at

this time point (Fig. 6C).

In these experiments, negative controls were performed with a mixture of

normal rabbit IgG (Fig. 6A, B, C, first panels) and also, none of the Bel-2 family

members co-immtinoprecipitated with the mitochondrial Cox IV protein (data flot

shown). Finally, Bik and Bel-2 proteins could flot be inununoprecipitated with the

rabbit polyclonal FL-160 antibody (Santa Cruz Biotechnology) and the mouse

monoclonal 100 antibody (Santa Cruz Biotechnology), respectively.

Mitochondnal relocatizafion ofBax-a after cPT treatment in p53 human U-937

cetlsfotlowing DNA damage induction.

Bax-a transiocation to mitochondria has been often associated with p53 after

DNA damage. To investigate if the desciibed mitochondrial relocalization of the pro

apoptotic protein Bax-cz is part of a general p53-independent death pathway or a

phenomena inherent to Namaiwa celis, the subcelltilar localization of pro-apoptotic

Bax-a was analyzed in the p53-defective human histiocytic U-937 ceil une, which

showed rapid and similar kinetics of apoptosis after CFT treatment compared to

Namaiwa cells (41). Highly purffied mitochondrial fractions were prepared

according to the method of metrizamide/Percoll density gradients, and analyzed for

the presence of Bax-a and VDAC1 proteins by Western blotting (Fig. 7). Our resuits

demonstrated that 4 h after CPT treatment, Bax-a was already translocated to the
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mitochondria of U-937 ceils (fig. 7), suggesting its participation in the mitochondrial

events that lead to apoptotic death in p53-deficient U-937 ceils.
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DISCUSSION

Proteins of the Bel-2 family are well-known regulators of apoptosis. The

balance between pro- and anti-apoptotic members influences and may determine ceil

sensitivity toward many death-inducing stimuli, including anti-cancer drugs. The p53

tumor supressor protein is another major determinant of the apoptotic response after

radiotherapy and chemotherapy. The p53-mediated apoptotic pathways have been the

subject of extensive research in the last several years, revealing molecular links

between p53 activation after DNA damage and initiation of the apoptotic program

(6).

Several pro-apoptotic genes have been shown to be under the transcriptional

control of p53, and their activation may promote ceil death in various ways. The Bax

gene was one of the flrst p53-dependent apoptotic targets to be identifled (42), then

other members of the Bel-2 family were reported to be p53-downstream targets, such

as the BR3-only members Puma (43) and Noxa (44). In 3ax and p53 human

colon carcinoma HCT1 16 ceils, upregulation of Bak mRNA and protein was also

observed recently after CFf and etoposide (VP- 16) treatments (45). In ail these

cases, the activated proteins behaved principally to promote the mitochondrial

pathway of apoptosis after p53 activation. Other studies have also revealed the p53-

dependent induction of some ccli death receptors after DNA damage, including Fas

and DR5 genes (46, 47), and a series of genes known as p53-inducible genes (PIGs).

Some of these genes, such as PIG3, have the potential to increase the levels of

reactive oxygen radicals, and thus induce oxidative stress and apoptosis (48).

In the fleld of cancer research, much less attention has been given to the

apoptotic pathways that participate in the absence of p53. These p53-independent

pathways are rather poorÏy understood, although the great majority of human tumors
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are defective in functional p53 expression and most likely represent difficuit targets

in cancer therapies. Thus, the current study was undertaken to investigate the

molecular mechanisms underlying the apoptotic pathways that are not mediated by

the activation of p53 protein after cellular DNA damage. We demonstrate here, using

a p53-defective human B lymphoma cancer celi une, that several pro-apoptotic

proteins of the Bd-2 family are rapidly induced andlor translocated to the

mitochondria after DNA damage, where they assemble themselves in distinct

multimeric protein complexes.

Our data show that the pro-apoptotic BH3-only Bik, Bim-EL, -L and -S

proteins were rapidly induced in Namaiwa celis as early as 1 h after CPT treatment.

The increase in Bim-EL protein expression may be explained by the elevation of its

coding mRNA, while the quick increment of Bik protein expression was not fully

correlated with its measured mRNA levels, which did not rise significantÏy. These

resuits suggest that transcriptional activation cannot by itself explain the sudden

heightening of protein levels. In general, ceils treated with CPT also exhibit a high

degree of heterogeneity in their ubiquitinlproteasome pathway responses (49). The

ubiquitinlproteasome system plays a major role in the degradation of cellular

proteins involved in diverse cellular processes, including celi death regulation (50),

and proteasome inhibitors induce apoptosis in a variety of cancer and transformed

cell unes, including Namaiwa and U-937 cells (34, 51). Low ubiquitinlproteasome

activities slow DNA topoisomerase I down-regulation, increasing the stabilïzation of.

DNA topoisomerase I-CPT cleavable complexes (49, 52). In addition to the effect on

DNA topoisomerase I enzyme, low ubiquitinlproteasome activities could alter the

levels of Bik and Bim expression in Narnaiwa celis. Supporting evidence cornes

from studies that reported: 1. the rapid stabilization and accumulation of Bik at the

mitochondria in T and B celis, including Namalwa cells, after proteasome inhibition
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(34); 2. the accumulation of Bax-a protein, a direct target of the

ubiquitinlproteasome system, upon proteasome inhibition in Jurkat T celis (53); and

3. the ubiquitination and degradation of the truncated Bid fragment by 26-S

proteasome in COS-7 ceils (54).

Heightened Bim expression, at the protein level, lias also been reported

previously. According to these studies, the 3H3-only Bim protein is required for

hematopoietic homeostasis, serves as a barrier to autoimmunity, and is necessary for

die apoptotic response after certain death stimuli (55). Bim-EL and Bim-L proteins

have been shown to increase on T-cell receptor stimulation and are included in

complexes with the anti-apoptotic Bcl-xL, inhibiting its survival function, and

triggering apoptosis in autoreactive T cells (56). Others have reported upregulation

of Bim mRNA and Bim-EL, -L and -S proteins in Baf-3 murine lymphoid ceils, upon

interleukin-3 starvation, but also after etoposide treatment (57). This latter

observation supported the participation of Bim in the apoptotic response after DNA

damage. In sympathetic fleurons, activation of the JNKIc-JUN pathway has been

proposed to account for the increase in Bim mRNA and Bim-EL protein, making the

Bim gene a new potential target for c-Jun transcription factor (58). More recently,

FoxO3a and E2FY transcriptional regulation of Bim was also associated with

induction of apoptosis in MDA-23 1 breast cancer and NIH3T3 ceil unes,

respectively (59, 60).

Interesfingly, no variation was noted in the expression pattem of multidomain

Bax, neither at the mRNA nor at the protein level. Because numerous studies have

demonstrated that the induction of Bax gene is under the control of p53 (42, 61), this

observation was flot surprising in the context of p53-deficient Namaiwa ceils.

Similarly, mRNA and protein levels of multidomain Bak did not increase

significantly after DNA damage.
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The induction of few pro-apoptotic Bd-2 family proteins was a first

indication of their participation in the apoptotic response after CFT treatment.

Although the up-regulation of Bik and Bim proteins suggested their involvement,

their subcellular relocalization was a more crucial event to monitor. We observed

that multidomain Bax-a relocalized to the mitochondria of p53-defective Namaiwa

ceils after drug treatment. In addition, Bax-a formed new high molecular weight

oligomers (200 to 500 kDa) in apoptotic celis. Antonsson et al. obtained a similar

Bax-a elution profile by gel filtration, although they analyzed mitochondrial extracts

of stanrosporine-treated HeLa ceif s (62). Even though Bax-a expression was flot iip

regulated after CPT treatment in Namaiwa celis, its targeting to the mitochondrial

membrane, where it seems to assemble in large oligomers, surely contributed to

disturb the mitochondria and caused cytochrome c release.

Unlike Bax-a, inactive Bak monomers appear to reside mostly in the

mitochondria, and varlous death stimuli could induce conformational changes with

its subsequent activation (17). The stronger Bak expression in mitochondria as early

as 1 h after CPI treatment could resuit from the rapid insertion and stabilization of

newly-synthesized Bak molecules in the mitochondrial membranes, possibly

followed by changes in conformation and activation. Conformational modifications

andlor activation may cause the small shift in elution profiles of Bak seen after CPT

treatment. The co-elution of Bax-a and Bak in some fractions obtained by gel

filtration chromatography also suggests that the two proteins may be part of the same

complexes in apoptotic celis, where they could interact with rnFfP and/or assemble

themselves into mitochondrial channels. To further distinguish between these

possibilities, the composition of the high molecular weight protein complexes

observed by gel filtration chromatography was dissected in IP studies. The resuits

demonstrated that soon after CPI treatment, multidomain Bax-Œ and Bak bind to
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each other, and that Bax and Bak also interact with VDAC1, the most abundant

protein of mFTP. Interestingly, the BH3-only Bim and Bik proteins are absent from

the Bax and Bak immunocomplexes, as well as the anti-apoptotic Bd-2. To the best

of our knowledge, this was the first time that BaxJVDAC1 and BakJVDACI

endogenous protein complexes were detected in human ceils after DNA damage

induction. Moreover, the similarity between Bai and Bak binding partners supports

the recent findings that Bax and Bak function in a similar and redundant manner after

numerous death signais (24, 25). Thus, mitochondrial relocalization of the

multidomain Bax-a and Bak proteins, as well as their assembly into multiprotein

complexes, inchiding mitochondrial VDAC1, may well represent a key event to

destabilize the mitochondria and induce apoptosis in Namaiwa ceils.

We also noted that the BH3-only proteins Bik, Bim-EL, Bim-L and possibly

Bim-S targeted the mitochondria in the first h after drug treatmenL In addition to

interacting with the anti-apoptotic Bel-2 and BcI-xL, Bik bas been proposed to

promote celi death independently of such interactions (34, 63, 64). The early

relocalization of Bik protein to the mitochondria and the complete disappearance of

Bik as a monomer in CFF-treated celis suggest that Bik may also participate in

mitochondrial dysfunction through its assembly with other Bik molecules or with

distinct proteins. Bik is clearly absent from the Bax, Bak and Bim

immunocomplexes, and, unfortunately, we failed to immunoprecipitate Bik from

mitochondria-enriched fractions as well as from whole ceil extracts (data flot shown)

with the FL-160 antibody. Thus, Bik did not bind to Bax, Bak, or Bim and the action

of Bik at the mitochondria remains to be further defined.

Bim-EL and Bim-L are known to be released from the microtubule

associated dynein motor complex upon apoptotic signais, and like other BH3-only

molecules, once unleashed, they have been proposed to transiocate to the
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mitochondrial membrane andlor interact with anti-apoptotic proteins to inibibit their

activity (3$). Yamaguchi and Wang have recently reported that Bim-EL, analogous

to its tBid counterpart, once translocated to the mitochondria, is able to trigger Bax

conformational change and subsequent insertion in the mitochondrial membrane,

followed by cytochrome e release and apoptotic death (65). In addition, Bim-EL

may also participate in inducing apoptosis by interacting directly with mitochondrial

VDAC 1 to enhance its channel activity (66). In contrast, others have reported that

the second most abundant isoform of Bim, Bim-L, cannot directly activate Bax and

induces apoptosis only by binding to and inhibiting anti-apoptotic proteins, which

freed multidomain Bax and Bak and permitted them to be activated at the

mitochondrial level (67). from these studies, it is clear that Bim is a potent

apoptosis inducer, and the mitochondrial transiocation that we observed for Bim-EL

and Bim-L proteins, as well as the formation of high molecular weight Bim-EL

oligomers in apoptotic celis, strongÏy indicates that Bim is involved in the apoptotic

response of Namaiwa ceils after CPI treatment.

The IP experiments revealed, for the first time, an association between

endogenous Bim and VDAC1 in human celis. Interestingly, the anti-apoptotic Bel-2

was also co-precipitated with Bim, while the multidomain Bax-a and Bak proteins

did not associate with Bim or the BH3-only Bik. Thus, the BH3-only Bim behaved

differently from the mtiltidomain Bax-a and Bak after DNA damage induction in

p53-deficient ceils. Our resuits suggest that after DNA damage induction Bim binds

to Bel-2, probably to inhibit its anti-apoptotic function and to facilitate the execution

of apoptotic death. Thus, Bim acts as a BH3-only “sensitizer” molecule rather than

an “activator” protein in these cetis. The anti-Bim antibodies used in this study

precipitated the 3 isoforms of Bim (-EL, -L, -S), so that it is difficuit to assess a

specific role for each isoform. According to the elution profile of Bim-EL, VDAC1
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and Bd-2, after gel filtration chromatography, the IP of VDAC1 with Bim-EL was

expected while the IP of Bim-EL with Bd-2 was unexpected. Hence it is possible

that either Bim-L or Bim-S binds to Bd-2. In addition, interaction of the BH3-only

proteins with other anti-apoptotic members (e.g. Bcl-xL, Mci-l, Bel-w) cannot be

ruled out. Qur study demonstrates that Bim does not interact with multidomain Bax

and Bak. However, Bim could possibly promote mVfP opening via its direct

association with VDAC1 (66, 68), or through it sole insertion into the mitochondrial

membrane, where it could destabilizes the lipid biiayer and cause outer

mitochondriaf membrane rupture (69).

In conclusion, mitochondrial relocalization of some BH3-only proteins with

the multidomain Bax and Bak, followed by their assembly in specific high molecular

weight complexes, including BaxlBak, BaxNDAC1, BakIVDAC1, Bim-VDAC1

and Bim-Bcl-2, may contribute to the mitochondrial destabilization events leading to

apoptosis after DNA damage in p53-deficient celÏs.
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ABBREVIÀTIONS

The abbreviations used are: Ac-DEVD-AMC, acety1-Asp-G1u-Va1-Asp-7amino-4-

methyl coumarin; Ac-LEHD-AFC, acetyl-Leu-Glu-His-Asp-7-amino-4-

trifluoromethylcoumarin; BH, Bd-2 homology; COX IV, cytochrome c oxydase

subunit IV; CFf, 20-S-camptothecin lactone; DSP,

dithiobis{succinimidylpropionate]; 1g, immunoglobulin; IMM, inner mitochondrial

membrane; IP, immunoprecipitation; mFTP, mitochondrial penneability transition

pore; OMM, outer mitochondrial membrane; mitochondrial transmembrane

potential; tBid, truncated Bid; VDAC, voltage-dependent anion channels.
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Fig. 1. Kinetics of apoptosis after camptothecin (CPT) treatment in p53-

deficient human B lymphoma Namaiwa ceils.

A. Cytochrome e release and Ioss of mitochondrial transmembrane potential.

Upper panel : Analysis of cytochrome c release in Namalwa celis treated with CPI.

Cytosolic fractions (S-100) were prepared, as described in Materials and Methods,

from control (0 h) and treated celis at the indicated times (h) after CFI’ treatment (1.0

RM for 30 mm). S-100 fractions were analyzed for the presence of cytochrome c by

$DS-PAGE (50 tg of proteins per lane) and electrophoretic transfer. Cytochrome c

expression was detected using anti-cytochrome c-specific antibodies, then visuafized

by enhanced chemiluminescence and film expost;re.

Lower panel : Disruption of mitochondrial transmembrane potential was assessed by

JC-1 staining. At the indicated times (h) after CPI treatment, 1 x 106 cells were

incubated with 10 vg/ml JC- 1 in complete cuture medium for 15 min prior to flow

cytometry analysis. Points represent the mean ± SE of 4 independent experiments.

B. Kinetics of pro-caspase-9 and pro-caspase-3 activation.

Upper panels: Active caspase-9- ami -3-cleaved fragments were detected by

Western blofting experiments in Namaiwa celis treated with CPI. Whole-cell

extracts were prepared, as indicated in Materials and Methods, from control (0 h) and

treated celis at the indicated times (h) after CPI treatment (1.0 tM for 30 mm). After

SDS-PAGE and electrophoretic transfer, the caspase pro-forms and cleaved

fragments were revealed using anti-caspase-9- and anti-caspase-3-specific

antibodies, then visualized by enhanced chemiluminescence and film exposure.

Lower panels: Kinetics of LEHDase (pro-caspase-9) and DEVDase (pro-caspase-3-

like) activities were determined from cytosolic extracts prepared, as described, from

control (0 h) and treated celis at the times indicated (x axis) after CPI treatment (1.0

tM for 30 mm). LEHDase and DEVDase activities were monitored continuously at
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37°C by detecting fluorescence emission in the presence of Ac-LEHD-AfC (500

tM) at an excitation wavelength of 400 nm and an emission wavelength of 505 nm,

and in the presence of Ac-DEVD-AMC (200 M) at an excitation wavelength of 380

um and an emission wavelength of 460 nm, respectively. Caspase activities were

measured as initial velocities and expressed as relative intensity/minlmg. Points

represent the mean ± SE of 5 (caspase-9) and 8 (caspase-3) independent experiments.

C. DNA fragmentation.

Upper panel: Analysis of DNA fragmentation in CPT-treated Namaiwa ceils by

agarose gel electrophoresis. At the times indicated (h) after CPI treatment (1.0 tM

for 30 mm), total DNA was extracted and oligomicleosome-sized DNA fragments

were visualized by agarose gel electrophoresis and ethidium bromide staining.

Lower panel: Kinetics and extent of DNA fragmentation in CVF-treated Namaiwa

ceils. 14C-Thymidine-labeled celis were treated with 1.0 CV!’ for 30 min. At the

times (h) indicated after CPT treatment (x axis), DNA fragmentation was determined

by DNA filter elution assays (close circle). The results are expressed as the

percentage of DNA fragmentation. The points represent the means ± SE of 3

independent experiments. In parallel, the percentage of ceils presenting hypoploid

DNA content tvas measured in CVF-treated Namalwa cells.. Ceils were treated with

CPT (1.0 iM for 30 mm), stained with PI and analyzed by flow cytometry (open

circle). The results are expressed as the percentage of ceils showing sub-G1 DNA

content. The points represent the means ± SE of 3 independent experiments.

D. Morphological changes. Morphological changes of CVT-treated Namaiwa cells

were visualized by electron microscopy. Electron micrographs show the cellular

morphology of control and treated cells (1.0 !IM CPT for 30 mm), coUected and

processed 4 h after treatment.
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Fig. 2. Kinetics of Bel-2 family member mRNA expression foflowing CPT

treatment in p53-deficient human B lymphoma Namaiwa ceils.

A. Left panels: Analysis of Bid, Bik, Bak, and Bax mRNA levels by RNase

protection assays in CVU-treated Namaiwa celis. Total RNA was isolated, as

described in Materials and Methods, from control (0 h) and treated ceils at the

indicated times (h) after CFf treatment (1.0 tM for 30 mm). [a-32PJ dUTP-labeled

multi-cRNA probes were hybridized with 15 ig total RNA for 16 h per assay. After

digestion and. precipitation, the protected fragments were separated on 5%

polyacrylamide urea gel by electrophoresis and visualized by autoradiography. 132

and GAPDH were used as loading controls. Lane A shows multi-cRNA probes

digested with the RNAse cocktail. Lane B shows Pharmingen control RNA subjected

to RNase protection assay

Right panels: Relative densitometry analysis of autoradiographs based on integrated

density value (IDV). The relative amount of each protected RNA fragment after CVf

treatment was quanfitated and normalized to the amount of protected RNA fragment

in control celis using the formula (IDVIIDV0), where IDV and IDV0 represent the

IDV of protected RNA fragments obtained from treated and control ceils,

respectively. The data are expressed as relative intensity values normalized to

GAPDH and 132 intensity levels and represent the means ± SE of n autoradiographs

from 5 independent experiments. Significance with unpaired Students t-test: *

.p<O.05.

B. Lefi panels: Analysis of Bim-EL mRNA levels by Northem blotting experiments.

PolyA RNA was isolated from control (0 h) and treated ceils at the indicated times

(h) after CVF treatment (1.0 [LM for 30 mm), and 3.5jig aliquots were loaded per

lane. Membranes were hybridized with [ct-32P1 dATP-labeled Bim-EL or I-actin
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cDNA probes in 5x SSPE, 50% formamide, 5% Denhartdt’s solution, 1% SDS, 10%

dextran sulfate and 100 tg/m1 salmon sperm at 42°C for 16 h, followed by washes in

2x SSPE at 30°C, and 2x SSPE containing 2% SDS, at 65°C.

Right panels: Relative densitometry analysis of autoradiographs based on integrated

density value (IDV). The data are expressed as relative intensity values nonnalized

to 3-actin intensity levels and represent the means ± SE of n autoradiographs from 2

independent experiments. Significance with unpaired Student’s t-test: * p<O.O5.
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Fig. 3. Kinetics of expression of pro-apoptotic Bd-2 famliy member after CPT

treatment in p53-deficient human B lymphoma Namaiwa ceils.

Left panels: The expression level of pro-apoptotic Bik, Bim-EL, Bim-L, Bim-S,

Bak, Bid, Bad and Bax-cc proteins in CFf-treated Namaiwa ceils was monitored by

Western blotting. Whole-cell extracts were prepared from control (0 h) and treated

celis at the indicated times (h) after CFf treatment (1.0 tM for 30 mm), and analyzed

on SDS-PAGE (100 g total proteins per lane) and by Western blotting with specific

antibodies. Proteins were visualized by enhanced chemiluminescence and film

exposure. The bottom panel is a loading control showing SDS-polyacrylamide gel

stained with Coomassie Brilliant Blue R-250 dye. Representative of 3 independent

experiments.

Right panels: Relative densitometric analysis of autoradiographs based on integrated

density value (IDV). The data represent the means ± SE of n independent

experiments. Significance with unpaired Student’s t-test: * p<O.O5.
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Fig. 4. Mitochondrial relocalizafion of pro-apoptotic Bd-2 family members

after CPT treatment in p53-deficient human B lymphoma Namaiwa ceils.

Western blot analysis of pro-apoptotic Bax, Bak, Bik, Bim-EL, Bim-L, Bim-S, Bad

and Bid expression in mitochondria isolated from Namaiwa ceils treated with CPI.

Cytochrome c cytochrome oxydase subunit IV (COX IV) and voltage-dependant

anion channels (VDAC1) were used as mitochondrial markers. Mitochondrial

fractions were prepared according to the method of metrizamide/Percoll density

gradients detailed in Materials and Methods, from control (0 h) and treated celis at

the indicated times (h) after CPI treatment (1.0 M for 30 mm). Lane C shows

protein expression in whole-cell extracts prepared from control Namaiwa ceils.

Mitochondrial fractions were analyzed by SDS-PAGE (10 g of proteins per lane);

proteins of interest were detected by blotting with specific antibodies and revealed by

enhanced chemiluminescence and film exposure. The bottom panel is a loading

control showing SDS-polyacrylamide gel stained with Coomassie Brilliant Blue R-

250 dye. Representative of 3 independent experiments.
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Fig. 5. FPLC elufion profiles of high molecular weight protem complexes of

Bax-a, Bak, Bik, Bim-EL, Bd-2 and VDAC1 on Superose 6-hifi 16/50 after CPI

treatment in p53-deficient human B lymphoma Namaiwa ceils.

Cellular extracts were prepared with 2% CHAPS, as described in Materials and

Methods, from control (0 h) and treated ceils at the indicated times after CPI

treatment (1.0 tM for 30 mm). 500 [il of the soluble fraction was loaded on the

column and eluted at a flôw rate of 500 il/min. Fractions of 2.5 mi were collected

every 5rnin; ami an 80-fil portion of each fraction was analyzed by SDS-PAGE ami

Western - blotting with appropriate specific antibodies. Immunocomplexes were

revealed by enhanced chemiluminescence and film exposure.
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Fig. 6. Co-iminunoprecipitafion of mitochondrial Bax, Bak and Bim oligomers

induced by CPT treatment in p53-deficient human B Iymphoma Namaiwa cells.

Mitochodiia-enriched fractions were prepared as described in Materials and

Methods, from control (O h) and 3 h CFT-treated Namaiwa celis, incubated with DSP

cross-linker and lysed in 2% CHAPS-containing buffer. Protein concentration was

quantitated, and a 12O-tg protein fraction was incubated with either polyclonal

rabbit anti-Bax (A), -Bak (B) or -Bim (C) antibodies. After capture of the

immunocomplexes, the covalent bonds created by DSP were cleaved under reducing

conditions. Incubation with the immunoprecipitating antibody alone (lane Ab, on

each panel) and immunoprecipitation with nonspecific normal rabbit IgG (A, B, C,

left panels) were perfonned as control experiments. Lane C shows protein expression

in a whole-Namalwa ceil extract by Western blotting. Representatve of 3

independent experiments.
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Fig. 7. Mitochondrial relocalization of Bax-a after CPT treatment in p53-

deficient human hisfiocytic lymphoma U-937 ceils.

Western blotting analysis of pro-apoptotic Bax-ci in mitochondria isolated from U-

937 ceils treated with CPT. Mitochondrial fractions were prepared by the method of

metrizamide/Percoll density gradients, as described in Materials and Methods, from

control (0 h) and treated U-937 celis at the indicated times (h) after CPT treatment

(1.0 M for 30 mm). Mitochondrial fractions were analyzed by SD$-PAGE (10 g of

proteins per lane), Bax-ci protein was detected by Western blotting with anti-Bax

antibody, while the upper part of the membrane was hybridized with anti-VDAC1

anfibody, to show purity and the equal protein load of the mitochondrial fractions.

Lane C shows protein expression in whole-cell extracts prepared from control U-937

ceils. Representative of 3 independent experiments.



CHAPITRE 4.

Étude des facteurs de transcription impliqués dans l’apoptose

p53-indépendante induite par un dommage à l’ADN

Cette quatrième partie est un chapitre de recherche supplémentaire constitué de résultats

préliminaires non-publiés. Ce chapitre sera présenté sous laforme suivante.

section 4.1 Résumé

section 4.2 Matériels et méthodes

section 4.3 Présentation et description des résultats

L ‘introduction et la recension de la littérature concernant cette étude sont intégrées dans

te Chapitre 1 - Introduction. Les résultats sont analysés et discutés dans le Chapitre 5 -

Discussion.

4.1 Résumé

L’objectif principal de ce projet est de déterminer le rôle de certains facteurs de

transcription dans l’activation des voies apoptotiques p53-indépendantes après l’induction

d’un dommage à l’ADN. Nous avons investigué la fonction des facteurs de transcription

NF-KB, c-Jun/APY, p73 et p63 dans notre modèle d’apoptose p5 3-indépendante, induite

par un traitement de CPT dans les cellules de lymphome B humain Namaiwa p53-

déficientes. Les facteurs NF-id3, c-Jun/AP1, p73 et p63 ont tous été associés à l’induction

de l’apoptose dans certains modèles et des fonction anti-apoptotiques ont aussi été

attribuées à NF-icB et c-JunJAP1 (voir section. 1.4.2 - Lesfacteurs de transcription activés

par le dommage à l’ADN). Comme méthodologie, nous avons transfecté les cellules

Namaiwa de façon stable avec des dominants négatifs pour chaque facteur de transcription,

dans le but d’inhiber l’activité de ces facteurs et d’investiguer la conséquence de celle perte

d’activité sur la cinétique d’apoptose des cellules Namalwa traitées avec la CPT. Comme

mesure d’apoptose, nous avons quantifié le pourcentage (%) de fragmentation d’ADN dans
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les cellules Namalwa contrôle (non-transfectées), Namalwa-mock (transfectées avec le

vecteur seulement) et Narnaiwa transfectées avec le vecteur contenant un dom iriant négatif,

après le traitement de CPT. Les résultats obtenus suggèrent que les facteurs Nf-icB et c

JunJAP1 ont une fonction anti-apoptotique dans notre modèle, alors que les facteurs p73 et

p63 semblent posséder une activité pro-apoptotique. Les facteurs p73 et p63 pourraient

donc contribuer à I’apoptose p53-iridépendante induite par un dommage génotoxique.

4.2 Matériels et méthodes

Produits utilisés. Les précurseurs radio-actifs [y-32PJATP (3 mCilmmol) et [2-’4CJ-

thymidine (59 mCilmmol) proviennent de ICN BioMedicals (Costa Mesa, CA). 20-S-

camptothecin lactone (CPT) provient de Sigma-Aldrich Company (St-Louis, MO, USA).

Le matériel utilisé pour les essais de changement de mobilité électrophorétique (EMSA ou

electrornobility shjft assay), incluant T4 polynucleotide kinase, T4 polynucleotide kinase

ÏOX buffer, gel shift binding 5X buffer et les oligonucléotides consensus pour NF-KB, APi

et TFITD, provient de Promega Corporation (Madison, WI, USA). Tous les autres produits

chimiques ou réactifs titilisés proviennent soit de Sigma-Aldrich Company, soit de ICN

BioMedicals ou de fournisseurs locaux.

Culture cellulaire. La lignée cellulaire de lymphome B humain Namalwa provient

de American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, VA, USA). Les cellules

Namalwa sont cultivées en suspension à 37°C en présence de 5 % de dioxyde de carbone

(C02), dans un milieu de culture de type RPMI-1640 supplémenté avec 10 % de sérum de

veau fétal désactivé par la chaleur, 2 mM de glutamine, 100 U/ml de péniciline et 100

tg/mI de streptomycine (Gibco-BRL Life Technologies, Grand Island, NY, USA).

Transfection. Les dominants négatifs IKB(SR), Tam67DN, ANp73cx et ANp73F3,

ainsi qtle ANp63a et ANp633 ont été fournis généreusement par Dr. Karen H. Vousden,

Dr. MichaeÏ J. Birrer, Dr. Witliam G. Keatin Jr. et Dr. Motonobu Osada, respectivement.

Les vecteurs p RcCMV-IKB(SR), pcDNA3.i (-)-mock, pcDNA3 .1 (-)-Tam67DN,

pcDNA3 .1 (+)-mock, pcDNA3.1 (+)-ANp73 cx, pcDNA3 .1 (+)-ANp73 13,

pcDNA3.l /Hygro(+)-mock, pcDNA3 .1 /Hygro(+)-ANp63 cx et pcDNA3.1 /Hygro(+)



174

ANp63f3 ont été transfectés dans les cellules Namaiwa par électroporation à 0.27 kVolts

(Gene Pulser, BioRad, Hercules, CA). Pour obtenir des lignées stables, les cellules

transfectées ont été sélectionées pendant au moins 2 mois avec les antibiotiques suivants:

1.5 mg/ml de G41$ (neomycin) (Gibco-BRL Life Technologies) pour les vecteurs

pRcCMV et pcDNA3.1(+/-), et 1.5 mg/ml d’hygromycin B (Roche Molecular

Biochemicals, Lavai, Qc., Canada) pour le vecteur pcDNA3.l/Hygro(+).

Marquage de l’ADN au t’4C]-thymidine et traitement des cellules. Pour

marquer au [‘4CJ l’ADN des cellules Namalwa, les cellules sont cultivées en présence de

[‘4C]-thymidine (0.02 iCi!ml) dans le milieu de culture pour une période de 24 h, les

cellules sont par la suite centrifugées et resuspendues dans le même volume de milieu de

culture complet sans [14C1-thymidine (chasing) pendant une nuit [21]. Les cellules

Namaiwa en phase exponentielle de croissance (environ 5 xl cellules/ml) sont traitées

avec 1 tM de CPT pour une période de 30 min à 37°C, suite à laquelle les cellules sont

récoltées par centrifugation et resuspendues dans le même volume de milieu de culture

complet, sans CPT.

Préparation des extraits nucléaires et essais de changement de mobilité

électrophorétique (EMSA). La technique d’EMSA est utilisée pour évaluer l’activité de

liaison à l’ADN des facteurs NF-KB et c-JunJAP1, dans le but de déterminer l’efficacité

des dominants négatifs IKB($R) et Tam67DN, qui inhibent l’activité de NF-KB et e

JunJAPI, respectivement. Les EMSA sont effectués à partir d’extraits nucléaires provenant

des différentes lignées de cellules Namaiwa transfectées de façon stable et non

transfectées. Les cellules non-traitées et traitées avec la CPT sont récoltées par

centrifugation (1000 x g) après le nombre d’heures indiqué (environ 20 x 106 cellules par

point), puis lavées 2 fois dans le PBS (phosphate-buffered satine). Les cellules sont ensuite

lysées 2 min sur glace dans le tampon suivant, assemblé dans F120 contenant un cocktail

d’inhibiteurs de protéases (Complete’TM, Roche Molecular Biochemicals): 25 % (v/v)

glycerol, 10 mM Hepes pH 7.9, 1.5 mM MgCI2, 10 mM KCÎ, 0.5 mM DIT, 0.5 mM

phenylmethylsulfonyl fluoride et 1 mM sodium orthovanadate. L’échantillon est ensuite

centrifugé (1000 x g), le surnageant est jeté et le culot, contenant des noyaux et des cellules

intactes, est conservé. Ce culot est lysé une deuxième fois 2 min sur glace dans le même

tampon, afm de briser les cellules toujours intactes après la première étape de lyse. Après
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centrifugation (1000 x g), le surnageant est jeté et le culot de noyaux est immédiatement

lysé 30 min par rotation à 4°C dans le tampon suivant, assemblé dans H20 contenant un

cocktail d’inhibiteurs de protéases: 25 % (v/v) glycerol, 0.1 % (v/v) Igepal, 20 mM Hepes

pH 7.9, 0.42 M NaC1, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA pH 8.0, 0.5 mM DTT, 0.5 mM

phenylmethylsulfonyl fluoride et 1 mM sodium orthovanadate. Les échantillons sont

ensuite centrifugés (10 000 x g) et le surnageant constitue l’extrait nucléaire. Les extraits

nucléaires sont fmalement dosés par la méthode de Bradford pour déterminer leur

concentration en protéines et dilués à une concentration de 5 ig de protéines/pi avec le

tampon suivant, assemblé dans 1120 contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases: 20 %

(vlv) glycerol, 20 mM Hepes pH 7.9, 50 mM KCI, 0.2 mM EDTA pH 8.0, 0.5 mM DiT,

0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride et 1 mM sodium orthovanadate. Les extraits

nucléaires sont conservés à -80°C et utilisés pour les EMSA dans les 10 jours suivants. Les

sondes utilisés pour les EMSA sont des oligonucléotides à double brins d’ADN marqués

au [y-32PIATP, qui représentent des séquences consensus des sites de liaison à l’ADN de

NF-icB (5’-AGTTGAGGGGACHTCCCAGGC-3’) et c-JunJAPI (5’-

CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3’). Les oligonucléotides sont phosphorylés avec [y

32PJATP via la réaction suivante: 2 tl d’oligonucléotide consensus (1.75 pmollpi), I pi de

T4 polynucleotide kinase YOX buffer, I tl de [y-32P]ATP (3 mCilmmol à 10 mCi!ml), 5 pi

d’1120 sans nucléase et 1 pi de T4 polynucléotide kinase. Cette réaction est incubée à 37°C

pendant 10 mm, puis arrêtée en ajoutant I pi de 0.5 M EDTA. Ensuite, 39 pi de tampon

TE (10 mM Tris pH 8.0, lmM EDTA) est ajouté et la sonde est purifiée sur une colonne de

Sephadex G-25 (Roche Molecular Biochemicals). Les réactions de liaison à l’ADN sont

assemblées comme suit: 2 pi d’extrait nucléaire, 2 pi gel shifi binding 5X buffer et 5 .tl

d’H20 sans nucléase, incubées 10 min à la température de la pièce. Ensuite, I pi de la

sonde-[y-32PJATP (spécifique à NF-icB ou APi) est ajouté dans chaque réaction qui sont

incubées 20 min à la température de la pièce. Pour les essais contrôles, des

oligonucléotides concensus « froids », c’est-à-dire non marquésau [y-32P]ATP, sont aussi

ajoutés: I pi d’oligonucÏéotide consensus NF-KB ou c-Jun!AP1 (1.75 pmoVpi) pour le

contrôle de compétiteur spécifique et TfID pour le contrôle de compétiteur non-

spécifique. La composition du complexe ADN-NF-icB est analysée par des essais de

«supershfl » avec des anticorps spécifiques à p50 et à p65, les deux principales sous-

unités du facteur NE-KB. Pour les essais de supershift, 2 tg d’anti-p50 (anticorps
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polyclonal de lapin, H-119, # se-7178, Santa Cniz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,

USA) ou 2 tg d’anti-p65 (anticorps polyclonal de lapin, A, # sc-109, Santa Cruz

Biotechnology Inc.) est ajouté à la réaction de liaison à l’ADN, suivi d’une incubation de

30 min sur glace. Les complexes [y-32P]ADN-protéines sont fmalement analysés par

électrophorèse sur un gel 6 % non-dénaturant acrylamide: bisacrylamide (60:1), dans un

tampon 0.5X TBE (Tris-acide borique-EDTA). Les gels sont ensuite séchés et visualisés

par autoradiographie.

Immunobavardage. Les immunobavardages de type « Western blot > sont

effectués à partir d’extraits de protéines cellulaires totales, qui sont préparés comme suit:

les cellules non-traitées ou traitées à la CPT sont collectées par centrifugation, lavées dans

le PBS puis homogénisées dans un tampon de lyse constitué de 1 % Triton X-100 (v/v), 50

mM Tris pH 7.4, 120 mM NaC1, 5mM sodium pyrophosphate, 2 mM

phenylmethylsulfonyl fluoride et 1 mM sodium orthovanadate, assemblés dans H20

contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases. Les cellules sont lysées dans ce tampon

pendant 30 min à 4°C et les échantillons sont par la suite centrifugés (10 000 x g, 15 mm,

4°C). Les sumageants constituent les extraits de protéines totales. Ils sont dosés par la

méthode de Bradford pour déterminer leur concentration en protéines et conservés à -80°C.

Pour les expériences d’immunobavardage « Western blot », les échantillons de protéines

totales (100 rg de protéines/puit) sont séparés par SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate

polyaciyÏamide gel electophoresis) standard, suivi d’un transfert électrophorétique sur

membrane de nitrocelluÏose (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Les

membranes sont ensuite bloquées 1 h dans 5 % lait écrémé en poudre dilué dans PBST

(PBS, 0.1 %Tween 20), puis incubées toute la nuit avec l’anticorps primaire. Les

membranes sont incubées avec l’anticorps secondaire pendant I h à la température de la

pièce. La détection des anticorps secondaires anti-lapin ou anti-souris couplés à la

peroxydase (Amersham Pharmacia Biotech) s’effectue avec les réactifs ECL (enhanced

chemiluminescence) d’Amersham Phanuacia Biotech. Les anticorps primaires utilisés sont:

anticorps polyclonal de lapin anti-c-JunJAP1 (# PCO6, Oncogene Research Products,

Boston, MA, USA), anticorps monoclonal de souris anti-p73 (clone ER-15, # 0P109,

Oncogene Research Products) et anticorps monoclonal de souris anti-p63 (clone 4A4, #

OP1 32, Oncogene Research Products).
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Analyse du processus de fragmentation de l’ADN. La fragmentation de l’ADN

associée à l’apoptose est quantifiée par la technique d’élution d’ADN sur filtre, ou FBA

(fitter binding assay). Cette technique a déjà été décrite par Dr. Richard Bertrand [211. 5 x

106 cellules marquées au [‘4C]-thymidine sont déposées sur des fiLtres adsorbants (filtres de

copolymer vinyllacrylic, Metricel membrane, taille des pores 0.8-j;m, diamètre du filtre 25

mm, Gelman Sciences Inc., Ann Arbor, MI, USA) et lavées avec 5 ml de PBS. Dès que la

solution de lavage a traversé le filtre par gravité (cette solution est récoltée et constitue la

fraction 1), les cellules sont lysées directement sur le filtre avec 5 ml de solution de lyse

(0.2 % SDS, 2 M NaCI, 0.04 M EDTA pH 10.0), qui passe à travers le filtre par gravité et

constitue la fraction 2. Le filtre est ensuite lavé avec 5 ml de 0.02 M EDTA pH 10.0, qui

s’écoule par gravité et représente la fraction 3. Le filtre lui-même est fmalement récolté et

constitue la fraction 4. Brièvement, cette technique se base sur le principe que l’ADN

fragmenté passe à travers le filtre et se retrouve dans les fractions 2 et 3, alors que l’ADN

non-fragmenté demeure à la surface du filtre et sera donc détecté dans la fraction 4. Étant

donné que l’ADN est marqué au [‘4C]-thymidine, la quantité d’ADN-[’4C]-thymidine dans

chacune des fractions peut être quantifiée. Au filtre de la fraction 4, 1 ml de I N HCI est

ajouté, puis la fraction 4 est chauffée à 60°C pendant I h, afm de dépuriner l’ADN.

Ensuite, 2.5 ml de 0.4 N NaOH est ajouté à la fraction 4, suivi d’un repos à la température

de la pièce pendant I h, pour libérer l’ADN-[14C]-thymidine des filtres. 10 ml d’Aquassure

(Packard, Meriden, CT, USA) est ensuite ajouté à chacune des fractions et la radioactivité

de chaque fraction est quantifiée dans un compteur à scintillation liquide. La fragmentation

de l’ADN est déterminée comme suit: la quantité d’ADN de fraction I + fraction 2 +

fraction 3, divisée par la quantité totale d’ADN (fraction 1 + fraction 2 + fraction 3 +

fraction 4). Les résultats sont exprimés en % d’ADN fragmenté dans les cellules traitées à

la CPT, par rapport à la quantité d’ADN fragmenté dans les cellules contrôles non-traitées

(bruit de fond), avec la formule suivante: (F - F0 / 1 - Fo) x 100, où F représente l’ADN

fragmenté dans les cellules traitées et Fo est l’ADN fragmenté dans les cellules contrôles.



17$

43 Présentation et description des résultats

4.3.1 Une fonction anti-apoptotique pour les facteurs NF-id3 et c-JunJAPÏ

Le facteur de transcription NF-KB est surtout associé à un rôle de protection de la

cellule contre diverses insultes cytotoxiques, mais des fonctions pro-apoptotiques ont aussi

été attribuées à NF-icB (voir section: 1.4.2.4 - Le facteur NF-icB). La voie signalétique des

JNK et du facteur de transcription c-JunJAPI est aussi associée à des fonctions pro- ou

anti-apoptotiques, dépendamment de l’environnement cellulaire et du type de stimulus

cytotoxique initiateur (voir section: 1.4.2.5 - Autresfacteurs de transcription). Nous avons

donc voulu déterminer le rôle des facteurs NF-icB et c-JunJAP1 dans notre modèle

d’apoptose p53-indépendante induite par un dommage à l’ADN.

Le facteur NF-icB est normalement séquestré dans le cytosol par un inhibiteur de la

famille IKB, dont les principaux membres sont IKBŒ et IKBI3. La phosphorylation de 1KB

par les kinases IKK stimule la dégradation de 1KB et libère ainsi NF-KB qui transloque

dans le noyau et induit la transcription de gènes-cibles [6141. Pour investiguer le rôle de

NF-KB, nous avons bloqué son activation en surexprimant dans les cellules Namalwa une

forme mutée d’IKBŒ, le IKBŒ super-repressor ou IKB(SR), qui ne peut pas être

phosphorylé par les kinases TKK et demeure donc lié à NF-KB, le séquestrant de façon

constitutive dans le cytosol [63$, 702, 703]. Nous avons transfecté les cellules Namaïwa

par électroporation avec le vecteur pRcCMV-IKB(SR) et les cellules transfectées ont été

sélectionnées avec le G418 pendant au moins deux mois pour obtenir des lignées stables

surexprimant le dominant négatif IKB(SR). En même temps, les cellules Namalwa ont

aussi été transfectées avec un vecteur vide, le pcDNA3.1(-), dérivé de pRcCMV, et

sélectionnées dans les mêmes conditions. Les cellules transfectées avec le vecteur vide

pcDNA3.1(-) sont appelées Namalwa-mock et servent de lignées contrôles. Une fois les

lignées transfectées stables obtenues, l’activité de liaison à l’ADN de NF-icB est évaluée

par EMSA. La fig. lA montre trois résultats représentatifs d’EMSA. Des cellules Namaiwa

non-transfectées et les lignées stables Namalwa-mock et Namalwa-IKB(SR) ont été traitées

avec la CPT, des extraits nucléaires ont été préparés après le nombre d’heures de

traitement indiqué et les extraits nucléaires ont été soumis aux expériences d’EMSA. Dans

la fig.1A, panneau de gauche, la quantité de complexes ADN-Nf-KB est plus importante
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dans les cellules Namalwa après le traitement de CPI, ce qui signifie que NE-KB est activé

stiite à l’induction de dommage à l’ADN. L’activation de NF-KB par la CPI avait été

reportée précédemment par Huang et al. [704]. Le panneau de gauche démontre également

qu’il y a moins de complexes ADN-NF-icB dans les Namaiwa surexprimant IKB(SR),

comparativement à l’intensité des bandes représentant les complexes ADN-NF-KB dans les

Namaiwa non-transfectées, ce qui signifie que le dominant négatif IKB($R) semble

fonctionner: il y a une réduction de l’activation de NF-icB dans les Nam-IKB(SR). Le

panneau de droite montre l’activité de NE-KB dans les Nam-mock, ainsi qu’un second

EMSA avec la lignée Nam-IKB(SR). NF-id3 est activé par la CPI dans les Nam-mock et

une très bonne réduction de l’activité NE-KB est observée dans les Nam-IKB(SR), ce qui

démontre encore une fois l’efficacité de la surexpression du dominant négatif IicB(SR). Les

colonnes marquées des symboles + et - représentent des essais de compétition spécifique

(+) et non-spécifique (-) pour démontrer la spécificité de liaison de NE-KB sa séquence

oligonucléotidique marquée au [y-32PJ. La bande représentant les complexes ADN-Nf-KB

disparaît complètement en présence d’un excès d’oligonucléotide non-marqué spécifique à

NF-icB et la bande réapparaît en présence d’un excès d’oligonucléotide non-marqué

spécifique au facteur TFITD. La fig. lA, panneau du bas, montre encore une fois un EMSA

pour l’activité de NE-KB dans les cellules Namalwa non-transfectées traitées avec la CPI,

ainsi que deux essais de « supershifi » réalisés en ajoutant un excès d’anticorps anti-p50 ou

anti-p65 dans la réaction de liaison à l’ADN. Les protéines p50 et p65 sont les deux sous-

unités principales qui constituent le complexe NE-KB. La disparition de la bande identifiée

comme étant les complexes ADN-NF-KB dans les essais de « supershift » p50 et p65

indique que les sous-unités p5O et p65 de NE-KB font bel et bien partie de ces complexes.

La liaison des anticorps p50 et p65 aux complexes ADN-NF-KB augmente le poids de

ceux-ci, qui migrent alors plus tentement et se retrouvent à une position supérieure dans le

gel. C’est effectivement ce qui est observé pour le méga-complexe ADN-NE-KB-anticorps

p50, qui semble apparaître plus haut dans le gel. Par contre, le méga-complexe ADN-NF

KB-anticorps p65 n’est pas visualisé sur ce gel, bien que la bande représentant les

complexes ADN-NF-KB disparaisse en présence de l’anticorps p65. Ensuite, la

conséquence d’une réduction de l’activité NE-KB sur la cinétique d’apoptose fut

investiguée, en utilisant comme paramètre la quantification de l’ADN fragmenté après le

traitement de CPI. Les cellules non-transfectées, les cellules Namalwa-mock et Namalwa
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FB(SR) ont donc été traitées avec ta CPT et la fig. lB indique le % de fragmentation de

l’ADN dans chacune des lignées, mesuré après le nombre d’heures de traitement indiqué.

On constate à la fig. lB que la fragmentation de l’ADN est plus importante dans les

Namalwa-hcB(SR) que dans les cellules non-transfectées et transfectées avec le vecteur

vide. Ces résultats indiquent que l’inhibition de NF-KB sensibilise les cellules à l’apoptose,

du moins à la fragmentation de l’ADN. Ces résultats suggèrent que NF-jcB agit pour

protéger les cellules de la mort après l’induction de dommage à l’ADN par la CPT, NT-xB

jouerait donc un rôle anti-apoptotique dans notre modèle d’apoptose p53-indépendante.

Une méthodologie similaire fut utilisée pour investiguer le rôle du facteur c

JuWAP1. Les cellules Namalwa ont été transfectées avec un mutant de c-Jun, le

Tam67DN, dont le domaine de transactivation a été délété des résidus 3 à 122. La protéine

Tam67DN possède des domaines de liaison à l’ADN et de dimérisation fonctionnels mais

est incapable de transactiver les gènes-cibles. Le mutant Tam67DN interfere avec l’activité

du facteur c-JunJAP1 endogène et agit comme un inhibiteur de type dominant négatif

lorsque surexprimé [7051. Des cellules Namalwa transfectées avec le vecteur pcDNA3.l

(-)-Tam67DN et avec le vecteur vide (pcDNA3.l(-)-mock) ont été sélectionnées pendant

au moins deux mois avec le G418 et des lignées stables ont ainsi été obtenues. À la fig. 2A,

un immunobavardage de type « Western blot » indique la présence de la protéine

transfectée Tam67DN dans deux lignées stables Nam-Tam67DN, ainsi que l’expression du

facteur c-JunJAPÏ endogène dans toutes les lignées. L’anticorps utilisé reconnaît une

portion du domaine de liaison à l’ADN de c-JunJAPI et détecte donc aussi le mutant

Tam67DN chez qui ce domaine est intègre. À noter que le traitement de CPI ne semble

pas affecter le niveau d’expression de c-Jun/AP1 et de Tam67DN, similaires avant (O h) et

4 h après le traitement. L’activité de liaison à l’ADN de c-Jun!APY a ensuite été évaluée

par EMSA. Des extraits nucléaires ont été préparés à partir de cellules Namalwa-mock et

Namalwa-Tam67DN traitées avec la CPI, puis analysés pour l’activité de c-JunJAP1 par

EMSA. La fig. 2B montre un résultat d’EMSA représentatif, où on voit les complexes

ADN-c-Jun!AP1 dans les cellules contrôles mock et dans les cellules qui surexpriment le

dominant négatif Tam67DN. Il semble y avoir un peu plus de complexes ADN-c-Jun/API

dans les Narn-mock 1 h après le traitement de CPT, comparativement aux cellules Nam

mock non-traitées (0 h), mais cette différence d’activité de c-JunIAP1 obtenue I h après Je

traitement ne semble pas être soutenue à des temps ultérieurs. Selon ces résultats,

l’activation de c-Jun/APY par la CPT dans notre système semble transitoire. Il ne semble
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pas non plus y avoir ni de réduction importante de l’activité basale de c-Jun/API, ni

d’activation de c-Jun!API I h après CPI dans les cellules surexprimant Tam67DN. Les

expériences de compétition spécifique (+) et non-spécifique (-) démontrent toutefois la

spécificité de la liaison du facteur APi à sa séquence oligonucléotidïque, indiquant que

l’expérience d’EMSA semble fonctionner. Malgré la faible activation transitoire de c

Jun/API après le dommage génotoxique induit par la CPI, les différentes lignées ont

quand même été soumises au test de quantification de la fragmentation de l’ADN. À la fig.

2C, on constate que la fragmentation de l’ADN induite par la CPI est beaucoup plus

importante dans les Nam-Tam67DN que dans les lignées contrôles. Ces résultats indiquent

que les cellules semblent être plus sensibles à la fragmentation de l’ADN et à l’apoptose

lorsqu’elles surexpriment Tam67DN. Bien que nos expériences d’EMSA ne démontrent

pas de façon absolue que c-JunJAPI soit fortement activé par la CPT, nos résultats

suggèrent qu’un des membres dc la famille APi soit quand même impliqué dans

l’apoptose p53-indépendante, jouant un rôle anti-apoptotique, de façon similaire à NF-icB.

Les essais d’EMSA ne sont pas spécifiques pour la liaison de c-Jun et il est possible que

d’autres membres de la famille APi forment des facteurs de transcription actifs dans les

cellules Namaiwa et lient la séquence consensus APi dans les essais d’EMSA. Des

variations dans l’activité de c-Jun pourraient ainsi être masquées par l’activité des autres

facteurs APi. Des essais de « supershift » réalisés avec des anticorps spécifiques aux

différents membres de la famille APi pourraient permettre d’identifier les facteurs qui lient

la séquence consensus APi dans les cellules Namalwa.

4.3.2 Une fonction pro-apoptotique pour les facteurs p73 et p63

Les facteurs de transcription p73 et p63, les deux autres membres de la famille de

p53, sont aussi connus pour être impliqué dans la régulation du cycle cellulaire et de

l’apoptose, bien que leurs fonctions soient en général moins bien définies que celles de

p53. Nous avons donc voulu déterminer le rôle des facteurs p73 et p63 dans notre modèle

d’apoptose p53-indépendante. Il existe plusieurs isoformes endogènes de p73 et p63, dont

des formes tronquées en position N-terminale, appelées AN, qui sont inactives en tant que

facteurs de transcription et agissent comme des inhibiteurs de type dominant négatif de

l’activité de p73 et p63 [600, 706]. Nous avons donc surexprimé dans les cellules Namalwa

deux formes tronquées du facteur p73, les protéines ANp73Œ et ANp73j3, et deux formes
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tronquées de p63, les ANp63Œ et ANp63f3. Ces dominants négatifs ont été transfectés dans

les cellules Namaiwa par électroporation et des lignées stables ont été obtenues en

sélectiormant les cellules transfectées avec l’antibiotique requis pendant au moins deux

mois. En même temps, des cellules transfectées seulement avec les vecteurs vides

correspondants (mock) ont aussi été établies, afin de servir de lignées contrôles. À la fig.

3A, les protéines p73 sont détectées par immunobavardage « Western blot » dans les

différentes lignées avant (O h) et 4 h après le traitement de CPI. L’anticorps anti-p73

utilisé est dirigé contre les acides aminés 380-395, présents dans les isoformes p73Œ et

p73 f3, ainsi que dans leurs formes tronquées respectives. La fig.3A montre la surexpression

des dominants négatifs ANp73a et ANp73f3 dans les lignées transfectées. En surexposant la

portion supérieure de la membrane, on voit également apparaître d’autres isoformes

endogène de p73. À noter que le traitement de CPT ne semble pas influencer le niveau

d’expression des dominants négatifs, ni des formes endogènes. À la fig. 3C, un

immunobavardage « Western blot» montre l’expression des dominants négatifs ANp63Œ

(environ 64 kDa) et ANp63f3 (environ 51 kDa) dans les lignées cellulaires transfectées.

L’anticorps anti-p63 utilisé reconnaît un fragment de la portion N-terminale des isoformes

ANp63 et est supposé détecter la majorité des formes de p63. La détection des formes de

p63 s’est toutefois avérée plus difficile que celle des formes de p73. L’expression

d’isoformes endogènes de p63 n’a pas été détectée dans les cellules Namaiwa avec

l’anticorps utilisé. L’expression du dominant négatif ANp63f3 semble diminuer après le

traitement de CPI. La fig. 3B indique que l’amplitude de la fragmentation de l’ADN est

similaire dans les cellules non-transfectées et dans les cellules mock, alors que la

fragmentation de l’ADN est significativement moindre dans les cellules qui surexpriment

les dominants négatifs de p73. L’effet protecteur est encore plus marqué dans les Nam

ANp73f3, qui ne présentent presque pas de fragmentation dc l’ADN dans les 4 premières

heures de traitement. Ces résultats indiquent que l’inhibition de l’activité de p73Œ et

p73f3 semble protéger les cellules de l’apoptose, suggérant que p73Œ et p73f3 joueraient un

rôle pro-apoptotique dans notre système. Pour ce qui est de p63, la fig. 3D montre que les

cellules qui surexprimcnt l’isoforme ANp63f3 présentent elles aussi très peu de

fragmentation d’ADN, indiquant que l’inhibition de p63f3 protège également les cellules de

l’apoptose. Par contre, il n’est pas clair si un effet protecteur se produit dans les cellules

Nam-ANp63Œ, chez qui le % de fragmentation d’ADN est plus faible que les chez les
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Nam-mock, mais équivalent à la fragmentation d’ADN dans les cellules non-transfectées.

Ces résultats sont des données préliminaires qui devront être répétées afin de clarifier le

rôle de l’isoforme ANp63Œ. Des expériences d’EMSA devront également être effectuées

pour déterminer si les facteurs p73 et p63 sont activés suite au traitement de CPT et dans

quelle mesure la surexpression des formes tronquées inhibe cette activation. Quoi qu’il en

soit, nos résultats préliminaires démontrent que p73, et possiblement p63, semblent

posséder une fonction pro-apoptotique. Ces deux facteurs représentent donc des candidats

intéressants pour médier l’apoptose en t’absence de p53.
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Fig. 1 L’inhibition du facteur de transcription NF-KB sensibilise les cellules Namaiwa

à la fragmentation de l’ADN induite par la CPT.

A) Panneaux du haut: L’activité de liaison à l’ADN de NF-icB est évaluée par EMSA

dans les cellules Namaiwa et Namalwa-pRcCMV-IKB(SR) (panneau de gauche) et dans

les cellules Namalwa-pcDNA3.1(-)-mock et Namalwa-pRcCMV-IicB(SR) (panneau de

droite). Le mutant hcB(SR) est un inhibiteur de l’activation de NF-icB. Les cellules sont

traitées à la CPT (1 tM pendant 30 mm) et des extraits nucléaires sont préparés à partir de

cellules non-traitées et traitées, après le nombre d’heures (h) indiqué. Les extraits

nucléaires sont mis en présence d’une sonde oligonucléotidique marquée au [y-32PJ,

constituée d’une séquence consensus pour la liaison de NF-KB. La spécificité de liaison de

NF-KB à sa séquence oligonucléotidique est démontrée par des essais de compétition

spécifique (+) et non-spécifique (-), effectués avec les extraits nucléaires correspondant au

temps de traitement 2 h, dans lesquels sont ajouté un excès (1 iiI) d’oligonucléotide froid,

non-marqué, spécifique à Nf-kB (+) ou à TFITD (-). Suite à la réaction de liaison à l’ADN,

les complexes [y-32P]ADN-NF-KB sont séparés par électrophorèse sur un gel non-

dénaturant et visualisés par autoradiographie. Panneau du bas: La composition des

complexes [y-32PJADN-NF-KB est analysée par des essais de « supershift » avec des

anticorps spécifiques à p50 et p65, les deux principales sous-unités de NE-KB. Les cellules

Namalwa sont traitées à la CPT (1 tM pendant 30 mm), des extraits nucléaires sont

préparés après le nombre d’heures (h) indiqué et soumis aux réactions d’EMSA. Pour les

essais de « supershift >, 2 tg d’anticorps anti-p50 ou 2 .tg d’anticorps anti-p65, est ajouté à

la réaction de liaison à l’ADN (correspondant au temps de traitement 2 h) et les

échantillons sont incubés 30 min sur glace, suivi d’électrophorèse sur gel non-dénaturant et

autoradiographie.

B) Les lignées Namalwa, Namalwa-pcDNA3.l(-)-mock et Namalwa-pRcCMV-IxB(SR)

sont traitées avec la CPT (1 jiM pendant 30 mm) puis le processus de fragmentation

d’ADN associé à I’apoptose est quantifié par des essais d’élution d’ADN sur filtre. Les

résultats sont exprimés en % d’ADN fragmenté dans les cellules traitées à la CPT, par

rapport au % d’ADN fragmenté dans les cellules contrôles (0 h) et représentent la moyenne

± l’erreur standard, d’au moins 3 expériences indépendantes. * signifie que les résultats

sont significatifs àp < 0.05 par un test t de Student.
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Fig. 2 L’inhibition du facteur de transcription c-Jun/AP1 sensibilise les cellules

Namalwa à la fragmentation de l’ADN induite par la CPT.

A) Expression de la protéine mutée Tam67DN par immunobavardage <t Western blot ».

Les cellules Namaiwa, Namalwa-pcDNA3.1-mock et deux lignées distinctes de Namaiwa

pcDNA3.1-Tam67DN (#l et #2) sont traitées avec ta CPT (1 tM pendant 30 mm) et

l’expression de la protéine transfectée Tam67DN est visualisée dans les cellules non-

traitées (0 h) et 4 h après le traitement de CPT. Le mutant Tam67DN est un inhibiteur de

l’activité du facteur c-Jun/AP1. L’anticorps anti-c-JunJAPI utilisé détecte également le

facteur c-JunJAP1 endogène, dont le niveau d’expression apparaît stable dans toutes les

lignées contrôles et traitées. Le mutant Tam67DN est surexprimé uniquement dans les

deux lignées transfectées.

B) L’activité de liaison à l’ADN de c-JunIAP1 est évaluée par EMSA dans les cellules

Namalwa-pcDNA3. 1 -mock et Namalwa-pcDNA3. I -Tam67DN (lignée #2). Les cellules

sont traitées à la CPT (1 jiM pendant 30 miii) et des extraits nucléaires sont préparés à

partir de cellules non-traitées et traitées, après le nombre d’heures (h) indiqué. Les extraits

nucléaires sont mis en présence d’une sonde oligonucléotidique marquée au [‘y-32P],

constituée d’une séquence consensus pour la liaison de c-Jun/AP1. La spécificité de liaison

d’APi à sa séquence oligonucléotidique est démontrée par des essais de compétition

spécifique (+) et non-spécifique (-), effectués avec les extraits nucléaires correspondant au

temps de traitement 2 h, dans lesquels sont ajouté un excès (1 jil) d’oligonucléotide froid,

non-marqué, spécifique au facteur APi (+) ou à TFIID (-). Suite à la réaction de liaison à

l’ADN, les complexes [y-32PJADN-NF-KB sont séparés par électrophorèse sur un gel non-

dénaturant et visualisés par autoradiographie.

C) Les lignées Namalwa, Namalwa-pcDNA3.1-mock et Namalwa-pcDNA3.1-Tam67DN

(lignée #2) sont traitées avec la CPT (1 tM pendant 30 miii) puis le processus de

fragmentation d’ADN associé à l’apoptose est quantifié par des essais d’élution d’ADN sur

filtre. Les résultats sont exprimés en % d’ADN fragmenté dans les cellules traitées à la

CPT, par rapport au % d’ADN fragmenté dans les cellules contrôles (0 h) et représentent la

moyenne ± l’erreur standard, d’au moins 3 expériences indépendantes. * signifie que les

résultats sont significatifs àp <0.05 par un test t de Student.
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Fig. 3 L’inhibition des facteurs de transcription p73 et p63 protège les cellules

Namalwa de la fragmentation de l’ADN induite par la CPT.

A) Expression des protéines tronquées ANp73a et Np73f3 par immunobavardage «

Western blot >. Les cellules Namalwa-pcDNA3.1-mock, Namalwa-pcDNA3.1-ANp73Œ et

Namalwa-pcDNA3.1-ANp73f3 sont traitées avec la CPI (1 jiM pendant 30 mm) et

l’expression des protéines transfectées zNp73Œ et ANp73f3 est visualisée dans les cellules

non-traitées (O h) et 4 h après le traitement de CPI. Les protéines tronquées ANp73Œ et

ANp73f3 agissent comme inhibiteurs de type dominant négatif de l’activité du facteur p73

lorsqu’elles sont surexprimées. L’anticorps anti-p73 utilisé détecte les protéines tronquées

ainsi que des isoformes endogènes de p73, lorsque la partie supérieure de la membrane est

surexposée. Les protéines ANp73a et \Np733 sont surexprimées uniquement dans leur

lignée transfectée respective et leur niveau d’expression semble équivalent avant (0 h) et

après (4 h) le traitement de CPI.

B) Les lignées Namaiwa, Namalwa-pcDNA3.l-mock, Namalwa-pcDNA3.1-ANp73u et

Namalwa-pcDNA3.1-ANp73f3 sont traitées avec la CPI (1 1iM pendant 30 mm) puis le

processus de fragmentation d’ADN associé à l’apoptose est quantifié par des essais

d’élution d’ADN sur filtre. Les résultats sont exprimés en % d’ADN fragmenté dans les

cellules traitées à la CPI, par rapport au % d’ADN fragmenté dans les cellules contrôles (0

h) et représentent la moyenne ± l’erreur standard, de 3 expériences indépendantes.

* signifie que les résultats sont significatifs àp < 0.05 par un test t de Student.

C) Expression des protéines tronquées ANp63Œ et ANp63f3 par immunobavardage «

Western blot ». Les cellules Namalwa-pcDNA3 .1 /Hygro-mock, Namaiwa

pcDNA3 .1 /Hygro-ANp63 Œ et Namalwa-pcDNA3.1 /Hygro-ANp63 f3 sont traitées avec la

CPI (1 iM pendant 30 mm) et l’expression des protéines transfectées ANp63Œ et ANp63f3

est visualisée dans les cellules non-traitées (0 h) et 4 h après le traitement de CPI. Les

protéines tronquées ANp63Œ et ANp63f3 agissent comme inhibiteurs de type dominant

négatif de l’activité du facteur p63 lorsqu’elles sont surexprimées. Les protéines ANp63a

et ANp63f3 sont surexprimées uniquement dans leur lignée transfectée respective.

D) Les lignées Namalwa, Namalwa-pcDNA3.1 /Hygro-mock, Namalwa-pcDNA3. I /Hygro

ANp63Œ et Namalwa-pcDNA3 .1 /Hygro-ANp63 f3 sont traitées avec la CPI (1 pM pendant

30 mm) puis le processus de fragmentation d’ADN associé à l’apoptose est quantifié par
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des essais d’élution d’ADN sur filtre. Les résultats sont exprimés en % d’ADN fragmenté

dans les cellules traitées à la CPT, par rapport au % d’ADN fragmenté dans les cellules

contrôles (0 h) et représentent la moyenne + l’erreur standard, de 3 expériences

indépendantes. * signifie que les résultats sont significatifs àp < 0.05 par un test t de

Student.



CHAPITRE 5. DISCUSSION

5.1 Pertinence du projet de doctorat par rapport au domaine du cancer, de la

chimiothérapie et de I’apoptose

La mort cellulaire apoptotique est un processus très complexe, contrôlé de manière

très précise à plusieurs niveaux. Des anomalies dans le programme apoptotique ou dans ses

mécanismes de régulation sont associées à de nombreuses conditions pathologiques, dont

le cancer. En effet, le processus de tumorigenèse n’est pas uniquement la conséquence

d’une prolifération excessive des cellules, mais est aussi associé à la perte de la capacité

des cellules à enclencher ou à mener à ternie le programme apoptotique et à mourir par

apoptose. En oncologie, l’intérêt porté à l’apoptose provient d’observations indiquant que

les thérapies anti-cancéreuses telles que les radiations ionisantes et les agents

chimiothérapeutiques agissent en activant le programme apoptotique des cellules,

provoquant ainsi leur élimination par apoptose. L’efficacité des agents anti-tumoraux

dépend donc de leur capacité à induire l’apoptose des cellules cancéreuses et des

défectuosités du programme apoptotique peuvent être la cause de la résistance de certaines

tumeurs envers les traitements anti-cancéreux.

La protéine supresseur de tumeur p53 est impliquée dans le maintien de l’intégrité

génomique, dans le contrôle de la prolifération cellulaire et dans l’activation de l’apoptose.

En réponse à divers traitements anti-cancéreux, la protéine p53 est activée et peut induire

l’apoptose des cellules tumorales. L’apoptose médiée par p53 est un phénomène

relativement bien caractérisé qui a fait l’objet de nombreuses études. Toutefois, la protéine

p53 est mutée ou non-fonctionnelle dans plus de la majorité des tumeurs humaines qui

représentent des cibles difficiles pour les thérapies anti-cancéreuses actuelles [591, 592]. 11

est donc primordial de mieux comprendre et défmir les mécanismes des voies apoptotiques

activées en l’absence de p53. SeLon de nombreuses études, la mitochondrie joue un rôle

central dans l’apoptose et la voie apoptotique mitochondriale est la principale voie activée

après un stress génotoxique [324, 329, 707, 708J. Cependant, la voie mitochondriale a

surtout été étudiée et définie dans un contexte cellulaire où la protéine p53 est

fonctionnelle et son activation et ses caractéristiques en l’absence de p53 demeurent peu

connues. De plus, des évidences récentes ont démontré l’activation d’une nouvelle voie

apoptotique impliquant les lysosomes après certains types d’insultes cytotoxiques,
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principalement lorsque la cellule subit un stress oxydatif. Les caractéristiques et les

mécanismes de la voie lysosomiale ne sont pas encore très bien définis et l’implication des

lysosomes dans l’apoptose p53-indépendante induite par un dommage à l’ADN n’a jamais

été investiguée.

Mon projet de doctorat s’est donc intéressé à l’étude de l’apoptose p53-

indépendante induite par un dommage génotoxique dans les cellules tumorales humaines,

plus particulièrement à l’implication potentielle d’une voie lysosomiale et à une meilleure

caractérisation de la voie mitochondriale en l’absence de p53. Premièrement, nous avons

mis en évidence l’existence d’une nouvelle voie apoptotique impliquant les lysosomes qui

est rapidement activée après l’induction du dommage à l’ADN et qui contribue à la voie

mitochondriale et à la mort apoptotique p53 -indépendante des cellules. Ensuite, nous avons

investigué plus précisément les mécanismes d’activation et de régulation de la voie

apoptotique mitochondriale p53-indépendante. Nous avons démontré que plusieurs

protéines pro-apoptotiques de la famille Bd-2 sont activées et s’assemblent sous forme de

complexes protéiques distincts après le dommage à l’ADN, ce qui pourrait contribuer à

l’induction des perturbations mitochondriales et à l’apoptose induite par le dommage

génotoxique. finalement, nous avons étudié le rôle d’autres facteurs de transcription dans

notre modèle d’apoptose p53-indépendante et nous avons démontré que les facteurs p73 et

p63 sont des candidats potentiels qui pourraient médier l’activation des voies apoptotiques

en l’absence de p53. L’ensemble de ces travaux permet donc de mieux comprendre les

mécanismes moléculaires des voies apoptotiques mitochondriale et lysosomiale induites

par un stress génotoxique dans un contexte cellulaire p53-déficient.

Deux autres études sont ajoutées en annexe, concernant la fonction de deux

nouvelles protéines de la famille Bd-2, Bax-a et Bcl-xES, clonées dans notre laboratoire.

Les protéines Bax-a et Bcl-xES ont été surexprimées dans la lignée cellulaire Namalwa et

leur fonction fut analysée dans un contexte d’apoptose p53-indépendante, induite entre

autres par un traitement de CPI. Ces études révèlent un rôle pro-apoptotique pour

l’isoforme Bax-a, similaire à celui de Bax-Œ, accélérant l’apoptose des cellules Namalwa

traitées avec divers agents anti-néoplasiques, dont la CPI. La protéine Bcl-xES possède

une fonction anti-apoptotique et protège les cellules Namalwa de l’apoptose induite par

une variété de stimuli de mort cellulaire incluant un traitement avec la CPI. Ces études

démontrent également que Bcl-xES retarde l’oligomérisation de Bax et interagit avec

Apaf-1, inhibant l’activation de la pro-caspase-9, ce qui bloque le programme apoptotique.
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Ces études supplémentaires ont donc permis de défmir la fonction et d’anlayser le mode

d’action des nouvelles protéines Bax-a et Bcl-xES dans l’apoptose p53-indépendante.

5.2 Caractérisation d’une voie apoptotique lysosomiale

5.2.1 La camptothecine induit une perméabilisation lysosomiale et active la cathepsine-B

Les cellules leucémiques monocyte-like U937 et les cellules de lymphome de

Burkift’s Namalwa (lymphome à cellules 3) sont deux lignées cellulaires cancéreuses

humaines avec des délétions ou des mutations dans le gène p53 [591, 6981. Ces cellules

n’expriment pas de protéine p53 fonctionnelle et constituent donc un modèle adéquat pour

étudier les voies apoptotiques p53-indépendantes. Malgré leur déficience pour la protéine

p53, les cellules U937 et Namalwa demeurent sensibles au stress génotoxique. Ces cellules

meurent rapidement par apoptose suite à l’induction d’un dommage à l’ADN causé par un

traitement de courte durée avec divers agents anti-cancéreux, dont les inhibiteurs de

topoisomérases. Par exemple, des études effectuées précédemment dans notre laboratoire

ont démontré que les cellules U937 et Namalwa traitées avec la CPI, un inhibiteur des

topoisomérases I, démontrent rapidement des caractéristiques de mort apoptotiques, telles

que l’oligomérisation d’Apaf-l, l’activation des caspases, la fragmentation de l’ADN et un

aspect morphologique particulier aux cellules apoptotiques [78, 699, 700, 7091. Mes

travaux de doctorat présentés dans le chapitre 3 ont aussi démontré que l’apoptose des

cellules Namalwa traitées avec la CPI est associée à la translocation mitochondriale et à

l’oligomérisation des protéines pro-apoptotiques de la famille Bel-2 et au relargage

cytosolique du cytochrome e, qui sont des évènements reliés à l’activation de la voie

mitochondriale. Récemment, une perméabilisation partielle de la membrane lysosomiale

accompagnée d’une fuite du contenu du lysosome dans le cytosol, appelée ssALL, a été

observée dans certains modèles d’apoptose, surtout dans des conditions de stress oxydatif

[458, 461, 462, 710]. Ce nouveau phénomène est appelé la voie apoptotique lysosomiale.

Nous avons investigué l’existence d’une telle voie lysosomiale dans notre modèle

d’apoptose p53-indépendante induite par un dommage génotoxique. Les résultats reportés

dans le chapitre 2 démontrent que les lysosomes sont perméabilisés et que la protéase

lysosomiale cathepsine-B est activée rapidement dans les cellules U937 et Namalwa, c’est-

à-dire entre 2 à 3 h après le traitement de CPI. De plus, ces deux phénomènes typiques de
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l’activation d’une voie lysosomiale surviennent simultanément avec la perméabilisation

mitochondriale (chute du A’Pm) et l’activation des caspases dans les deux lignées

cellulaires étudiées (Chap.2, Fig. 1 A, B, C, D). Ces résultats suggèrent qu’en plus de la

voie mitochondrïale, une voie lysosomiale est aussi activée par le dommage à l’ADN.

Étant donné que la perméabilisation lysosomiale et le ssALL ont été observés

principalement dans des cellules subissant un stress oxydatif quelconque, nous avons

évalué la possibilité qu’un stress oxydatif soit généré dans les cellules traitées avec la CPI,

bien que la production de RLO n’est habituellement pas associée à l’apoptose induite par la

CPI. Nous avons donc mesuré la production d’anion superoxyde dans les cellules et nos

résultats démontrent qu’il n’y a pas d’augmentation de la génération de superoxyde dans

les cellules U937 et Namalwa après le traitement de CPI (Chap.2, Fig. 1 E, F). La mesure

de la production de RLO par le DHE est une technique fiable et largement utilisée pour

évaluer le stress oxydatif cellulaire [711, 712]. Selon nos résultats, la rupture lysosomiale

induite par la CPI ne résulte donc pas d’un stress oxydatif subit par les cellules U937 et

Namalwa.

Plusieurs modèles d’apoptose nécessitent l’activité de l’enzyme lysosomiale

cathepsine-B [25$-260]. La cathepsine-B est rapidement activée après le traitement de CPI

dans les lignées cellulaires U937 et Namalwa (Chap.2, fig. 1 C, D). La rapide activation

de la cathepsine-B suggère qu’elle pourrait jouer un rôle dans l’apoptose. Afin d’évaluer

l’implication de la cathepsine-B dans notre modèle d’apoptose induite par la CPI, nous

avons bloqué l’activité de la cathepsine-B avec un inhibiteur peptidique, le Z-FA-DMK.

L’inhibition de la cathepsine-B dans les cellules U937 résulte en une réduction

significative de l’activation des caspase-3-like, de la proportion de cellules démontrant une

perméabilisation mitochondriale (chute du z’Vm) et lysosomiale (ssALL) et du % de

cellules ayant une quantité hypoploïde d’ADN (sub-Gi) (Chap.2, Fig. 5). Ces résultats

démontrent que la cathepsine-B participe de façon active à la propagation de l’apoptose

induite par la CPI, peut-être en générant une boucle d’amplification du signal apoptotique.

Le Z-FA-DMK inhibe aussi l’activité de la cathepsine-L, alors que la cathepsine-D n’est

pas affectée [470, 475]. Par conséquent, la réduction de l’apoptose observée dans les

cellules U937 incubées en présence de Z-FA-DMK n’est peut-être pas seulement due à

l’inhibition de la cathepsine-B et pourrait aussi impliquer un blocage de la cathepsine-L.

Toutefois, l’activation de la cathepsine-L n’a pas été investiguée dans notre étude. Par

contre, bien que l’activité de la cathepsine-B soit bloquée par le Z-FA-DMK de manière
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aussi efficace dans les cellules Namaiwa, l’inhibition de la cathepsine-B ne cause pas

d’effet significatif sur la propagation de l’apoptose dans les cellules Namaiwa (données

non-montrées). Les souris déficientes à la fois pour la cathepsine-B et la cathepsine-L

(double knock-out) présentent de graves anomalies alors que les souris déficientes pour

une seule des deux protéases sont très peu affectées [713, 714]. Ces études génétiques

suggèrent une certaine redondance dans les fonctions des diverses cathepsines, tout comme

la redondance connue des différents membres des caspases. La perte de l’activité de la

cathepsine-B dans les cellules Namaiwa pourrait donc être compensée par l’action d’autres

cathepsines, d’où l’absence d’effet significatif du Z-FA-DMK sur l’apoptose des cellules

Namaiwa. Il a été reporté que l’inhibiteur peptidique Z-FA-DMK peut aussi inhiber

l’activité de la caspase-3 lorsqu’utilisé en concentration élevée. En effet, la 1C50 du Z-FA

DMK, c’est à dire la concentration nécessaire pour produire 50 % de l’effet maximal, est

évaluée à 100 .iM pour inhiber la caspase-3 [470]. Dans nos études, nous avons utilisé une

concentration de 10 jiM de Z-FA-DMK, il est donc très peu probable que cette faible dose

ait directement provoqué une certaine réduction des activités caspase-3-like. De plus, si le

Z-FA-DMK avait inhibé la caspase-3 dans notre système, nous aurions probablement

mesuré une réduction des activités caspase-3-lilce aussi dans les cellules Namalwa, ce qui

ne fut pas le cas, car l’amplitude des activités caspase-3 induite par la CPI n’était pas

affectée par le Z-FA-DMK dans les cellules Namalwa.

Selon certaines études, la protéine Bcl-2-like pro-apoptotique Bid peut être clivé

par certaines cathepsines, dont la cathepsine-B, le fragment tronqué tBid peut ensuite

transioquer vers la mitochondrie et induire le relargage de cytochrome e, connectant ainsi

la rupture lysosomiale à l’activation de la voie apoptotique mitochondriale [407, 474J. Par

contre, nous n’avons obtenu aucune évidence dans notre étude que Bid subit un clivage

dans les cellules U937 et Namalwa pendant l’apoptose induite par la CPI (Chap.2, Fig. 6

A). La transiocation d’un fragment tBid vers les compartiments mitochondrial et

lysosomial est donc peu probable dans notre modèle d’apoptose, écartant ainsi Bid d’un

rôle potentiel de connecteur entre les voies lysosomiale et mitochondriale. Les protéines de

la famille Bd-2 sont des régulateurs cruciaux du processus apoptotique. Suite à un signal

de mort cellulaire, ces protéines subissent des changements de conformation qui stimulent

et/ou facilitent leur insertion dans les membranes des organites intracellulaires,

particulièrement dans la mitochondrie, où les Bcl-2-like modulent le phénomène de

perméabilisation mitochondriale [64]. Certains Bcl-2-like ont aussi été localisés dans la



196

membrane du RE où ils agissent, encore une fois, de régulateurs de l’apoptose en étant

surtout impliqués dans les mécanismes d’homéostasie du calcium [490J. Il est donc tentant

de spéculer que les protéines de la famille Bd-2 pourraient aussi transloquer vers le

compartiment lysosomial et y promouvoir la rupture de la membrane du lysosome.

Toutefois, aucune évidence expérimentale supportant un tel phénomène n’est actuellement

disponible dans la littérature. Nous avons donc investigué cette possibilité et nos résultats

abondent dans la même direction, c’est-à-dire que nous n’avons pas été en mesure de

démontrer de manière convaincante que certains Bcl-2-lilce ciblent les lysosomes pendant

l’apoptose. Bien qu’il soit apparemment difficile d’obtenir des fractions d’organites

purifiées très pures, nos résultats suggèrent que les protéines de la famille Bel-2, du moins

celles que nous avons étudiées, sont absentes du compartiment lysosomial pendant

l’apoptose induite par la CPT dans les cellules U937 et Namaiwa (Chap.2, fig. 6 B, C, D).

La translocation lysosomiale des Bcl-2-like demeure donc au stade hypothétique et

d’autres types d’approches expérimentales devront être entreprises afm de clarifier cette

question.

Nous avons donc mis en évidence l’activation d’une voie lysosomiale après

l’induction d’un dommage génotoxique par la CPT. Cette voie est caractérisée par une

perméabilisation des lysosomes (ssz\LL) et par l’activation de la cathepsine-B, laquelle

semble contribuer activement à la propagation de l’apoptose. Des investigations futures

sont nécessaires pour disséquer le mode d’action exact de la cathepsine-B dans notre

modèle d’apoptose et pour déterminer l’importance des autres cathepsines dans la

promotion ou l’amplification de l’apoptose p53-indépendante induite par un dommage à

l’ADN.

5.2.2 La rupture lysosomiale dépend de la perméabilisation des mitochondries

La perméabilisation mitochondriale survient après la rupture lysosomiale dans

plusieurs modèles de mort cellulaire apoptotique, incluant l’apoptose induite par un stress

oxydatif {715J, par un traitement avec le TNF-a [4661 et la staurosporine [475J, par des

petites doses de sphingosine [272], par certains agents lysosomotropiques [465, 474, 476]

et par la réactivation de la fonction de p53 [716J. À l’opposé, au meilleur de notre

connaissance, aucune évidence expérimentale n’a fait état d’une rupture lysosomiale et

d’un ssALL se produisant après ou en tant que conséquence de la perméabilisation
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mitochondriale. Selon nos résultats, les mitochondries et les lysosomes semblent être

endommagés simultanément pendant les premières heures de l’apoptose induite par la CPI

dans les cellules U937 et Namalwa (Chap.2, fig. J A, B, C, D). À eux seuls, ces seuls

résultats ne permettent donc pas de suspecter lequel des deux évènements dépend de

l’autre, si dépendance il y a. Donc, pour investiguer la hiérarchie potentielle entre la

rupture lysosomiale et le dommage mitochondrial, nous avons utilisé des inhibiteurs du

méga-pore mitochondrial mPTP afin d’empêcher la perméabilisation des mitochondries

après le traitement de CPI et d’évaluer l’effet de cette protection sur l’intégrité des

Ïysosomes. Les deux agents utilisés pour bloquer l’ouverture du mVTP sont la cyclosporine

A (CsA), un inhibiteur de l’enzyme cyclophilin D, un constituant du mPTP, et l’acide

bongkrekic (BkA), qui inhibe directement la portion ANT du mPTP. Nos résultats

démontrent que le blocage du mPTP diminue effectivement la perméabilisation

mitochondriale et réduit de manière équivalente le ssALL dans les cellules U937 (Chap.2,

fig. 2 A, B). Ces résultats suggèrent donc que la rupture lysosomiale dépend d’abord de la

perméabilisation des mitochondries. Étant donné que des structures de canaux ou de méga-

pores analogues au mPTP n’ont jamais été décrits dans la membrane du lysosome, il est

improbable que les agents CsA et BkA agissent directement sur le lysosome pour moduler

sa perméabilisation. Par ailleurs, nous avons observé que les cellules Namalwa incubées

avec les inhibiteurs CsA et BkA subissent quand même une chute du A’Pm et un ssALL

après le traitement de CPI (données non-montrées). Ces données suggèrent que dans les

cellules Namalwa, la dissipation du &Vm peut survenir indépendamment de l’ouverture du

mPTP ou de la fonction d’ANT, qui représente la cible de l’action inhibitrice des agents

CsA et BkA. Il a été effectivement démontré que la chute du APm peut avoir lieu en

l’absence d’une ouverture du mVFP, entre autres lors de l’apoptose induite par granzyme B

[7171. Un peptide mimant le domaine BH3 des protéines Bcl-2-like cause aussi une chute

du A’Pm et l’apoptose indépendamment de la fonction d’ANT [718].

Les protéines anti-apoptotiques Bel-2 et Bcl-xL promouvoient la survie cellulaire

principalement en protégeant les mitochondries de la perméabilisation [324, 329, 719].

Surexprimer des membres anti-apoptotiques de la famille Bel-2 constitue donc une autre

approche pour empêcher la perméabilisation mitochondriale. Bien qu’une protection contre

la rupture lysosomiale ait été observée par le groupe de Zhao et al. dans des cellules

surexprimant Bel-2 après une insulte oxydative [487, 488], aucune donnée expérimentale

n’a démontré que les protéines anti-apoptotiques protègent directement les lysosomes. Il
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semble plus probable que l’effet lyso-protecteur de la surexpression de Bel-2 reporté par

Zhao et al.[487, 48$] soit dû à l’action protectrice de Bd-2 sur la mitochondrie. Dans le

même ordre d’idées, l’équipe de Boya et al. a démontré que la surexpression de 3d-2 est

incapable d’empêcher la rupture lysosomiale et le ssALL induit par l’agent

lysosomotropique ciprofloxacin, qui cible et perturbe directement les lysosomes [465].

Dans notre étude, la stlrexpression de Bcl-xL confere une protection complète contre la

perméabilisation des mitochondries et des lysosomes dans les cellules Namaiwa, alors que

dans les cellules U937, la protection causée par Bcl-xL est partielle mais équivalente pour

les deux types d’organites (Chap.2, fig. D, L). Les deux types de lignées cellulaires

surexpriment des niveaux similaires de protéines Bcl-xL 4 h après le traitement de CPT

(Chap.2, fig. C), la protection incomplète conférée par Bcl-xL dans les cellules U937 n’est

donc pas due à des différences dans les niveaux d’expression de Bcl-xL. Il apparaît donc

que les signaux de mort cellulaire qui induisent la chute du APm et le ssALL ne sont pas

entièrement bloqués par la surexpression de Bcl-xL dans les cellules U937, ce qui

concorde avec des observations précédantes indiquant que Bcl-xL protège de façon

partielle seulement cette lignée cellulaire de l’apoptose [699]. Bien que dans notre modèle,

la possibilité que Bcl-xL agisse directement sur le lysosome pour préserver son intégrité ne

puisse pas être complètement écartée, il est plus probable que l’effect lyso-protecteur de

Bcl-xL soit une conséquence de son action protectrice sur la mitochondrie. De plus les

études de relocalisation lysosomiale ont montré que Bel-2, un confrère très homologue de

Bcl-xL, ne semble pas être présent dans le compartiment lysosomial dans notre modèle

d’apoptose, éloignant davantage les anti-apoptotiques Bel-2 et Bcl-xL d’un rôle lyso

protecteur direct (Chap.2, Fig. 6 B, C, D).

Selon les résultats que nous avons obtenus, la rupture lysosomiale et le ssALL

survenant après l’induction du dommage génotoxique semble nécessiter préalablement la

perméabilisation des mitochondries. C’est donc la première fois, au meilleur de notre

connaissance, que la rupture lysosomiale est reportée en tant que conséquence du

dommage mitochondrial. De plus, nos résultats suggèrent que l’activation de cette voie

lysosomiale, du moins l’activité de la cathepsine-B, contribue activement à la propagation

de l’apoptose dans notre modèle. Ces données font ressortir l’importance de la contribution

lysosomiale pour la voie mitochondriale de l’apoptose induite par un dommage à l’ADN.
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5.2.3 Les caspases sont essentielles aux voies mitochondriale et lysosomiale

Notre étude démontre que l’activation des caspases est ime étape cruciale de la mort

cellulaire apoptotique induite par le dommage génotoxique. En effet, bloquer l’activation

des caspases avec un inhibiteur général, le peptide Z-VAD-fMK, protège totalement les

mitochondnes et les lysosomes de la perméabiisation induite par la CPI dans les U937 et

les Namalwa (Chap.2, Fig.3 A, B). Donc, l’activité des caspases est absolument nécessaire

pour qu’il y ait chute du APm et rupture lysosomiale dans les deux types de lignées

cellulaires. Ces résultats étaient plutôt inattendus, étant donné que l’activation des

caspases, surtout les caspase-9-like initiatrices et caspases-3-like effectrices, est

habituellement située en aval de la dysfonction mitochondnale dans les principaux

modèles d’apoptose causée par un dommage à l’ADN [229, 427, 429, 431].

Selon de récentes évidences, un nouveau complexe d’activation de caspases

pourrait agir en amont de la mitochondne et jouer un rôle prépondérant dans l’activation de

la voie mitochondnale (voir section: 1.2.4.] - Les voies d’activation des caspases) [231].

La caspase-2 pourrait faire partie de ce nouvel apoptosome et son activation précoce serait

impliquée activement dans l’induction de la perméabilisation mitochondriale [234, 240-

2441. Pour investiguer le rôle de la caspase-2 dans notre modèle d’apoptose, nous avons

dérivé des cellules Namalwa exprimant des siRNA afm de bloquer l’expression de la

caspase-2L, l’isoforme longue pro-apoptotique aussi appelée tout simplement la caspase-2.

Nos résultats démontrent que la perte d’expression de la caspase-2 dans les cellules

Namaiwa (Chap.2, Fig.3 C, panneau de gauche) diminue de façon significative l’activité

DEVDase des caspase-3-like médiée par la CPI (Chap.2, Fig.3 C, panneau de droite),

indiquant que la caspase-2 est impliquée dans l’activation de la cascade des caspases. De

plus, nous avons démontré que la perte d’expression de la caspase-2L réduit fortement la

chute du A’Pm et le ssALL induits par la CPI (Chap.2, Fig.3 D), protégeant ainsi les deux

organites de la perméabilisation. Ces données suggèrent que la caspase-2 agit en amont des

perturbations mitochondriales et lysosomiales dans les cellules apoptotiques. Il semble

donc qu’une caspase initiatrice, probablement la caspase-2, soit activée de manière

précoce, en amont du dommage mitochondrial dans notre modèle d’apoptose. Il est

d’ailleurs possible que le peptide Z-VAD-fMK inhibe cette caspase initiatrice, empêchant

ainsi la perméabilisation des mitochondnes et des lysosomes. L’activation de la caspase-2

pourrait donc être une étape cruciale dans l’induction de l’apoptose générée par un
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dommage génotoxique. À noter que nous n’avons pas été en mesure de dériver un modèle

de cellules U937 exprimant des siRNA contre l’expression de la caspase-2. Les cellules

U937 se sont avérées très sensibles à la transfection du vecteur Cep4-U6-$iRNA-caspase-2

et à la sélection avec l’hygromicin B, démontrant un taux de mortalité très élevé. Il est

aussi important de mentionner que nos résultats ne permettent pas de discriminer entre les

deux possibilités suivantes: 1) la protection lysosomiale conférée par le Z-VAD-fMK et

observée lors de l’inhibition de l’expression de la caspase-2 est une conséquence de la

préservation de l’intégrité mitochondnale suite à l’inhibition des caspases, etlou 2) des

caspases spécifiques, telle que la caspase-2, sont directement impliquées dans l’induction

de la rupture lysosomiale et l’inhibition de ces caspases protège directement les lysosomes.

Une autre possibilité pour expliquer la protection des organites conférée par le Z

VAD-fMK est que les caspases pourraient aussi être directement impliquées dans

l’induction de la chute du APm. Le modèle de dissipation du A’Pm en deux étapes proposé

par Marzo et al. [373] stipule que l’activation des caspases est requise pour la phase

majeure de dissipation du t\Pm, agissant comme un système d’amplification des

perturbations mitochondriales. De plus, il a déja été démontré que l’inhibition des caspases

par le Z-VAD-FMK peut prévenir entièrement la chute du t’Pm et la perméabilisation

mitochondriale dans certains systèmes de mort cellulaire apoptotique [36$, 374].

Récemment, Ricci et al. ont reporté que les caspases actives, profitant de l’augmentation de

la perméabilité mitochondriale pendant les premières phases de l’apoptose, pouvaient

pénétrer dans l’espace intermembranaire de la mitochondne et cliver la sous-unité p75 du

complexe I de la chaîne de transport des électrons, provoquant la chute du APm [720].

Cette étude supporte un rôle direct pour les caspases dans l’induction de la perte de AVm.

Il est également possible que la dose de 100 11M de Z-VAD-fMK utilisée dans

notre étude cause une réduction de l’activité de certaines cathepsines, dont la cathepsine-B

[4701, ainsi que de l’activité des protéases calcium-dépendantes calpaïnes [254], ce qui

pouffait contribuer à l’effect protecteur du Z-VAD-fMK

Notre étude démontre donc que l’activation des caspases est essentielle pour qu’il y

ait perméabilisation des mitochondnes et des lysosomes. Les caspases, dont la caspase-2,

semblent jouer un rôle crucial dans l’activation des voies mitochondnale et lysosomiale de

l’apoptose p53-indépendante induite par un dommage génotoxique.
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5.2.4 L’implication des sphingosines dans le mécanisme de rupture de la membrane

lysosomiale

Actuellement, les mécanismes moléculaires menant à la rupture de la membrane

lysosomiale sont encore obscurs. La sphingosme, un métabolite de la voie des

sphingomyélines et des céramides, est localisée particulièrement dans la membrane

lysosomiale. En effet, à cause de sa portion polaire impliquée dans un mécanisme de

capture de protons, la sphmgosine est attirée sélectivement par l’acidité du compartiment

lysosomial. Une fois dans la membrane lysosomiale, la sphingosïne pourrait agir comme

un détergent et causer la rupture de la membrane [272, 4781 (voir section: 1.3.2.3 - Les

mécanismes de perméabilisanon mitochondriale). Il a été démontré que l’addition de

petites quantités de sphingosme exogène à des cellules provoque une rupture lysosomiale

et l’apoptose [272, 478] et que la fabrication de sphingosme augmente pendant l’apoptose

induite par le TNF-Œ [7211, une condition qui fut par la suite associée à la perméabilisation

des lysosomes [466]. Nous avons donc investigué le rôle de la sphingosine dans la

perméabilisation lysosomiale observée dans notre modèle d’apoptose induite par la CPT.

Le catabolisme des céramides en sphingosine par l’action de l’enzyme céramidase acide

est la source majeure de sphingosine dans les cellules [722, 723]. Les cellules ont été

incubées avec un inhibiteur chimique de la céramidase acide, le N-oleoylethanolamine

(NOE), afin de diminuer les niveaux intracellulaires de sphingosine. Nos résultats

démontrent que l’inhibition de la céramidase acide diminue de manière significative le

sst\LL induit par la CPT, et réduit aussi la perte du z’Pm de manière équivalente dans les

cellules U937 (Chap.2, fig.4 A). De plus, nous avons mesuré une augmentation des

niveaux de sphingosine dans les cellules U937 pendant les premières heures suivant le

traitement de CPT, ce qui coïncide avec le début de la perméabilisation des lysosomes et

des mitochondnes (Chap.2, Fig.4 B). Les cellules U937 incubées avec une petite dose de

sphingosine synthétique ont aussi démontrées une certaine perméabiisation des lysosomes

et des mitochondries (données non-montrées). Ces données indiquent que l’augmentation

des niveaux de sphingosine pourrait faire partie du mécanisme de rupture lysosomiale dans

notre modèle d’apoptose des U937. De plus, l’observation que le NOF cause aussi une

protection de la mitochondrie suggère, pour la première fois dans notre étude, que la

rupture lysosomiale pourrait aussi contribuer à perméabiliser les mitochondries, suggérant

l’existence d’une voie signalétique fatale bi-directionnelle entre les deux organites pendant
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l’apoptose induite par un dommage à l’ADN. À l’inverse, l’inhibition de la céramidase

acide dans les cellules Namalwa n’empêche pas le ssALL ni la chute du APm induits par la

CPI (données non-montrées). Deux autres formes de céramidase, la céramidase

neutre/alcaline et la céramidase alcaline, ont aussi été clonées à partir de cellules humaines

[724, 725J. Il est donc possible que l’inhibition de la céramidase acide soit compensée par

l’activité des autres formes de céramidase, ce qui pourrait expliquer l’absence d’effet

significatif du NOE dans les cellules Namalwa et la protection de type uniquement partiel

dans les cellules U937.

Dans le compartiment lysosomial, la portion hydrophile de la sphingosine subit une

protonation due au faible pH. Sous cette forme chargée, la sphingosine devient un

détergent beaucoup plus puissant que lorsqu’elle est non-chargée, ce pourquoi la

sphingosine lysosomiale déstabilise la membrane et cause une rupture des lysosomes [272,

7261. Donc, la possibilité que la sphingosine induise directement une déstabilisation de la

membrane mitochondriale via un mécansime similaire est plutôt improbable, parce que

dans la membrane mitochondriale, la sphingosine serait surtout sous sa forme non-chargée,

donc beaucoup moins menaçante pour l’intégrité membranaire de la mitochondrie.

Récemment, Taha et al. ont démontré une réduction de l’activité de la sphingosine

kinase-1, l’enzyme qui convertit la sphingosine en sphingosine- 1-phosphate, accompagnée

d’une élévation des niveaux intracellulaires de sphingosine, pendant l’apoptose induite par

plusieurs agents qui endommagent l’ADN, par un mécanisme dépendant des protéases

sensibles au Z-VAD [481]. De plus, Wemeburg et al. ont reporté que l’activité de la

cathepsine-B accroît la rupture lysosomiale causée par la sphingosine [4821, ce qui

supporte le rôle actif joué par la cathepsine-B dans notre modèle d ‘ apoptose. Il est donc

possible que l’activité de la sphingosine kinase-1 soit aussi affectée dans notre modèle,

peut-être via l’activité protéolytique des caspases, possiblement la caspase-2, ce qui

contribue à augmenter les niveaux de sphingosine après le traitement de CPI. La

cathepsine-B pourrait à son tour contribuer à l’activation des caspases et à la

perméabilisation des organites, peut-être en agissant comme une boucle d’amplification

des phénomènes apoptotiques. L’ensemble de ces données suggère donc l’existence d’un

réseau d’interactions complexe entre l’activité des caspases, des cathepsines et de la voie

des sphingosines, qui semble moduler la perméabilisation des lysosomes et des

mitochondries pendant l’apoptose.
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L’induction de dommage à l’ADN par la camptothecine (CPI) mène à l’activation d’une
voie apoptotique lysosomiale caractérisée par une perrnéabilisation des lysosomes
(ssALL) et par l’activation de la cathepsine-B. L’inhibition de la cathepsine-B résulte en
une réduction significative de l’activation des caspases-3-likes et du % de cellules
démontrant une chute du potentiel transmembranaire mitochondnale (4,AWm), un
ssALL et une quantité hypoploide d’ADN (sub-G1), ce qui indique que la cathepsine-B

participe activement à la propagation de l’apoptose induite par la CPI. La rupture
lysosomiale et l’activation de la cathepsine-B surviennent simultanément avec la
, AWm et l’activation des caspases effectrices. L’activité des caspases, plus
particulièrement de la caspase-2, est essentielle pour que la CPI induise le ssALL et la
, AWm, suggérant que la caspase-2 serait activée de manière précoce et agirait en
amont des perturbations mitochondriales et lysosomiales dans les cellules apoptotiques
p53-déficientes. L’inhibition de l’ouverture du nrPIP avec la cyclosponne A (CsA) et
l’acide bongkrekic (BkA), ainsi que la surexpression de l’anti-apoptotique Bcl-xL,
diminuent de façon équivalente la j,AWm et le ssALL causés par la CPI, suggérant que
la rupture lysosomiale nécessite au préalable la perméabilisation des mitochondnes.
L’inhibition de la céramidase acide, l’enzyme responsable de la génération de
sphingosine, mène à une réduction du ssALL induit par la CPI, ainsi qu’à une réduction
similaire de la AWm, et il y a une hausse des niveaux intracellulaires de sphingosine
peu de temps après le traitement de CPI, suggérant que les sphingosines pourraient être
impliqués dans la rupture lysosomiale. L’activation d’une voie lysosomiale est donc un
nouvel élément dans l’apoptose p53-indépendante induite par une lésion génotoxique.
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Fig.6 Caractéristiques de la voie apoptotique lysosomiale IIIdUIte par la CFE.
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Dans notre étude, nous remarquons de façon générale que la protection contre la

perméabilisation conférée par les inhibiteurs BkA (Chap.2, Fig.2 B), Z-FA-DMK

(Chap.2, Fig.5) et NOE (Chap.2, Fig.4 A) est significative seulement pendant les 4 à 5

premières heures de l’apoptose, après lesquelles l’effet protecteur est habituellement perdu.

Nous pensons que des boucles d’amplification et de rétroaction positive, générées entre

autres par l’activité des protéases, pourraient être responsable d’une intensification de la

dysfonction mitochondriale ainsi que d’une amplification globale des signaux de mort

cellulaire, d’une façon si forte que l’action d’un seul agent inhibiteur finit par être

surpassée.

En conclusion, l’étude présentée dans le chapitre 2 démontre l’activation rapide

d’une voie lysosomiale pendant l’apoptose p53-indépendante induite par un dommage

génotoxique. La rupture lysosomiale et l’activation de la cathepsine B surviennent en

même temps que la perméabilisation mitochondriale et l’activation des caspases. Nos

résultats suggèrent que la rupture lysosomiale nécessite l’activation des caspases, dont la

caspase-2, la perméabilisation des mitochondries et l’accumulation intracellulaire de

sphingosine (voir fig. 6 - Caractéristiques de la voie apoptotique tysosomiale induite par

la CPI). La voie lysosomiale pourrait aussi contribuer à son tour à la propagation et à

l’amplification de l’apoptose dans les cellules apoptotiques.

53 Rôles des protéines pro-apoptotiq 11es de la famille Bd-2 dans la voie

mitochondriale de l’apoptose p53-indépendante

5.3.1 Induction etlou augmentation de l’expression des B113-unique Bik et Bim après

l’induction d’un dommage à l’ADN

L’apoptose induite par un dommage génotoxique est caractérisée principalement

par l’activation de la voie mitochondriale [324, 329, 707, 70$]. Les protéines de la famille

Bel-2 sont des régulateurs cruciaux de l’apoptose et agissent surtout au niveau de

l’activation et du contrôle des évènements apoptotiques mitochondriaux, tels que la

perméabilisation de la membrane externe et le relargage du cytochrome e. La régulation de

l’activation de la voie mitochondriale par les protéines de la famille Bel-2 a surtout été

étudiée dans un contexte cellulaire où la protéine p53 est fonctionnelle. En effet,

l’activation de la protéine p53 par les divers traitements de chimiothérapie et de



205

radiothérapie enclenche les réponses cellulaires dont l’activation du programme

apoptotique [727J. L’induction de gènes pro-apoptotiques par le facteur p53 constitue son

mode d’action pro-apoptotique principal. Parmi les cibles de p53 on retrouve des membres

de la famille Bd-2 dont les gènes pro-apoptonques bax, puma, noxti et bd (voir section:

1.4.2.1 - Le facteur p53). Ces protéines peuvent ensuite promouvoir 1’ apoptose de diverses

façons, pnncipalement en transioquant vers le compartiment mitochondnal, où elles

stimulent la perméabilisation de la mitochondne et/ou inhibent l’action protectrice de leurs

homologues anti-apoptotiques (voir section: 1.3.1.3 - La iranslocation mitochondriale et

l’action des protéines de la famille Bel-2). La régulation de la voie mitochondriale et le

comportement moléculaire des protéines de la famille Bd-2 lors de l’apoptose induite par

un dommage génotoxique, mais survenant en l’absence d’une protéine p53 fonctionnelle,

demeurent actuellement peu connus. Pourtant, un environnement cellulaire tumoral p53-

déficient est représentatif de plus de la moitié des néoplasmes humains. Nous avons donc

entrepris une étude visant à mieux définir l’apoptose activée indépendamment de p53, en

investiguant plus précisément les fonctions des protéines Bcl-2-hke dans l’apoptose p53-

indépendante et les résultats de cette étude sont présentés dans le chapitre 3.

En utilisant, comme modèle expérimental, la lignée cellulaire Namaiwa p53-

déficiente, nous avons démontré une augmentation de l’expression et/ou une translocation

mitochondriale de certaines protéines pro-apoptotiques Bcl-2-like après l’induction du

dommage à l’ADN par la CPT. Les protéines de type BH3-unique Bik et les isoformes

Bim-EL, Bim-L et Bim-S subissent une augmentation d’expression aussi tôt qu’une heure

après le traitement de CPT (Chap.3, Fig.3). L’apoptose dans les cellules Namaiwa est très

rapide, le cytochrome c apparaît dans le cytosol entre 2 h et 3 h après le traitement, le pic

de la chute de tPm se situe entre 3 h et 4 h après le traitement, les caspase-9-like

(LEHDase) et -3-like (DEVDase) sont activées entre 2 h et 4 h après CPT, le pic

d’activation se situant à 6 h, la fragmentation de l’ADN débute entre 3 h et 4 h après le

traitement et la cellule présente des caractéristiques morphologiques typiquement

apoptotiques dès 4 h suivant le traitement (Chap. 3, fig.]). Il semble donc que la voie

mitochondnale soit activée dans les 3 premières heures suivant le traitement de CPT et que

le processus apoptotique se déroule entièrement pendant une période de 6 à $ h après

l’induction du dommage à l’ADN. Le 8H3-unique Bik est plus fortement exprimé tout au

long du processus apoptotique, alors que l’expression de Bim-EL et Bim-L est plus forte 1

h après le traitement et est par la suite variable (Chap.3. fig.3). La hausse de l’expression
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de Bim-S est faible et son niveau d’expression est aussi variable après le traitement

(Chap.3, fig.3). Bim-EL est la seule protéine Fout laquelle une induction au niveau de

l’ARNm a été détectée, bien que cette augmentation des niveaux d’ARNm codant pour

Bim-EL apparaisse uniquement dans les 2 h à 4 h après le traitement (Chap.3, fig.2 B),

alors que l’augmentation de l’expression de la protéine survient 1 h après le traitement

(Chap.3, Fig.3). De plus, l’augmentation de l’expression de la protéine Bik (Chap.3, Fig.3)

ne corrèle pas avec une induction au niveau de l’ARNm, les quantités d’ARNm codant

pour Bik n’augmentent pas de manière significative pendant les premières heures de

l’apoptose (Chap.3, fig.2 A). Ces résultats suggèrent que l’augmentation d’expression

soudaine des Bcl-2-like ne peut pas être uniquement due à une activation

transcriptionnelle. De façon générale, les cellules traitées à la CPI montrent une grande

hétérogénéité et complexité dans leurs réponses cellulaires, incluant la voie du système

ubiquitine/protéosome [728], qui joue un rôle majeur dans la dégradation de nombreuses

protéines impliquées dans divers processus cellulaires incluant la régulation de ta mort

cellulaire [7291. Il a été démontré que des inhibiteurs de la voie ubiquitine/protéosome

peuvent induire l’apoptose dans une variété de lignées cellulaires tumorales et

transformées, incluant les cellules Namaiwa et U937 [572, 728]. Une étude récente de Sun

et al. démontre qu’en cours d’apoptose, les caspases peuvent cliver certaines sous-unités

régulatrices du protéosome, diminuant ou inactivant ainsi la voie de dégradation par le

système ubiquitine/protéosome [206]. Selon d’autres études, les protéines de la famille

Bd-2, dont Bax, Bak, tBid, Bik, Bel-2 et Bcl-xES, sont très sensibles à la voie de

dégradation du système ubiquitine/protéosome [78, 199-203]. Une baisse d’activité du

système de dégradation ubiquitine/protéosome pourrait donc résulter en une augmentation

de l’expression de certains Bcl-2-like et faciliter ainsi l’apoptose. L’augmentation

d’expression de Bik et Bim que nous avons observée dans les cellules Namalwa pourrait

aussi être le résultat d’une altération du système ubiquitine/protéosome après le traitement

de CPI. Marshansky et al. ont reporté que l’inhibition du protéosome dans des cellules I

et B, incluant la lignée Namaiwa, mène rapidement à la stabilisation et à l’accumulation de

Bik dans les mitochondries [201]. Cette étude supporte l’hypothèse que l’expression de

Bik, et possiblement de son homologue Bim, pourrait être affectée par la voie du système

ubiquitine/protéosome dans notre modèle d’apoptose p53-indépendante.

Une induction de Bim, au niveau de 1’ARNm et de la protéine, a aussi été reportée

dans d’autres modèles d’apoptose. De plus, Bim semble jouer un rôle important dans le
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maintien de l’homéostasie du système hématopoiétique et est essentiel la réponse

apoptotique après certains stimuli de mort cellulaire [730]. Une hausse de l’expression

protéique de Bim-EL et Bim-L a été reportée suite à la stimulation du récepteur à cellule T

[731]. Dans ce modèle, Bim-EL et Bim-L ont été retrouvés dans des complexes avec Bd

xL et déclenchent la mort apoptotique des cellules T auto-réactives, possiblement en

inhibant la fonction pro-survie de Bcl-xL [731]. Une augmentation des niveaux d’ARNm

codant pour Bim et une hausse de l’expression des protéines Bim-EL, Bim-L et Bim-S ont

aussi été observées dans des cellules murines Baf-3 suite à une carence en IL-3, ainsi

qu’après l’induction d’un dommage à t’ADN par un traitement avec l’étoposide [732],

suggérant un rôle pour Bim dans la réponse apoptotique après un dommage génotoxique.

Dans notre étude, nous n’avons pas encore déterminé les mécanismes ou les facteurs de

transcription qui pourraient être responsables de l’induction de Bim. Dans les neurones

sympatiques, l’activation de la voie JNK-c-Jun stimulerait l’expression de Bim [643], le

gène bim pourrait donc être une nouvelle cible potentielle du facteur de transcription c-Jun.

Le rôle du facteur c-Jun dans notre modèle d’apoptose p53-indépendante a été investigué.

Nos résultats, reportés dans le chapitre 4 et discutés dans une section ultérieure (voir

section: 5.7 - Un rôle pro-apoptotique pour les facteurs de transcription p73 et p63),

suggèrent toutefois que c-Jun joue un rôle anti-apoptotique dans notre modèle.

Récemment, la régulation franscriptionnelle positive de Bim par les facteurs FoxO3a [661]

et E2FI [656] a été associée à l’induction de l’apoptose dans les cellules de cancer du sein

MDA-231 et dans la lignée cellulaire NIH3T3, respectivement. Ces deux facteurs

s’ajoutent donc à la liste de facteurs potentiellement impliqués dans l’induction de Bim

dans notre modèle.

Il est intéressant de noter que nous n’avons observé aucune variation significative

dans le patron d’expression du multi-domaines Bax-Œ, ni au niveau de l’ARNm, ni au

niveau de la protéine (Chap.3, fig.2 A et Fig.3). À noter que l’isoforme Bax-a est la forme

la plus abondante, tout simplement appelée Bax dans la majorité des études. Cette

observation n’est peut-être pas surprenante, considérant que le gène bax semble surtout

être sous le contrôle transcriptionnel de p53 [519, 576, 5771, absent dans notre modèle. De

façon similaire, l’expression du multi-domaines Bak ne subit pas de variations

significatives pendant l’apoptose induite par la CPT, tant au niveau de l’ARNm que de la

protéine (Chap.3, Fig.2 A et Fig.3). Il semble donc que les deux catégories de protéines

pro-apoptotiques se comportent différemment dans notre modèle d’apoptose: les protéines
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de type BH3-unique (Bik, Bim) subissent des variations dans leur niveau d’expression,

alors que le patron d’expression des protéines de type multi-domaines (Bax, Bak) demeure

plutôt stable pendant l’apoptose induite par la CPI.

5.3.2 Translocation mitochondriale et oligomérisation des protéines Bcl-2-like après

l’induction d’un dommage à l’ADN

L’augmentation d’expression des protéines Bik et Bim est une première indication

de leur participation potentielle dans la réponse apoptotique après le traitement de CPI.

Bien que cette hausse d’expression suggère l’implication de Bik et Bim, c’est surtout la

localisation sous-cellulaire des Bcl-2-like qui est déterminante dans l’apoptose.

Effectivement, une protéine peut être impliquée dans des phénomènes cellulaires sans

nécessairement subir au préalable une induction, pourvu qu’elle soit exprimée de manière

suffisante. Par exemple, les protéines multi-domaines Bax et Bak sont abondamment

exprimées dans les cellules Namaiwa tout au long du processus apoptotique (Chap.3,

Fig.3). Nous avons donc investigué la relocalisation sous-cellulaire des protéines Bik et

Bim, ainsi que des multi-domaines Bax et Bak, après le traitement de CPI. L’étude

présentée au chapitre 2 a déjà démontré que les protéines Bcl-2-like sont apparemment

exclues du compartiment lysosomial pendant l’apoptose induite par la CPI (Chap.2,

Fig.6). Nous avons préparé des fractions mïtochondriales par une technique de

fractionnement sous-cellulaire et de doubles gradients de densité metrizamide/Percoll, à

partir de cellules non-traitées et traitées jusqu’à 4 h avec la CPI, étant donné que

l’activation de la voie mitochondriale semble survenir dans les 3 premières heures suivant

le traitement de CPI (Chap.3, Fig.]). Cette technique de purification est la même que celle

utilisée dans l’étude de caractérisation de la voie lysosomiale après CPI, présentée dans le

chapitre 2, qui permet de séparer les lysosomes des fractions mitochondriales.

Nos résultats démontrent que les protéines multi-domaines Bax-Œ et Bak

transloquent à la mitochondrie entre 1 h à 2 h après le traitement de CPI dans les cellules

p53-déficientes (Chap.3, Fig.4). Il est intéressant de constater que nous avons obtenu un

patron de translocation mitochondriale similaire pour Bax-a dans une deuxième lignée

cellulaire p53-déficiente, les cellules humaines monocyte-like U937 (Chap.3, Fig. 7). Étant

donné que les protéines de la famille Bd-2 fonctionnent principalement par

ollgomérisation avec leurs homologues, nous avons investigué la formation de complexes
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protéiques par les différents membres des Bd-2 qui ciblent le compartiment mitochondrial

en cours d’apoptose, en utilisant tout d’abord une technique chromatographique de

filtration sur gel, qui permet de séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire

(Chap.3, fig.5). En plus de se relocaliser à la mitochondrie, Bax-a forme de nouveaux

oligomères de haut poids moléculaire (200 à 500 kDa) dans les cellules Namalwa

apoptotiques (Chap.3, fig.5). En effet, nos résultats montrent que Bax-Œ se déplace vers la

gauche après le traitement de CPI, ce qui signifie qtie Bax-Œ se complexifie davantage

(Chap.3, fig.5). À noter que le déplacement de Bax-Œ vers les fractions de haut poids

moléculaire n’est pas total, c’est-à-dire que 2 h et 4 h après le traitement, on détecte encore

du Bax-Œ dans les mêmes fractions que les cellules non-traitées (Chap.3, fig.5).

Cependant, nous travaillons toujours avec une population mixte de cellules, qui sont très

hétérogènes dans leur réponse aux agents inducteurs de dommage à l’ADN. Ces cellules

n’entrent pas toutes en apoptose au même moment, par exemple, 4 h après le traitement de

CPT, il y a environ 30 % des cellules de notre population qui sont en apoptose, tel que

démontré par le pourcentage de cellules qui présentent un contenu hypoploïde d’ADN ou

pic sub-Gl (Chap.3, fig.]). Le traitement de CPI affecte donc une proportion de la

population de cellules seulement, ce qui explique pourquoi le déplacement de Bax-a est

partiel et graduel dans le temps. Antonsson et al. ont obtenu un profil d’élution de Bax

dL similaire dans un modèle d’apoptose différent, dans lequel ils ont analysé des extraits

mitochondriaux provenant de cellules HeLa traitées avec la staurosporine [399]. Donc,

même si le patron d’expression de Bax-Œ ne varie pas après le traitement de CPT, sa

relocalisation vers la mitochondrie et son assemblage en de gros complexes protéiques

contribuent possiblement à perturber la mitochondrie et à faciliter ainsi le relargage de

cytochrome c.

Contrairement à Bax-Œ, le profil d’élution de Bak ne varie pas beaucoup après le

traitement de CPI (Chap.3, Fig.5). Il a été suggéré que Bak est une protéine qui réside

principalement dans le compartiment mitochondrial où il est apparemment inactif dans des

cellules saines. Suite à des signaux de mort cellulaire, Bak subit des changements de

conformation etlou des étapes d’oligomérisation qui stimulent son activation dans la

membrane mitochondriale [141, 156, 4031. Des changements de conformation de Bak

pourraient être responsables de son petit déplacement observé après CPI (Chap.3, fig.5).

La co-élution de Bax-Œ et de Bak dans certaines fractions (Chap.3, fig.5) suggère aussi
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que ces deux protéines peuvent faire partie des mêmes complexes protéiques dans les

cellules apoptotiques, où Bax-Œ et Bak pourraient interagir avec le méga-pore

mitochondrïal mPIP, ou encore s’assembler sous forme de canaux mitochondriaux. Notis

avons donc disséqué la composition des complexes protéiques de haut poids moléculaire

observés par filtration chromatographique sur gel en effectuant des expériences

d’immunoprécipitations (W), directement à partir de fractions mitochondriales (Chap.3,

fig.6). Nos résultats démontrent que peu de temps après le traitement de CPT, Bax-Œ et

Bak interagissent l’un avec l’autre (Chap.3, fig.6 A, B). De plus, Bax-Œ et Bak se lient

aussi à VDAC1, la protéine la plus abondante du mPTP (Chap.3, Fig.6 A, B). Il est

intéressant de constater que les protéines de type BH3-unique Bim et Bik, ainsi que l’anti

apoptotique Bd-2, sont absents des immunocomplexes formés par Bax-Œ et Bak (Chap.3,

Fig.6 A, B). Au meilleur de notre connaissance, c’est la première fois que des complexes

endogènes Bax/Bak, Bax/VDAC1 et BakIVDAC1 sont détectés dans des cellules humaines

après l’induction d’un dommage à l’ADN. De plus, la similarité entre le comportement

moléculaire et les partenaires de liaison de Bax-Œ et Bak est en accord avec les données

récentes qui indiquent que les multi-domaines Bax et Bak agissent de manière similaire et

redondante dans de nombreux modèles de mort cellulaire [142, 157, 158]. La relocalisation

mitochondriale des protéines pro-apoptotiques Bax-Œ et Bak et leur assemblage sous forme

de complexes protéiques qui incluent la protéine mitochondriale VDAC 1 pourraient bien

représenter un évènement clé qui déstabilise la mitochondrie et induit l’apoptose p53-

indépendante des cellules Namalwa.

Nos résultats démontrent que Bik se relocalise lui aussi à la mitochondrie entre Î h

à 2 h après CPI (Chap.3, fig.4). Selon certaines études, le mode d’action principal de Bik

est de lier et d’antagoniser ses homologues anti-apoptotiques comme que Bd-2 et Bcl-xL,

agissant comme un BH3-unique sensibilisateur, bien qu’il ait été aussi proposé que Bik

pouvait promouvoir l’apoptose indépendamment de telles interactions [201, 418, 419,

502]. Selon Shimizu et al., Bik ne semble pas non plus interagir avec VDAC1 [352]. Dans

notre étude, Bik se relocalise à la mitochondrie (Chap.3, Fig.4) et son profil de

déplacement vers une fraction unique correspondant à une masse moléculaire d’environ 67

kDa indique la disparition de Bik en tant que monomère après le traitement de CPI

(Chap.3, Fig.5). Ces résultats suggèrent que Bik pourrait aussi être impliqué dans le

phénomène de dysfonction mitochondriale, peut-être via une homo-oligomérisation avec

d’autres molécules de Bik, ou via son assemblage avec des protéines distinctes. Selon les
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expériences d’IP, Bik est clairement absent des immunocomplexes formés par Bax-Œ, Bak

et Bim (Chap.3, Fig.6). Malheureusement, nous n’avons pas réussi à immunoprécipiter Bik

à partir des fractions mitochondriales, ni à partir d’extraits de cellules entières (données

non-montrées). Il est donc difficile de clarifier le rôle précis de Bik pour l’instant. Notre

étude démontre seulement que Bik cible la mitochondrie pendant l’apoptose, mais il ne

semble pas interagir avec Bax-a, Bak et Bim.

L’étude de relocalisation mitochondriale démontre également qu’au moins 2 des 3

isoformes de Bim, soit Bim-EL et Bim-L, se déplacent vers le compartiment mitochondrial

entre 2 h et 3 h après le traitement de CPT (Chap.3, Fig.4). Bim-EL et Bim-L semblent

être les isoformes de Bim les plus abondantes dans les cellules Namalwa, alors que la

détection de Bim-S s’avère plus difficile, bien que ce dernier semble tout de même plus

fortement exprimé dans les fractions mitochondriales provenant de cellules traitées pendant

2 h et 3 h avec la CPT (Chap.3, fig.4). Il a été démontré que Bim-EL et Bim-L sont

séquestrés au niveau du cytosquelette dans des cellules saines, mais suite à divers signaux

apoptotiques, Bim-EL et Bim-L sont libérés, transloquent vers la mitochondrie et/ou se

lient à leurs homologues anti-apoptotiques pour inhiber leur fonction pro-survie, favorisant

ainsi l’apoptose [160J. Une fois dans le compartiment mitochondrial, Yamaguchi et al. ont

montré que Bim-EL pouvait se lier à Bax et stimuler le changement de conformation et

l’insertion de Bax dans la membrane mitochondriale, facilitant ainsi le relargage de

cytochrome c et l’apoptose, ce qui suggère que Bim-EL pourrait agir comme un BH3-

unique de type activateur, comme son collègue tBid [4161. De plus, Bim-EL semble aussi

être capable d’interagir directement avec VDAC 1 et accroître l’activité de canal du mPTP,

favorisant encore une fois la sortie des molécules apoptogéniques et l’apoptose [354]. Au

contraire de Bim-EL, l’isoforme Bim-L serait incapable d’activer directement Bax, mais

Bim-L interagirait plutôt avec les anti-apoptotiques, ce qui inhibe leur fonction pro-survie,

tout en libérant les multi-domaines Bax et Bak de leur séquestration par les anti

apoptotiques, permettant à Bax et Bak de s’activer au niveau mitochondrial [4171. Selon

ces études, Bim semble être capable de moduler la perméabilisation mitochondriale et

constitue un inducteur efficace de l’apoptose.

La transiocation mitochondriale que nous avons observée pour Bim-EL et Bim-L

(Chap.3, Fig.4), ainsi que l’assemblage de Bim-EL en oligomères de haut poids

moléculaire (Chap.3, Fig.5), suggèrent que Bim est impliqué dans la réponse apoptotique

des cellules Namaiwa après l’induction du dommage à l’ADN. De plus, les expériences
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d’W révèlent pour la première fois, à notre connaissance, une association endogène entre

Bim et VDACI dans des cellules humaines (Chap.3, Fig.6 q. De façon intéressante, nos

résultats montrent aussi que l’anti-apoptotique Bel-2 co-précipite avec Bim, alors que les

multi-domaines Bax-a et Bak et le BH3-unique Bik sont absents des immunocomplexes

formés par Bim (Chap.3, fig.6 q. Cette absence de Bax-Œ et Bak corrèle avec les

expériences d’P inverses qui montraient que Bim-EL est absent des immunocomplexes de

Bax-Œ et Bak (Chap.3, fig.6 A, B). Donc, le comportement moléculaire du BH3-unique

Bim est différent de celui des multi-domaines Bax-Œ et Bak après l’induction d’un

dommage à l’ADN dans les cellules p53-déficientes. Nos résultats suggèrent qu’après

l’induction du dommage à l’ADN, Bim se lie à Bel-2, possiblement pour inhiber sa

fonction anti-apoptotique et faciliter l’exécution de la mort apoptotique. Donc Bim semble

agir comme un BH3-unique de type sensibilisateur dans notre modèle, et non comme une

molécule de type activatrice, étant donné que Bim n’ interagit pas avec Bax et Bak.

L’anticorps anti-Bim que nous avons utilisé dans notre étude immunoprécipite les 3

isoformes de Bim, Bim-EL, Bim-L et Bim-S (Chap.3, Fig.6 q, ce qui rend impossible

l’attribution d’un rôle spécifique à chacune des isoformes. Il semble également qu’une plus

petite quantité de Bim soit immunoprécipitée après le traitement de CPT (Chap.3, fig.6

q, ce qui ne concorde pas avec la transiocation mitochondriale de Bim observée après

CPT (Chap.3, Fig.4). Il se peut que la forme mitochondriale de Bim subisse un

changement de conformation après le début de l’apoptose. De tels changements de

conformation sont effectivement requis pour que plusieurs Bcl-2-lilce transloquent vers la

mitochondrie et s’insèrent dans la membrane {1$9, 190, 400, 401]. Il est possible que

l’anticorps utilisé pour immunoprécipiter Bim ait de la difficulté à se lier à une molécule

Bim de conformation différente, ce qui pourrait expliquer la plus petite quantité de Bim

immunoprécipitée après CPT. Selon le profil d’élution de Bim-EL, VDAC1 et Bel-2

obtenu par les expériences chromatographiques de filtration sur gel (Chap.3, Fig.5),

l’immunoproécipitation de VDACI avec Bim-EL était attendue étant donné qu’il y a co

élution dans certaines fractions, alors que l’immunoprécipitation de Bim-EL avec Bel-2 est

plutôt surprenante, parce que ces deux protéines ont été détectées dans des fractions

distinctes. Il est donc plus probable que ce soit les deux autres isoformes, Bim-L et Bim-S

qui se lient à Bel-2, pendant que Bim-EL interagit avec VDAC1, en accord avec les études

de Terradillos et al. [417] et Sugiyama et al. [354], respectivement. L’interaction entre

Bim et VDAC1 pourrait faciliter l’ouverture du mPTP, tel que démontré par Sugiyama et
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al. [354], favorisant ainsi la mort par apoptose. Toutefois, nous n’avons pas détecté

d’interaction entre Bim et les multi-domaines Bax/Bak, contrairement aux travaux de

Yamaguchi et al. [416]. Le mode d’action de Bim semble donc dépendre du contexte

cellulaire et du type d’insulte cytotoxique. Il a aussi été proposé que l’insertion de Bim

dans la membrane mitochondriale pouvait causer une déstabilisation de la structure de la

bi-couche lipidique, ce qui est suffisant pour induire une perméabilisation de la

mitochondrie et faciliter l’apoptose [385]. Ce type d’action de Bim peut donc aussi

intervenir dans notre système.

En conclusion, l’étude présentée dans le chapitre 3 permet de mieux défmir le mode

d’action de certaines protéines pro-apoptotiques de la famille Bd-2 dans l’apoptose p53-

indépendante. Alors que les protéines Bcl-2-lilce ne ciblent apparemment pas les lysosomes

en cours d’apoptose (voir chapitre 2), nous avons démontré que, dans les premières heures

suivant l’induction du dommage à l’ADN, les protéines multi-domaines Bax et Bak, ainsi

que les BI-13-unique Bik et Bim se relocalisent vers le compartiment mitochondrial, suivi

par leur assemblage sous forme de complexes protéiques distincts. Cette étude révèle pour

la première fois, dans un contexte de protéines endogènes et non surexprimées

expérimentalement, la formation de complexes Bax!Bak, BaxJVDAC 1, Bak/VDAC 1,

BimIVDAC1 et BimfBcl-2 dans des cellules apoptotiques humaines. La translocation

mitochondriale et l’oligomérisation des protéines de la famille Bel-2 contribuent de

manière très plausible â la déstabilisation mitochondriale et à l’exécution de l’apoptose par

une voie p53-indépendante.

5.4 Un rôle pro-apoptotique pour les facteurs de transcription p73 et p63 dans

]‘apoptose p53-indépendante

La lignée cellulaire de lymphome de Burkitt’s Namalwa présente deux mutations

non-synonymes du codon 24$ dans l’exon 7 de p53, situé dans le domaine de liaison à

l’ADN. Sur un allèle du gène p53, l’acide aminé arginine est muté en glutamine et sur

l’autre allèle, l’arginine est mutée en tiyptophane [698]. Les cellules Namaiwa sont donc

incapables d’exprimer un facteur p53 actif transcriptionnellement. Malgré leur déficience

pour p53, ces cellules meurent rapidement par apoptose suite à l’induction d’un dommage

génotoxique, via l’activation des voies apoptotiques mitochondriale et lysosomiale, comme

nous l’avons démontré dans les chapitres 2 et 3. Nous avons donc investigué le rôle
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potentiel d’autres facteurs de transcription dans notre modèle d’apoptose p53-

indépendante, dans le but d’identifier un ou des facteurs qui auraient une fonction pro

apoptotique après l’induction du dommage à l’ADN. Nous avons initié notre étude en

évaluant le rôle des facteurs NF-KB et c-Juni’APl, ainsi que de p73 et p63, les deux autres

membres de la famille de p53. Les résultats de cette étude sont présentés dans le chapitre 4.

NF-id3 est généralement associé à une fonction pro-survie, mais quelques études

ont également suggéré que NF-icB pouvait jouer un rôle pro-apoptotique dans certains

modèles (voir section: 1.4.2.4 - Le facteur Nf-KB). De plus, l’activation de NF-KB a déjà

été associée à l’apoptose p53-indépendante dans un modèle d’apoptose induite par la CPI

[637], d’où l’intérêt porté à NF-KB dans notre étude. Le facteur de transcription c-JunJAP1,

activé par la cascade signalétique des JNK, intervient dans des conditions de stress

cellulaire variées et a été associé à l’apoptose dans certains modèles. Le facteur c-Jun!API

promouvoit la survie des cellules dans certaines conditions mais des fonctions pro

apoptotiques ont plus souvent été reportées pour c-JunJAP1 (voir section: 1.4.2.5 - Azttres

facteurs de transcription,.). Il a été suggéré que la voie JNK-c-Jun stimulerait l’expression

du BH3-unique Bim dans des neurones privées de NGF [643J. Étant donné que nous avons

observé l’induction de Bim dans les cellules Namalwa traitées avec la CPI (voir chapitre

3), le facteur c-JunJAPÏ constitue un candidat intéressant pour médier l’apoptose en

l’absence de p53. Nos résultats démontrent clairement que le facteur NF-id3 est activé suite

à l’induction du dommage à l’ADN dans les cellules Namalwa p53-déficientes (Chap.4,

Fig.] A), ce qui concorde avec de nombreuses données dans ta littérature indiquant qu’un

dommage génotoxique mène à l’activation de NF-KB [616-621, 704]. Pour déterminer le

rôle de NF-icB, nous avons bloqué son activation en surexprimant le dominant négatif

FcB(SR) dans les cellules Namalwa. Nous avons ainsi obtenu une réduction considérable

de l’activité de liaison à l’ADN de NF-id3 après le traitement de CPI (Chap.4, Fig.] A).

L’activité de NF-idll n’est toutefois pas totalement inhibée par la surexpression du

dominant négatif (Chap.4, Fig.] A), ce qui est possiblement dû à la présence d’autres

formes d’IicB telle que IKBE3, dont l’activité répressive sur NF-id3 n’est pas affectée par la

présence d’IKB(SR) qui inhibe uniquement la forme hCBŒ [638, 702, 703]. Nous avons

ensuite déterminé la conséquence d’une réduction de l’activité de NF-icB sur la réponse

apoptotique des cellules Namalwa après l’induction du dommage à l’ADN. Nos résultats

indiquent que la fragmentation de l’ADN est plus élevée lorsque l’activité de NF-KB est
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réduite (Chap.4, Fig.] B), ce qui suggère que le facteur NF-icB promouvoit la survie des

cellules, étant donné qu’il y a plus d’apoptose lorsqu’il est inhibé.

L’activation du facteur c-Jun/API par l’induction d’un dommage génotoxique est

moins bien établie que pour l’activation de NF-KB. Selon nos résultats, l’activité de liaison

à l’ADN de c-JunJAPÎ semble augmenter très légèrement et de façon uniquement

transitoire dans les cellules Namalwa après le traitement de CPT (Chap.4, Fig.2 B).

L’activation de c-JunIAP1 par le dommage à l’ADN demeure donc incertaine dans notre

système et d’autres expériences seront requises, par exemple des EMSA accompagnés de «

supershift », dans le but d’identifier quels membres de la famille API sont activés dans les

cellules Namaiwa. Outre son implication dans l’apoptose, l’activité du facteur c-Jun/AP1

est essentielle pour des processus cellulaires normaux tels que la prolifération et la

différenciation de certains types cellulaires [639]. Dans nos études les cellules traitées avec

la CPT sont toujours en phase proliférative, afin de maximiser l’effet de la CPT. Pour cette

raison, il est donc possible que c-Jun!AP1 soit déjà activé dans les cellules Namalwa

contrôles avant le traitement. Effectivement, nos résultats montrent une forte activité de c

Jun!API dans les cellules contrôles (Chap.4, Fig.2 B). L’activité de c-Jun!APÏ demeure

ensuite très forte pendant les 6 heures suivant le traitement de CPT (Chap.4, Fig.2 B). Il est

donc clair que c-Jun/AP1 est activé dans notre modèle, mais nous ne pouvons affirmer que

l’activité observée est due à l’induction du dommage à l’ADN, étant donné la forte activité

aussi détectée dans les cellules contrôles. La surexpression du dominant négatif Tam67DN

dans les cellules Namalwa ne semble pas non plus avoir d’effet inhibiteur significatif sur

l’activité de c-Jun!AP1 (Chap.4, fig.2 B), bien que le mutant Tam67DN soit exprimé

fortement dans les cellules (Chap.4, Fig.2 A). Il se peut que le mutant Tam67DN ne

fonctionne pas de façon optimale dans notre système, pour une raison inconnue, mais il est

plus probable que ce soit plutôt le manque de spécificité de la technique d’EMSA envers

l’activité du facteur c-Jun qui soit à l’origine du résultat obtenu. En effet, outre le facteur e

Jun, il est possible que d’autres membres de la famille API, par exemple les facteurs JunB,

JunD, ainsi que les protéines fos et AIF, forment des dimères actifs dans les cellules

Namaiwa. Ces autres facteurs API, qui ne sont pas affectées par la surexpression du

dominant négatif Tam67DN, pourraient être responsables de la liaison de la séquence

consensus APi et de la forte activité détectée par EMSA, masquant ainsi les variations

dans l’activité des dimères formés par c-Jun. Les cellules transfectées avec le mutant

Tam67DN ont été sélectionnées pendant plusieurs semaines afin d’obtenir des lignées
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stables. Si la fonction c-Jun!APÎ est essentielle à la survie des cellules, il se peut que les

cellules aient développé une voie compensatoire, par exemple l’activation des autres types

de dimêres AP1, pendant le processus de sélection. Quoi qu’il en soit, la réponse

apoptotique des cellules Namalwa surexprimant le dominant négatif Tam67DN a quand

même été évaluée suite au traitement de CPT. Nos résultats indiquent que le % de

fragmentation de l’ADN est plus élevé lorsque les cellules surexpriment Tam67DN

(Chap.4, fig.2 C). Ce résultat est étonnant compte tenu de l’absence d’effet significatif de

Tam67DN en EMSA, mais indique que le mutant Tam67DN produit bet et bien un effet

dans les cellules. Ces données suggèrent qu’un dimère du groupe c-Jun!AP1 semble

effectivement impliqué suite à l’induction du dommage à l’ADN, mais qu’il aurait lui aussi

une fonction favorisant la survie des cellules, de manière similaire à NF-icB. De façon

intéressante, il a été constaté que la fonction de la voie JNK-c-Jun est reliée au statut de

p53. En effet, l’inhibition de l’activité JNK par des antisens empêche la croissance de

certaines cellules p53-déficientes en stimulant leur mort apoptotique, mais n’affecte pas la

croissance de cellules tumorales positives pour p53 [733]. De plus, il a été reporté que la

voie JNK-c-Jun bloque les arrêts du cycle cellulaire stimulés par l’activation de p53,

favorisant ainsi l’apoptose p53-dépendante [734]. L’ensemble de ces données semble

indiquer que la voie JNK-c-Jun stimule l’apoptose lorsque p53 est présent et activé, alors

que dans des cellules tumorales p53-déficientes, la voie JNK-c-Jun exerce plutôt des

fonctions anti-apoptotiques. Ces données s’accordent avec l’effet anti-apoptotique de c

Jun/API observé dans nos cellules Namalwa p53-déficïentes.

Les facteurs de transcription p73 et p63, les deux autres membres de la famille de

p53, sont aussi impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire et de l’apoptose. Toutefois,

les fonctions de p73 et p63 sont moins bien connues que celles de p53 et il n’est pas certain

qu’ils agissent comme supresseurs de tumeur, à l’inverse de p53 (voir section: 1.4.2.3 - Les

facteurs p73 et p63). Le facteur p73 peut être activé suite à l’action de certains agents

chimiothérapeutiques dont la camptothecine [600]. Tout comme p53, la phosphorylation de

p73 accroît sa stabilité et son acétylation stimule son activité (voir section: 1.4.2.3 - Les

facteurs p73 et p63). Par contre, la régulation du facteur p63 n’est pas très bien connue

actuellement et l’activation de p63 suite à l’induction d’un dommage génotoxique est

encore incertaine. Les facteurs p73 et p63 ont été associés à l’induction de l’apoptose dans

quelques modèles et certains gènes-cibles de p53 tels que bax, puma, DR5, p21 et mdm2,

sont aussi transactivés par les homologues p73 et p63, bien que l’induction p73 et/ou p63-
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dépendante soit souvent moindre que celle médiée par p53 (voir section: 1.4.2.3 - Les

facteurs p73 et p63). Toutefois, selon plusieurs études, l’activation de p73 par certains

agents chimiothérapeutiques est suffisante pour déclencher I’apoptose indépendamment de

p53, ce qtli pourrait expliquer la sensibilité de certaines lignées cellulaires tumorales p53-

déficientes envers les traitements de chimiothérapie [603, 735, 7361. Les facteurs p73 et

possiblement p63 sont donc des candidats potentiels pour médier l’apoptose p53-

indépendante dans notre modèle. Nous avons investigué le rôle de ces facteurs dans notre

modèle d’apoptose induite par la CPT. Il existe plusieurs variants de p73 et p63 exprimés à

la fois dans les cellules saines et tumorales. Nous avons surexprimé dans les cellules

Namalwa une forme délétée des variants p73Œ, p73 f3, p63a et p63 f3. Ces formes tronquées

à l’extrémité N-teminale, appelées ANp73a, ANp73f3, ANp63Œ et ANp63f3, sont

déficientes pour le domaine de transactivation. Ces formes délétées existent de façon

endogène dans les cellules et agissent comme inhibiteur de type dominant négatif de

l’activité des facteurs p73 et p63 [600, 7061. 11 a été démontré que p53 et p73 induisent

l’expression de l’inhibiteur ANp73, formant ainsi une boucle de régulation négative [737].

Selon nos résultats, les cellules qui surexpriment les dominants négatifs ANp73Œ et

ANp73f3 ont un % de fragmentation d’ADN plus faible que les cellules Namalwa contrôles

suite au traitement de CPT (Chap4, Fig.3 B). Ces résultats indiquent que l’inhibition des

variants p73Œ et p73f3 cause une résistance des cellules envers l’apoptose induite par la

CPT. Nos données suggèrent donc que p73 est impliqué suite à l’induction du dommage à

l’ADN et que p73 agirait de manière à promouvoir le programme apoptotique dans les

cellules Namalwa p53-déficientes. De façon similaire, l’inhibition de l’isoforme p63f3

protège presque totalement les cellules Namalwa de l’apoptose, du moins de la

fragmentation de l’ADN, pendant les 6 premières heures suivant le traitement de CPT

(Chap.4, fig.3 D). Par contre, il est incertain que l’inhibition du variant p63cL induise un

tel effet protecteur (Chap.4, Fig.3 D), bien que le mutant ANp63Œ semble fortement

exprimé dans les cellules Namalwa avant et après le traitement de CPT (Chap.4, fig.3 C).

Il semble également que la protéine transfectée ANp63f3 soit plus faiblement exprimé dans

les cellules Namalwa 4 h après le traitement (Chap.4, Fig.3 C), alors que l’effet protecteur

contre la fragmentation de l’ADN demeure soutenu jusqu’à 6 h après CPI (Chap.4, fig.3

D). Toutefois, l’immunobavardage « Western blot » de la fig. 6 C a été effectué

uniquement pour démontrer l’expression de ANp63f3 dans les cellules Namaiwa. La
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différence dans le niveau d’expression de ANp633 avant et après le traitement n’est pas

nécessairement significative, étant donné l’absence de contrôle interne tel que 13-actine

(Chap.4, Fig.3 C). Des expériences supplémentaires sont donc nécessaires pour valider ces

observations.

Nos résultats suggèrent donc que p73 et p63 jouent un rôle pro-apoptotique suite à

l’induction du dommage génotoxique et que ces facteurs pourraient contribuer à médier

l’apoptose en l’absence de p53. Toutefois, ces résultats sont des données préliminaires et

des investigations supplémentaires seront nécessaires pour affirmer avec certitude que p73

et p63 induisent l’apoptose dans notre modèle. Par exemple, d’autres paramètres

apoptotiques tels que le relargage de cytochrome c et l’activation des caspases devraient

aussi être évalués dans les cellules qui surexpriment les inhibiteurs de p73 et p63, et le

statut d’activation de p73 et p63 suite au traitement de CPT devrait être déterminé.

L’induction de p73 au niveau de l’ARNm et de la protéine par la CPT a déjà été reportée

dans des lignées cellulaires tumorales de carcinome colorectal et de gliome, ainsi que dans

les cellules d’ostéosarcome p53-déficientes SAOS-2 [7381. De façon intéressante, Zhu et

al. ont démontré que les cellules MCF7 à la fois traitées avec la CPT et induites pour

exprimer le variant p73Œ exogène, démontrent une activité accrue de la caspase-2,

comparativement à son niveau d’activité dans les cellules qui sont uniquement traitées avec

la CPT, ou qui expriment uniquement p73u [7391. Cette étude suggère que p73 coopère

avec la CPT pour activer la caspase-2 et induire l’apoptose des cellules MCf-7. Toutefois,

toujours selon Zhu et al., la potentialisation de l’apoptose par p73 semble dépendre de

l’expression d’un p53 fonctionnel [739]. Nous avons démontré que la caspase-2 semble

jouer un rôle initiatieur important dans l’induction des voies apoptotiques mitochondriale

et lysosomiale dans les cellules Namalwa traitées avec la CPT (voir Chapitre 2). Il serait

donc intéressant d’ investiguer l’existence d’un lien potentiel entre l’activation de p73 et de

la caspase-2 dans notre modèle, notamment en analysant l’expression de PDD, un

composant du complexe d’activation de la caspase-2, selon l’étude de Tinel et al. [234].

Contrairement à p53 qui est activé principalement par les kinases ATM et ATR

suite à l’induction du dommage à l’ADN, le facteur p73 serait plutôt activé par la tyrosine

kinase c-Abl [598, 602, 603]. L’activation de p73 par c-Abl pourrait impliquer la voie de la

MAP kinase p38 et cette dernière a aussi été associée à l’activation de p73

indépendamment de c-Abl [604]. De plus, il a été démontré qu’une interaction entre

l’oncogène c-Myc, amplifié dans la lignée Namalwa, et p73 pouvait moduler l’activité de
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ce dernier [606]. Il a aussi été reporté que le facteur E2F I actif est recruté au promoteur du

gène p73 et stimule son expression [654]. L’acétylation de p73 par p300 stimule le

recrutement de p73 à ses promoteurs d’ADN [605]. Mantovam et al. ont récemment défini

un lien moléculaire entre les activités de c-Ahi et p300 qui régule la fonction de p73 [740].

Ils ont démontré que suite à l’action de certains agents chimiothérapeutiques (doxombicme

et cisplatine), p73 (particulièrement le variant p73Œ) s’associe à Pml, une enzyme qui

reconnait les résidus sérine ou thréonine phosphoiylés qui sont suivis d’un résidu proline

(appelés sites S/T-P), et que Pini est capable de catalyser des changements de

conformations de ses substrats. La kinase c-Abl, activée après le dommage à l’ADN,

phosphoiyle p73, ce qui accroît l’affinité de PinI pour p73. PiIfi stimule alors un

changement de conformation de p73 qui promouvoit la liaison de p73 à p300, ce qui

augmente l’acétylation et l’activité de p73 [740]. L’enzyme Pini est aussi impliquée dans

l’accumulation et l’activation de p53 suite à l’induction d’un dommage génotoxique [741-

743]. Pini pourrait donc jouer un rôle dans l’activation des membres de la famille p53

suite au dommage génotoxique. Les activités de Pini, c-Abl et de p38 constituent donc des

pistes intéressantes qui pourraient mener à l’activation de p73 dans notre modèle

d’apoptose induite par la CPT.

Il est également possible que les facteurs p73 et p63 soient responsables de

l’induction du gène bim observée dans les cellules Namaiwa traitées avec la CPT (voir

chapitre 3). Outre le gène bim, d’autres membres pro-apoptotiques de la famille Bd-2, tel

que le BH-unique puma, pourraient aussi être des cibles transactivationnelles de p73 et

p63. Ces hypothèses feront l’objet d’investigations futures.

Il a été démontré récemment qu’une forme mutée de p53, bien qu’incapable de lier

l’ADN et de transactiver des gènes, peut transloquer à la mitochondne et induire

directement des perturbations mitochondnales et l’apoptose [7441. En effet, selon Charlot

et al., les cellules de carcinome humain C33A qui portent une mutation au codon 273 de

p53, situé dans le domaine de transactivation, montrent une transiocaflon mitochondriale

de la forme p53 mutée après un traitement avec la staurosporine, accompagnée d’une chute

du APm et de la fragmentation de l’ADN. Toutefois, ils ont observé un certain délai dans

la propagation de l’apoptose des cellules mutées pour p53, comparativement aux lignées

ayant un p53 fonctionnel [744]. La transiocation mitochondnale de p53 avait déjà été

démontrée précédemment et selon certaines études, la forme mitochondnale de p53 aurait

la capacité de lier et d’antagoniser les anti-apoptotiques Bd-2 et Bcl-xL [587, 588, 745].
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La forme cytosolique de p53 semble également être capable d’interagir avec les multi

domaines Bax et Bak, stimulant leur activation au niveau mitochondrial [589, 590]. Les

travaux de Charlot et al. suggèrent une nouvelle fonction pro-apoptotique pour une forme

mutée de p53 qui transloque aussi à la mitochondrie [744]. Des formes de p53 mutées dans

le domaine de transactïvation conservent peut-être certaines capacités d’oligomérisation,

pouvant ainsi promouvoir l’apoptose d’une façon distincte. La mutation de p53 dans les

cellules Namalwa se situe au codon 248 du domaine de transactivation. Il serait intéressant

de déterminer dans les cellules Namalwa si la forme mutée de p53 retient certaines

capacités pro-apoptotiques, telles que translocation mitochondriale et interaction avec les

membres de la famille Bd-2. Bien que la translocation mitochondriale des variants p73 et

p63 et leur dimérisation avec des protéines Bcl-2-like n’aient jamais été reportées, ces

possibilités ne peuvent pas être écartées et pourraient constituer un nouveau mode d’action

pour les facteurs p73 et p63 dans l’induction de l’apoptose.

5.5 Conclusions

Mon projet de doctorat s’est intéressé à l’étude des voies apoptotiques p53-

indépendantes induites par un dommage génotoxique dans des cellules cancéreuses

humaines. La protéine p53 est mutée ou non-fonctionnelle dans plus de la moitié des

tumeurs humaines, d’où l’importance de mieux définir l’apoptose induite par les agents

chimiothérapeutiques en l’absence de p53. Comme modèles expérimentaux, nous avons

utilisé deux lignées cellulaires tumorales p53-déficientes, les U937 (monocyte-like) et les

Namalwa (lymphome B). L’induction d’un dommage à l’ADN dans ces cellules par un

court traitement avec l’inhibiteur de topoisomérase I camptothecine (CPT) déclenche

rapidement l’activation d’un programme apoptotique p53 -indépendant dans les cellules

U937 et Namalwa.

Nous avons mis en évidence l’activation d’une voie apoptotique lysosomiale peu de

temps après l’induction du dommage à l’ADN, définie par une perméabilisation dci

compartiment lysosomial, aussi appelé fuite lysosomiale (55ALL) et par l’activation de la

cathepsine-B, une protéase lysosomiale, qui surviennent simultanément avec la

perméabilisation des mitochondries (chute du APm) et avec l’activation des caspases. Nos

résultats indiquent que l’activité de la cathepsine-B contribue à la propagation de

l’apoptose induite par la CPT. Dans les principaux modèles impliquant l’activation d’une
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voie lysosomiale, la rupture des lysosomes précède les perturbations mitochondriales.

Toutefois, nos résultats indiquent que la perméabilisation des lysosomes semble dépendre

du dommage mitochondrial dans notre modèle d’apoptose. En effet, bloquer l’ouverture du

mPTP mitochondrial avec deux inhibiteurs, la cyclosporine A (CsA) et l’acide bongkreldc

(BkA), diminue considérablement la perte du A’Pm et réduit de manière similaire le ssALL

induits par la CPT. De plus, la surexpression de l’anti-apoptotique Bcl-xL, une protéine

reconnue pour préserver l’intégrité mitochondnale, protège également les lysosomes de la

rupture. supportant l’existence d’une hiérarchie mitochondrie —* lysosome dans notre

modèle d’apoptose. Nous avons également démontré que l’activité des caspases est

essentielle pour que la CPT provoque une perméabiisation des mitochondries et des

lysosomes et que la caspase-2 semble jouer un rôle initiateur important dans l’induction de

l’apoptose. En effet, la perte d’expression de la caspase-2 cause une réduction considérable

de la chute du APm et du ssALL induits par la CPT, indiquant que la caspase-2 agirait en

amont du dommage mitochondrial et lysosomial dans notre modèle d’apoptose p53-

indépendante. finalement, nos travaux suggèrent que l’accumulation intracellulaire de

sphingosine, un lipide qui cible spécifiquement le compartiment lysosomial, pourrait

contribuer au mécanisme de rupture de la membrane lysosomiale suite à l’induction du

dommage à l’ADN. Globalement, cette étude indique que les lysosomes semblent

contribuer à la voie apoptotique mitochondriale et à l’apoptose p53-indépendante induite

par la CPT. Le lysosome apparaît donc comme un nouveau joueur dans l’apoptose médiée

par une lésion génotoxique.

L’activation de la voie mitochondnale joue un rôle central dans l’induction de

l’apoptose générée par un donmmge génotoxique. La voie mitochondriale est modulée de

manière précise et complexe principalement par l’action des protéines de la famille Bd-2.

Toutefois, le mode d’action des protéines Bcl-2-like et les mécanismes menant à

l’activation de la voie mitochondnale pendant l’apoptose p53-indépendante sont

actuellement peu connus. Nos travaux démontrent une induction rapide du BH3-unique

Bim et une augmentation de l’expression de Bim et Bik après l’induction du dommage à

l’ADN dans les cellules Namaiwa p53-déflcientes De plus, les BH3-urnque Bim et Bik,

ainsi que les protéines multi-domaines Bax et Bak transloquent rapidement vers la

mitochondrie après le traitement de CPT, suivi de l’assemblage des protéines Bcl-2-like en

complexes protéiques distincts. Les expériences d’immunoprécipitation ont démontré une

interaction réciproque entre Bax et Bak après le traitement de CPT. Ces travaux ont révélé
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pour la première fois dans un contexte de protéines cellulaires endogènes, la formation de

complexes BaxlBak, BaxIVDACI, Baki’VDACJ, Bim/VDACI et Bim!Bcl-2 dans des

cellules apoptotÏques humaines. De par ces travaux, nous suggérons que la translocation

mitochondriale et l’oligomérisation des protéines de la famille Bd-2 contribue de manière

plausible à la déstabilisation mitochondriale et à l’exécution de l’apoptose p53-

indépendante. Toutefois, des investigations supplémentaires (ex: inhibition de l’expression

des protéines Bcl-2-like par RNAi) s’avèrent nécessaires pour démontrer avec certitude

que ces protéines sont essentielles à l’apoptose dans notre modèle. Nos travaux suggèrent

aussi que les protéines Bcl-2-like ne ciblent pas le compartiment lysosomial de manière

similaire pendant l’apoptose induite par la CPT. En induisant la perméabilisation

mitochondriale, il est néanmoins plausible que les protéines Bcl-2-like contribuent de

manière indirecte à l’activation de la voie lysosomiale.

Nous avons également recherché des facteurs de transcription qui sont impliqués

dans l’apoptose p53-indépendante des cellules Namaiwa. Des résultats préliminaires

indiquent que les deux homologues de p53, p73 et p63, ont une fonction pro-apoptotique

dans notre modèle d’apoptose. Des investigations supplémentaires seront nécessaires pour

préciser le mode d’action de p73 et p63, en identifiant par exemple, les gènes qui sont

transactivés par p73 et p63 suite à l’induction du dommage à l’ADN Une action directe de

p73 et p63 au niveau mitochondrial, analogue à celle décrite pour p53, est également à

considérer. Donc malgré le statut préliminaire de nos résultats, les facteurs p73 et p63

constituent des candidats intéressants pour médier l’apoptose en l’absence de p53.

Globalement, l’ensemble de nos travaux permet de mieux définir les mécanismes

des voies mitochondriale et lysosomiale dans l’apoptose p53-indépendante induite par un

dommage génotoxique. Une meilleure compréhension de tous les acteurs moléculaires et

voies signalétiques impliqués dans l’induction, la régulation et l’exécution du programme

apoptotique de cellules cancéreuses p53-déficientes pourra permettre le développement de

nouvelles thérapies anti-cancéreuses et/ou l’amélioration des traitements existants, afin de

cibler de manière plus efficace les tumeurs humaines caractérisées par la perte de p53.

5.6 Perspectives

Nos travaux ont mis en évidence l’activation d’une voie lysosomiale pendant

l’apoptose induite par la CPT (chapitre 2). Pour compléter ces études, il serait important



223

d’élucider les mécanismes sous-jaçents à la rupture de la membrane lysosomiale pendant

I’apoptose, en évaluant plus précisément l’implication de la voie des sphingosines. Il

faudrait également poursuivre la caractérisation de la voie lysosomiale pendant I’apoptose

induite par la CPT et élargir notre étude en utilisant d’autres types d’agents génotoxiques.

Nous proposons donc les investigations suivantes:

1- À court terme, afm d’investiguer plus en profondeur le rôle des cathepsines dans

l’apoptose, nous débuterons par déterminer l’implication d’autres cathepsines. Des

inhibiteurs chimiques spécifiques à certaines cathepsines, tel que le pepstatin A, un

inhibiteur de la cathepsine-D, permettront d’évaluer la participation d’autres cathepsines

dans notre modèle, particulièrement dans les cellules Namaiwa, dans lesquelles l’inhibition

de la cathepsine-B n’affecte pas l’amplitude de Ï’apoptose. De plus, nous avons déjà dérivé

des lignées de cellules Namaiwa surexprimant de façon stable des inhibiteurs endogènes de

l’activité des cathepsines: la protéine cystatine B (bloque principalement la cathepsine-B et

produit aussi un certain effet inhibiteur sur la cathepsine-L) et la protéine Spi2A (inhibe

principalement la cathepsine-B). Il reste donc à déterminer l’effet de la surexpression de

ces inhibiteurs endogènes sur les différents paramètres de l’apoptose (s1’A’Pm, ssALL,

activité des caspases et cathepsines, fragmentation de l’ADN).

2- Nos travaux, ainsi que d’autres données dans la littérature, suggèrent qu’une

augmentation des niveaux intracellulaires de sphingosine pourrait être impliquée dans la

rupture de la membrane lysosomiale. Nous avons déjà quantifié les niveaux de sphingosine

de façon globale dans les cellules apoptotiques. L’accumulation de sphingosine

directement dans les lysosomes sera également mesurée en marquant les cellules viables

avec le précurseur radioactif de sphingomyéline [311]choline. Dans les cellules, la

sphingomyéline est convertie en céramide puis en sphingosine (voir Fig. 7 - La voie des

sphingomyéÏines et des sphingosines). Les cellules seront traitées avec la CPT, puis les

lysosomes seront purifiés par la technique de double gradients de densité

metrizamide/Percoll, décrite dans le chapitre 2. Les lipides seront ensuite extraits à partir

des fractions enrichies en lysosome, suivi de la résolution des sphingosines marqués au

[3H] par chromatographie sur couche mince (TLC: thin layer chrornatography). Ainsi,

nous pourrons déterminer s’il y a accumulation de sphingosine directement dans le

compartiment lysosomial après le traitement de CPT. Il a été démontré qu’une réduction de
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Fig.7 La voie des sphingomyélines et des sphingosines.

Certaines enzymes de la voie des sphingomyélines et des sphingosines peuvent être
bloquées par des inhibiteurs chimiques, ce qui permet de modifier l’équilibre entre les
différents métabolites dans les cellules.

DMS: N,N-dimethylsphingosine
FB1: fumonisin B1
NOE: N-oleoylethanolamine
PDMD: 1 -phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino- 1 -propanol
SR33557: 2-isopropyl- 1-(4[3-N-methyl-N-(3 ,4-dimethoxy-
phenethyl)aminoJpropyloxy)benzenesulfonyl)indolizine
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l’activité de la sphingosine kinase-1 provoquait une élévation des niveaux intracellulaires

de sphingosine (voir fig. 7 - La voie des sphingornyélines et des sphingosines) pendant

l’apoptose induite par un dommage génotoxique [4811. Selon cette étude, ce mécanisme est

dépendant des protéases sensibles au Z-VAD. La caspase-2 est une protéase inhibée par le

Z-VAD-fMK, il serait donc intéressant de mesurer les niveaux de sphingosine dans les

cellules qui ont perdu l’expression de la caspase-2 par RNAi, afm de déterminer si la

caspase-2 est impliquée dans l’élévation des concentrations intracellulaires de sphingosine

après le traitement de CPT.

3- Dans nos travaux, l’inhibition de l’enzyme céramidase acide par l’inhibiteur chimique

NOE (voir fig. 7 - La voie des sphingomyétines et des sphingosines), cause une réduction

du ssALL et de la perte de A’Pm induits par la CPT, supportant l’implication des

sphingosines dans notre modèle. Il serait intéressant d’évaluer les conséquences de

l’inhibition d’autres enzymes de la voie des sphingosines, surtout dans les cellules

Namaiwa qui ne semblent pas affectées par le NOE. Les agents f131 (fiumonisin Bi) et DMS

(N,N-diinethylsphingosine) qui inhibent respectivement la céramide synthase et la

sphingosine kinase (voir Fig. 7 - La voie des sphingomyétines et des sphingosines), seront

utilisés afin de modifier l’équilibre vers une augmentation des niveaux de sphingosine dans

les cellules et de déteminer l’effet sur la perméabilisation des organites. En parallèle, la

technique de RNAi sera utilisée pour inhiber l’expression des autres céramidases et de la

sphingosine-1-phosphatase, potir lesquelles aucun inhibiteur pharmacologique n’est

actuellement disponible, afm de réduire la production et l’accumulation de sphingosine

dans les cellules apoptotiques. Les conséquences de la perte d’expression de ces enzymes

sur l’apoptose seront évaluées (mesure de 1-&Pm, ssALL, activité des caspases et

cathepsines, fragmentation de l’ADN).

4- Selon nos résultats, les protéines de la famille Bel-2 ne semblent pas transioquer vers le

compartiment lysosomial pendant l’apoptose. Étant donné qu’il est difficile d’obtenir des

fractions d’organites de haute pureté par fractionnement sous-cellulaire et gradients de

densité, l’emploi d’une technique différente pourrait s’avérer plus efficace. La

relocalisation lysosomiale des protéines Bcl-2-like sera donc ré-évaluée par

immunofluorescence et microscopie confocale. L’utilisation d’anticorps fluorescents

combinés à l’incubation des cellules avec le Lysotracker ou le Mitotracker, des colorants
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fluorescents se localisant spécifiquement dans le compartiment lysosomial et

mitochondrial respectivement, permettra de déterminer la localisation sous-cellulaire des

protéines Bcl-2-like, ainsi que d’autres protéines telles que les caspases et les cathepsines,

pendant l’apoptose. Cette technique pourrait nous permettre d’étudier le phénomène

hypothétique de translocation lysosomiale de manière plus convaincante et d’élargir notre

étude à d’autres membres de la famille Bd-2 et à d’autres types de protéines (ex: caspases,

cathepsines). Par cette technique, nous pourrions aussi étudier la translocation des

cathepsines du lysosome vers le cytosol en cours d’apoptose.

5- À plus long terme, des techniques de protéomique pourraient également être utilisées

dans le but d’identifier des protéines qui ciblent le compartiment lysosomial en cours

d’apoptose. Des extraits protéiques provenant de fractions de lysosome purifiées seront

soumis à une électrophorèse sur gel en deux dimensions. Après coloration du gel, les

protéines d’intérêt sont prélevées du gel et soumis à une analyse par spectrométrie de

masse de type MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization mass

specfrometly coupled with times-of-ftight analyser) [746, 747]. Les fractions enrichies en

lysosorne peuvent aussi être directement analysées par une technique de chromatographie

liquide couplée à la spectrométrie de masse appelée LC-ESI-MS/MS (high-pressure

nanocapillaîy reversed-phase liquid chromatography, electrospray ion ization and tandem

spectrometiy coupted to quadrupole ion trap anaysers) [748]. Ces deux types d’approche

devraient permettre d’identifier des protéines possiblement impliquées dans la modulation

de la perméabilisation lysosomiale. Les ADNc (ADN complémentaire) de ces protéines

peuvent ensuite être isolés et clonés par RT-PCR et utilisés afm de surexprimer les

protéines d’intérêt dans les cellules ou de produire des protéines recombinantes, afin

d’étudier le rôle de ces protéines dans la voie lysosomiale et l’apoptose.

6- Éventuellement, différentes études in vitro pourraient aussi être réalisées pour étudier le

phénomène de perméabilisation lysosomiale dans différents contextes. Par exemple, des

lysosomes purifiés pourraient être incubés avec des protéines Bcl-2-like recombinantes et

des caspases et des cathepsines actives (disponibles commercialement), afin de déterminer

si certains membres des Bd-2 et certaines protéascs sont directement impliqués dans la

rupture de la membrane lysosomiale. Dans le même sens, le rôle des sphingosines peut être

investigué en incubant les lysosomes avec différentes doses de sphingosine synthétique.
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7- Afin d’élargir notre étude, nous pourrions également investiguer l’implication d’une

voie lysosomiale dans l’apoptose induite par d’autres types d’agents génotoxiques, tels que

l’étoposide (inhibiteur de topoisomérase II) et la cisplatine, qui endommage aussi l’ADN,

mais par un mécanisme distinct des inhibiteurs de topoisomérases. Ces études nous

permettraient de déterminer, de façon générale, l’importance de la voie lysosomiale dans

l’apoptose induite par un dommage génotoxique.

Il est possible que la voie lysosomiale agisse comme une boucle d’amplification de

la voie mitochondriale et du signal apoptotique. L’utilisation d’agents pouvant activer la

voie lysosomiale pourrait donc sensibiliser les tumeurs démontrant une certaine résistance

aux traitements anti-cancéreux à l’activation de la mort apoptotique et faciliter ainsi

l’éradication des cellules tumorales.

Dans l’étude présentée au chapitre 3, nous avons investigué le mode d’action de

certaines protéines de la famille Bd-2 dans l’apoptose p53-indépendante. Voici ce qui

nous proposons afin de poursuivre cette étude:

1- Nos travaux suggèrent que les protéines multi-domaines Bax et Bak et que les BH3-

unique Bim et Bik sont impliqués dans les perturbations mitochondriales et dans l’apoptose

p53-indépendante induites par la CPI. Il est très important de déterminer de manière plus

précise l’importance de l’activation de ces protéines dans notre modèle d’apoptose. Nous

utiliserons la technique de RNAi pour inhiber l’expression des protéines Bax, Bak, Bim et

Bik dans nos cellules et nous investiguerons ensuite les conséquences de l’inhibition de ces

protéines sur la propagation de l’apoptose. Les paramètres suivants seront étudiés: .I-A’Pm,

relargage de cytochrome e, ssALL, activité des caspases et cathepsines, fragmentation de

l’ADN. Cette expérience est déjà en cours dans le laboratoire. Cette approche nous

permettra de répondre à la question cruciale suivante: Ces protéines sont-elles vraiment

nécessaires pour qu’il y ait apoptose dans nos cellules p53 -déficientes ?

2- À court terme, nous étudierons aussi l’implication et le mode d’action d’autres membres

de la famille Bel-2, tels que les BH3-unique Noxa et Puma, dont le rôle dans l’apoptose

p53 -indépendante est actuellement inconnu. Nous investiguerons la relocalisation sous-
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cellulaire et l’oligomérisation de ces protéines en cours d’apoptose. Si une protéine semble

être impliquée, son expression pourra être abolie par des siRNA pour déterminer

précisément son rôle.

3- Nos travaux ont démontré une induction rapide de l’ARNm de Bim pendant l’apoptose

induite par la CPT. Des études sont présentement en cours afin d’identifier le (s) facteur (s)

de transcription responsable (s) de l’induction de Bim. Les niveaux d’ARNm de Bim

seront quantifiés par Northern blot et par la technique de PCR en temps réel, et les niveaux

d’expression de la protéine Bim seront évalués par immunobavardage « Western blot »

dans les lignées de cellules qui surexpriment les dominants négatifs des facteurs p73 et

p63, dans le but de déterminer si ces facteurs affectent l’expression de Bim dans notre

système. D’autres facteurs tels que E2F1 [656] et FoxO3a [661] ont aussi été associés à

l’induction de Bim dans certains modèles d’apoptose. Il serait donc intéressant d’inhiber

ces facteurs et d’en déterminer les conséquences sur l’expression de Bim ou d’autres Bel

2-like, et sur la propagation de l’apoptose p53-indépendante en général.

4- À plus long terme, il serait intéressant de caractériser le rôle précis de Bïk dans notre

modèle d’apoptose. Nous avons démontré que Bik subit une hausse d’expression, une

relocalisation mitochondriale et une oligomérisation pendant les premières heures de

l’apoptose induite par la CPT. Nous pourrions tenter d’immunoprécipiter Bik en utilisant

d’autres anticorps, afin d’identifier des protéines qui interagissent avec Bik en cours

d’apoptose. L’expression de Bik pourra aussi être abolie par siRNA.

Finalement, les travaux préliminaires qui proposent un rôle pro-apoptotique pour

les facteurs de transcription p73 et p63 (chapitre 4) seront poursuivis par les investigations

suivantes:

1- À court terme, nous déterminerons le statut d’activation de p73 et p63 pendant

l’apoptose. L’activité de liaison à l’ADN de p73 et p63 sera évaluée par des essais

d’EMSA, ce qui permettra de déterminer si ces facteurs sont activés par la CPT. Ces

expériences nous permettront aussi de déterminer si la surexpression des dominants

négatifs inhibe bel et bien l’activité de p73 et p63. Dans notre étude, seul le processus de

fragmentation de l’ADN a été évalué dans les cellules surexprimant les dominants négatifs.
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D’autres paramètres apoptotiques, tels que -APm, relargage de cytochrome c, ssALL et

activité des caspases et cathepsines seront donc Ïnvestigués.

2- Nous tenterons d’identifier les gènes-cibles de p73 et p63 dans notre modèle d’apoptose

p53-indépendante. Le facteur p73 a déjà été associé à l’induction de certains membres de

la famille Bd-2, tel que Bim, mentionné précédemment, et Puma, ainsi que le récepteur de

mort cellulaire DR5. Ces gènes représentent donc des cibles potentielles pour p73 et

possiblement p63. Les gènes ciblés par p73 et p63 pourront être identifiés par Northem

blot et PCR en temps réel dans les lignées qui surexpriment les dominants négatifs de p73

et p63. L’analyse des promoteurs des gènes pourrait également permettre d’identifier des

sites potentiels de liaison pour p73 et p63, ce qui pourrait donner une bonne indication

concernant les gènes ciblés par p73 et p63. Des micropuces d’ADN pourraient aussi être

utilisées dans nos études pour identifier les gènes-cibles de p73 et p63.

3- À plus long terme, nous élargirons notre étude à d’autres facteurs de transcription, tels

que E2f 1, FoxO3a et c-Myc. Ces facteurs ont été associés à l’apoptose de diverses façons

(voir section: 1.4.2.5 - Autres facteurs de transcription). Les cellules Namalwa sont

caractérisées par une amplification de c-Myc et le statut des autres facteurs est

actuellement inconnu. Des études ont reporté la modulation de p73 par c-Myc [606] et une

induction de p73 par E2f 1 [654]. Il serait donc intéressant d’investiguer le rôle de ces

facteurs dans l’activation potentielle de p73 et dans notre modèle d’apoptose p53-

indépendante.

Globalement, toutes ces études permettront de mieux défmir l’apoptose p53-

indépendante induite dans les cellules tumorales humaines par les agents

chimiothérapeutiques. II est à souhaiter qu’une meilleure compréhension des voies

d’activation de l’apoptose, plus particulièrement dans un contexte p53-déficient, puisse

améliorer l’efficacité des thérapies anti-cancéreuses.
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7.1 Annexe I Unique and multi-domain Bd-2 family members: post-translational

modifications and apoptosis regulation
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Introduction
Apoptosis is a physiological process that

orchestrates the death of unwanted ceils within
organisms. Using this form of programmed celi death,
the body eliminates celis that are no longer needed,
have been damaged, or become dangerous, without
harming neighbouring ceils or eliciting an
inflammatory response (1). Apoptosis thus plays an
essential role in sculpting organs during normal
development, in maintaining tissue homeostasis,
which requires a balance between cell proliferation
and ccli death, and in providing good immune
function throughout life. As expected with such a
crucial process, a growing list of pathological
conditions, including immune diseases, degenerative
disorders and cancer, have been linked to defects or
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anomalies in the apoptotic program (2, 3).
The organised collapse of an apoptotic celi is characterised by a particular set of

morphological and biochemical features, of which the most prominent ones are a loss of
ceil volume or ceil shrinkage, perinuclear chromatin condensation, internucleosomal
DNA fragmentation, and the formation of apoptotic bodies that are rapidly engulfed by
macrophages or neighbouring celis, providing a means for properly eliminating dying
cells (4). Surely, the turning point in the field of apoptosis research has corne from the
extensive genetic work done in the nematode Caenorhabditis elegans, providing the
first evidence that specific genes encode proteins that act as activators, inhibitors or
effectors of the apoptotic process. The core components of the ceil death machinery
defined in C. elegans invoive four key genes, Ced-9, Ced-4, Ced-3 and Egt-] (5-8). Both
Ced-4 and Ced-3 encode essential effectors of the apoptotic cascade, whereas Ced-9 acts
upstream to antagonise Ced-4 and Ced-3 function and protect ceils from death. Egi-]
codes for a negative regulator of Ced-9 activity, therefore promoting celi death (9, 10).
Homologs of these genes have been discovered in matnmais, strongly supporting the
highly-conserved nature of the apoptotic process. Ced-9 protein presents significant
sequence similarities with members of the mammalian Bd-2 famiiy of proteins, which
include positive as well as negative apoptosis regulators composed of various
combinations of Bd-2 homology (3H) domains 1 to 4 (11-17). Egt-1 protein is
homologous to a subset of the Bel-2 family termed the BH3-only proteins that contain
merely one or two BH3 motifs and positively regulate celi death (18, 19). Ced-3 is
related to the mammalian interleukin-1-converting enzyme, a member of a growing
family of 14 cysteine proteases calied caspases. They are synthesised in the ceil as
inactive precursors that become activated either via proximity-induced autoproteolysis,
or via cleavage by other upstream proteases (20). Some caspases (caspase-1, -4, -5, and -

11) are involved in cytokine processing whule others (caspase-2, -3, -6, -7, -8, -9, and -

10) act to execute the apoptotic program (21, 22). Apoptotic caspases are generalty
subdivided into two classes: initiator caspases, such as caspase-2, -8, -9, and -10, which
reside at the apex of the cascade and are mostly responsible for activation of the second
class, the effector caspases (caspase-3, -6, and -7), which cleave a broad range of cellular
targets that ultimately cause dismantiing of the celi and apoptosis (23-25). Finally, the
first human homolog of Ced-4 identified is Apaf-1 (26), now part of an expanding group
of adaptor molecules that promote activation of the initiator caspases (27, 28).

Two major pathways leading to caspase activation have been studied extensively in
past years, and recently a third pathway has emerged. The extrinsic pathway is initiated
at the plasma membrane after the iigationlactivation of death receptors (Fas/CD95/Apo-1,
TNF-R1, DR-3, DR-4, DR-5 and DR-6) by their cognate iigands, followed by the
subsequent assernbly of several adaptor molecules loto a large caspase-activating
complex, termed the DISC (death-inducing signaling complex), which recruits several
procaspase-8 moiecules that become activated via the proximity-induced autoproteolysis
model (29-33). The second route is the so-called intrinsic pathway which relies on
internai events surrounding the mitochondria. This pathway is triggered by a multitude
of celiular insults, inciuding DNA damage, heat shock and oxidative stress, ail of which
cause mitochondrial permeabilisation and the concomitant release of several apoptogenic
factors, most notably cytochrome e, from the mitochondrial intermembrane space. Once
in the cytosol, in the presence of dATP, cytochrome e associates with the adaptor
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molecule Apaf-1, and drives the assembly of another caspase-activating complex, the
apoptosome, which prompts procaspase-9 activation (26, 34-36). The BH3-only protein
Bid, a member of the Bd-2 family, acts as a molecular link between the extrinsic and
intrinsic pathways. Being cleaved by caspase-$ (o generate tBid, a truncated active
fragment with mitochondrial translocation property, Bid connects DISC activation with
mitochondria, where it helps induce mitochondrial destabilisation with consequent
launching of the caspase cascade (29, 37-39). More recently, the presence of a novel
caspase activation complex has been suggested from studies using celis lacking Apaf-1
or procaspase-9 (40, 41). Although this caspase activation pathway remains to be clearly
identified, it seems to involve activation of procaspase-2, an event upstream of the
mitochondrial pathway and regulated by anti-apoptotic Bd-2 (42-45). Diverse stimuli
thus trigger one of the three pathways, converging on the activation of initiator caspases
which, in turn, activate downstream effector caspases that are responsible for the
cleavage of multiple substrates, including the nuclease inhibitor DFF45IICAD (46, 47)
and components of the cytoskeleton, to give rise to internucleosomal DNA
fragmentation and characteristic morphological changes (48).

Apoptosis in mammais is a complex process that involves a myriad of diverse
regulators, effectors and inhibitors that work together to exert efficient control over the
execution phase of apoptosis piloted by the caspases. The Bd-2 family of proteins stands
among the most crucial regulators of apoptosis and thus performs a vital function in
deciding whether a ceil will live or die. While the roles of the Bd-2 family in apoptosis
regulation have been studied extensively and reported by others (11-17), this review will
focus on the structural particularities of the Bd-2 family members and the post
translational modifications that affect and modulate their activities toward regulation of
apoptosis. We wiIl begin by introducing the Bd-2 family of proteins, followed by an
overview of their mechanisms of action and the apoptosis-modulatory effects of their
subcellular localisation, and finally describe how post-translational events might impact
on the function of these apoptosis regulators.

The Bd-2 protein family
The bd-2 (B cell lymphoma/leukemia-2) gene was first identified at the

chromosomai breakpoint of t(14:18)-bearing B ccli Iymphomas (49, 50), and was
unexpectedly found to act as a new class of oncogenes that function to prevent apoptosis
instead of promoting cellular proliferation (5 1-54). Bd-2 is now the founder of a
growing family of apoptosis regulators that either promote celi survival or facilitate celi
death. The pro-survival mem,bers are multidomain proteins that contain at Ieast BH1 and
BH2, and those most similar to Bd-2 have ail four BH domains (Bd-2, BcI-xL, Mcl-1,
A1[Bfl-1, Bd-w, Brag-1, Boo/Diva, Bcl-B/Bcl-2L-10 and Bcl-xES) (50, 55-65).
According to their structure and biochemical function, the pro-apoptotic members can be
further divided into two subgroups: the multidomain proteins composed of BH domains
1 to 3 (Bax, Bak, Bcl-xS, BoklMtd, Bcl-rambo and Bdi-gL) (55, 66-73), and the BH3-
only proteins built of one or two BH3 domains (Bad, Bid, Bik/NbkfBIk, BimlBod,
HrkIDp5, Bnipl, Bnip3, Nix, PumafBbc3, Noxa, Bcl-gS, Mcl-ls, Mapi and Bmf) (68,
74-94). In addition to the BH domains, some proteins contain a long flexible ioop that
may ac as a negative regutatory domain but also plays a role in protein stabiÏity, a pore
forming domain and a transmembrane domain at the carboxy terminal extremity (11-17).
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The various Bd-2 homologs function at least in part through protein-protein
interactions, forming a complex dynamic network of homo- and hetero-oligomers,
depending on the cellular environment and their subcellular localisation. Mutagenesis
experiments have suggested that the dimerisation potential of the Bcl-2-like proteins is
greatly influenced by their specific combination of BH domains (95-97). Thus,
elucidation of the three-dimensional structure of the anti-apoptotic Bcl-xL has provided
a first structural model in which the Œ helices located in the BHY, BH2 and BH3
domains create an elongated hydrophobic pocket where a BH3 amphipathic Œ helice of
another Bcl-2-like protein can bind, analogous to a peptide ligand binding to its receptor
(98-100). The heterodimerisation between pro- and anti-apoptotic molecules may
neutralise one another’s activity, suggesting that the relative concentration of one faction
versus the other greatly influences the susceptibility of cells to a death signal (73, 101).
Because it provides binding ability, the BH3 motif bas become a potent mediator of ceil
death and is often uniquely required for celi killing activity (95, 102). Current models
proposed that after a death signal, 8H3-only proteins promote apoptosis by binding to,
and inhibiting pro-survival molecules like Bd-2 and Bcl-xL, or by binding to other death
agonists, like the multidomain Bax and Bak proteins, which become activated and exert
their pro-apoptotic activities at the mitochondrial level (96, 103-107). The BH3-only
proteins that neutralise the pro-survival proteins are now referred to as BH3 “enabler or
sensitizing” proteins, while those that bind pro-apoptotic Bax or Bak are calÏed BH3
“activator or activating” proteins (108, 109).

Bcl-2-Iike proteins and intracellular organelles
Bd-2 family members generally localize to separate subcellular compartments in the

absence of a death signal. Anti-apoptotic members, like Bd-2 and Bci-xL, usually reside
on the cytoplasmic face of the outer mitochondrial membrane (OMM), endoplasmic
reticulum (ER) and nuclear envelope (51, 110, 111). In contrast, death-inducing
members such as Bax, Bad and Bid are rather free in the cytosol of unstimutated celis,
except for the multidomain Bak which seems to constitutively reside in the OMM (112-
114). In contrast, the BH3-only Bim isoforms Bim-EL and —L, and Bmf, are linked to
cytoskeleton components via binding to the large microtubular dynein motor complex
and myosin V actin motor complex, respectively (89, 115). After a death signal, pro
apoptotic proteins undergo a conformational change which gives them the dapacity to
target and insert into intracellular membranes, especially in the mitochondria. The
transmembrane domain appears to be important in conferring membrane-docking
capacity to both pro- and anti-apoptotic members as well as in providing protein
stability, even though reports indicate that deletion of this hydrophobic domain does flot
abrogate the function of most Bcl-2-like proteins (116, 117). But how does the Bd-2
protein family affect apoptotic outcome at the level of a membrane?

Regulation of mitochondrial apoptosis by the Bd-2 protein family
Regulation of mitochondrial membrane permeabilisation ïs the major means by

which Bcl-2-like proteins exert their apoptosis regulatory effect. As a site of
convergence for multiple death-inducing stimuli, the mitochondria are a pivotai decision
centre that controls life and death by releasing apoptogenic factors in the cytosol. These
death-inducing molecules are located within the mitochondrial intermembrane space and
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include cytochrome c (118, 119), DIABLO/Smac, a factor that promotes caspase
activation by its effect on lAPs (inhibitor of apoptosis proteins) (120, 121), the nuclease
activator AIF (apoptosis-inducingfactor) (122, 123), Endo G (an apoptotic DNase) (124,
125), HtrA2 (an inhibitor of lAPs that also contains pro-apoptotic serine protease
activity) (126), and some pro-caspases (127-130). Permeabilisation of the OMM is
usually fotlowed by caspase activation and irreversible apoptosis. Bd-2 family members
may control the mitochondrial permeabilisation phase (105) via three prevailing models:
first, by forming autonomous channeis in the OMM; second, by interfering with
mitochondrial permeability transition pores (mPTP); and, finally, by promoting dynamic
aiterations in the structure of the lipid bilayer.

The unexpected pore-forming abiiity of the Bcl-2-like proteins bas emerged from
unfolding of the Bcl-xL three-dimensional structure (98). Structural similarities between
the Bcl-xL molecule (particularly its a5 and a6 helices) and the pore-forming domains
of certain bacteriai toxins that act as channels for either ions or proteins suggest that Bd
2 family proteins also function by forming pores in intracelluiar organelles (98, 100).
Indeed, it was demonstrated that recombinant and purifïed Bcl-xL, Bd-2, Bax and tBid
proteins ail created ions channels with distinct characteristics in artificiai liposomes.
These channels showed multi-conductance levels, were voltage- and pH-dependent, and
displayed cation selectivity when formed by anti-apoptotic proteins, while those created
by pro-apoptotic proteins were rather more permeable to anion (131-136). When
recombinant Bax, Bak and Bid proteins are added to isolated mitochondria, the OMMs
become permeable to mitochondrial apoptogenic factors, while anti-apototic Bd-2 or Bel
xL rather protect the mitochondriai membranes and inhibit the release of death-inducing
molecules (118, 119, 137, 138). But how do the 20-kDa Bax-like proteins form channels
sufficiently large to allow the passage ofa 100 kDa DIABLO/Smac molecule?

The ability of Bax-like proteins to oligomerise may provide the answer. Indeed, only
Bax otigomers bave been shown to be pro-apoptotic (112, 139), and a study recently
reported that Bax tetramer forms a pore large enough to permit cytochrome c exit from
artificial liposomes (140). Such channel formation have neyer been observed in vivo until
the study by Pavlov et al. (141), who recently obtained the first direct biophysical evidence
of the apoptotic mitochondrial channel. By using patch clamping techniques, they
demonstrated the presence of a new ion channel named mitochondriat apoptosis-induced
channel in the OMM, whose pore size is sufficient to allow proteins as large or larger than
the 15-kDa cytochrome c moiecule to diffuse in the cytosol. Whether this channel is
formed by Bax-like proteins alone or in association with other proteins remains to be
determined. Reports have also suggested that the sole insertion of monomeric Bax or tBid
into the OMM &stabilises its lipid bilayer structure and promotes pore formation (142-145).
Anti-apoptotic proteins seem to exert thefr function in part by inhibiting the formation of
death-inducing pores by pro-apoptotic proteins, and a study lias reported that the Bd-2
channel couid potentially inhibit apoptosis by inducing H efflux from the mitochondria,
preserving mitochondrial transmembrane potential (APm) (146). Anti-apoptotic proteins
may also protect celis from death by inhibiting the production of reactive oxygen species
(147, 148), by preventing intraceilular acidification (149), by increasing mitochondrial
Ca2 capacity (122, 146), and by providing overail stabilisation of the membrane into
which they are inserted (138, 150). These pro-survival mechanisrns are flot well defined
and may or may flot involve the pore-forming capacity of the anti-apoptotic proteins.
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In thîs first mode), Bcl-2-like proteins modulate OMM permeabflisation without
altering mitochondrial function, which means that zPm is maintained as well as ATP
production. This is crucial, because in the absence of dATP or ATP, the apoptosome
cannot form, caspase-9 is not activated, and the celis tend to die by necrosis rather
than by apoptosis (151, 152). The second model of OMM permeabilisation involves
the mPTP, or megachannels, which form at contact sites between the outer and inner
mitochondriat membranes (16, 153). Its core components are the voltage-dependent
anion channel (VDAC), the adenine nucleotide transiocator (ANT), the peripheral
benzodiazepine receptor, the mitochondrial matrix cyclophilin as weÏl as hexokinase
and creatine kinase, which ail create a large conductance pore permeable to solute with
a moiecular mass of 1.5 kDa (154, 155). Opening of the mPTP resuits in
mitochondrial depolarisation and the subsequent dissipation of APm, uncoupling of
oxidative phosphorylation, and swelling of the mitochondrial matrix (154). OMM
rupture may eventually occur as a consequence of matrix expansion, releasing the
intermembrane space contents (cytochrome c, DIABLO/smac, AIF) into the cytosol in
a non specific manner (156, 157). Interactions between some members of the Bd-2
family and components of the mPTP have been proposed by several studies. Pro
apoptotic molecules like Bax could bind to ANT and promote mPTP opening, an
effect prevented by anti-apoptotic Bd-2 (15$). The multidomains Bax and Bak could
also interact with the VDAC, enhancing its channel activity to aïlow passage of
cytochrome c, while the BH4 domain of anti-apoptotic Bd-2 and Bcl-xL rather
stimulates closure of the channel (159-161). Recently, Sugiyama et al. (162) have
shown that BH3-only Bim, but flot tBid, may also interact wïth the VDAC and
promote its opening, which resuits in loss of APm and cytochrome c release. By
interacting with the mPTP, pro-apoptotic proteins thus appear to be capable of
enhancing the basal permeability of the mPTP, allowing molecules larger than 1 .5 kDa
to diffuse through.

Many contradictory data about the occurrence of these interactions between Bd-2-
like proteins and mPTP have been obtained (106, 107, 163), as well as conflicting
resuits regarding the necessity of mPTP opening and APm disruption to allow
cytochrome c release (105, 137, 164). The first model in which OMM
permeabilisation and cytochrome c release may occur without significantiy altering
mitochondrial functionmay solve this iast source of conflict. The second model does
not seem compatible with the necessity of preserving mitochondrial function and ATP
production to allow caspase activation and apoptosis. To solve this issue, some
investigators have proposed a stimulus intensity-dependent commitment, either to the
apoptotic or necrotic route. After a strong death signal, when the overali mitochondrial
population becomes dysfunctionai, necrosis appears. After weak to mild death
inducing stimuli, only a subpopulation of mitochondria might be altered, leaving the
spared mitochondria functional to produce enough ATP to activate downstream
caspases and subsequent apoptosis (155, 165). It is important to mention that the two
proposed models are flot mutually exclusive; both may occur during apoptosis,
depending of the celi type and the apoptotic stimulus. In addition, other mechanisms
by which Bd-2 like proteins modulate mitochondrial apoptosis certainly exist and only
await discovery.
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Actions of Bcl-2-Iike proteins on intracellular organelles, inc]uding
endoplasmic reticulum, nuclei and lysosomes

The observation that Bd-2 is also targeted to the ER membranes (110, 166)
suggested that Bcl-2-like proteins may also affect organelles other than the
mitochondria. At the ER level, Bd-2 may promote ceil survival by binding to and
sequestering death-inducing proteins such as Bax to the ER, preventing them from
exerting their pro-apoptotic action at the mitochondria (166, 167). Bel-2 and Bcl-xL can
also interact with the ER membrane protein p28Bap3l, which in turn associates with
pro-caspase-8 and possibly modulates its activation (168). Perturbations of Ca2
homeostasis and acute Ca2 release from the ER promote apoptotic ceil death (169-173).
Close contacts exist between mitochondria and the sites of ER Ca2 release, such that
depletion of ER Ca2 stores rapidly leads to Ca2 accumulation in the mitochondria (174,
175). Elevated mitochondrial Ca2 uptake is a condition that promotes cytochrome e
release and favours apoptosis (176, 177). Overexpression of Bd-2 has been shown to
upregulate SERCA-2 expression, a Ca2’ transporter that pumps the Ca2 back into the
ER, and Bel-2 might also modulate SERCA function directly through protein-protein
interactions, thus favouring ceil survival (178). Bcl-xL also localizes to the ER and
presumably inhibits apoptosis caused by ER Ca2 depletion after transfection of celis
with the ryanodine receptor (the ER Ca2 channel) or ryanodine treatment (179). A
recent study bas suggested that pro-apoptotic Bax and Bak modulate ER Ca2 fluxes and
sensitised the mitochondria to cytochrome e release induced by emptying of the ER Ca2
pool (180). A significant fraction of the BH3-only Bik bas been shown to localise to ER
membranes, where it seems to stimulate mitochondrial release of cytochrome e through a
Bax-independent mechanism that will need further clarifications (181). Apoptosis may
also be regulated at the level of the ER via caspase-12 (described only in mice and whose
human orthologue remains elusive), which is activated following ER stress and elevation of
intracellular Ca2 (182, 183).

Nuclear DNA damage is a well-known initiator of apoptotic celi death (184, 185).
The ATM kinase and DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) are the sensors of DNA
double-stranded breaks, while ultraviolet-induced DNA damage is rather sensed by ATR
kinase. AIl these kinases, as weIl as the downstream DNA-damage-induced kinases
Chkl and Chk2, can phosphorylate p53 within its amino terminus, leading to an increase
in p53 transactivating function and/or to inhibition of p53 binding to MDM2, preventing
its degradation (186). The p53 protein may promote apoptosis via several mechanisms:
p53 inhibits the expression of anti-apoptotic proteins such as Bd-2, and induces the
expression of pro-apoptotic Bax, Noxa and Puma (88, 94, 186). Bel-2 has been shown to
be associated with the outer membrane of the nuclear envelope as well as the nuclear
pore complexes (110). At the nuclear level, Bel-2 bas been proposed to protect cells
from death by affecting the nuclear translocation of p53, thus modulating p53-dependent
apoptosis (187, 188). Nuclear Bel-2 can also favour ceil survival either directly or in
association with other proteins to form a channel-like complex that promotes elevation
of glutathione concentration in the nucleus, which in turn protects against caspase
activity and nuclear apoptosis (189-191). The ability of Bel-2 to reduce Ca2 uptake
into isolated nuclei (192) and to affect protein transport through pores of the nuclear
envelope (188) also suggests apoptosis modulation. Recently, Bel-2 and Bax have been
found in association with proteins of the nuclear matrix in interphase nuclei, indicating a
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role for ceil division (193-195). Finally, a recent report lias shown Bcl-xL binding to
cdc2/cdkl-cyclinAJBl complexes, inhibiting their kinase activities in response to DNA
damage, highlighting a functional link between celi cycle checkpoints and apoptosis
(196, 197).

Oxidative stress is generally associated with mitochondrial permeability transition
(36), but also greatly affects lysosome homeostasis. Iron-catalysed oxidation within the
lysosomal compartment may lead to lysosomal leakage and even membrane rupture
(198-200). While severe oxidative stress with complete collapse of the lysosomes is
generally associated with necrotic death, moderate lysosomal rupture might instead
initiate apoptosis (201-20$). The link between lysosome and apoptosis lias been
reinforced by the finding that the release of mitochondrial cytochrome c is often
secondary to lysosomal destabilisation, especially in celis undergoing oxidative insuit
(200, 209-2 11). The release of lysosomal hydrolytic enzymes, such as the various
cathepsins, into the cytosol after the rupture of lysosomes may lead to proteolytic
activation of the pro-caspases and subsequent apoptosis (202, 206, 211-215). It is not
clear whether the lysosomaÏ cathepsins are directly responsible for the activation of
caspases (213, 214), or if other intermediary molecules lie between lysosomal enzymes
and caspase activation. Indeed, Stoka et al. (216) have recently shown that the BH3-only
Bid protein is a lysosomal protease target. They demonstrated Bid cleavage in the
presence of lysosomal extracts, producing a truncated Bid fragment with similar
mitochondrial translocation properties of the tBid generated by caspase-8 activity, thus
connecting lysosomal destabilisation to cytochrome c release and mitochondrial
apoptosis. Another group has proposed the existence of nove! activating proteases, called
lysoapoptases, that are activated by cathepsins within the lysosornal compartment, then
transiocate into the cytosol where they process and activate procaspase-3 (215). Anti
apoptotic Bd-2 seems to also exert its ceil survival function at the level of lysosomes. It
lias been shown that Bd-2 overexpression prevents lysosornal destabilisation and
rupture, thus protecting ceils from death (217). Even though localisation of the Bd-2-
like proteins within the lysosomal membrane lias neyer been reported to date, it is
becoming ctear that these proteins can also regulate apoptosis via modulation of
lysosomal events through mechanisms that will need further understanding.

Post-translational modifications of the Bd-2 protein family
Pliosphorylation

The BH3-only protein Bad is a key mediator of apoptosis after growth factor deprivation
(218). The function of Bad is regulated primarily by phosphorylationldephosphorylation
events (219). When trophic factors such as interleukin-3 (IL-3), platelet-derived growth
factor, nerve growth factor and insulin-like growth factor-1 are present in sufficient
amounts in the ceil, they bind to their growth factor or cytokine ceti-surface receptors,
and intracellular phosphatidylinositide-3’-OH kinase (PI3K) becomes activated. This
results in the generation of two second messenger molecules (PI-3,4-P2 and PI-3,4,5-P3)
that activate the serine/threonine kinase Akt, which in turn phophorylates Bad on Ser
136 (219-221), while mitochondria-anchored protein kinase A, activated via a mitogen
activated protein kinase (MAPK) pathway, phosphorylates Bad on Ser-I 12 (222). The
14-3-3 protein is then recruited to Oie diphosphorylated Bad motecule and sequesters
Bad in the cytosol, preventing Bad from binding to and inhibiting pro-survival proteins
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such as Bcl-xL, which protect celis from apoptosis (219, 220, 223). The interaction
between 14-3-3 and Bad promotes the exposure of Ser-155, a critical residue of Bad
located within the ci helice of the BH3-domain, which also becomes phosphorylated via
MAPK signaling (224-228). Phosphorylation of the BH3 domain of Bad permanently
blocks the ability of Bad to bind to Bcl-xL, and consequently inhibits Bad-mediated ceil
death (224). The triphosphorylated Bad, therefore, represents the fully inactive form,
which cannot transiocate to mitochondria and inhibit anti-apoptotic Bcl-2-like proteins.
The phorbol ester 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) lias been shown to
prevent Fas-induced apoptosis in T lymphocytes (229) probabiy through the activation
of protein kinase C (PKC)-E, -9 and to a lesser extent -ci isoforms, which in turn induce
Bad phosphorylation at Ser-1 12 via activation of MAPK-activated p90 ribosomal S6
kinase (Rsk) (230), another kinase family responsible for the phosphorylation and
inactivation of Bad. A study lias demonstrated that PKC-9 can directly phosphorylate
Bad at Ser-1 12 and Ser-136, protecting ceils from Fas-mediated apoptosis. Fas ligation
can in turn cause caspase-mediated PKC-9 cleavage and proteasome-mediated
degradation of the PKC-O catalytic fragment, which leaves Bad unphosphorylated and
restores apoptosis (231). Recently, Ser-170 (located close to the BH3 motif) has been
shown to be a new phosphorylation site of muTine Bad. Ser-170 phosphorylation by a
still unknown kinase correlates with ceil survival, even though it does not prevent
Bad/Bcl-xL heterodimerisation and may instead promote association with 14-3-3 (232).
The ceil cycle-regulated protein kinase Cdkl, whose activity is stimulated upon the
suppression of neuronal activity in the rat cerebellum, has been shown recently to induce
Bad phosphorylation at Ser-128, which lies near the growth factor-regulated site of
phosphorylation, Ser-136. The phosphorylation of Ser-128 seems to inhibit the
sequestration of Bad by 14-3-3 and thus promotes the apoptotic death of rat postmitotic
neurons (233).

In the absence of growth factors, Bad is dephosphorylated, its BH3 domain binds to
and inactivates anti-apoptotic Bel-2 family members at the OMM, which promotes the
mitochondrial pathway of apoptosis. Calcineurin, a calcium-dependent phosphatase also
called protein phosphatase 2B (PP2B), is capable of dephosphorylating Bad at both Ser
112 and Sec-136, resulting in Bad dissociation from 14-3-3 and translocation to the
mitochondria, where it induces apoptosis (234). This is one way by which elevated
intracellular Ca2 favours celi death. Additional enzymes, such as protein phosphatase
ici (PP1ci) and protein phosphatase 2A (PP2A), have been shown to dephosphorylate
Bad and promote apoptosis (235, 236). Further studies have demonstrated that PP1ci is
targeted to Bad by the anti-apoptotic Bel-2 in IL-2-stimulated ceils (237), and by Bcl-xL
and Bel-w in IL-4-stimulated cells (238), forming Bcl-like/PPlciJBad trimolecular
complexes that seem to be involved in the control of apoptosis. Bad may also be a
downstream target within the ceramide apoptotie pathway: ceramide signais sequentially
through kinase suppressor of Ras/ceramide-activated protein kinase, Ras, Raf-1 and
MEKI, which leads to inactivation of Akt, dephosphorylation of Bad at Sec-136, and
subsequent apoptosis (239).

The BH3-only Bid protein may also be regulated by phosphorylation. It lias been
reported recently that in some ccli types, the Serffhr casein kinase I (CKI) and II (CKII)
can phosphorylate residues flanking the caspase-8 cleavage site of Bid, which seem to
impede proteolysis of Bid by caspase-8 (240). The finding suggests that Bid must be
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dephosphorylated after fas (or other death ligand) activation in order to be cleaved by
caspase-8 and efficiently connect activation of the death receptor pathway to
mitochondrial apoptosis. Bik is another BH3-only protein for whieh phosphorylation
events have been reported. The phosphorylation of Bik on Thr-33 andlor Ser-35 by a
CKII-related enzyme appears to be required for efficient Bik-mediated celi death (241).
Unlike Bad and Bid, phosphorytation of Bik therefore enhances its pro-apoptotic
function.

Phosphorylation is a crucial event in the regulation of anti-apoptotic Bd-2 protein
function. Two distinct pathways of Bd-2 phosphorylation have been reported: the first
one occurs during cytokine signating and leads to the increased pro-survivat function of
Bel-2, whule the second pathway is linked to mitosis and rather causes Bd-2 inhibition
(242, 243). In cytokine-dependent celi unes, IL-3 mediates pliosphorylation of Bel-2 on
Ser-70 (Iocated within the loop domain) which increases its anti-apoptotic function (244,
245). The PKC agonist bryostatin-1 (bryo-1) (246), retinoic acid (247) and
aurinotricarboxylic acid (24$) can also provoke Bd-2 phosphorylation and favour ceil
survival. Members of the classieal PKC family (et, 3I, 3II and y) are the most likely
candidates to account for Bel-2 phosphorylation (244, 245). It has been shown that
ERKIMAPK are activated by IL-3 and can also phosphorylate Bel-2 on Ser-70, in a
PKC-independent manner (24$-250). Phosphorylation of Bel-2 on Ser-70 does flot alter
the proteins haif-life, but instead seems to directly influence Bel-2 funetion (245).
Insulin receptor substrate (IRS) is a docking protein that couples growth factor receptors
to various effector molecules such as PI3K. A study lias reported that growth factor
signaling may promote celi survival through association of IRS-1 with the loop domain
of Bel-2, enhancing Bel-2 anti-apoptotic function possibly via modulation of Bel-2
phosphorytation (251). Phosphorylation of Bel-2 at the unique site of Ser-70 therefore
enhances its anti-apoptotie activity.

In contrast, the treatment of cells with antimitotic agents, such as paelitaxel (taxol),
vincristine, dolistatin and vinblastine, which inhibit mierotubule dynamies and lead to
mitotie arrest (252), was also shown to induee Bel-2 hyperphosphorylation at multiple
residues (Thr-69, Ser-70 and Ser-$7) within the unstruetured loop domain of the protein,
resulting in inhibition of Bel-2 anti-apoptotie function and inereased susceptibility to cdl
death (253-260). Bel-2 phosphorylation is also assoeiated with normal mitotic
progression, where it may partidipate in the regulation of M phase-speeifie events (261,
262). Studies have demonstrated that taxol-indueed Bel-2 phosphorylation does flot
involve PKC or ERK/MAPK (257, 259), but seems tightly eoupled with
hyperphosphorylation of numerous proteins, including Raf-1 kinase (258). A further
study lias shown that Raf-l hyperphosphorylation after vinblastine treatment did flot
lead to activation, but rather to inactivation of Raf- I enzymatic activity, and that a JNK
dependent pathway is responsible for vinblastine-induced phosphorylation of Bel-2,
whieh occurs in parallet with inactivation of Raf-1[MEKJERK (263). A recent report lias
demonstrated that after treatment of celis with antimicrotubule agents, Ser/Thr mTOR
kinase is activated and might be ineluded in the kinase cascade that links damaged
microtubules to multisite phosphorytation of Bel-2 and cellular apoptosis (264). The
mechanism by which the Kaposi sarcoma herpesvirus induces the apoptosis of infected
celis also seems to involve Bel-2 phosphorylation. Indeed, v-cyclin-CDK6 mediates
phosphorylation of cellular Bel-2 on Ser-70 and Ser-87, inactivating its anti-apoptotic
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function (265). In conclusion, multisite phosphorylation of Bd-2 within the loop domain
seems to abolish its anti-apoptotic function and promote ceil death, while
monophosphorylated Bd-2 on Ser-70 rather possesses an increased ability to protect
ceils from death. Regulation of B cl-2 activity also involves a phosphatase, PP2A, which
has been shown to co-localise with Bd-2 at the mitochondriai membrane (266). PP2A
can dephosphorylate Ser-70 of Bd-2, reversing the effect of IL-3 or bryo-1, and
abolishing the abiiity of Bd-2 to protect ceils from apoptosis (266). The apoptotic agent
ceramide has been reported to be a potent activator of PP2A, thus promoting
dephosphorylation of Bd-2 and subsequent ceil death (267). Bd-2 phosphorylation at
Ser-70 is thus a dynamic process regulated by the sequentiai action of Bd-2 kinases and
phosphatases. If favourable growth and survival conditions are achieved, Bd-2 is
phosphorylated on Ser-70 and promotes celi survival, while death-inducing conditions
such as ceramide production rather cause Ser-70 dephosphorylation and celi death.
Because physiologic or drug-induced microtubule dysfunction during mitosis leads to
muitisite phosphorylation of Bd-2, which in this case inhibits its anti-apoptotic function
and promotes apoptosis, Bd-2 has been proposed to be the guardian of the fidelity of
chromosome segregatïon (257, 268), analogous to p53, the guardian of DNA integrity.

Like Bd-2, the activity of anti-apoptotic Bcl-xL and Mci-1 is aiso regulated through
phosphorylation (269, 270). Celi exposure to microtubule-active drugs aiso leads to
Bcl-xL phosphoryiation on its unstructured loop domain and subsequent inhibition,of the
anti-apoptotic function of Bci-xL (270), while complete deletion of the ioop domain in
Bcl-xL has been shown to increase its anti-apoptotic function (271). Analogous to Bd-2
phosphorylation, a JNK-dependent cascade seems to be involved in phosphorylation of
Bcl-xL (263). DNA damage induction by ionozing radiation (IR) have been shown to
cause activation and mitochondriai transiocation of stress-activated protein kinase
(SAPKIJNK). SAPK then associates with Bcl-xL and phosphorylates the anti-apoptotic
protein on Thr-47 and Thr-1 15, which abrogates the celi survival function of Bcl-xL and
favours IR-induced apoptosis (272). However, phosphoryiation of Bcl-xL in hen ovarian
follicules bas been reported to conelate with its anti-apoptotic function (273). Similar to
Bd-2, PKC activation by cytokine signaiing and microtubule-damaging drug treatment
leads to Mci-1 phosphorylation (274). McI-1 undergoes ERK-associated phosphorylation
after TPA treatment, which does not alter the eiectrophoretic mobility of Mcl-1, while
ERK-independent phosphorylation of Mci-1 correlates with mobility shifts and is
induced by mitotic arrest or PP1/2A inhibitors (269).

Proteolytic cleavage and myristoylation
Caspase-8 is the key mediator of the extrinsic apoptotic pathway. After its

recruitment to a DISC complex and its autoproteolytic activation, daspase-$ initiates a
cascade of caspase activation by directiy cleaving and adtivating downstream caspases.
In certain types of ceils (type I), such as the B lymphoblastoid SKW6.4 celi une and the
TH9 ceil une, enough activated caspase-8 molecules are produced after death receptor
activation to directly process and activate downstream effector caspases and lead to
apoptosis (39). In type II cells such as hepatocytes, T Jurkat and CEM ceiis (and
probabiy most cell types), caspase-8 activation cannot achieve a sufficiently high level to
directly activate effector daspases. The apoptotic signal thus needs to be amplified
through the mitochondriai pathway with the help of BH3-only Bid protein (39). Upon
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activation of the celi surface death receptors, Bid is cleaved by caspase-$ to generate a
N-terminal truncated Bid fragment (tBid) which transiocates from the cytosol to the
mitochondria whcre it triggers cytochrome c release in a BH3-dependent manner,
connecting the extrinsic pathway to mitochondrial apoptosis (37, 3$, 275). One of the
mitochondrial targets of tBid seems to be cardiolipin, a mitochondria-specific lipid,
which is specifically bound by a previously unknown three-helix domain (helices 4, 5
and 6) within tBid (276). tBid can also undergo myristoylation of a glycine residue that
becomes exposed in its N-terminus after cleavage by caspase-8. This second post
transiational modification greatly enhances the mitochondrial targeting efficiency of tBid
(277). Espoti et al. (27$) have recently proposed that tBid is invotved in the transport
and recycling of mitochondrial phospholipids. They have suggested that tBid
mitochondrial targeting depends upon this lipid transfer activity, by which tBid
specifically interacts with certain phospholipids and transports them to the mitochondria
(27$). Once cleaved, how does tBid induce apoptosis? tBid bas been reported to possess
a stronger affinity for Bcl-xL than the full-length Bid, thus being a more potent inhibitor
of Bcl-xL anti-apoptotic activity (37). Bid cleavage may induce a conformational change
that makes the BH3 domain of tBid more accessible to heterodimerisation with Bcl-xL
or Bax (134). TBid insertion within the mitochondrial membrane may also cause BH3-
independent membrane destabilisation with subsequent mitochondrial permeabilisation
and apoptosis (143, 144).

Recently, the molecular mechanisms by which tBid triggers mitochondrial apoptosis
have been further elucidated. A first study has reported that tBid, by binding to Bax, is
capable of inducing a conformational change in Bax that exposes the Bax N-terminus
and allows Bax insertion and oligomerisation within the mitochondrial membrane (107).
Once at the mitochondria, Bax may stimulate mPTP opening and/or participate in the
formation of the putative cytochrome c channel, even though Roucou et al. (279) have
recently reported that tBid alone is flot able to induce Bax oligomerisation or the
formation of cytochrome c-permeable channels in artificial lipid membranes, suggesting
cooperation of tBid with another protein to account for the tBid-induced Bax
oligomerisation that Eskes et al. observed in isolated mitochondria (107). Similarly, Wei
et al. (106) later proposed that after insertion of tBid in the mitochondrial membrane, the
BH3 domain of tBid remains on the mitochondrial surface where it induces a
conformational change and oligomerisation of pro-apoptotic Bak. Oligomerised Bak
could then provide a pore to allow cytochrome e release (106). In contrast, another study
has reported that tBid homooligomerisation occurs within the mitochondrial membrane
and that these tBid oligomers are sufficient by themselves to induce cytochrome c
release, caspase activation and apoptosis, without causing Bax or Bak activation (280).

Proteolytic cleavage of Bld is flot only attributed to caspase-$ activity. Bid can also
5e cleaved by effector caspase-3 in the intrinsic pathway, providing an amplification
loop to further destabilise mitochondria, even after activation of the effector caspases
(281, 282), or by caspase-2, linking its activation upstream of the mitochondrial
apoptotic pathway (44, 45). Granzyme B, a serine protease contained in cytotoxic T
lymphocytes (CTL) and released after an apoptotic signal triggered by engagement of
the cell surface Fas receptor (283, 284), can efficiently process the Bid molecule (285) as
well as several caspases (286, 287), mediating the apoptotic death of CTL targets. Some
groups have demonstrated that Bid may also he cleaved by the calpains, calcium-
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dependent cysteine proteases that can be activated after diverse cellular insuits, [o
produce a truncated Bid with similar mitochondrial translocation properties of the
caspase-$-cleaved Bid (28$-292). Such a truncated Bid fragment seems to be also
generated in the presence of lysosomal extracts, suggesting cleavage by the lysosomal
protease cathepsins (216). Bid cleavage may, therefore, consitute a strong means of
modulating diverse apoptotic pathways.

The multidomain Bax protein may also be a target for proteolysis. In a model of
drug-induced apoptosis in HL-60 ceils, the cleavage of full-length 21-kDa Bax has been
shown to be mediated by calpains rather than by caspases (288, 289), to generate a Bax
fragment of 18-kDa which possesses increased celi death activity at the mitochondria
(293). A study has reported caspase-mediated cleavage of pro-apoptotic Bad after
triggering of the extrinsic apoptotic pathway in Jurkat T celis, to generate a 15-kDa
truncated Bad fragment that is a more potent inducer of apoptosis than the wild-type
protein (294). Proteolytic cleavage of anti-apoptotic Bd-2 family members has also
been described. During apoptosis of the IL-2-dependent murine T ceil clone CTLL-2, the
Bcl-xL molecule undergoes cleavage by caspase-3-like enzymes at two sites within its
loop domain, [o generate two l$-kDa Bcl-xL fragments, which resuit in accelerated
apoptotic death (295). Caspase-mediated cleavage of Bel-2 also occurs in myeloid
leukemia celis that undergo chemotherapy-induced apoptosis and resuit in the
attenuation of Bel-2 anti-apoptotic function and subsequent ceil death (296). Until now,
proteolytic cleavage of pro-apoptotic protein seems to enhance their death-promoting
activities and favours apoptosis, while cleavage of their ani-apoptotic counterparts
rather inhibits pro-survival function, also resulting in apoptosis.

Conformational changes
Subcellular localisation, oligomerisation potential and overali function of certain

Bel-2 family members are highly influenced by protein structural conformation.
Multidomain Bax is the most studied protein in regard to the structural modifications
that affect its pro-apoptotic behaviour. Bax is known to be a cytosolic protein in healthy
living celis that transÏocates to tite mitochondria upon induction of apoptosis (112, 114,
297). Mitochondrial relocalisation of Bax is a rapid process that occurs during the early
phases of apoptosis (297). The C-terminal hydrophobie transmembrane segment appears
to be important in Bax relocalisation since its deletion alters the ability of Bax to insert
into the mitochondrial membrane (297). Further mutational studies have suggested
involvement of the Bax N-terminus as well, proposing a model where the dissociation
between the N- and C-termini of Bax is an essential early step in apoptosis induction
(298, 299). Thus, the resolution of Bax three-dimensional structure has provided a better
understanding of Bax structural modifications as well as molecular mechanisms by
which these may occur (300). When Bax lies in its inactive cytosolic conformation, its
BH3 and TM (a9 helix) domains are masked within the hydrophobie core of the protein,
while the residues containing the hydroxyl groups are exposed and provide Bax
solubility in the cytosol. The C-terminal a9 helix must then dissociate from the
hydrophobie pocket to altow Bax insertion within the mitochondrial membrane (300).
The death agonist tBid, which can directly interact with Bax via its BH3 domain, seems
to induce structural Bax modification leading to the exposure of N-terminal residues
(107, 301). This conformational change at the N-terminus then permits the a9 helix to
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disengage from the hydrophobic pocket and allows subsequent insertion of Bax within
the mitochondrial membrane (300). The BH3 domain must also be released from the
hydrophobic core in order to confer ceil-killing activity to Bax. Indeed, Bax
heterodimerisation and/or oligomerisation require exposure of the BH3 motif since it is
this domain that provides protein-protein interaction. In addition to inducing Bax
insertion in the OMM, tBid has been shown to also trigger Bax oligomerisation (107).
The Bax a2 helix, located in the BH3 domain, contains hydrophobie side chains that
initially face the hydrophobie core of the protein and must be reoriented toward the
cytosol in order to provide binding abilities to the BH3 domain (100, 300). Bid might be
capable of inducing such important rearrangements in the Bax molecule, and this may
occur subsequently to release of the a9 helix from the hydrophobie pocket. In addition,
Bid is also responsible for allosteric activation of Bak, followed by Bak oligomerisation
within the mitochondrial membrane, possibly through a similar mechanism (106). In
contrast, anti-apoptotic Bel-2 and Bcl-xL rather inhibit insertion and oligomerisation of
Bax in the OMM, neutralising the death-inducing activity of Bax (103, 302, 303).
Nechushtan et al. (304) recentty reported that during apoptosis of staurosporine-treated
COS-7 and HeLa celis, immediatly after Bax insertion within the mitochondrial
membrane, Bax rapidty leaves the membrane to form huge mitochondria-associated
clusters that may weIl contain several thousands of Bax motecules and whose formation
is inhibitable by BcI-xL. They also demonstrated that Bak colocalises with Bax in these
clusters, and that cluster formation could contribute to mitochondrial apoptosis (304).

Because Bax insertion in the mitochondrial membrane has been described in Bid
deficient ceils (305), other BH3-only proteins may be responsible for the transiocation
and oligomerisation of Bax within the mitochondrial membrane. Indeed, a recent study
by Yamaguchi and Wang (306) demonstrates that Bim-EL induces Bax conformational
change by a heterodimerisation-independent mechanism inhibitable by anti-apoptotic
BcI-xL. According to recent evidence, the pro-apoptotic behaviour of the Bak molecule
is very similar to Bax function in regard to apoptosis induction. Studies have shown that
both multidomain proteins are essential to cell death induced by a variety of apoptotie
stimuli, and seem to function in a somewhat redundant fashion, downstream of the BH3-
only members (103, 104, 307-309). By targeting Bax and Bak, the BH3-only activating
death agonists are capable of inducing crucial conformational changes within the multi
domain proteins that constitute the first step towards mitochondrial permeabilisation and
apoptosis.

Subcellular sequestration
As described in the preceding section, relocalisation of Bax from the cytosol to the

mitochondria is highly dependent on the induction of conformational changes by other
death agonists. Bax subeellular movements may also be modulated by distinct kinase
cascades. Detachment of a celi from the extracellular matrix bas been shown to induce
rapid transiocation of Bax to the mitochondria, accompanied by conformational changes
within Bax that exposes its BH3 domain (310). In that case, the tyrosine kinase
ppl25fAK (focal adhesion kinase), a central molecule for integrin-mediated signaling,
seems to be responsible for the initiation of a PI3K cascade that leads to Bax activation
(310). Recently, Tsuruta et al. (311) have shown that the PI3K-Akt pathway, which
regulates Bad pro-apoptotic function after growth factor signaling (see section on Bad
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phosphorylation), also modulates Bax movements between the cytosol and the
mitochondria. They found that PI3K activity retains Bax in the cytosol and that Akt is
capable of inhibiting Bax transiocation to the mitochondria (311). In addition to
modulating Bad activity, the growth factor-activated PI3K-Akt pathway, therefore,
promotes celi survival through sequestration of Bax in the cytosol. A study bas also
reported that p38 MAPK activity plays a crucial role during nitric oxide-mediated celi
death by facilitating Bax translocation to the mitochondria (312). Aside from the kinase
pathways, a co-activator of the subcellular redistribution of Bax may also exist.
Peg3/Pwl protein, induced during p53-mediated apoptosis, is one candidate that might
act as the so-called modulator of Bax movements (313). It bas been proposed that
Peg3/Pwl may either directly or indirectly act on Bax to induce dimerisation or
conformational changes which precede Bax relocalisation to the mitochondria (313). A
second putative modulator is Bif-1, a novel Bax-binding protein that could also induce
conformational changes in Bax and subsequent mitochondrial targeting (314). A
negative regulator of Bax redistribution bas been also described. 14-3-3a, a p53 target
that mediates, in part, DNA damage-induced G2 arrest of the celi cycle, prevents
apoptosis apparently through association and sequestration of pro-apoptotic Bax (315).
Recently, Werner et al. (316) have shown that anti-apoptotic AIJBfl-1 binds and
sequesters tBid, preventing the death agonist from translocating to and activating the
pro-apoptotic Bax and Bak. Bag-l protein, which shares no significant homology with
the Bd-2 protein family, directly interacts with Bel-2 and apparently cooperates to
supress apoptosis and prolong celi survival (317). It bas been shown later that Bag-1 is
an activator of the Raf-1 kinase (318), known aL that time to also cooperate with Bel-2 to
prevent apoptosis (317). Similarly, Bis, another Bcl-2-interacting protein, appears to
synergise the anti-apoptotic activity ofBcl-2 after a variety of death stimuli (319).

Lipid rafts are sphingolipids, cholesterol and ceramide-enriched microdomains
within the plasma membrane of many celi types (320, 321). These rafts are invoived in
the signaling pathway of B ceil activation (322-324), and the ciustering of Fas within
lipid rafts appears to be a prerequisite for death receptor signaling and subsequent celi
death (320, 325). Recently, BH3-only Bad bas been shown to be attached to lipid rafts in
IL-4-stimulated cells (326). When celis are subsequently deprived of IL-4, Bad
dissociates from the lipid rafts and transiocates to the mitochondria, resulting in

apoptotic ceil death (326). in addition, from their resuits, Ayllôn et al. (326) have

suggested that the pro-apoptotic function of Bad is flot modulated by association with

14-3-3, but rather by the IL-4-regulated movements of Bad between plasma membrane

lipid rafts and the mitochondria.
The death-inducing activities of BH3-only Bim are also regulated by subcellular

sequestration. Three major isoforms of Bim (Bim-EL, Bim-L and Bim-S) were first
described with Bim identification and characterisation (82, 87), but several novel

isoforms have been discovered recently, including BimOEl, Bima2, Bim1, BimÇ32,

Bim133, Bimf34 (327), Bimy (328) and BimAD (329). The three major Bim isoforms ail
promote apoptosis but differ in killing potency, Bim-S being the strongest cell-death
inducer (87, 330, 331). Particular subcellular localisations of Bim-EL, -L and -S are
responsible for these differences in celi death-inducing potential. In healthy living celis,
Bim-EL and -L are sequestered to ceilular microtubule comp]exes by binding to the
dynein light chain LC$ (115). Certain apoptotic stimuli, such as growth factor
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withdrawal, calcium ion flux and microtubule perturbation, disrupt the interaction between
LC$ and the dynein motor complex, releasing Bim-EL and —L, which transïocate together
with LC8 to the mitochondria where they cause apoptosis. Because Bim-S does flot interact
with LC8, it is flot sequestered to the cytoskeleton which may explain its increased ability
to induce ce!! death (115). A recently- discovered BH3-only member, Bmf, is also attached
to mysosin V motors by binding to dynein light chain LC2. Cellular insuits, such as a Joss
of cet! attachment (anoikis), unleash Bmf from cytoskeÏetal structures, allowing it to
translocate and bind pro-survival Bd-2 proteins ($9). Sequestration to microtubular
complexes, therefore, represents a negative physiological regulator of Bim and Bmf pro
apoptotic activities.

Ubiquitination
The ubiquitinationlproteasome pathway plays a major rote in the degradation of

cellular proteins involved in diverse cellular processes, including ceil death regulation
(332-334). One of the first steps in this process is the attachment of a small ubiquitin
moiety to a lysine residue of an acceptor protein, which becomes targeted for
degradation by the proteasome complex after several successive rounds of
ubiquitylation. Findings that apoptosis is induced after treatment with proteasome
inhibitors in a variety of cancer and transformed ceil unes have suggested that the
activities of some effectors and/or reguÏators of apoptosis might be modulated by the
ubiquitinlproteasome system (335-33$). Indeed, further studies have demonstrated that
some Bd-2 family members are post-translationally regulated by proteasomal activities.
The pro-apoptotic Bax protein, a direct target of the ubiquitinlproteasome system, has
been shown to accumulate after proteasome inhibition in Jurkat T cells (339); ubiquitin
mediated degradation of the death agonist tBid bas been observed in COS-7 cells (340),
and rapid stabilisation and accumulation of the BH3-only Bik at the mitochondria have
been reported in T and B ceils upon inhibition of proteasomal activities (33$). The
oncoprotein human papillomavirus E6 proteins inhibit apoptosis in differentiating
keratinocytes, apparently through the association of ubiquitin-ligase-E6-associated
protein with pro-apototic Bak, resulting in the proteasomal degradation of Bak and
subsequent celi survival (341). A proteasome-dependent pathway is also involved in the
degradation of anti-apoptotic Bd-2 during mitotic arrest caused by microtubule damage
(342). Breitschopf et al. (343) have demonstrated that dephosphorylation of Ser-87
(which becomes phosphorylated after inhibition of microtubule dynamics, (see section
on Bd-2 phosphorylation) within Bd-2 represents a signal for its ubiquitin-dependent
degradation. A further study has shown that only the non-phosphorylated form of Bd-2 is
sensitive to proteasomal degradation, while the phosphorylation of Bd-2 confers protection
against degradation, suggesting that Bd-2 phosphorylation may provide a survival
advantage for the ce!! after damage to microtubutes (344). The ubiquitinlproteasome
system, therefore, significantly influences the delicate balance between pro- and anti
apoptotic members of the Bd-2 family, and represents one more way of modulating the
apoptotic outcome.

Conclusion
Proteins of the Bd-2 farnily are key regulators of apoptosis, participating in the

integration and modulation of multiple survival and death signais. Bcl-2-like proteins
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may act alone or in concert with other family members and/or with distinct proteins to
either perturb or protect cellular organelles, especially the mitochondria. By targeting the
OMM, pro-apoptotic Bd-2 family members can induce the release of apoptogenic
factors in the cytosol, connecting various death-inducing stimuli to mitochondrial
apoptosis, whule their anti-apoptotic counterparts rather act to preserve mitochondrial
homeostasis and promote celi survival. Bcl-2-like proteins are also involved in the
modulation of other apoptotic pathways, such as those induced after ER and lysosomal
stresses. While we are beginning to better understand the molecular mechanisms by
which Bcl-2-like proteins affect the mitochondria, much remains to be discovered about
the action of these proteins at the ER, nuclear and lysosomal levels. Cross-talk between
cellular organelles seems to be necessary to ensure perfect integration of the multiple
death pathways, but how such good communication is achieved at the molecular level
remains a critical question. The subcellular transiocation properties of some members of
the Bd-2 family may provide a part of the answer, although there is stili much obscurity
around the molecular mechanisms by which a protein can travel from one site to another
within a ceil. Recent findings that several Bcl-2-like proteins undergo varïous post
translational modifications that greatly impact on their function as well as on their
subcellular localisation have shed light on how proteins of the Bd-2 family undergo
inter-organellar traveling. Because Bcl-2-like proteins are major regulators of multiple
death pathways, they represent attractive targets in the development of new therapeutic
drugs for the treatment of several disorders in which the apoptotic program has become
defective. Even though much has been resolved about the mechanisms of action of Bd
2-like proteins in the last several years, a better understanding is still required to
efficiently target them.
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Bcl-xES, a BH4- and BH2-containing antiapoptotic protein, delays Bax
oligomer formation and binds Apaf-1, blocking procaspase-9 activation
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Bel-2 tamily members either negatively or positively
regulate the apoptotic threshotd of celis. BcI-xES (extra
short), n novel Bd-x member, possesses a unique
combination ot’ BH4 ami B112 doinains as well as a
COOH-terminai hydrophobie transmeinbrane anchor
domain. Bct-xES contains sequences of hydrophobie -6
helices but iacks sequences of -5 helices, suggesting that
it cloes flot have pore channel-forming activity but
ftinctions uniquely as n trapping protein. mRNA expres
sion analysis by reverse transcrïptase—polymerase diain
reaction and RNase protection assay reveal that Bcl-xES
is expressed in a variety of human cancer ccii unes and
human tumors, inciuding bone marrow from patients with
acute lymphoblastic leukemia. Bcl-xES expression is
much less pronounced in some specimens of normal
hunian tissues, inctiiding the breast, ovary, testis and
hing. Stable, transfected human B iymphoma Namatwa
variant ceils expressing Bci-xES were derived to investi
gate its role in apoptosis. Bci-xES had a preventive effect
on ccli death ïndiiced by tumor iiecrosis factor-alpha and
various concentrations of anticancer drugs, inclutiing
cainptotliecin, etoposide ami cispiatin. Its protective
action on ccli death was correlated with the inhibition of
mitochondrial cytochrome e release and caspase activa
tion. In n yeast two-hybrid system, Bcl-xES interactecl
with most Bd-2 family members, including those contain
ing only n BH3 domain, and with the Ced-4 liomolog
Apaf-1. Co-immunoprecipitation and gel filtration chro
rnatography experiments suggest that Bel-x ES delays
drug-induced apoptosis by disturbing the formation of Bax
oligomers and preventing cytochrome e release, but also
by interacting with Apaf-l and inhibiting procaspase-9
activation, thus averting the apoptogenic proteolytic
caspase cascade and cdl death.
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Introduction

Mammalian Bd—2 family proteins share homology that
s principrtlly clustered within conserved Bd—2 homology

domains (Bi-11, BI-12, BI-13 and BH4), but cotitd also
contain o long flexible ioop (LOOP), o pore-forming
dommn ConsiSting 0f .—5 ami .—6 helices. 011(1 o carhoxy—
terminal hydrophobic transmembrane domain (TM)
responsible for their sublocalization ta stLhceilular
organeltes, includinti the mitochondria, enclopiasmic
reticulum and nucleus. Members of this family of
proteins are criticai regttlators of apoptosis that either
pronlote ccli survival or facilitate coU death. The
antiapoptotic members of the family arc multidomain

proteins (e.g. Bd-2, Bcl-xL, Bd-w, Mci-l), while the
proapoptotic members are suhclivided into Iwo classes:
multidomain proteins that contain Bd—2 homology (BI-1)
domains I 3 (e.g. Box, Bak), anci BH3—only proteins
constituteci 0f a uniqtle BH3 motif (e.g. Baci, Bid, Bik,
Bim, Hkr) (Kroemer, 1997: Reed, 1997: Chao and
Korsmeyer, 1998: Adams 011(1 Cory, 2001).

The various forms 0f Bd—2 ltl17ily proteins
unique combinations of structtirc—ftinction domains

that determine their capacity to intcract with each other

antI with other proteins, forming o compiex network of
110mo— and hetero—oligomers upon stimulation (Yang
anci Korsmeyer, 1996; Kroemer, 1997; Recd, 1997; Chao
anci Korsmcyer, 1998; Kroemet and Roecl, 2000). The
localization of these proteins at the outer mitochondrial
membrane indicates that thcy influence the opcning and/

or closing 0f mitochondrial megachantiels by so—called

permeabihty transition pot-es (mPTP) (Bernardi et al.,
1994: Zoratti and Szabo. 1996) as weli tts the release of

apoptogenic activators fr0111 the mitochondria, mciud—

ing apoptosis-inclucing factor (Susin et aI., 1996, 1999b),
cytochrome r’ (Kiuck c’t t,!., I 997a. b; Yang et al., I 997a),
Diablo/Smac (Du et aI., 2000; Vcrhagcn et ai., 2000),
EndoG (Li et cd., 2001; Parrish et al., 2001), Omi/HtrA2
(Suzuki et cd., 2001), and some procaspases such as
procaspase—9 and —2 (Susin et ai., I 999a). The formation

of homo— and hetero—complexes bctwecn proteins of the
Bd-2 family and those containing onIy o BI-13 domain is

weil—describecl, anti recent stuclies have shown that the
multidomain Box and Bak proteins are essential for celi

death, acting downstream of the BI-13 domain—only

members (Lindsten et cd., 2000: Wei et cd., 2001; Zong

et cd., 2001).
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Current views on the role of the 13H3 domain—only
proteins encompass not only the hinding and secjuestra—
tion of antiapoptotic members like Bd—2 and Bel—x L,
but also the binding and activation oC proapoptotic
members likc Bax and Bak. tu turn, upon activation,
these form high molecular weight oligomer complexes
anti clusters in the mitochondriat outer membrane
(Franke and Canlley, 1997; l-Isa et al., 1997; Woltcr
et cil., 1997; Goping et aI.. 1998; Gross et cil., 1998 Li
et al.. 1998; Luo et aI., 1998; Griffiths et aI.. 1999;
Ncchushtan et aI., 1999; Eskes et al., 2000; Korsmeycr
et aI., 2000; Wci et al., 2000; Antonsson et al., 200!;
Cheng et cil., 2001; Jia et al., 2001; Makin et al., 200!;
Mikhailov et aI., 200!; Nechushtan et aI., 200!; Zhao
et al., 2001). These complexes then possibly form high—
conductance pore channels l,y themselves (Muchmore
et cii., 1996; Antonsson et ai., 1997; Minn et tif., 1997;
Schenclel et al., 1997) ancl/or in association with yet
unknown partners to beget the so—callecl mitochoncirial
apoptosis—induceci channel (Pavlov et al., 2001) and/or
modulate the opening/closing oC mPTP in coopera tion
with adcnine nLicleotide transiocator protein tANT)
(Marzo et al., 199$) anci the mitochondrial porin
channel or voltage—dependent anion channel (VDACI
(Shimizti et aI., 1999, 2000; Shimizu and Tsujimoto,
2000). Activated proapoptotic protcins like Bax accel
cra te VDACI opening in a manncr that permits
cytochrome e to pass directly through, whi!e the BH4-
containing antiapoptotie proteins Bc!—xL anti Bel—2
impecle such opening (Shimizu et ci?., 1999. 2000;
Shimizu and Tsujimoto, 2000).

In addition, initia! stticlies have clemonstrateci inter
action oC Bcl—xL, Bd—2 and Boo/Diva with Cccl—4/Apaf—
I (t—tu et al., 199$; Huang e! al., 199$; Inohara et aL.
1998; Pan et ai., 1998; Song et cil., 1999). In the
mitochondrial pathway of caspasc activation, Apaf— I
binds to procaspasc-9 in the presence of UATP and
cytochrome e, anci this interaction is mediated hy
caspase recruitment domains founcl on the two proteins
(Qin et ci?., 1999; Zhou et al., 1999). Comp!cx formation
betwecn Apaf-! anci procaspasc-9 zymogen Ieads to
caspase—9 cleavage and activation. probahly through
autoproteolytic processing, and caspase-9 in turn
directly activates caspase-3 ancl -7 (Li et cii., 1997; Zou
et ci?., 1997; Srinivasula et aI., 1998). Bcl—xL, Bel—2 anci
Boo/Diva hinding to Apaf— I appears to inhibit Apaf— I
oligomerization and castxtse—9 activation (Ru et cil.,
199$; Huang e! cil., i998; Inohara e! al., 199$; Pan et cil.,
1998; Song et cil., 1999), situations similar ta that
ciescribeci in C. elegans, whereas the prosurvival Ced—9
hinds and secluesters Ceci—4, but also forms a ternary
complex with Ced-3, thcreby preventing Ced-4 oligo
merization and Ced—3 activation (Chinnaiyan et cil.,
1997: Seshagiri anci Miller, 1997; Spector et ciL, 1997;
Wu et cil., 1997a, b; Chaudhary et al., 199$). However,
other investigations have been unable to dernonstrate
either an association of Bel—xi, or Bel—2 with Apaf—! or
cellular co—localization oC these proteins (Moriishi et cil..
[999; Conus et cii., 2000; Haraguchi et al., 2000;
Hatismann et cil., 2000; Newmeyer et cil., 2000).
Whether other antiapoptotic Bel—2 fami!y members

bincl ancl/or scq uester Apaf— 1 remains an unresolvecl
qtiestion.

In ibis pa per, we report ihe identification anti
charactcrization of Bcl—xES (extra short), a novel Bel—x
member cxprcssed in various human tissues ancl cancer
celI [mes. Bcl—xES bas a unique structure compared to
others, and contains BH4 and BI—12 domains, sequences
oC si—6 helices aix! a COOH-terminal hydrophobic
transmembrane anchor domain, but lacks the BH I
BH3 antI flexible LOOP domains and seqcienees
corresponding to —5 helices. In a yeast two—hybrid
system, Bcl—xES interacted with most Bel—2 family
members, including those containing only a BI—13
domain, and also with the Ceci—4 homolog Apaf— I
Bcl—xES dcletion mutants indicatcd that BH4 and BH2
are required for these interactions. In addition, otir data
suggest that Bcl—xES delays drug—induceci apoptosis by
disturbing the formation oC Bax oligomers and prevent—
ing cytochrome c, release ancl Apaf— 1 oligomerization,
but also by direetly interacting with ApaC— I and
inluhiting procaspase—9 activation, blocking the mito—
chondrial apoptogenic proteolytic cascade and cdl
clcath.

Resuits

Bel—xES, u niaque BH4—, BI-12— anti trcinsineinbrcaie
cinehor cio,ncni,—eontcnninq pI’otein

Among aIl the Bel—2 family members, BcI—xES contains
n Lmique combination oC BI-14, BH2 and TM domains
(Figure 1). First idcntifiecl anci cloned from human
promyclocytic FIL-60 cclls, bcl-xES mR.NA expression
was investigated in various human ceIl lines anci tissues
by reverse transeriptase—polymcrasc chain rcaction
(RT—PCR) and, in some specimens, by ribonuclcoudase
protection assay. Table I (upper panel) summarizes the
cietection oC Bel-xIS mRNA compared to BcI-xL and
Bcl—xS in a series oC human cancer ce!! unes and normal
or cancerous hciman tissues of various origins. Bel—xES
was cietected in most cancer ce!! lines anci tissues with
the exception oC normal human breast. ovary, testis and
lung. The relative amount of Bcl—xES tvas semiquanti—
tateci anti normalized to the amount oC Bcl—xL by
autoradiograph densitometry. In the panel oC cancer cdl
hues analysed, the relative ratios (bcl—xES to bel—xL)
wcrc fotinci to be highly heterogenotis ainong samples
(n = 19), ranging Crom O to I and 0.74 to I. In the panel
oC human tissues analysed, BcI—xES levels were much
lowereci than Bel-xL levels, with a few exceptions (bone
marrow samples #l and #3), as shown in the represen—
tative autoradiographs (Table I, lower ianel).

To investigate whether Bcl-xES is expressed at the
protein levcl, we first analyscd total cellular extraets
obtained from FIL-60, U-937 aix! Namalwa cells hy
Western imm umoblotting. using Bcl—x—specilic monoclo
nal antibodies generated from amino acids 1$—233 oC rat
Bcl-xL. These extracts were preparcd in the presencc of
a cocktail oC protease inhibitors and lactacystin, a
potent proteosome activity inhibitor. Wc detceted three
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Table 1 Expression oU Bcl-xES, Bci-xL and Bcl-xS n human tissues and htiman cancer ccli unes

T)’pts Oriç’hi BcI-.vES &t-xL Bd-vS

HL-60 Promyclocytic ieukemia + 4- ±
U-937 Histiocytic lymphoma + + +
Namalwa Burkitt’s lymphorna + + +
NL-2 Burkitt’s iymphoma ± + +
Raji Burkitt’s lymphoma ± + 1-
Jurkatt Acute T-ecu leukcmia + + +
H9 T-cell iymphoma + + +
CCRF CEM Acutc lymphoblastie iettkemia + + +
MCF 7 Breast adenocarcinoma ± + +
MDA-MB-468 Breast adenocarcinoma + + +
SK-BR-3 Breast adenocarcinoma + + +
OVCAR-3 Ovary adcnoearcinoma + + +
DU 145 Prostate carcinoma + + +
PC-3 Prostate adenocarcinoma ± + +
LNCap-fCG-i0 Prostate carcinorna + ± +
Caiu-l Lung carcinoma ± + +
A-431 Epidermoid carcinoma + + +
NCI-H69 Smail-ceil lung carcinoma + + +
NCI-N417 Smali-celi lung carcinoma + + +
Colo-205 Colon adenocarcinoma — — —

Colo-320DM Colon adenocarcinoma — — —

HT-29 Colon adenocarcinorna + + +

Bone marrow Chidren with ALL (mixcd) + (5/6) + (6/6) + (6/6)
Colon Adenocarcinoma (rnixed) + (7/7) ± (7/7) 4- (7/7)
Colon Normal (mixed) + (6/7) + (7/7) + (7/7)
Spleen Normal tissue (male) ± + +
Skin Normai tissue (maie) ± + +
Breast Normai tissue (female) — + +
Ovary Normal tissue (female) — + +
Testis Normal tissue (male) — + +
Lung Normal tissue (maie) — + +
Colon Normai tissue (maie) ± + +
Brain Normai tissue (male) ± ± 4-

Symbois are (+) positive; (—) negative; (±) very weak. ALL means acute lymphoblastic leukemia. Note: 1-luman Bel-xEs, Bcl-xL and Bel-xS
expression svas detected by RT—PCR from total RNA using specific primera at the ATG start codon and TGA stop codon. Electrophoresis svas
donc in 1.6% agarose gel and thc amplificd fragments transferrcd tu GcncScrccn nylon membranes. Blot wcre hybridized with a human Bel-xL
eDNA probe iabeled with [s?P]dCTP by random priming procedure. Representative autoradiographs are shown in the iower panels

the activity and mode of action of Bcl-xES on ceil death,
first, Bcl-xES cDNA was subcloned in a rnodified
pCEP4 expression vector that contained consensus
Kozak and hemagglutinin epitope tag sequences (HA
tag) (Schmitt et al., 1998a, b, 2000). After transfection, a
stable Namalwa variant line that expresses HA-Bcl-xES
was selected under hygromycin Bi. Control Namaiwa

123456
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TNTNTNTNTNTNTN

-

Rcl-xL —

UcTxS —

I1clES —

-À
Bone marrow samples

- - —
—-w

‘s

tumoral and normal colon birspsics
Acure Lymphoblasic Lukemia

bands corresponding to approximately Mr 26000, Mr
17000 and Mr 13000 kDa, most probably representing
Bcl-xL, Bcl-xS and Bcl-xES, respectively (Figure 2a).
Subcellular fractionation and Western immunoblot
analysis indicated that in Namaiwa ceits, endogenous
Bcl-xES protein was expressed in mitochondrial, cyto
solic and nuclear fractions (Figure 2b). To investigate

Oncogene



BcI-xES, a BH4- and 5H2-containing antiapoptotic protein
E Schmitt et al

ra

r—
r E

ra
::t z

-bd-xi.

—
- bcl-xS

I dIIPP
-

N ES N ES N ES

Figure Z Expression and subcellular localization of Bcl-xES in
human cancer ccli unes and in transfectcd human B lymphoma
Narnaiwa celis. (a) Western blot analysis of endogenous Bel-xi.,
Bcl-xS and Bcl-xES in whole ccii extracts (200pg per lane) obtained
from HL-60, U-937 and Namalwa ccii unes. After SDS—PAGE
([2%) and electrophoretic transfer (1h, 60V, 4CC), Bci-xL, Bcl-xS
and Bct-xES wcre immunodetccted, using anti-Bcl-x-speciflc
monoclonal antibody (clone 44; BD Transduction Laboratories),
and revealed by enhanced chemilurninescence rcaction and film
exposurc. Upper panel = 1:500 dilution; 20-min cxposure. Lower
panel = 4: 500 dilution; ovcrnight exposure. (b) Subcellular beau
zation of cndogenous Bcl-xES in Namalwa celis. Subccilular
extracis werc prepared as describcd in Materials and methods.
Bcl-xES vas immunodctectcd, using anti-Bci-x-speciflc monoclonal
antibody. Cytochromc e and Lamin B were monitored as controls.
Visualization was pcrformed by cnhanccd chemiluminesccnce
reaction and film cxposure. (e) Subccllular localization of HA
Bcl-xES in transfected Namaiwa cells. Subceltular cxtracts were
prcparcd from control Namalwa (N) and stable Namaiwa cclls
transfccted by elcctroporation with pCEP4-HA-Bcl-xES and
selccted at 1.5 mgfml hygromycin B (ES), as described in Materials
and methods. Aftcr SDS—PAGE and electrophorctic transfer, HA
Bcl-xES protein was detectcd using anti-HA peptide monoclonal
antibodies. Cytochrorne e was monitored as control. Visualization
vas performed by cnhanccd chemiluminesccncc rcaction and film
exposure

celis did flot survive, whereas a pCEP4-mock vector
transfected Namaiwa celi une was selected under
hygromycin BI. Immunohistochemical staining of the
exogenous proteins indicated that HA-Bd-xIS was
expressed in ail transfected celis (data flot shown).
Subcellular fractionation and Western immunoblot
analysis indicated that HA-Bel-xIS protein rnigrated
to approximately a Mr 14000 kDa band, and was
expressed in cytosolic, mitochondrial and nuclear
fractions (Figure 2c).

Effret ofHA-Bcl-xES on the kinetics ofapoptosis indttced
by cytotoxic agents

Previous studies have shown that 20-S-camptothecin
(CPT), a DNA topoisomerase I inhibitor, etoposide
(VP-16), a DNA topoisomerase II inhibitor, cis-plati
num (II) diamine dichioride (cisPT), a DNA adduct
inducing agent, and tumor necrosis factor-aipha (TNF
n) elicit morphological changes, caspase activation and
internucleosornal DNA fragmentation associated with
apoptosis in Narnaiwa ceils (Schmitt et al., 1998a, b,
2000). To assess the effect of overexpressing Bd-xIS in
these celis, the kinetics of DNA fragmentation asso
ciated with apoptosis induced by these agents were
monitored and quantitated by filter DNA eltition assay.
Narnaiwa ceils overexpressing Bd-xIS presented sig
nificant modulation of and protection against apoptosis
evoked by these cytotoxic drugs (Figure 3). Compared
to the reported effect of Bcl-xL in Namatwa ceits
(Schmitt et al., 1998b), Bct-xES seerns to have a less
pronounced protective action after various treatments.
However, it is difficuit to really compare the effect of the
two proteins, simply because the Bcl-xL and Bd-xIS
expression tevels achieved in these celis after transfection
are different.

Transiocation of mitochondrial intermembrane pro
tein cytochrome e to the cytosol is associated with
anticancer drug-induced apoptosis. To define the effect
of Bcl-xES in the mitochondrial pathway of caspase
activation, first, cytochrome c release was monitored
aftet CPT treatment. Bd-xIS delayed cytochrome c
release into the cytosol of transfected Namaiwa ceils,
compared to wild-type ceils, for at least 4h after 0.1 /IM
CPT, and sustainingly for 4h after l.OpM CPT
(Figure 4a). Cytochrome e release allows Apaf-1/
procaspase-9 oligomerization and interaction that result
in the rapid activation of caspase-9, which, in turn,
directly activates effector caspase-3 and -7 (Li et al.,
1997; Zou et al., 1997; Srinivasula et al., 1998). To study
the consequence of cytochrome e release inhibition in
Namalwa-Bcl-xES celis, we monitored the kinetics of
caspase-9 (LEkDase) and caspase-3- and -7-tike (DEy
Dase) activities. Both LEHDase and DBVDnse activ
ities were retarded in Namalwa cells overexpressing Bd
xES cornpared to wild-type celis after CPT treatments
(Figure 4b). The kinetics of DNA fragmentation
presented in Figure 3 are in accordance with those of
cytochrorne c release and caspase activities, and were
further visualized by agarose gel electrophoresis after
CPT treatrnent (Figure 4c). Altogether, these resuits
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figure 3 Kinetics of DNA fragmentation in control and Bcl-xES Narnaiwa celis. [‘CJThymidine-1abcled celis were treated with
various concentrations of camptothecin (CPT), etoposide (VP-16), eis-platinum(1I) diammine dichioride (cisPT) or tumor necrosis
factor-aipha (TNF-e). AL the indicatcd tirnes (x-axis; h), DNA fragmentation was detcrmincd by DNA filter elution assays. The results
are expresscd as percent DNA fragmentation. Points represent the rncans±s.e. of three independent experiments performcd in
triplicate. Symbols are Namatwa cells (open circles); BcI-xES-transfcctcd Namaiwa celis selected at 1.5 mg/ml hygromycin (closcd
circles). Mock vector-transfected Namaiwa cetls setected at 1.Smg/ml hygromycin show similar sensitivity to control Namatwa colis

indicated that Bcl-xES prevented cytochrome e release,
subsequent caspase-9, -3 and -7 activation and DNA
fragmentation.

Interaction of Bcl-xES with human Bel-2 ftsmity members
and Apaf1

The affinity of Bcl-xES dimerization among various Bd
2 family members and Apaf-1 was monitored in a yeast
two-hybrid system. Transmembrane hydrophobie an
chor sequences were removed from the cDNAs to
promote their nuclear translocation, to avoid the
toxicity of proapoptotic members in yeast celis, and to
prevent unspecific interactions through their hydropho
bic transmembrane domain. Interestingly, Bcl-xES
interacted strongly wïth ah family members tested,
including BH3-only members and the Ced-4 homolog
Apaf-1 (figure 5a). Most hikely, the absence of BRI,
BH3 and x-5 helices confers increased exposure of the
BH2 and BH4 domains of the protein, compared to
other Bel-2 members like Bcl-xL or Bel-2 that show
multiglobular conformation. In addition, the ability of
Bcl-xES to interact strongly with Apaf-l seems specific,
since we previously reported that a Bax isoform had no
affinity for Apaf-1, in the same yeast two-hybrid system
(Schmitt et al., 2000). To further analyse these interac
tions, we ftrst cornpared the ability of Bcl-xL to interact
with Apaf-l and a BH3-only protein in this yeast

two-hybrid system, and we generated two Bcl-xES
deletion mutants lacking either BH4 (Bcl-xESABH4)
or BH2 (Bcl-xESABH2) (figure 5b). In this two-hybrid
system, Bcl-xL did not interact with Apaf-l, but rather
with a BH3-only family member. Bcl-xES strongly
interacted with Apaf-l, Bcl-xESABH4 did not interact
with Apaf-1, while Bcl-xESABH2 showed a weak
interaction with it. Interestingly, neither Bcl-xESBH4
nor Bcl-xESL\BH2 interacted with a BH3-only family
member. These results suggested that BH4 is required
for the BcI-xES interaction with Apaf-l, while both BH4
and BH2 seem to be needed for Bcl-xES interaction
with other Bel-2 family members. The strong affinity
of Bcl-xES for most Bel-2 family members and
Apaf-I indicates that multiple interactions within ceils
could possibly account for the antiapoptotic effect of
Bcl-xES.

Bcl-xES interferes with the formation of Bax oligomers
after CPT treatment

To explore the mechanisms by which Bcl-xES prevented
cytochrome e release from the mitochondria after CPT
treatment, we monitored its effect on Bax activation and
oligomer formation. Since Bcl-xES interacted strongly
with multidomain and BH3 dornain-only proapoptotic
proteins in the yeast two-hybrid system, we postulated
that such interactions in celis could interfere with and

3920

80

60

z

40

20

TIME (h)

z

24 42 72 960 24 42 72 96

Oncogene



Bcl-xES, a BH4- and 8H2-cantaining antiapoptotic protein
E Schmitt et al

S 100 Mlï’O

0 4 0 4h

Namaiwa V

IJ> F

2

s) e
Q,
ce -

.2
Q

E

Q E
2.

Q
cil
ce
0.2
> l)

w
Q

C 0.1 1iM CPi’ 1.0 tM CI’F

Figure 4 Cytochrome e release, caspase activation and oligonucleosome-sized DNA fragmentation after CPI treatmcnL (a)
Cytochrome e release. Cytosotic S-100 and mitochondrial extracts were prepared from Narnaiwa and Namalwa/Bcl-xES-transfected
cells at the indicated times (0, 4h) aCter 30-min treatment with 0.1 pM CPT (left panel) or t.0ftM CPI (right panel). Immunoblot
analysis of cytochrome e was performed using anticytoclsromc e-specific antibodies and revealed by enhanced chemiluminescence and
film exposure. (b) LEHDasa and DEVDase activities. Namalwa and Namalwa)Bcl-xES-transfected ceils were treated for 30 min with
0.1 1cM (left panels) or 1.0 /LM CPI (right panels). Cytosolic extracts were then prepared from Namalwa (open circles) and Namatwa/
Bcl-xES celis (closed circles) at the indicated times aCter treatment. LEHDase (upper panels) and DEVDase (tower panels) activities
were monitored continuously at 37°C by detecting fluorescence emissÏon in the presence oC Ac-LEHD-AFC and Ac-DEVD-AMC,
respectively. Enzyme activities wcre measured as initial vclocities and expressed as relative intensity/rnin/mg. Points represent the
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Figure 5 Interaction of Bcl-xES and deletion mutants in ycast
two-hybrid assay. (a) Bci-xES deieted of its transmembrane
domain, Bcl-xESQXTM), svas subcloned in two-hybrid plasmid
pLexA vector. The Bel-2 famlly mcmbers Bcl-xL (zTM), Bcl-xS
(ATM), Bfl-l (z\TM), Bel-2 (TM), Bax-a (ATM), Bax-ff (TM),
Bax-,c fTM), Bak (TM), Bok (ATM), Bik (TM), Bad and the
human Ced-4 homologue Apaf-l were subcloned in the two-hybrid
piasmid pB42AD. Positive controls (+) represent pLexA p53 and
pB42 SV4O T, and negative controis (—) represent pLexA-lamin C
and pB42 SV4O T. EGY 48 rcpresents untransformed ycast celis,
(b) Bcl-xES(tTM), Bcl-xL(TM) and the deletion mutants Bel
xES(ABK4ATM) and Bcl-xES(ABH2ATM) were subcloned in two
hybrid plasmid pLexA vector. Apaf-l, Bik(ATM) and Rad werc
subcloned in the two-hybrid piasmid pB42AD. Positive sud
negative controis are as above. In ail cases, sequential transforma
tions were conducted by the lithium acetate method in yeast strain
EGY48, and thc ceils were plated on histidine/tryptophan/leucine
deficient (for LEU2 reporter gene assay) minimal SD induction!
selection media

delay Bax activation and oligorner formation after CPT
treatment. To monitor the effect of Bcl-xES on Bax
oligomerization, protein extracts obtained from control
and CPT-treated ceils were subjected to gel filtration
chromatography. The elution profiles of Bax after CPT
treatment in Namatwa ceils showed a strong shift of the
proteins toward fractions of higher molecular weight,
compared to its detection in untreated control ceils, as
early as 2h after 0.1 tM and 1.OftM CPT (Figure 6a,
upper panels). The shift of Bax toward fractions of

higher molecular weight was even more dramatic after
1.0 ttrvl CPT. In contrast, the elution profiles of Bax after
similar treatment in Namalwa/Bcl-xES-transfected cells
revealed much more moderate shifts toward fractions of
higher molecular weight (Figure 6a, lower panels). In
fact, the elution profiles of Bax in Namalwa/Bcl-xES
after I .0 ttM CPT were more or tess equivalent to those
seen in Namalwa ceils after 0.1 M CPI, a l0-fold
difference of CPI concentration. These results indicated
that Bax formed high molecular weight oligomers very
rapidly after DNA damage induced by CPI, an
observation that correlates with the activation of
apoptosis. In addition, Bcl-xFS expression had a
pronounced impact on the kinetics and amplitude of
Bax oligomerization induced by CPI, in accordance
with the Bcl-xES effect on cytochrome e release.

b further analyse the effect of Bcl-xES on Bax
oligomerization, co-immunoprecipitation experiments
were conducted to monitor if Bcl-xES binds to multi
domain proapoptotic Bax in untreated and CPT-treated
Narnaiwa celis. Mitochondria-enriched fractions

BcI-’U.:Apaf I were incubated with dithiobis[succinimidylpropionateJ
(DSP), a homobifunctional N-hydroxysuccinimide ester
crosslinker, to stabilize protein interactions and to ease
the detection of other proteins in Bcl-xES immunocom
plexes. Higher arnounts of Bax and Bak proteins were
immunoprecipitated from mitochondrial extracts ob
tained 2 and 4h after CPI treatment compared to
untreated ceils (Figure 6b). Ihese resuits suggested that
the inhibition of Bax high molecular weight oligomer
ization, observed in Figure 6a, could be explained in
part by the ability of Bcl-xES to bind Bax protein, thus
averting its oligomerization. Ihe interaction of Bcl-xFS
with Bak could potentially have a similar effect,
obviating Bak oligomerization or Bax/Bak hetero
merization.

Interaction of Bcl-xES with ApaJ4

Initial studies showed interactions between some anti
apoptotic members of the Bel-2 family, including Bel
xL, Bel-2 and Diva with Ced4/Apaf 1 (Hu et cil., 1998;
Huang et al., 1998; Inohara et al., 1998; Pan et al., 1998;
Song et al., 1999). Kowever, contrasting observations
have also been reported (Moriishi et al., 1999; Conus
et al., 2000; Haraguchi et al., 2000; Hausmann et al.,
2000; Newmeyer et al., 2000). Interestingly, we noted a
strong interaction between Bcl-xES and Apaf-1 in the
yeast two-hybrid system (Figure 5). b explore the
possibility that BcI-xES can interfere with Apaf-i
oligomerization in Namalwa cells, we first studied the
effect of Bcl-xES on Apaf-l oligomerization and
procaspase-9 activation. Protein extracts were obtained
from control and CPI-treated ceils and subjected to gel
filtration chromatography. To avoid Apaf-1 self-oligo
merization during the lysis procedure, lOmM adenosine
5’-O-(-3-thiotriphosphate) (AIP-yS) was added to the
lysis buffer. In Namaiwa celis, the elution profiles of
Apaf- I showed a prominent shift of the protein toward
fractions of higher molecular weight 2h after 0.1 tM
CPI treatment (Figure 7a, upper panels). Apaf-l
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figure 6 Kinetics of Bax-e oligomer formation after CPT treatment. (a) FPLC elution profiles of Bax-e from Namakva and
Namalwa/Bci-xES-transfected celis on Supcrose 6-HR 16/50, as dcscribed in Materiais and methods. Celiuiarextracts were prepared at
the indicated times from 5 x 10’ control and drug-trcated Narnaiwa (upper panels) and control and drug-trcatcd Namalwa/Bci-xES
(lower pancis) ceils al the indicated limes after 0.1 and 1.011M CPT. The elution peaks of thc moiccular weight standards (kDa) arc
indicated by arrows. After chromatography, 8Otii of each fraction (numbers above cach lane) was run on SDS—PAGE and
eiectrotransfcrred. Immunobiots wcre revcaied using anti-Bax polyclonal antibody and visualizcd by enhanced chcmiluminescence and
film exposure. (b) Mitochondria-enriched fractions were prepared, as described under Materials and methods, from control (0 h), 2-h
and 4-h C?T-treated Namalwa/Bcl-xES celle, incubatcd with DSP crosslinker and lyscd in 2% CHAPS-containing buffer. A l00-ttg
protein fraction was incuba[ed with anti-FIA antibodies. After capture of tise immunocomplexes, the covalent bonds created by DSP
were cleaved under reducing conditions and the immunoprecipitates were subjectcd to SDS—PAGE, and analysed by Western blotting
with specific antibodies. Extraction and immunoprecipitation from rnitochondria-enriched, untransfected Namalwa ceils (Nam) and a
whole celis extract obtained from Namalwa/Bcl-xES celle (extract) wcre uscd as negative and positive controls, respectively

oligomerization coincided with the appearance of active
caspase-9 fragments (Figure 7a, upper panels). In
contrast, in Namalwa/Bcl-xES-transfected ceils, the
elution profiles of Apaf-1 obtained after 0.1 /iM CPT
treatment showed neither Apaf-l oligomerization nor
procaspase-9 activation, even 4h after drug treatment
(Figure 7a, lower panels). When these ceils were treated
with 1.0 LM CPI, a sustaining arnount of Apaf- I protein
shifted toward fractions of higher molecular weight,

from 2 to 4h after drug treatment (Figure 7a, tower
panels). Also, Apaf-1 oligomerization was associated
with the appearance of active caspase-9 fragments 4h
after drug treatment (figure 7a, Iower panels). b
gether, these experiments indicated that Bcl-xES modu
lated Apaf-l oligomerization and procaspase-9
activation after CPT treatment.

b further analyse this effect of Bcl-xES, a series of
co-immunoprecipitation experiments were performed
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in control and CPT-treated Namalwa/Bcl-xES celis. Bd
xES was able to bind and to precipitate Apaf-l
(Figure 7b). Apaf-l binding to 3c1-xES remained
constant for at least 6 h when Namalwa/Bcl-xES celis
were treated with 0.1 tM CPT (Figure 7b, upper panels),
a condition where Bax oligomer formation, cytochrome
e release, caspase activation and apoptosis were
impaired in these ceils. In contrast, Apaf-l interaction
with Bcl-xES was diminished when the celis were
exposed to l.0tM CPT (figure 7b, lower panels), a
condition where Bax oligomerization, cytochrome e
release and caspase activation were observed, albeit

attenuated when compared to untransfected cells. Thus,
Bcl-xES binding to Apaf-l could possibly interfere
with its oligomerization, as well as procaspase-9
recruitment and activation, in addition to its prevention
of Bax oligomerization and cytochrome e release. To
test this possibility, we deployed a cell-free system in
which procaspase-9 is activated by the addition of
cytochrome e and dATP. Cell-free extracts were
prepared from untreated U-937 celis, and caspase-9
activity was monitored with a fluorogenic peptide
substrate in the absence or presence of variotis amounts
oU recombinant Bcl-xES protein deleted of its TM
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domain (Bcl—xES(ATM)). The addition of recombinant
Bd xES(ATM) inducecl dose-dependent inhibition of
Ac-LEHD-AfC hydro]ysis (Figure 7c). As a negative
control, the addition cf recombinant Bcl-xES(TM)
in celtular extracts obtained from apoptotic celis
had no inhihitory effect on caspase activities (data not
s hown).

Discussion

Several iso—proteins cf the Bel—2 family. which either
show similar or opposite effeets, have heen identified in
mammalian cells. These ineltide Bel—2 (Bel-2—a, —2f3)
(Tsujimoto and Croce, 1986), Bel-x (Bcl-xL, -xS, -xfi, -

x) (Boise et al., 1993; Yang et cil,. I 997h; Ban et al.,
1998), Bax (Bax—y., —fi, —g’, —t5. —w, —t:, —u) (Oltvai et al.,
1993; Apte et cil., 1995; Rectal., 1998; Zhou et al., 1998;
Shi et al., 1999; Sehmitt et aI., 2000), Bim/Bod (Bim-L, -

EL, -S, -tl, -2, -fil, —/32, -fi3, -/34) (O’Connor e! al.,
1998; U et al., 2001), BNipl (BNip-1, -la, -lb, -le)
(Zhang et ctl.. 1999), Bok/Mtd (Hsti and Hsueh, 199G)
and Bel-g (BeI-gL, -gS) (Guo et cil., 2001). In the present
sttidy, we noted that an apparant alternative splieed
isoform cf the Bel-x gene, whieh eneoded n protein
eontaining only the BH4, Bi-12 and COOH-terminus
hydrophobie transmembrane domains, behaves as an
antiapoptotie family member. b the best of our
knowledge, it is the only member cf the family that
shows this specifie combination of BH2 and BI-14
domains. The Bi-12 and BH4 domains cf Bel—2 ancl
BeI—xL arc functional domains assoeiatecl with their
antiapoptotie activities. While Bi-12 is important for
homo— and hetero—dimerization with other members cf
the Bel family (Borner et cil., 1994; Yin et al., 1994;
Hanada et al., 1995; Hunter et cil., 1996), the BI-14
domain is reported to be involved in the interaction
between Bel—2 and Bel—xL with Raf—l, calcineurin and
Ced-4/Apaf— I (Wang et al., 1996; Shibasaki et al., 1997;
Ru et al., 1998; Huang et al., 1998; Pan et cil., 1998). In
addition, the BH4 domain is implicated in the modula
tion ot’ VDACI aetivity (Shimizu et al., 2000). More
reeently, other investigators have revcaled n role for the

Bi-14 domain cf Bel—2 in modulating IkB through an
unknown meehanism that eoi.ild involve ANT (de
Moissae et cl., 1999; Bottero et cil., 2001).

The expression profile cf bcl-xES mRNA is relatively
similar to that cf bel—xL anti bcl—xS, but seems te vary in
the breast, cvary. testis and lung. Bel—x ES protein is also
observed among diverse human leukernic cdl lines,
althotigh at a lower level eompared to Bel-xL. However,
the expression level cf the protein was stabilized by the
addition cf the prcteosome inhibitor laetacystin, sug—
gesting that Bcl-xES could have a high turnover in these
ceils (data not reported). This indientes that the
physiclogical rote cf the varicus isoforms in modulating
apoptosis might be highly tissue- and environment
specifie.

Following CPT treatment, Bel-xES overexpression
delayed eytoehrome e release, n common observation
with antiapoptotic members cf the Bel—2 family. Most
tikely, Bel-xES, that showed strong interactions in yeast
two—hybrid assay. binds and inhibits prcapoptctie
members, including lhcse containing only a Bi-13
clomain that would be activated after CPT-induecd
DNA damage. In a rcccnt study, wc found that
multidomain and BH3 domain—only proteins are in—
duced rapidly and translocated te the mitochonclria
within 1—2 h after CPT treatmcnt in Namaiwa eells. The
ratio between anti- and proapoptotie members cf the
Bel—2 families is an important mechanism controlling
cdl dcath. Upon cdl death stimulation, transloeation
and oligomerization cf proapcptotic members te the
mitoehondria switch the mitochondrial equilibrium
toward apoptcsis (Yang and Korsmeyer, 1996; Kroemer
and Recd, 2000). Pcrhaps the degree cf protection
conferreci by Bcl-xES dcpends on its level cf expression.
In this study, we speeulated that Bel-xES sequesters
various prcapcptctic proteins, thus impeding the
activation and oligomerization cf Bax into active high
molecular weight complexes. A recent investigation
indicated that Bel-2 and Bcl-xL sequestered BH3
domain—only proteins, preventing the activation cf Bax
or Bak (Cheng et cil., 2001). Atthough alt possible
protein—protein interactions were net addressed in this
study, we showecl that Bax oligomerization was delayed
after CPT trcatmcnt in Namalwa/BcI—xES—transfcctcd
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Figure 7 Effects of Bcl—xES on Apaf—1 oligornerizaUon and procaspase—9 activation. (:i) FPLC elution profiles of Apaf—! anct caspase—9
from contrai and drug—treated Namaiwa flipper panels) and Narnaiwa/13c1—xEs ceils (iower panels) on Superose 6—H R 16/50. as described
in Materials and rnethods. Cellular cxtracts were prcpared attise indicated Urnes frorn 5 x 0’ contiol and drug—treated colis. Lysis butTer
contained 25mM HEPES (pH 7.4). 300 mM NaC1. C).2 mM DF, 2% CHAPS. 6 mM suerose and a cocktail of protease inhibitors. To
avoid Apaf— t self—oiiomenzatton cftiring the lysis procedute, (t nsM ATP—;’S svas added. 16e dation peaks of tic molecular weight
standards tkDa) are indicateci by vertical arrows. Foilowing chromatography. 50 1d of each fraction was mn on SDS—PAGE anci
eleetrotransferred. illots were reveaied using anti—Apaf—l monoclonal antihody anci anti—caspase—9 monoclonal antibody that recognized
the precursor and an active cleaved fragment (indicateci lsy arrows), ami vistializcd by enhanced chensituminescence and film exposure.
(b) Co—immunoprecipitation oC Bcl—xES and Apaf—l. Co—immunoprecipitation experiments on control and transfccted Namalwa/13c1—xES
colis wcrc performed with anti—HA antit,ody (Roche Molecular Biochemicals, clone I 2CA5), at tise indicated times afier 30—min
treatmen t wi di 0. I /IM CPI t upper panels) or l.0/IM CPT (losver panels). 1m ni unoblots were reucaieci using a nti—Apaf— I monoclona t
antihody (R&D Systems, clone 94405.11) and anti-HA monoclonal antibody (Roche Molecular Biochemicals, clone 12CA5) bcfore
enhanced chemiluminescence and film exposure. (C) Bcl—xES(ATM) interferes with proc:ispssc—9 activation in a ecu—froc assay. U—937
ceil—Crec extracts wcrc incubated with cytoehrome c/UATP Us the absence or prescnce of differeist amotiists of purificd rccombinant Bel—
xES(AIM) PtOteIls. Cieavage oC Ac-LEHD.AFC ivas monitored as initial velocides. Tise restiits are expresscd a pcrcentages of relative
enzyme activity, Ilsing tise formula 1(17! — l’o/ Vo — Vo) x 00], where Vi is the initial velocity measured in die presence oC various lixed
amounts of itsisihitor, Vo s tise basai initiai veiocity measured in unactivated control extract. and Va is the initiai veiocity measured ils
activated extraets in de absence oC inisihitor. Data points represent tise meaiss±s.d. of four independent experiments
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ceils compared 10 parental Namaiwa celis. In addition.
we ohserved in co—immunoprecipitation experiments
that Bcl—xES hinds directly to Box and Bak. Similar
findings have been made teported in Hela celis exposccl
to staurosporine or ultraviolet irradiation (Antonsson
et 0/., 2001 ) and in rat kidney proximal tubule ceils
treated with carbonyl cyanide—m—chlorophenylhydra—
zone (Mikhailov et ai., 2001), using different biochem—
ical techniques. incitiding gel filtration chromatographv
and protein crosslinking. Box oligomer formation and
insertion in [o the mitochondrial membrane were in—
hibited in the presence of antiapoptotic Bel—2 protein in
these studies (Antonsson et aI., 2001: Mikhailov et al..
20f) 1). Employing confocal microseopy and immuno
gold-labeling electron microscopy. others have also
observed that Bcl—xL completely inhihited the formation
of Bax and Bak high molecular weight clusters in
staurosporine-treated cells (Nechushtan et aI., 2001).
Thus, it appcared in our stucly that the delay of
cytochrome e release in Namalwa/Bcl-xES—transfected
ceils could be attrïbuted to the ef’fect of Bcl—xES on Box
activation and oligomer formation.

Bcl—xES showed strong interaction with Apaf- I in
yeast two—hyhrid assay. In C. elegans. the prosurvival
Ced-9 binds and sequesters Ced-4. but also forms a
[ernary complex with CecI-3. preventing Ced-4 oligo
mcrization and Ced—3 activation (Chinnaiyan e! (1/.,

1997; Seshagiri and Miller, 1997; Spector et al., 1997;
Wu et al., 1997a, b; Chaudhary et aI.. 1998). Initial
studies rcvealed similar interactions in mammalian celis
between some antiapoptotic members of the Bel—2
family, inclucling Bcl—xL. Bd—2 and Diva. and Apaf- I
f H u et t,!., 1998: H uang e! ci!.. 1998: I noha ra et al.. 199$;
Pan e! al.. 1998: Song e! al.. 1999). Bcl-xL, Bel-2 and
Boo/Diva binding to Apaf- 1 appeared to inhihit
cytochrome e—clepcndent Apaf— 1 oligomerization ancl
procaspase—9 activation (I—lu et aL. 1998: Inohara et al.,
1998; Pan et al., 1998; Soni et ciL, 1999). However,
contrary observations have also been reported (Moriishi
e! al., 1999; Conus et cii., 2000; Karaguchi et aI., 2000;
Hausmann et ai., 2000; Newmeyer et cii., 2000). In
addition, heat shock protein 70 (HSP7O) was shown to
interact directty with Apaf-l, while HSP27 was reported
to bind cytochrome e, and both could prevent Apaf-l
oligomerization and subsequent caspase—9 activation
(Garrido et cii., 1999; Beere et ai., 2000; Bruey et ai.,
2000; Saleh e! ai., 2000). Using co—immunoprecipitation
assays, we found an interaction between Bcl—xES and
Apaf— I in Namalwa ceils. The association between the
two proteins was also detected in cells treated with
0.1 /IM CPT, btit was diminished when they were
treatecl with 1 .0 IM CPT. To further elaborate these
observations, we monitored the kinetics of Apaf-l
oligomerization and caspase—9 activation in Namalwa/
Bcl-xES-transfected cells compared to wild-type Namal
wa celis after CPT treatment. In untransfected Namalwa
cells, the elution profiles of Apaf—l showed a prominent
shift of the protein toward fractions of higher molecular
weight 2 h aftcr 0. 1 fIM CPT treatment, and Apaf- 1
oligornerization coincided wi th the appearance oC active
caspase—9 fragments. In contrast, in Namalwa/Bcl-xES—

transfectecl cells, the clution profiles of Apaf- I after
0.1 11M CPT treatment presented neither Apaf- I oligo—
merization 001 procospase-9 activation. even 4h after
drug trcatment. The lack of Apaf- 1 oligomerization in
Namalwa/Bcl-xES cells vas possibly caused by two
phenomena. First. as discussed :tbove, Bcl-xES delayed
Box oligomer formation and cytochrome c release, an
essential cofacior required for Apaf- 1 oligomerization.
Thus. the lack oC cytochrome e release is consistent with
the lack of Apaf- I oligomerization. However. BcI-xES
binding b Apaf-l cotild possibly interfere with Apaf-l
oligomerizaiion, evcn in the presence of cytochrome e.
The results ohtained in a cell-free system where caspaSe
9 activity, initiated by adding cytochrome e and dATP.
is inhibitecÎ by aclcling varions amounts of Bcl—xES arc
also consistent with this hypothesis. Controversial data
have been reported by different investigators using a
similar cell—free system (Ru et cii.. 1998; Pan et cii., 1998;
Hausmann e! aI., 2000). The reasons behind these
differences are unknown. Perhaps, such contradictory
restilts inclicate that other factors present or absent in
these extracis contribute 10 or interfere with the action
of antiapoptotie proteins tttilized in these assays.
Perhaps the level of expression oC other Bel—2 family
members and/or of various HSP and/or of Aven, a
proein that binds [o both Bcl-xL and Apaf- 1, shotild be
considered (Garriclo e, cii., 1999: Beere e! cii., 2000;
Bruey et al.. 2000; Saleh et ctl., 2000). Nevertheless, other
experiments will be required to identil’y these putative
fac tors.

En summary, we have identified a nove! Bel—x member
expressecl in various human tissues anti cancer ceil lines.
Bcl—xES has anliapoptotic activity in Namalwa celis.
Our restilts indicated that BcI-xES delayecl drtig-indttced
apoptosis by disturbing the formation ot’ Bax oligomers,
thus preventing cytochrome e release- ‘nd Apaf- I
oligomerization. In addition. the interaction of Bd—
xES with Apaf-l suggested that Bcl-xES could also
seqtiester Apaf’— I, preventing procaspase—9 activation.

{‘vlaterials and metliods

Cheiniec,ls

Raclioactivc prectirsors [z-’2P]-dCTP t > 300t) Ci/mmol).
ty.—P1—dUTP ($00 Ci/mmol) ancl [2-’3C1—thytuidine (59 mCi/
mmol) werc obtaincd (‘rom ICN BioMedicals (Costa Mesa,
CA, USA). 20-S-camp[othccin lactone (CPI), etoposide (VP
16), ets—platinum(II) diainminc dichloride (cisPT) and tumor
necrosis fector alpha (TNF-z) were ptirchased from tOc Sigma
Chemical Co. (St Lotus, MO. USA). TOc fiuorogcnic peptide
derivatives Ac-Asp—Glu—VaI—Asp—7—amino—4—methylcotimarin
(Ac-DEVD-AMC) and Ac-Leu-Glu-His-Asp-7-amino-4-tri-
fluoromethylcotimari n (Ac-LER D-A FC) were botight from
t3achem Bioscience. Inc. (King oC Prussia, PA, USA) and
Calbiochem—Novohiochem Corporation (San Diego, CA,
USA), respectively. Hygromycin B was procurecl from Roche
Molecular Biochemictils t LavaI. Quebec, Canada). Dithiobis[—
succinimidylpropionate t DSP) was obtained flom Pierce
Biotcchnology fRockford, IL. USA). AIl other chemicals wcre
oC reagent grade anti purchascd either from Sigma and ICN
Biomeclicals or Croin local sources.
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CDNt1 clcu,imj uf liunian Bt’l—xES

1-lumun Bci—xES cDNA svas cioned by reverse transcription
poiymerase chain reaction (RT—PCR) from mRNA
obtained fions human H L—60 ceiis. using specific adapter
primera contaming NotI scquencesat the ATG start codon (5’—
primer GCGGCCGCATGTCTCAGAGCAACCGGGAG)
and TGA stop codon (compiementary 3’—primer
GCGGCCGCTCATTTCCGACTGAAGAGTGA). Tise am
piified i’ragrncnt svas first cioned in pCRII vector (inVirogen.
Carishad, CA. USA) and then suhcloned al tise Noti
restriction site in tise ettcaryotic expression vector pCEP4
(inVitrogen) modilied to inciude consensus Kozak and
heinaggititinin epitope Tag sccuences (HA—tag) (Schmitt
et al., i99$a, h. 2000). AIl vectors were sequenced by ALF
DNA sequencer t LKB—Pha rtnacia Biotcch. Upsalia. Swedcn).
Restriction and modification enzymes wcrc purehased citiser
frotsi Pharmacia Biotech or Gihco—BRL Lire Technologies
(Grand Isiand, NY, USA).

Ccli enflure, traiisfi’ctfuit anti J)iVA luheii,iq

Ail cefi hnes were obtained froiss tise American Type Cuiture
CoHection (M anassas. VA, USA) and grown ils SUSCfl5IOO

culture at 37 C in tise presence oC 5% C02 in RPMI-1640
medium suppiemented with 10% heat—inactivated fetal bovine
scrltm, 2 mM giutamine. 100 U/ml peniciiiin and iOO tig/mi

streptonsycin. Ccii culture proclucts were purchased from
Gibco-I3RL Life Technoiogies. Cesium chtoride-purified
pCEP4-HA-Bci-xES and pCEP4-HA-nsock vectors were
transfected in Namaiwa ceiis by eiectroporation at t).27 kV
(Gene Puiser. BioRad, Hercules, CA, USA). To obtain stahic
transfected fines, tise celis were grown under hygromycin B
seiection ai 1.5 mg/ml l’or 3 tssonths prior to tise experiments, as
described eisewhere (Schnsitt et al., 1998a, b, 2000). For DNA
htbehng, Namaiwa ceils were grown with [‘4C1—thymidinc
(0,02 tiCilmi) l’or 24h. ihen chascd overtsight in isotope—free
medium prior to drug treatment (Schmitt cl t,!., I 998a, is,
2000).

E.vj,i’essioit .vtidlie,v bi’ RT—J’CR cnid i’,bonurlc’ttsc protection
tis.s,ciy.v

Total RNA svas tsolaled from exponentiaiiy growing ceiis with
TRlzoi ‘ reagent according to tise maisufacturer’s procedure
(Gibco-BRL Life Technologies), anci hrst—strand cDNA was
synthesizeci t’rom 2.0. ig oC RNA. empioying Moioney tssttrine
leukensia virits RT (2.5 U) (Pcrkin—Eimcr Biosystem. Branch—
htzrg. NJ, USA) with oligo dT(i6) priming. cDNAs i’rom
normai tissues were procured from I nVi trouen. hone rnarrow
sampies were acqttircd froisi biopsies oC actite iymphocytic
iettkeinia patients (Dr Yves Tiseoret, Hôpitai Saiiste—J ustine,
Montreai, Que.. Canada) anci colon adenocarcinoma saniples
were obtameci through tise US Natioisai Cancer ItsstiitLte’s
Cooperative Humais Tissue Network. Bci-x cDNAs were
amphficd with 50 ng oC the S’-primer ATGTCTC’AGAG
CAACCGGGAG and 50 tsg oC tue compiementary 3’-primer
TCATTTCCG ACTGAAGAGTGA in a reaction nsixture
contamina 200)zM dNTPs, 50 in&i KCI. [0 mM Tris—HCI (pH
8.3), atsd 0.5 U Taq DNA potymerase (Perkin-Eltiier Biosys
tem). Tise rcaction nsixtures were heatcd for S min at 95 C and
ansphtïeti l’or 30 cycies witis cienattiration at 95C for 1 mm,
aisneahng ai 55C for 45 s aisd extension at 72 C for 45s. Tise
ampiified products were eiectrophoresed on i.6% agarose gei
in Tt’is—acctatc but’l’cr (pH 8.0) and transferred by capi !arity 10
GeneScreen nylon nsetsihranes (Dupont-NEM Rescarch Pro
Uucts, Boston, MA, USA). After DNA denaturation and
fixation, blots were hybridized with l,urified hunsan Bci—xL

cDNA probe laheied with [a—’1P]—dCTP by n random prinsing
procedure. Hybrichzations were undertaken overisight at 42C
in o solution contaitsitsg 2 x SSC, 2 x Denhart, 2% (w/v)
SDS, 50% (v/v) fortnamide anci 100 ig/nsi saimon sperm
DNA. Tise biots were wtishcci l’or 30 min al 42 ‘C in 0.1 x SSC
and 0.1% (wjv) SDS, then for 45 nsin at 6 C in 0.05 x SSC
and t).05% (wiv) SDS. DNA svas vistiaiized by autoradio—
gropisy on Kodak X—AR film. isoform expression vas
conlirincd by RNase protection assays in some sampies.
Specific z-’2Pj-dUTP-lahekct Bcl-xES cRNA probes were
geiseiated with tue MAXlscript SP6 and T7 kit (Ansbion.
lise., Atistiis, TX. USA) tising. as tempiate. tise Stt’l hnearizcd
pCRI 1 phtsmici contaiising I3ci—xES. Tise probes were eiuted
trom 5% poiyacryiamide urea gel aCter electrophoresis.
hybridized with total RNA (10 tg) for 16 is, then digested with
RNase A aisd TI . Tise protected fragnsents werc precipitated
usd tlsen separaled on 5% polyaerviamicie mea gel. RNA
double straisds were visuaiized hy autoradiography on Kodak
X—A R 111m. /1—actin scrved as controis in tise RT—-PCR and
RNase protection assays. Relative densitonseiry analysis oC
autorodiographs was hased on inlegrateci density values (IDV)
using ais Aiphalmager 2000 scantier (Alpha innovatech. Sais
Jose. CA. USA).

Suhcelltilco’Ji’aclionaliou, iunuunopi’ecipflatitni, crocsflnkbiq cuzd
K”esler,i blot a,ta/tsis
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To prepare whoie-ceH protcin extracts, conti’oi anci CPT
trcated celis were cotiected hy centrifugation aisd thets
lsonsogcnized in lysis btil’fcr contaiising 50 mM Tris (pH 7.4),

20 isiM NaCI, 1% (v/’) Triton X-100. I mst sodiuns odhova
nadate. 2m M phenyinsethyisttifonyi fitioride, 5 mM sodi uns
pyropisosphate. n cocktail oC protease inisibi lors (Compiete”,
Roche Moiecular Biochensicals. Lavai, Qtie., Canada) and
10 ig/nsi iactacystin. Tise stipernatants were coliecteci aCter
centrifugation (10000g Cor 15 min ai 4 ‘C). For suhcelitiiar
Cractionation. tise celis were tirai swefied in deionized water for
4 min ois ice. Tise sampies wcre adjusiecl to 220 mM mannitol.
7OmM sticrose. SnsM HEPES, pH 7.4. and 10155M EDTA
(isotonic liuflèr). then dounccd briefly on ice. Ntieiei t i000g,
15 issin) anci mitochondria (10000 g. S mm) wcre isciieted hy
sequentiai differential centrifugation. The supcrnataists wci’e
ciarified Ctirtiser by ccntriCttgation at 100 000g for 60 min (S—
100 fraction). For standard co—immunoprecipitations,
cetis were colieeted by centrifugation, washecl twice with
ice-cold PBS, and then honsogeisizeci in lysis buffer (50 niM
Tris, pH 7.4, 50 mM NaCi. lissM NaVO3, 1% BSA. 1%
nonidet P—41). 2 mM PMSF, I mg/mi aprotinin) at 4 ‘C for
30 issus. Tise extracts wcrc centrifugcd and supernatants
coliected. For co—immLiisotsrecipitation experiments
perl’ornsed l’rom initochonciria—eisrichecl fl’actioiss, untreated
and CPT—trcateci Nansaiwa ceiIs were sweiled in dcionized
watcr l’or 4 min on ice, anti tise sainplesadiusted in
isototsic buffer as ahove. Tise ceils were disrupted hy
passiisg tise sampies 30-Cold through n 26G 3/8 needlc, with
subseciuent centifugation at 100f) g tor 15 min. Tise supernatant
was centrifuged ai i0000g for 15 min to obtain a mitochon
di’ia-enricheci peliet. This initochotsdriai iseilet was resus—
pcncled in isotonic buffer containing 5 mM DSP crossiinkcr
agent, and incuhated for 30 min hy rotation ai roons
tenspei’ature. Tise crossiinking reaction svas queisched by tise
addition oC Tris (pH 7.5) to a final concentration oC 50 osto.
anci iiscubatcd l’or an adciitionai 15 mus. Al’ter centrit’ugation ai
If) 000g Cor 15 issin, the superisatant colstaitsiisg DSP vas
discardeci, aisd use mitocisondriai peilct was iysed in
buffer containing 25nsM HEPES (pH 7.5), 300mM NaCI,
0,2 nsM DTT, 2% (w/v) CHAPS, 5% stici’ose (w/v), n
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cocktail oC protease inhibitors (Complete . Roche
Molectilar l3iochemicals) anci If) tig/ml lactacyslin. ACter
lysis and u Onal centrifugation step t 0000g for 15 min ut
4 C). the supeLnatant vas used as u mitochondria—cnrichcd
itaction.

Specilic anti—l—lA monoclonal antiboclies were aclded for 3h.
and immtinocomplexcs were capturecl and precipitated with
protein A/G-sepharose (Santa Cruz Bio1cchnoloy Inc.. Sauta
Cruz, CA. USA). Antihodies aeainst thc pepticle epitope
clerived fions the HA protein oC human influenza virus (clone

I 2CA5) were obtaineci flom Roche Moleculur Biochemicals,
anti—Bel—x mouse antibody (clone 44) was purchused from BD
Transduction Laboratories t M ississa uga. Ont.. Canada). anti—
cytochrome e mouse monoclonal untihody (clone 7H$2Cl2)
and anti—cuspuse—9 mouse monoclonal antibody (clone 2-22)
were frons BD PharMingen (Mississaugu. Ont., Canada), anti—
Bax rahhit polyclonal antihody (N—20) vus from Sauta Crtiz
Biotechnology. anti—Bak rabbit polyclonal antibody (06—536)
vas from Upstute Biotcchnology, and anti—Apaf— I monoclonal
antibody (clone 94408.11) was from R&D Systems (rvtinne
sotta, MX, USA). In sumples where the crosslinker agent was
used, the covalent amide bonds created were cleuved tsy
incubating thc immunocomplexes in Lcummli buffer contuin—
ing 75 ml DTT for 30 min ut 31C. After SDS-PAGE. the
composition of the immunocomplexes vas analysed hy
Western blotting. Enhancecl chemiluminescence detection ol
peroxidase-laheled secondary antihodics was performed with
Aierslsam—Pharnsaeia I3ioteeh (Piscataway, Ni. USA) re—
agents.

DcIA Jioq,ric’n talion c,ssot’

DNA INter clution assuys were designccl to nonitor and
q uantitate DNA fragmentation associated with upoptosis
(Bertrund et al., 1991). 5 x I O’ [‘4C}—Thymidine—labeled celle
evere loaded csnto protein—udsorhing filters (vinyl/acrylic
copolymer lilters, Metricel membrane. f).8—im porc size, 25—
mm diameter, Gelman Sciences. Inc.. Anis Arbor. Ml, USA),
and wushecl with S ml oC PBS. As soon as the washing solution
dripped throtigh b3’ gravity, lysis WaS perforrned with 5 ml oC
lysis solution (2% SDS. 0.04 t EDTA, pH 10.0). After the
lysis solution had dripped through hy gruvity, the fihters were
washed with S ml oC t).02 M EDTA (pH 0.0). and then
processed as described earlier (Bertrand et al., 1991). I3riefiy,
they werc placeci in scintillation viuls to which 1.0 ml oC I N
HCI was added, Tise vials wcre sculed anti heatecl for lb ut
60C to deptirinute the DNA. Then, 2.5 ml oft).4 N NaOH vas
addcd and ailowed to stand for h ut room temperature to
release Iaheled DNA from tise filters. Radioaetivity was
counted in eueh fraction (loading wasls, lysis, EDTA wash,
filter) by liquid scintillation spectrometry. DNA fragmentation
vas determined as tise DNA traction in tise loading wash
Cruction + lysis fraction + EDTA wasls fraction relative to total
DNA (loading wash + lysis + EDTA wush + filter). Tise results
were expressed as the percentage of DNA f’ragmen(ed ils
treated ceils compared to DNA fragmented in untrcated ceils
(buckgrotincl) according to tise formula

(E—F0/l —F0)xlOO

where f and FI) represent DNA fragmentation in treated and
coistrol ceils, respectively.

LEI1D,.ve tint! DE VDa,ee ccc! trin’ ,,measmneo,en!

Cytosolic extracts were prcparcd by washing control and
traissfectecl Naissaiwa ceils twice by cemstrifugation/resuspen—

sion in 10 mi ice-cold P85 (without Ca2 und Mg1 ). Tise cells
wcre tlsets homogenized ut 4 C l’or 30 min ils lysis buffer
containiisg 100 mM HEPES (pH 7.5). 5 mM EDTA, S mM
DTT. 20% glycerol aisd 0.1% NP-40. Tise sumples wcre
centriluged t I 3 000 g l’or Il) mus at 4 Cl, aisd supernatuists
collccted as cytosolic extructs. Caspuse activities were mea
sttred hy monitorllsg fluorescence comstiisuously in u dual
lunsinescence LS 508 fluoronseter (Perkits—Elmcr lliosystem) tt
an excitatioms waveleisgtls oC 400 msm amsd un emission wave—
leisgtts oC 505 nm for Use suhstrate Ac—LEHD-AFC. and an
excitatioms svavelcmsgth of 380 sus and an elssission wuvelengtls
oC 46t) nns l’or Ac—DEVD—AMC. Reactions were carried otit in
cuvettes, amsd temperature vas maintuined ut 37 C with u
wuter-ucketed sample coisspartment. Tise ussay mixture
colstuilsed 100 mM HEPES (pH 7.5). 20% (v/v) glyceroi.
5ma DTT. 5nsM EDTA and 500iiM Àc-LEHD-AFC or
20011M Ac—DEVD—AMC. In ail, 200 tg oC total ce]J extrude
were used per assay. Emszymsse activities were cleterminecl as
initial velocities and expressed as relative intcnsity/min/lssg.

Yeasi t i ‘o—h ihricl si stem

Tise MatclsMaker LexA two—lsybrid system (Clomstecls Lu—
horatories. lise.. Pub Alto. CA, USA) wa employed accord
iisg to the mnunufacturer’s instructions. Bcl—xES ancl Bcl—xL
deieted of their TM domaimss (Bcl-xES(ATM), Bei-xL(ATM))
und the deletion mssutalsts Bcl-xES(ABH2ATM) und Bel
xES(ABH4ATM) werc subebolseci ils tise two—hybrid plasnsid
pLexA vector. AI! other cDNAs were cloned in tise two-lsybricl
plasmid pB42AD. as described prevmousiy (Schmitt et al.,
2000). Sequential transforissations were conducted by tise
Iitlsium acetate nsethod in yeast struils EGY4S, amsd tise celle
wcre plated oIs histicline—cieljcicmst (for pLexA nsarker).
tryptophan—deficieist (for pI342AD marker) and lsistidine/
tryptoplsan/leucilse-delicient (for LEU2 reporter geise assay)
nsiisimai SD itsductiois/selection nsedia. pLexA p53. pLex Laiss
and pB42AD T from Clontech Laboratories serveci as positive
aisd negative coistrols.

Gel filtrctt ion chroniciioqraphv

Gel liltratioms chromatograplsy was perl’ormssecl on u Superose 6-
H R 6/50 columis (A merslsam—Pisarissacia Biotecls) connected
ta a FPLC system (LKB—Pharmacia Biotech) mmd cuiibrated
with gel filtration stamsdard proteiiss (Atssersham ?hltrlnaciu
Biotech), incltmdiisg ribonucleuse A (13.7 kDa. 16.4 A), chymo
trypsilsogen A (25 kfla, 20.9 A), ovalbumiis (43 kDa, 30.5 A),
ulhtmmin (67 kDa. 35.5 A), aidolase (158 kDa, 48.1 A). catulase
(232 kDa, 52.2 A), apoferritin (440 kDa. 61.0 A) anci thyroglo
buliis (669 kDa, 85 A). Voici volume correspotscied to tise
elutioms of Blue Dextrun 2000. Conditiomss were busecl oIs
previousiy described methods wmth modifications (Cain et tu..

b 999 Amstoisssoms et cil., 2001). The eqcmilibration, lysis anci
elution buller comstamns 25 mM KEPES (pH 7.5), 300 mtvt NuC1.
0.2issM DDT, 2% (w/v) CHAPS, 5% sticrose (w/v) and u
cocktail oC protease imslsihitors (Conspiete’, Roelse Molecular
Bioelsemssicals). Ta avoicl Apaf— I seif—oligonserizutioms cluring
tise lysis procedure, 0 nsM ATP-i’S wus added to tise lysis
buffer. Cellulur extracts were prepared froiss 5 x l0 coistrol
alsd CPT-treated celle. Tise soluble fractions after lysis
(30 issus OIS ide) amsd centrifugation (10000 g for 15 issus ut
4 C) were loadcd omsto tise coitimis ils 500—iii volume. Eiutions
werc performssed ut u flow rate of 500 tti/nsiis, and Crachons oC
2.5 td were eoileched ut 5—issus imstervais. After clsronsatogruplsy,
$0—fil aliquote oC each fractiois were analyseci by Westerms
hiottimsg.
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I?t’toiiihiiittnt Bc’i—.vES(J T41) pro(ciii anti cc’ii—tiec’ srstelil

Human Bcl—xES cDNA withotit the scqtienccs coding for its
carboxyl hydrophobic domttin (TM) svas lirst ainplilied by
PCR with specitic adapter primers containing n Ndc’I scqticnce
at the ATG start codon and n BainH 1 scquence at the TAA
added stop codon. The PCR prodtict was insertcd in the
1,CRII vector (TA clonina system; inVitroiten) and then
subcioned in the bacterial expression vector pET- I 4b( + )—
Hie-TAG (Novaizen, Madison. WI, USA) bctween the iVdel
ancl BaoiHI sites. The vectors were sequenccd by ALF DNA
scquencer (LKB—Pharmacia Biotech), using both vector anti
internai primers. E. Cvii BL2 I (DE3) was transfected vith
purihcd plasmids, anci recombinant protem expression vas
induced loi up to 15h hy adding 100 11M IPTG to exponcn
tially growing bacteria at room temperature. The bacteria were
collected by centrifugation, resuspencled in 5 mM imiclazole,
0.5 M NaCI, 20 mrvi Tri HCI (pH 7.9) and 6 M urea, thon kept
on ice for 1 h. After centriftigation ai 39000 g for 2f) min. thc
bacteriai lysatcs were appiied 1v n charged anti equiiibraled
Chelating Sepharose (Ai ers! am—Pha rmacia Biotech) chroma—
tography coiumn. The coitimn was then washeci with 20
volumes oC 5 mI imiclazole, 0.5 M NaCI. 20 mM Tris I-ICI (pH
7.9) and 10 volcimes oC 50 mM imidazolc. 0.5 M NaCI and
2f) mM Tris—HC1 (pH 7.9). The bound protein vas eluted with
6 volumes of I M imidazole. 0.5 M NaCI and 20 mM Tris--HCI
(pH 7.9). Fractions were coileeted, and the purity of the
recombinimt His8—Bcl—xES(ATM) protein preparations vas
deiermined hy SDS—PAGE and Coomassie l3lue R-251)
stainim (flot shown). Fractions of interest were pooled ancl
concentratcci/dialysed scvcral times in UltrafreeTM-MC (5000
NMWL) centrifugat filter dcviccs (Millipore. Beclford, MA,
USA) prior to use.

For the ceil-frec system. cdl extracts wcre gcncrated from U-
937 celle as clescribed elsewhere (Droin cl vi., 2000). Briefly,
2 x 0t celle were swcllcd for 20 min on ice, in n ccli extraction
buffer containim 20 mM HEPES—KOH (pH 7.5), 10 mM KCI,
1.5 mM MgCl, 1 mM EDTA, I mM EGTA, 1 mM DTT.
00 intel PMSF, 10 ig/ml leupeptin and 2 tig/mi aprotinin prior

to dounce-type ccli homogemzation. ACter centriftigtition at
15000g For 15 min at 4C. the supernatants were collccted and
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frozen at —80 C. In the cou—troc system. caspasc activation evas
initiated hy aciding 5f) pg/ml cytochrome r and 1.0 mM dATP
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7.3 Annexe ffi Characterization ofBax-c5, a celi death-inducing isoform ofBax
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The Ced-9/Bcl-lïke family of genes codes for proteins
that have antiapoptotic and proapoptotic activity.
Several Bax isoproteins have been detected by 2-D gel
electrophoresis, and a novel liuman member, desig
nated as Bax-o’, has been identified and cloned from
human cancer promyelocytic cells. Bax-o- contains
BH-3, BH-1, and BH-2 domains, putative a-5 and a-6
helices, and the carboxy-terminal hydrophobic trans
membrane domain but lacks amino acids 159 to 171
compared to Bax-a. mRNA expression analysis by re
verse transcription-polymerase chain reaction and
RNase protection assays have revealed that Bax-o- is
expressed in a variety of human cancer cell unes and
normal tissues. To investigate the potential role of
Bax-o’ in apoptosis, first its effects were compared to
those of Bax-a by transient expression in human B
lymphoma Namaiwa celis. Both Bax-o- and Bax-a pro
moted apoptosis, as detected by DNA fragmentation
and morphological analysis by electron microscopy.
The apoptosis induced by Bax-u and Bax-a was corre
lated with thefr expression, cytochrome c release, and
caspase activation. In a yeast two-hybrid system,
Bax-u fnteracted with several Ced-9fBcl family mem
bers but had no affinity for the human Egl-1 liomologs
Bik and Bad and the Ced-4 homolog Apaf-1. In human
cells, Bax-o’ function was counteracted by Bcl-xL over
expression, and co-immunoprecipitation experiments
indicated that Bax-u was associated with Bcl-xL. Fur
thermore, Bax-o- overexpression fncreased ceil death

Abbreviations used: MPT, mitochondrial permeability transition;
AiLîm, mitochondrial inner transmembrane potential; ANT, adenine
nucleotide transiocator; VDAC, voltage- dependent anion channel;
RT-PCR, reverse transcriptase-polymerase chain reaction; HA-tag,
hemaggiutinin epitope tag sequences; Ac-DEVD-AMC, Ac-Asp-Glu
Val-Asp-amino-4-methylcoumarin; CPT, 20-S-camptothecin lactone;
VP-16, etoposide; VINB, vinblastine; Taxol, paclitaxel; cisPT, cis
platinum(II) diammine dichioride.

‘To whom correspondence should be addressed at Research Cen
tre of the University of Montreal Hospital Centre (CHUM), Notre-
Dame Hospital, Montreal Cancer Institute (Room Y-5634), 1560
Sherbrooke Street East, Montreal, Quebec, Canada H2L 4M1. Fax:
(514) 896 4689.

induced by various concentrations ofgenotoxic agents
with the most pronounced effect occurring at low
camptothecin and vinblastine dose levels. Our resuits
suggest that Bax-Œ, a novel variant of Bax, encodes a
protein with a proapoptotic effect and mode of action
similar to those of Bax-a. © ooo Academic Press

Key Words: Bax; mitochondria; caspase; DNA dam
age; apoptosis.

Pro- and antiapoptotic proteins of the Bd-2 family
play a critical role in controliing mitochondrial perme
ability transition (MPT), maintenance of mitochondrial
inner transmembrane potential (4rm), cellular redox
equilibrium and caspase activation during apoptosis
(1—3). Aithougli these proteins are found in the cytosol,
most of them have a transmembrane domain that sta
bilizes them for intraceilular membranes, primarily
the outer mitochondrial membrane, endoplasmic retic
ulum and nuclear envelope (4—6).

Bax was the first described pro-apoptotic member of
the family, and mRNA expression analysis showed its
wide expression and spiicing pattern that vary be
tween lineages and ceil types (7). Bax-a mRNA con-
tains exon-1, -2, -3, -4, -5, and -6 and encodes a protein
of 192 amino acids that has BH-3, BH-2, and BH-1
domains, putative a-S and a-6 helices and the carboxy
terminal hydrophobic transmembrane domain (TM)
(7). Bax-y mRNA contains exon-1, -3, -4, -5 and -6 and
differs by an alternative splicing of intron-5; the ab
sence of exon-2 leads to a transiational frameshift,
resuiting in a protein of 41 amino acids that iacks ail
the known functional domains of Bax-a (7). Bax-J3
mRNA contains exon-i, -2, -3, -4, -5, intron-5 and
exon-6; the resulting protein contains 218 amino acids
and lacks the COOH terminus domain due to the pres
ence of a stop codon within the coding sequence of
intron-5 (7). Bax- lacks exon-3 but contains ail the
others and retains the same reading frame; the protein
contains 143 amino acids and lacks the BH-3 domain

0006-291X100 $35.00
Copyright © 2000 by Academic Press
Ail rlghts of reproduction in any form reserved.
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(8). Bax-w mRNA contains exon-1, -2, -3, -4, -5, an
unspliced intron-5 and exon-6; the resulting protein
contains 221 amino acids and lacks the COOH- termi
nus domain due to a transiational frameshift (9). Fi
nally, Bax-e lacks the BH2 and the transmembrane
domain (10). The presence of 18- and 16-kDa proteins,
abundant in B-cell chronic lymphocytic leukemia and
liemopoietic tissues, lias been detected using antï-Bax
antibodies (11, 12).

Extensive work lias been done so far to understand
the function and mode of action of Bax-a in mediating
apoptosis. Bax-a itself can induce celi deatli when it is
overexpressed. Moreover, overexpressed Bax-a acceler
ates apoptotic celi death following exposure to various
death stimuli and can counteract the anti-apoptotic
activity of Bd-2 (7, 13). Currently available data sug
gest that ordered balance between pro-apoptotic and
anti-apoptotic activities of the Bd-2 protein family reg
ulates the decision of a celi to survive or die, forming a
checkpoint upstream of mitochondrial dysfunction and
caspase activation (1, 7). Redistribution of Bax-a from
the cytosol to the mitochondria after exposure to ceil
death stimuli lias been suggested as an important
cliange promoting ceil deatli (14—17).

Bax-ct overexpression is associated with mitoclion
drial dysfunction that includes cytochrome c release
and, in some instance, loss of ziJrm (16, 18—20). Tliree
dimensional structure analysis of Bcl-xL suggests that
some Bcl-related proteins, sucli as Bax-Œ, may possess
pore- or cliannel-forming activity (2 1—25). When added
to artificial membrane bilayers, Bax-Œ can form pore
channels witli several levels of conductance and ion
selectivity tliat can be impeded by Bd-2 (23).

More recent observations have revealed that Bax-a
binds to mitochondrial permeability transition pore
complexes (MPTP) and cooperates witli adenine nucle
otide transiocator protein (ANT) to increase mitochon
drial membrane permeability and potently transduce
celi deatli (26). In reconstituted liposomes that contain
the mitochondrial porin channel or voltage- dependent
anion cliannel (VDAC), Bax-a accelerates VDAC open
ing in a manner that permits cytochrome c to pass
directly through VDAC (20). In contrast, other studies
have indicated that Bax-a-induced cytochrome c re
lease is independent of MPTP but highly dependent on
Mg2 ions (27). Some have shown that the mitoclion
drial F9F1-ATPase proton pump is also required for
Bax-ct to transduce cell death (28). Much less is known
about the mechanism of action and functional role of
the other Bax isoforms, indluding Bax-y, Bax-13, Bax-
and BaX-E. Recently, Bax-& was shown to increase
basal celi death at a level similar to that of Bax-a but
did flot appear to potentiate death induced by other
stimuli (9).

In this paper, we report the identification of several
Bax isoproteins by 2-D gel electrophoresis and cloning
of Bax-g, a novel isoform of Bax expressed in a variety

of human tissues and cancer cell unes. Bax-o- lias a
structure very similar to that of Bax-c with the excep
tion of a fragment of 13 amino acids located between
the BH-2 domain and the TM.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Radioactive precursors [a-32P]dCTP (>3000 Ci]
mmoi), [a-32P]dUTP (800 Ci/mmoi) and [2-1’Cl-thymidine (59 mCi!
mmoi) were obtained from ICN BioMedicais (Costa Mesa, CA). 20-
S-camptothecin lactone, etoposide, vinbiastine, paciitaxel and cis
platinum(II) diammine dichioride were purchased from the Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO) and dissolved in dimethyl sulfoxide (at
10 mmol/L) prior to each experiment. The fluorogenic peptide de
rivative Ac-Asp-Giu-Val-Asp-amino-4-methylcoumarin (Ac-DEVD
AMC) was bought from Sachem Bioscience Inc. (King of Prussia,
PA). Hygromycin B was obtained from Boehringer Mannheim
(Lavai, Quebec). Ail other chemicals were of reagent grade and
purchased either from Sigma and ICN or from local sources.

cDNA clonfng of human Bax-a and Bax-g. Human Bax-a and
Bax-crcDNAs were cioned by reverse transcription-poiymerase chain
reaction (RT-PCR) from mRNA obtained from human HL-60 celis
using specific adapter primers containing NotI sequences at the ATG
start codon (5’-GCGGCCGCATGGACGGGTCCGGGGAGCAG) and
TGA stop codon (complementary 3’-GCGGCCGCTCAGCCCATC-
TTCTTCCAGAT). The amplified fragments were first cloned in
pCRII vector (InVitrogen, Carisbad, CA) and then subcioned at the
NotI restriction site in the eukaryotic expression vector pCEP4 (In
Vitrogen) modified to inciude consensus Kosak and hemaggiutinin
epitope Tag sequences (HA-tag) (29, 30). Ail vectors were sequenced
by ALF DNA sequencer (LKB-Pharmacia Biotech, Uppsaia, Swe
den). Restriction and modification enzymes were purchased either
from Pharmacia Biotech or Gibco-BRL Life Technoiogies (Grand
Isiand, NY).

Celi culture, transfection and DNA labe]ing. Ail ceH hnes were
obtained from the American Type Cuiture Coliection (Manassas, VA)
and grown in suspension culture at 37°C in the presence of 5% GO2
in RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum, 2 mM giutamine, 100 U/mi penicillin and 100
g/ml streptomycin. Ceil culture products were purchased from
Gibco-BRL Life Technoiogies. Cesium chloride-purified pCEP4-HA-
Bax-a, pCEP4-HA-Bax-Œ, pCDNA3-Bci-xL-myc, pCDNA3-mock-myc
and pCEP4-HA-mock vectors were transfected in Namalwa celis
and/or Namaiwa ceHs overexpressing Bci-xL (30) by eiectroporation
at 0.27 kV (Gene Pulser, Bio-Rad, Hercuies, CA). To obtain stable
transfected lines, the ceHs were grown under hygromycin B seiection
at 1.5 mg/ml for 3 months prior to the experiments, as described
eisewhere (29, 30). For DNA iabeling, Namaiwa ceHs were grown
with [‘1C]thymidine (0.02 Ci!mi) for 24 h, then chased overnight in
isotope-free medium prior to eiectroporation or drug treatment (51).

Protein extracts, subcellular fractionation, co-immunoprecl’pita
tion, and Western blot analysis. For sodium dodecyi sulfate poiy
acryiamide gel eiectrophoresis (SDS—PAGE), controi and transfected
celis were coilected by centrifugation, washed once with ice-coid
phosphate-buffered saline (PBS), then homogenized in a lysis buffer
containing 5 mM N-2-hydroxyethyipiperazine-N-2-ethanesulfonic
aid (Hepes), pH 7.4, 160 mM KCi, 40 mM NaCI, 10 mM MgCi2, 1 mM
phenyimethylsuifonyl fluoride (PMSF), 1 mM dithiothreitol (DYI’)
and 0.5% NP-40 and a cocktaii of protease inhibitors (Complete,
Boehringer Mannheim) at 4°C for 30 min wlth gentle agitation. After
centrifugation (10000g, 10 mi, the supernatants were coliected as
protein extracts.

For 2-D gel eiectrophoresis, iysis was performed in buffer contain
ing 8.8 M urea, 2% Triton, 0.25 M 3-mercaptoethanol, 8.0 mM PMSF
and a mixture of Pharmalyte 3-10 (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ). Isoelectric focusing (IEF) was run on Immobihne
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DryStrip gel (pH 3—10) with rehydration in appropriate IPG buffer
using a Multiphor II apparatus according to the manufacturer’s
instructions (Amersham Pharmacia Biotech). Following IEF, the
second dimension was run on ExcelGel SDS, gradient 8—18%
(Amersham Pharmacia Biotech). For subcellular fractionation,
Namaiwa ceils were first swelled in deionized water for 4 min on ice.
The samples were then adjusted to 220 mM mannitol, 70 mM su
crose, 5 mM Hepes, pH 7.4, and 1.0 mM EDTA and dounced briefly
on ice. Nuclei f I000g. 15 mm) and mitochondria (10.000g, 15 mm)
were pelleted by sequential differential centrifugation. The superna
tants were clarified further by centrifugation at lOO,000g for 60 min
(S-100 fraction) (31).

For immunoprecipitation, whole ceil extracts were prepared in
PBS containing I mM PMSF, 1 mM DIT and 1.0% NP-40. Specific
anti-HA or anti-myc monoclonal antibodies were added for 3 h and
immunocomplexes were captured with protein NG-Sepharose
(Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz. CA). Antibodies against
the peptide epitope derived from the hemaggiutinin protein of
human influenza virus (HA) (clone 12CA5) were obtained from
Boehringer Mannheim, and anti-myc tag antibodies (R950-25) from
InVitrogen. Affinity-purified antibodies to human Bax (P-19 and
P-20) were purchased from Santa Cruz Biotechnology Inc., and
antibodies to cytochrome c (clone 7H8.2C12) were procured from
PharMingen (San Diego, CA). Enhanced chemiluminescence (ECL)
detection of peroxidase-labeled secondary antibodies was performed
using Amersham Life Science reagents.

Expression studies by RT-PCR and ribonuclease protection assays.
Total RNA was isolated from exponentially growing ceils with TRIzol
reagent according to the manufacturer’s procedure (Gibco-BRL), and
first strand cDNA was synthesized from 2.0 g of RNA employing
Moloney mutine leukemia virus reverse transcriptase (2.5 U)
(Perkin—Elmer Biosystem, Branchburg, NJ) with oligo dT (16) prim
ing. cDNA from normal tissues was obtained from InVitrogen. Bax
cDNAs were amplifled with 50 ng of 5’-primer ATGGACG GGTC
CGGCGAGCAG and 50 ng of complementary 3-primer TCAGC
CCATCTTC TICCAGAT in a reaction mixture containing 200 M
dNTPs, 50 mM KC1, 10 mM Tris-HC1 (pH 8.3) and 0.5 U Taq DNA
polymerase (Perkin—Elmer Biosystem). The reaction mixtures were
heated for 5 min at 95°C and amplified for 30 cycles with denatur
ation at 95°C for t mm, annealing at 55°C for 45 s and extension at
72°C for 45s. The amplified products were electrophoresed on a 1.6%
agarose gel in Tris-acetate buffer (pH 8.0) and transferred by capil
larity to GeneScreen nylon membranes (Dupont-NEM Research
Products, Boston, MA). After DNA denaturation and fixation, blots
were hybridized with purified human Bax-co cDNA probe labeled
with to-°°P}dCTP by a random priming procedure. Hybridizations
were undertaken overnight at 42°C in a solution containing 2X SSC,
2X Denhart, 2% (w/v) SDS, 50% (v/v) formamide and 100 g/ml
salmon sperm DNA. The blots were washed for 30 min at 42°C in
0.1 X SSC and 0.1% (wlv) SDS, then for 45 min at 68°C in 0.05x SSC
and 0.05% (w/v) SDS. DNA was visualized by autoradiography on
Kodak X-AR film.

Expression of the isoforms was confirmed by RNase protection
assays in some samples. Specific [a-°°P]dUTP-labeled Bax-Œ and
Bax-o cRNA probes were prepared using the MAXlscript SP6 and 17
kit (Ambion, Inc., Austin, TX) and eluted from 5% polyacryfamide
urea gel after electrophoresis. These probes were hybridized with
total RNA (10 j.g) for 16 h, then digested with RNase A and Il. The
protected fragments were precipitated and then separated on 5%
polyacrylamide urea gel. RNA double strands were visualized by
autoradiography on Kodak X-AR film. f3-Actin was used as control in
the RT-PCR and RNase protection assays.

Yeast two-hybridsystern. The MatchMaker LexA two-hybrid sys
tem (Clontech Laboratories Inc. Palo Alto, CA) was employed accord
ing to the manufacturer’s instructions. Bax-o deleted of its trans
membrane domain, Bax-(TM), was subcloned in the two-hybrid
plasmid pLexA vector. The Bd family members Bcl-xL(TM), Bd
xS (TM), Bcl-xES (tTM), Bfl- 1 (blM), Bax-e(XTM), Bax-(bTM),

Bax-TM), Bak(TM). Bok(TM), the human Egl-1 homolog
Bik(TM), Bad, and the human Ced-4 homolog Apaf-1 were sub
cloned in the two-hybrid plasmid pB42AD. Sequential transforma
tions were conducted by the lithium acetate method in yeast strain
EGY48, and the cells were plated on histidine-deficient (for pLexA
marker), tryptophan-deficient (for pB42AD marker) and histidine/
tryptophan/leucine-deficient (for LEU2 reporter gene assay) minimal
SD induction/selection media. Apaf-1 cDNA was obtained from Dr. X.
Wang (University of Texas Southwestern Center, Dallas IX) (36),
Boit cDNA from Dc. A. J. W. Hsueh (Stanford University Medical
School, Stanford CA) (52), Bad cDNA from Dr. S. J. Korsmeyer
(Washington Medical School of Medicine, St. Louis MD) (53), Bfl-l
and Bik cUNAs from Dr. G. Chinnadurai (St. Louis University Med
ical Center, St. Louis, MD) (54, 55), and Bak cDNA from Dr. G. I.
Evan (Imperial Cancer Research Fund Laboratories, London, UK)
(56). AIl the others were cloned previously in our lab (30, 42, 57).
pLexA p53, pLex Lam, and pB42AD T from Clontech Laboratories
served as positive and negative controls.

DNA filter elution assay. DNA filter elution assays were designed
to monitor and quantitate DNA fragmentation associated with apop
tosis (51). 5 X 10° [C]Thymidine-labeled cells were Ioaded onto
protein-adsorbing filters (vinyl/acrylic copolymer filters, Metricel
membrane, 0.8-m pore size, 25-mm diameter, Gelman Sciences
Inc., Ann Arbor, MI), and then washed with 5 ml of PBS. As soon as
the washing solution dripped through by gravity, lysis was per
formed with 5 ml of lysis solution (0.2% sodium sarkosyl, 2 M NaC1,
0.04 M EDTA, pH 10.0). After the lysis solution bas dripped through
by gravity, the filters were washed with 5 ml of 0.02 M EDTA (pH
10.0). They were then processed as described (58).

Briefly, they wefe placed in scintillation vials to which 1.0 ml ut 1
N HC1 was added. The vials were sealed and heated for 1 h at 60°C
to depurinate the DNA. Then, 2.5 ml of 0.4 N NaOH was added and
allowed to stand for 1 h at room temperature to release labeled DNA
from the filters. 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 DNA (loading wash + lysis + EDTA wash + filter).
The results were expressed as the percentage of DNA fragmented in
treated cells compared to DNA fragmented in untreated ceils (back
ground) using the formula (f— f0/1 — F0) X 100, where Fand f0
represent DNA fragmentation in treated and control cells, respec
tively (58).

Analysis ofDNA fragmentation by agarose gel electrophoresis. To
visualize oligonucleosome-sized DNA fragments, at specified times
after drug treatment, cellular DNA was extracted by a salting-out
procedure, as described previously (59). Electrophoresis was per
formed in 1.6% agarose gel in Tris—acetate buffer (pH 8.0). After
electrophoresis. DNA was visualized by ethidium bromide staining.

DEVDase activity determination. Cytosolic extracts were pre
pared by washing control and transfected Namalwa cells twice by
centrifugation/resuspension in 10 ml ice-cold PBS (without Ca° and
Mg°°). The cells are then homogenized at 4°C for 30 min in a lysis
buffer containing 100 mM Hepes (pH 7.5), 5 mM EDTA, 5 mM DII,
20% glycerol and 0.1% NP-40. The samples were centrifuged
(13000g for 10 min at 4°C), and supernatants collected as cytosolic
extracts. Caspase activities were measured by monitoring fluores
cence continuously in a dual luminescence LS 50B fluorometer
(Perkin—Elmer) at an excitation wavelength of 380 nm and an emis
sion wavelength of 460 nm for the substrate Ac-DEVD-AMC. Reac
tions were carried out in cuvettes, and temperature was maintained
at 37°C with a water-jacketed sample compartment. The assay mix
ture contained 100 mM Hepes (pH 7.5), 20% (v/v) glycerol, 5 mM
DII, 5 mM EDTA and 100 M fluorogenic peptides. Enzyme activ
ities were determined as initial velocities and expressed as relative
intensity/mmnlmg (60).
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Flectron micrascopy. The ceils were centrifuged at 400g for 10
min and washed in ice-cold PBS. They were fixed in 0.1 M Millonig’s
phosphate buffer (pH 7.4, 292 mOsm) containing 2.5% glutaralde
hyde, stained with 2% uranyl acetate, and dehydrated with several
ethanol treatments. Sections (500 to 700 Â) were mounted on copper
grids and stained with lead citrate (61). The samples were examined
by transmission etectron microscopy using a Ziess EmlO CA micro
scope (JFE Enterprises, Brookeville, MD).

RESU LTS

Bax-u is a nove] spiice variant of3ax. Several stud
ies have strongly suggested the presence of various
Bax isoforms (7—9, 11, 12). On SDS—PAGE (10—18%
gradient) under reducing and denaturing conditions,
several species of Bax protein were detected, Multiple
Bax isoproteins were resolved following 2-D gel elec
trophoresis under reducing and denaturing conditions
and immunoblotting (Fig. 1). Two Bax isoproteins pos
sessed closed molecular weights of approximately 21-
and 20-kDa and similar isoelectric points, approxi
mately between pH 6.2 and 6.8 (Fig. 1).

In a search for novel Bax variants, cDNAs were
obtained by RT-PCR using specific adapter primers of
Bax-a at the ATG start codon and TGA stop codon. An
amplified fragment of 540 bp was resolved from the
579-hp fragment coding for Bax-a by electrophoresis on
2% agarose gel, cloned and sequenced. Bax-u contained
exon-1, -2, -3,-4, -5 and a portion of exon-6 including
sequences coding for the transmembrane domain. A
39-hp segment was spliced starting at the exon-5/
exon-6 border. This deletion in a portion of exon-6
resulted in a protein that lacked amino acids 159 to 171
of Bax-ol. These amino acids consisted of a small seg
ment of Bax-a with unknown function, between the
BH-2 and carboxy-terminal transmembrane domains.
However, the reading frame of Bax-u was unaffected
and the C-terminal of the protein remained identical to
that of Bax-a and contained the membrane anchor
domain. Bax-g contained also BH-3, BH-1, BH-2 do-
mains and putative a-5 and a-6 helices (Fig. 2). First
identified and cloned from human promyelocytic HL-60
celis, Bax-o- mRNA expression was investigated in var
ious human ceil unes and tissues by nonquantitative
RT-PCR and ribonucleotidase protection assays. Table
1 summarizes the detection of Bax-a and Bax-o- in 23
human cancer celi unes and 8 normal human tissues of
various origins. We found that Bax-o had a pattern of
expression almost identical to that of Bax-a.

Transient expression ofBax-u in human B ]ymphoma
Namaiwa celis. To investigate the death-inducing ac
tivity of Bax-u, first, we used a transient transfection
assay in human B lymphoma Namalwa ceils. Bax-o’
and Bax-a cDNAs were subcloned in a modified pCEP4
expression vector that contained consensus Kosak and
hemagglutinin epitope tag sequences (HA-tag) (29, 30).
As seen in Fig. 3A, the expression of both Bax-tr and
Bax-a proteins can be detected 24 h after transfection.

pIT 00 505-PAGE

______

6%

- 770

- 333

— TIC’

- 6.7

— 18%

FIG. 1. Expression of Bax variants by SDS—PAGE and 2-D gel
electrophoresis. (Left panel) Celi extracts were prepared from hu
man HL-60, U-937 and Namaiwa unes. Following SDS—PAGE on a
10—18% gradient under reducing and denaturing conditions and
Western blotting, Bax variants were detected using anti-Bax poly
clonal antibodies (P-19). Visualization was performed by enhanced
chemiluminescence (ECL) and autoradiography. (Right panel) Pro
tein extracts were prepared from Namalwa cells, and the first di
mension (IEF) was run on Immobiline DryStrip gel (pH 3—10) using
Multiphor II at 3500 V, 2.0 mA and 5 W for 8 h. Following IEF. the
second dimension was run on ExcelGel SDS, gradient 8—18%. Bax
variants were detected using anti-Bax polyclonal antibodies (P-20)
and visualization was performed by ECL.

Protein expression increased 48 h post-transfection
and remained stable for at least 96 h.

The kinetics of DNA fragmentation were monitored
and quantitated by filter DNA elution assay. Transfec
tion of Namalwa celis with Bax-u and Bax-a induced
DNA fragmentation in these ceils as early as 24 h
post-transfection, and the extent of DNA fragmenta
tion increased with time (Fig. 3B). In ceils transfected
with a mock vector, no significant DNA fragmentation
was observed until 48 h post-transfection (Fig. 3B). To
confirm the specificity of the DNA fragmentation ob
served by the filter DNA elution assay, we visualized
the intensity of the oligonucleosome-sized DNA frag
ments by agarose gel electrophoresis at specific times
after transfection. Figure 3C shows that the DNA frag
mentation pattern induced by Bax-Œ and Bax-a was
typical of apoptosis, with digestion of chromatin visu
alized as an oligonucleosome-sized DNA ladder on
ethidium bromide-stained agarose gel. This oligonu
cleosome-sized DNA fragmentation pattern did flot ap
pear clearly in mock-transfected ceils.

Activation of an apoptotic protease cascade is
known to be a critical step in apoptosis induced by
various death stimuli, including overexpression of pro
apoptotic proteins such as Bax-a. Several cysteine pro
teases, known as caspases, play a central role in the
execution phase of apoptosis. In the mitochondrial
pathway of caspase activation, mitochondrial volume
dysregulation with matrix swelling, in response to
death stimuli, Ieads to outer mitochondrial membrane
rupture, loss of the mitochondrial voltage gradient and
translocation of intermembrane proteins such as cyto
chrome c to the cytosol (3 1—35). The release of cyto
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A box-a 1 atggacgggt ccggggagca gcccogaggc ggggggccca ccagctctga gcagotcotg
boX-o 1 atggacgggt ccggggclgcu gcccagaggc ggggggccca ccogctctga gcagatcotg

box-a 61 aagocagggg cccttttgct tcogggtttc atccoggatc gogcogggcg oatggggggg
box-o 61 aagacogggg cccttttgct tcogggtttc atccoggatc gagcogggcg oatggggggg

bax-a 121 goggcacccg agctggccct ggocccggtg cctcogotg cgtccaccaa googctgogc
box-o 121 gaggcacccg agctggccct ggocccggtg cctcaggotg cgtccoccao googctgagc

box-a 161 gogtgtctco ogcgcatcgg
box-o 181 gagtgtctca agcgcotcgg

box-a 241 gccgccgtgg ococagoctc cccccgogog gtctttttcc gogtggcogc tgocotgttt
box-o 241 gccgccgtgg ococogoctc cccccgagog gtctttttcc gagtggcogc tgacatgttt

bax-a 301 tctgocggco octtcaactg gggccgggtt gtcgcccttt tctoctttgc cagcoaoctg
box-a 301 tctgocggco octtcaactg gggccgggtt gtcgcccttt tctactttgc cagcaooct

box-a 361 gtgctcaagg ccctgtgcac coaggtgccg goactgatca gaoccatcat gggctggoca
box-a 361 gtctcaogg ccctgtgcac caaggtgccg goactgatco gaoccatcot gggCtggOco

box-a 421 ttggocttcc tccgggogcg gctgttgggc tggatccaog accagggtgg ttggocggc
bax-a 421 ttggocttcc tccgggagcg gctgttgggc tggotccoog occagggtgg ttgg

box-a
box-a

cogoccgtgo ccotctttgt ggcggogtg
occgtga ccatctttgt ggcggogtg

ctg900goog otgggctgo
ctggaogaog otgggctgo

B bOX-u 1 MDGSGEQPRG GGPTSSEQIM KTGACLLQGF IQDRAGRMGG EAPELALOPV PQDASTKKLS
box-o 1 MDGSGEQPRG GGPTSSEQIM KTGALLLQGF IQDRAGRMGG EAPELALDPV PQDASTKKLS

a—5 hetix
•.•s uius.

EH-3 EH-1
box-a 61 ECLKRIGOEL DSNMELQRMI AAVDTDSPRE VFFRVAADMF SDGNFNGRV VALFYFASKL
box-o 61 ECLKRIGDEC DSNMELQRMI AAVDTDSPRE VFFRVAADMF SDGNFNWGRV VALFYFASKL

a—6 helix
•ii•• ...... . •iu

EH-2 TM
box-a 121 VLKALCTKVP ELIRTIMGWT LDFLRERCLG WI000GGWDG LLSYFGTPTW OTVTIFVAGV
box-o 121 VLKALCTKVP ELIRTIMGWT LDFLRERLLG WIODOGG TVTIFVAGV

TU
baX-a 181 LTASLTIWKK MG
box-o 168 LTASLTIWKK MG

FIG. 2. Bax-u is a novel member of the Bax gene. (A) Nucleotide sequence alignment af Bax-o- compared ta Bax-a. These sequence data
are available from Gen3ank (Accession No. Af247393). (B) Amino acid sequence alignment. 3H-3, 3H-1, 3H-2 domains, putative a-5 and
a-6 helices and the COOH-terminal hydrophobic domain are indicated.

chrome c allows Apaf-1/pro-caspase-9 interactions that
resuit in the activation of caspase-9 which, in turn,
activates directly effector caspase-3 and -7 (36—38).

The biochemical mechanism by which Bax-a pro
motes celi death remains elusive. However, Bax-a may
have membrane pore or ion channel activity; it induces
loss of mitochondrial membrane potential, cytochrome
c release and caspase activation (18, 23, 26, 35, 39).
Bax-a may act also as a docking protein by binding to
and antagonizing anti-apoptotic members such as

Bcl-xL anti Bd-2 (40). To elucidate the mechanism of
action of Bax-g in mediating apoptosis, caspase activity
and cytochrome c release from the mitochondria to
the cytosol were monitored in Bax-o- anti Bax-a
transfected Namaïwa celis. The kinetics of DEVDase
activity were monitored using the specific fluoropep
tide derivative Ac-DEVD-AMC as substrate. Figure 3D
shows that DEVDase activity was detected rapidly in
Bax-o-- anti Bax-a-transfected celis. The kinetics of
caspase activation correlated also with the appearance

ggocgaoctg gocogtooca tggogctgco goggatgatt
ggocgaoctg gocogtaoca tgogctgco goggotgatt

481 ctcctctcct actttgggoc gcccocgtgg
475

box-a 541
box-o 502

ctcoccgcct cgctcoccot
ctcoccgcct cgctcoccot
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TABLE 1

Expression of Bax-o- and Bax-a in Human Tissues and
Cancer Ceil Lines

A 3ax-

0 24 48 72 96

Bax-cT

0 24 48 72 96

C Mock Bax- Bax-IT

01231 01234 1)1234
z
Q

Fz
2
D

z
Q

Ceil types Origin Bax-o- Bax-a

HL6O* Pro-myelocytic leukemia + +
U937* Histyocytic lymphoma + +
Namalwa* Burkitt’s lymphoma + +
NL-2 Burkitt’s lymphoma a a
Raji Burtdtt’s lymphoma + +
Jurkatt Acute T-cell leukemia a a
H9 T-cell lymphoma + +
CCRF CEM Acute lymphoblastic leukemia + +
MCF-7 Breast adenocarcinoma + +
MDA-M3-468 Breast adenocarcinoma + +
SK-BR-3 Breast adenocarcinoma + ±
OVCAR-3 Ovary adenocarcinoma + +
A-2780 Ovary adenocarcinoma + +
DU-145 Prostate carcinoma a a
PC-3 Prostate adenocarcinoma + +
LNCap-FGC-10 Prostate carcinoma — +
Calu-1 Lung carcinoma + +
A-431 Epidermoid carcinoma + +
NCI-H69 SmaIl celi lung carcinoma + +
NCI-N417 SmalI celi lung carcinoma + +
Colo-205 Colon adenocarcinoma + +
Colo-320DM Colon adenocarcinoma + +
HT-29 Colon adenocarcinoma + +
Spleen Normal + +
Skin Normal ± ±
Breast Normal + +
Ovary Normal + +
Testis Normal ÷ +
Lung Normal + ±
Colon Normal + +
Brain Normal + +

B

D

CM -

.40

20

//
/ _0

0 23 45 72 ]6
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11)1)
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O 7-I 411 72 9(1

F S-100 Mito
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Bax-a

Bas-ci

FIG. 3. Transient expression of Bax-r in human B lymphoma
Namaiwa cells. (A) Bax-o- and Bax-a cDNAs were inserted in frame
in a modified pCEP4 vector containing Kosak and HA epitope tag
sequences. After electroporation (0.27 kV, 10 j.cg plasmid/1.0 X l0
cells), Namalwa cells were grown in complete medium, and at mdi
cated times (h) following electroporation, HA-Bax-IT and HA-Bax-a
were immunoprecipitated using specific anti-HA-tag antibodies. Af
ter SDS—PAGE and transfer, proteins were revealed by anti-Bax
antibodies and visualized by ECL. (B) [°C]Thymidine-prelabeled
celis were electroporated with pCEP4-HA mock vector (O), pCEP4-
HA-Bax-o- (•) or pCEP4-HA-Bax-a (U) and grown in complete me
dium. At the times indicated (x axis; h), DNA fragmentation was
determined by fliter elution assays. The resuits are expressed as
percentage DNA fragmentation. The points represent the means ±
SE of six determinations. (C) Namaiwa celis were electroporated
with pCEP4-HA mock vector, pCEP4-HA-Bax-cr or pCEP4-HA-
Bax-a. At the days indicated following electroporation, total DNA
was extracted and visualized by agarose gel electrophoresis and
ethidium bromide staining. (D) Following electroporation with
pCEP4-HA mock vector (O), pCEP4-HA-Bax-a (•), or pCEP4-HA-
Bax-a (U), cytosolic extracts were prepared from ceils at the times
indicated (x axis; h). DEVDase activity was monitored continuously
at 37°C by detecting fluorescence emission in the presence of Ac
DEVD-AMC at an excitation wavelength of 380 nm and emission
wavelength of 460 nm. Caspase activities were measured as initial
velocities and expressed as relative intensity/min/mg. Points repre
sent the means ± SD of 3 independent experiments. (E) Cytosolic
S-100 extracts and mitochondrial extracts were prepared from con
trol Namalwa celis and Namaiwa celis electroporated with pCEP4-
HA-Bax-u or pCEP4-HA-Bax-a after 24 h. Immunoblot analysis of
cytochrome c was performed in both fractions using anti-cytochrome
c-speciflc antibodies and enhanced chemiluminescence reaction.

Note. Symbols are (+) positive, (—) negative, (±) vecyweak, and (a)
atypical forms. Human Bax-Œ and Bax-a expression was detected by
RT-PCR from total RNA using specific primers at the ATC start
codon and TGA stop codon. Electrophoresis was done in 1.6% agarose
gel and the amplified fragments were transferred to GeneScreen
nylon membranes. Blots were hybridized with a human Bax-a cDNA
probe labeled with [32PJdCTP by random priming procedure. Expres
sion of the isoforms was conflrmed by RNase protection assays in
selected samples (*)

of cytochrome c in the cytosol of Namaiwa ceils trans
fected with Bax-u and Bax-cx (Fig. 3E).

Activation of caspases after death stimuli results in
typical morphological changes that culminate in disas
sembly ofthe dying celi and engulfment by neighboring
ceils. These morphological changes are best visualized
by electron microscopy and include cytoplasmic shrink
age, membrane blebbing and chromatin condensation
(41). Figure 4 presents electron micrographs of control
Namaiwa ceils and Namaiwa ceils transfected by elec
troporation with pCEP4-HA mock vector, pCEP4-HA-
Bax-Œ or pCEP4-HA-Bax-a. Ceils were collected and
processed for electron microscopy 24 h (micrographs
flot shown) and 48 h (Fig. 4) after electroporation.

In control Namaiwa ceils, less than 1% were apop
totic and less than 1% were necrotic; in pCEP4-HA
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FIG. 4. CeIlular morphology of Namaiwa celis expressing Bax-u.
Electron micrographs of control Namaiwa celis and Namaiwa ceits
transfected by electroporation with pCEP4-HA mock vector, pCEP4-
HA-Bax-o- or pCEP4-HA-Bax-a. The ceils were collected and pro
cessed for electron microscopy 48 h after electroporation. In the
controls, less than 1% were apoptotic and less than 1% were necrotic;
in pCEP4-HA mock- transfected cells, 3—4% were apoptotic and 1%
necrotic after 48 h; in pCEP4-HA-Bax-o--transfected cells, 35% were
apoptotic and 1% necrotic after 48 h; in pCEP4-HA-Bax-a-
transfected cells, 25% were apoptotic and 1% necrotic after 48 h.
Approximately 250—300 ceils were observed by electron microscopy.

mock vector-transfected Namaiwa ceils, 1% were apop
totic and 1—2% were necrotic 24 h after transfection,
while 3—4% were apoptotic and 1—2% necrotic 48 h
posttransfection. In contrast, in pCFP4-HA-Bax-o--
transfected Namaiwa celis, 1—2% were apoptotic and
1% necrotic 24 h after transfection, whereas 35% could
be visualized as apoptotic and 1% as necrotic after 48 h.
Simîlarly, in pCEP4-HA-Bax-a-transfected ceils, 4—5%
were apoptotic and 1—2% necrotic afier 24 h, whule 25%
were apoptotic and 1% necrotic 48 h after transfection.

These morphological analyses clearly demonstrate
that apoptosis was the main ceil death mechanism
activated by Bax-o- overexpression. Moreover, as with
Bax-a, Bax-o overexpression induced ceil death by pro
moting cytochrome c release and caspase-3-like activa
tion.

Interactions ofBax-o- with human Ceci-9-, Fg]-i-, and
Ced-4-like famiiy members. To investigate the selec
tivity of Bax-o- dimerization among various Ced-9-,
Egl-1- and Ced-4-like human members, a yeast two
hybrid system assay was used where Bax-o- was ex

pressed as fusion protein with the LexA DNA-binding
domain and putative interacting protein fused with the
B42 DNA activation domain. Anchor transmembrane
sequences were removed from the cDNAs to promote
their nuclear transiocation and to avoid toxicity of pro
apoptotic members in yeast ceils.

No growth of yeast ceils in selective media without
tryptophan, histidine and leucine was observed in col
onies expressing LexA Bax-o- together with the 3H-3-
only containing Egl-1 family members Bik and Bad
fused to B42AD. Similarly, no interaction with Apaf-1,
the human homolog of Ced-4, was detected in the yeast
two-hybrid assay (Fig. 5). However, besides its inter
action with itself and other Bax isoforms, including
Bax-k, an isoform that lacks the 3H-3 domain (unpub
lished observation), Bax-o showed strong interaction
with Ced-9 homologs containing combinations of 3H- 1,
BH-2, 3H-3, and BH-4 domains sucli as Bcl-xL, Bd
xES, a 3H-2- and BH-4-containing protein (42), and
Bfl-1 that have anti-apoptotic activity compared to
members of the family that have pro-apoptotic activi
ties such as Bcl-xS, Bok and Bak (Fig. 5).

To study whether the yeast two-hybrid interactions
observed with anti-apoptotic members of the Ced-9/Bcl
family translate into biological effects in regulating
apoptosis, we investigated the relationship between
Bax-o and BcI-xL. We used the stable transfected une
Namalwa-BcI-xL (30) to assess whether high Bcl-xL
expression would impede the pro-apoptotic activity of
Bax-Œ. First, the kinetics of DNA fragmentation were
monitored and quantitated by filter DNA elution assay

FIG. 5. Interaction of Bax-Œ in yeast two-hybrid assay. EGY 48
yeast ceils containing Bax-r fused to the LexA DNA-binding domain
were grown in selective medium without tryptophan, leucine and
histidine in the presence of the various proteins fused to the 842
DNA activation domain as indicated. Positive controls (+) represent
pLexA p53 and p542 SV4O T, and negative controls (—) represent
pLexA laminC and pB42 SV4O T. (EGY 48) represent untransformed
yeast ceils.

Namaiwa control Namaiwa Cep4-HA-mock (48 h)

Namawa Cep4-KA-Bax-a (48 h) Namaiwa Cep4-HA-Bax-a (48 h)

‘4-

a:”

t-) (+1

Bax-K Bok
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FIG. 6. Transient expression of Bax-u in human B lymphoma
Namaiwa celis overexpressing Bcl-xL. (A) [‘1C]Thymidine-prelabeled
Namaiwa ceils overexpressing Bcl-xL were electroporated with
pCEP4-HA mock vector (O), pCEP4-HA-Bax-Œ (•), or pCEP4-HA-
Bax-a (U) and grown in complete medium. At the indicated times (x
axis; h), DNA fragmentation was determined by filter elution assays.
The resuits are expressed as % DNA fragmentation. The points
represent the means ± SE of 3 determinations. (B) Namaiwa ceils
overexpressing Bcl-xL were electroporated with pCEP4-HA mock
vector, pCEP4-HA-Bax-Lr or pCEP4-HA-Bax-a. At the days indicated
following electroporation, total DNA was extracted and visualized by
agarose gel electrophoresis and ethidium bromide staining. (C) Fol
lowing electroporation with pCEP4-HA mock vector (O), pCEP4-HA-
Bax-Œ (•), or pCEP4-HA-Bax-a (U), cytosofic extracts were prepared
at the times indicated (xaxis; h). DEVDase activity was measured as
initial velocities and expressed as relative intensitylminlmg. The
points represent the means of two independent experiments. (D)
Control Namaiwa ceils were co-transfected with pCEP4-HA and
pCDNA-Myc mock vectors, pCEP4-HA-Bax-u and pCDNA-Bcl-xL
Myc vectors or pCEP4-HA-Bwc-c ami pCDNA-Bcl-xL-Myc vectors.
After 48 h, extracts were prepared and immunoprecipitated (IP) with
anti-HA and anti-Myc epitope tag antibodies. Immunocomplexes
were trapped by protein A’G Sepharose, and the presence of HA
Bax-g, HA-Bax-Œ and Bcl-xL-Myc was detected by immunoblotting
with anti-HA and anti-Myc epitope tag antibodies (as indicated in
the left margin).

S-1O() ?vUTO

c; >< u ><
Q < 0<

FIG. 7. Subcellular localization of Bax-Œin transfected Namaiwa
cells. Subcellular extracts were prepared, as described under Mate
rials and Methods, from stable Namalwa celis transfected by elec
troporation with pCEP4-HA mock vector or pCEP4-HA-Bax-Œ se
lected at 1.5 mg/ml hygromycin B. Following SDS—PAGE and
electrophoretic transfer, HA-Bax-Œ proteins were detected using
anti-HA peptide monoclonal antibodies. Visualization was performed
by enhanced chemiluminescence reaction and autoradiography.

B Namaiwa celis. Consistent with the anti-apoptotic abil
2 3 4 0 I 2 3 3 2 4 ity of Bcl-xL, HA-Bax-u and HA-Bax-Œ were found to

precipitate with Bcl-xL-Myc when ceil extracts were
immunoprecipitated either with anti-HA or with anti
Myc epitope tag antibodies (Fig. 6D). These resuits
indicated that Bcl-xL effectively inhibited Bax-o-- and
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Bax-a-induced celi death.

Stable expression of Bax-Œ in human B lymphoma
Namalwa ceils. To analyze the effect of Bax-cr expres
sion on the drug response, we selected a stable Na
maiwa variant celi une that expresses Bax-o-. Five days
after transfection, Namaiwa celis were selected for
bulk culture under hygromycin B (1.5 mg/ml) and
maintained for about 3 months to obtain a stable une
prior to the experiments (29, 30). Control Namaiwa
ceils did flot survive under hygromycin B selection
wliereas a pCEP4-mock vector-transfected Namaiwa
ceil une was selected under hygromycin B. Western
blot analysis indicated that HA-Bax-o- protein was ex
pressed in transfected ceils, being found primarily
in subcellular mitochondrial and cytosolic fractions
(Fig. 7).

To test Bax-o activity in the selected transfected ceil
une, we first used the filter DNA elution assay to
monitor and quantitate the kinetics of DNA fragmen
tation in celÏs undergoing apoptosis induced by several
anti-cancer drugs including camptothecin, a DNA tu
poisomerase I inhibitor, etoposide, a DNA topoisomer
ase II inhibitor, cisplatin, a DNA adduct-inducing

at various times after transfection of Namalwa-BcI-xL
celis with pCEP4 expression vectors alune or contain
ing Bax-o- and Bax-a sequences. As shown in Figs. 6A
and 6B, Bcl-xL impeded the activation of DNA frag
mentation induced by Bax-o- and Bax-Œ expression. In
addition, no caspase activation was detected after
transfection of Bax-g and Bax-Œ in these celis overex
pressing Bcl-xL (Fig. 6C).

b determine if Bax-Œ bound Bcl-xL in mammalian
ceils, co-immunoprecipitation was performed in human
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FIG. 8. Kinetics of DNA fragmentation in Namaiwa and Namaiwa Bax-o-- transfected celis. [4Clthymidine-Iabeled ceils were treated
with various concentrations of camptothecin (CPT), etoposide (VP-16), cispiatin (cisPT), vinblastine (VINE) and paclitaxel (Taxol). DNA
fragmentation was determined 18 h after drug treatments by DNA filter elution assays. The resuits are expressed as percentage DNA
fragmentation. The points represent the means ± SE ofthree independent experiments performed in triplicate. The symbols in a b c dand
e are Namaiwa ceils transfected with mock vector selected at 1.5 mglml hygromycin (O) or Namaiwa celis expressing Bax-Œ and selected at
1.5 mg/ml hygromycin (•). In f Namalwa-Bax-o- relis were treated for 24 h with various drugs, and DNA was extracted by a salting-out
procedure. following agarose gel electrophorests, DNA was visualized by ethidium bromide staining.

agent, vinbiastine, a tubulin polymerization inhibitor,
and paclitaxel (Taxoi), a microtubule depolymerization
inhibitor. Several studies have shown that these com
pounds cari activate the morphological changes and
internucleosomal DNA fragmentation associated with
apoptosis, in severai human cancer ceil unes, including
Namalwa celis (29, 30). Treatment with these drugs
induced apoptosis in mock-transfected Namaiwa celis
while low concentrations such as 0.01 jM did flot trig
ger significant apoptosis (Fig. 8). However, Bax-u over
expression increased the rate of celi death induced by
various concentrations of these drugs, with more pro
nounced effects at low doses of camptothecin and vin
biastine (Fig. 8). These effects were similar to those
reported for Bax-a in transfected Ïymphoma Namaiwa
ceils (30), and were associated also wkh oligonu
cleosome-sized DNA fragmentation typical of apoptosis
(Fig. 8F). Moreover, Bax-o variant-transfected Na-

maiwa celis treated with camptothecin exhibited mor
phological changes typical of apoptosis (Fig. 9).

DISCUSSION

Bax-ulacks amino acids 159 to 171 of Bax-a, a small
segment of Bax-ct with an unknown function between
the BH-2 and transmembrane domains. However,
Bax- retains ail the Bcl-homolog domains BH- 1, BH-2
and BH-3, the putative a-5 and a-6 helices and the
anchor transmembrane domain. Although the exact
mechanisms by which Bax isoproteins transduce ceil
death remain controversiai, 3 main mechanisms have
been proposed: 1. Dimerization and interference with
anti-apoptotic members ofthe Bd-2 famiiy, 2. The for
mation of channeis at the mitochondriai level, and 3.
Interference with mitochondrial permeability transi
tion pore complexes through adenine nucleotide trans
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FIG. 9. Cellular morphology of Namalwa-HA-Bax-tr cells follow
ing camptothecin treatment. Electron micrographs of control and
CPT-treated Namalwa-HA-Bax-o- variant unes. The ceils were col
lected and processed for electron microscopy 8 h after drug
treatment.

Iocator protein or voltage-dependent anion channel.
Bax-cr binds to several anti-apoptotic members, includ
ïng Bcl-xL, that impedes its apoptotic activity. Kow
ever, the lack of amino acids 159 to 171 between the ce-6
helix and the transmembrane domain may contribute
to conformational changes of the protein. Such changes
could modify the putative channel activity described
for Bax-ce, including the levels of conductance and ion
selectivity. Similarly, the interaction of Bax-ce to MPTP
through adenine nucleotide transiocator protein or
VDAC is not clearly yet understood. Whether Bax-ce
that lacks amino acids 159 to 171 interacts or not with
MPTP remains to be elucidated, and further investiga
tions are underway to clarify the importance of this
amino acid segment for the interaction with MPTP.

Reduced Bax-ce expression was associated with poor
response rates to chemotherapy in women with meta
static breast adenocarcinoma (43). Transfection stud
ies in human breast celi unes showed also that Bax-ce
sensitized these celis to radiation- and drug-induced
apoptosis (44—46). Others have indicated that the Bax:
Bd-2 ratio in human testicular tumors and B-cell
chronic lymphocytic leukemia is related to ceil suscep
tibility to apoptosis (11, 47, 48). In FL5.12 ceils, Bax-ce
can antagonize the protective effects of BcI-xL during
etoposide-induced apoptosis but is much less potent to
promote ceil death evoked by cispiatin (49). However,

others have reported that a mean 10-fold increased
level of murine Bax expression in human SW626 ovar
jan cancer ceils promotes ceil death induced by pacli
taxel (13, 50). In the human Namaiwa ceil une, Bax-cr
overexpression accelerated ceil death by short or con
tinuous treatments with various concentrations of
camptothecin, etoposide or vinblastine but had no sucli
effect in cispiatin- or paclitaxel-treated ceils (30).

Our observations in this study indicate that Bax-Œ
exerted effects similar to those of Bax-ce, accelerating
apoptosis induced by camptothecin, vinblastine and
paclitaxel but having a much less potent action with
etoposide and cispiatin. Like Bax-ce, the ability of
Bax-cr to sensitize celis to anti-cancer drugs appears to
vary, depending on the stimuli and perhaps the ceil
type.

AC KN OWLE DG M E NTS

This work was supported by the National Cancer Institute of
Canada with funds from the Canadian Cancer Society. R.B. obtained
a scholarship from the Medical Research Council of Canada and the
Cancer Research Society Inc. E.S. was supported by a studentship
from the Faculté des Etudes Supérieures (Université de Montréal)
and C.P. was the recipient of a summer studentship from the Leu
kemia Research Fund of Canada (Toronto, Ontario). The authors
thank Alain Steyaert for his technical assistance in cloning Bax-Œ.
The editorial work of Ovid DaSilva of the Research Support Office of
the Centre Hospitalier de l’Université de Montréal Research Centre
is much appreciated.

REFE REN CES

1. Chao, D. T., and Korsmeyer, S. J. (1998) Bd-2 family—
Regulators of celi death. Annu. Rev. Immune]. 16, 395—4 19.

2. Reed, J. C., Jurgensmeier, J. M., and Matsuyama, S. (1998) Bd-2
family proteins and mitochondria. Biochim. Biophys. Acta 1366,
127—137.

3. Zamzami, N., Brenner, C., Marzo, I., Susin, S. A., and Kroemer,
G. (1998) Subcellular and submitochondrial mode of action of
Bcl-2-Iike oncoproteins. Oncogene 16, 2265—2282.

4. Krajewski, S., Tanaka, S., Takayama, S., Schibler, M. J., Fenton,
W., and Reed, J. C. (1993) Investigation of the subcellular dis
tribution of the bd-2 oncoprotein: residence in the nuclear enve
lope, endoplasmic reticulum, and outer mitochondrial mem
branes. Cancer Res. 53, 4701—4714.

5. Gonzalez-Garcia, M., Perez-Ballestero, R., Ding, L., Duan, L.,
Boise, L. H., Thompson, C. B., and Nunez, G. (1994) bcl-XL is the
major bd-x mRNA form expressed during murine development
and its product localizes to mitochondria. Development 120,
3033—3042.

6. Zha, H., Fisk, H. A., Yaffe, M. P., Mahajan, N., Herman, B., and
Reed, J. C. (1996) Structure—function comparisons of the pro
apoptotic protein Bax in yeast and mammalian celle. Mol. Ce]].
Bio]. 16, 6494—6508.

7. Oltvai, Z. N., Milliman, C. L., and Korsmeyer, S. J. (1993) Bd-2
heterodimerizes in vivo with a conserved homolog. Bax, that
accelerates programmed celi death. Ce]] 74, 609—619.

8. Apte, S. S., Mattei. M. G., and Olsen, B. R. (1995) Mapping of the
human Bax gene to chromosome 19q13.3-q13.4 and isolation ofa
novel alternatively spliced transcript, Bax& Genomics 26, 592—
594.

Contrai Contrai

877



Vol. 270. No. 3, 2000 BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICÀL RESEARCH COMMUNICATIONS

9. Zliou, M., Demo. S. D., McClure. T. N.. Crea, R., antI Bitlet, C. M.
(1998) A novel sp]ice variant of the ccli deathproinoting pnaein
bax. J. Bio]. CJiem. 273, 11930—11936.

10. Shi, B., Triebe, D., Kajiji. S., Iwata, K. K., Bruskin, A., antI
Mahajna, J. (1999) Identification and characterization ni’ Bax
epsilon, a nove! Bax variant missing the BI-12 and tie transmem
brane domains. Biochem. Biophys. RO.Ç. Commun. 254, 779 —785.

Il. Thomas, A., Elrouby, S., Reed, J. C., Krajewski, S.. Silber, R.,
Potmesil, M., and Newcomh, E. W. (1996) Drug-inducecl apopto
sis in B-celt chronic lymphocytic leukemia—Relationship be
tween p53 gene mutation and Bcl-2IBax protelns in drug resis
tance. OI?cogcnc 12, 1055—1062.

12. He, H. L., Hershberger, P. A., and McCarthy, S. À. (1998) Char
acterization of e nove! Bax-associated protein expressed in fie
mopoietic tissues and regulated cluring thymocyte apoptosis.
J Irnintino]. 161, 1169—1175.

13. Strobel, T.. Swanson, L., Korsmeyer, S., and Cannistra, S. A.
(1996) Bax enhances paclitaxel-incluced apoptosis throtigh a p53-
indepenclent pathway. Pivc. Nat!. Acad. Sci. USA 93, 14094—
14099.

14. Hsu, Y. T., Wolter, K. G.. and Youle, R. J. (1997) Cytosol-to
membrane redistribution of Bax and Bd-X-L during apoptosis.
Pivc. Nai]. .4 rad. Sci. USA 94, 3668—3672.

15. Welter, K. G., Hsu, Y. T., Smith, C. L., Nechushtan, A., Xi, X. G.,
and Voule, R. J. (1997) Movement oC Bax f’rom the cytosol ta
mitochondj’ia during apoptosis. J. CWJ Bio?. 139, 128 1—1292.

16. Rosse, T., Olivier, R., Monney, L., Rager, M., Conus, S., Fellay. I.,
Janscn, B., and Borner, C. (1998) Bd-2 prolongs ccli survival
after Bax-inducecl release oC cytochrome C. Nature 391, 496—
499.

17. Gross, A., Jacket, J., Wei, M. C., and Kursmeyer, S. J. (1998)
Enforcecl dimerization oI’ Bax resuits in its transiocafion, mita
chondrial dysfunction and apaptosis. EMBOY. 17, 3878—3885.

18. Xiang. J. L., Chan, D. T., and Korsmeyer, S. J. (1996) Bax
induccd ccli death may not reqture Intertetilcin 1-beta-
converting enzyme-iike proteases. Proc. Nati. Acac?. Sci. USA 93,
14559—14563.

19. Bossywctzel, E., Ncwmeyer, D. D., and Green. D. R. (1998)
Mitochondriat cytochrome C release in apoptosis occurs up
sLream oC DEVD-speciflc caspase activation and independently
of mitochondrial transmembrane depolarization. EA’IBQ 1 17,
37—4 9.

20. Shimiztc. S., Narita, M., and Tsujimato, Y. (1999) Bd-2 Camily
prateins regulate the release al apoptogenic cytochrome c by the
mitochondrial channel VDAC. Nattue 399, 483— 487.

21. Mtichmare, S. W., Sattier, M., Liang, H., tvleadows, R. P., Har
lan, J. E., Yoon, H. S., Nettesheim, D.. Chang. B. S., Thampsan.
C. B., Wang, S. L., Ng, S. C., and Fesik, S. W. (1996) X-ray and
NMR structure oC human Bcl-xL, an inhibitor of programmed
celi deach. Nature 381, 335—34 1.

22. Minn, A. J., Vetez, P., Schendet, S. L., Liang, I-1., Muchmare,
S. W., Fesik. S. W.. Fil!, M.. and Thompson, C. B. (1997) Bcl-xL
forms an ion channel in synthetic lipid membranes. Natt,t’e 385,
353—357.

23. Antansson, B., Conti, F., Ciavatta, A., Montessuit, S., Lewis, S.,
Martinou, 1., Bernasconi, L., Bernard, A., Mermod, J. J., Mazzei,
G., Maundrell, K., Gambale, F., Sadaul, R., and Martinou, J. C.
(1997) Inhibition ai Bax channel-forming activity by Bd-2. Sci
ence 277, 370 —372.

24. Schendel, S. L., Xie, Z. H., Montai, M. O., Matsuyama, S., Mon
tai, M., and Reed. J. C. (1997) Channel formation by antiapop
totic protein Bd-2. Proc. Nati. Acad. Sci. USA 94, 5113—5118.

25. Schlesinger. P. H., Gross, A., Yin, X. M., Yamamoto, K., Saito,
M.. Waksman, G., and Korsmeyer, S. J. (1997) Comparisonofthe

ion channel characteristics oC proapoptotic Bax and antiapop
totic Bd-2. Piac. Nad. AccU. Sel. USA 94, 11357—11362.

26. Marzo, 1., Brenner, C., Zamzami, N., Jurgensmeier. J. M.. Susin.
S. A., Vieira, H. L. A., Prevost, M. C., Xie, Z. H., Matsuyama, S..
Reed, J. C.. and Kroemer, G. (1998) Bax and adenine ncicleotide
transtacator cooperate in the mitachandrial control oC apoptosis.
Science 281, 2027—203 1.

27, Eskes, R., Antonsson, B., Osensand, A., Montessuit, S.. Richter,
C., Sadoul, R., Mazzei, G., Nichols, A., and Martinou, J. C. (1998)
Bax-induced cytochrome C release [rom mitochondria is inde
pendent of the permeabiIity transition pore but highly ciepen
dent on Mg’ ions. J. Ce]] Bio!. 143, 2 17—224.

28. Matsuyama, S., Xc, Q. L., Velours, J., and Reed, J. C. (1998) The
mitochonciriat FOF1-ATPase proton pump is required for func
tian of the proapoptatic protein Bax in yeast anti mammalian
cells. !l’!oi. Ce]] 1, 327—336.

29. Schmitt, E.. Cimoli, G., Steyaert. A., and Bertrand, R. (1998)
Bcl-xL modulates apoptosis induced by anticancer drugs and
detays DEVDase and DNA l’ragmentation-promoting activities.
E.vp. Ccii Res. 240, 107—121.

30. Schmitt, E., Sleyaert, A., Cimoli, G., and Bertrand, R. (1998)
Bax-a promotes apoptosis induced by cancer chemotherapy and
accelerates the activation of caspase 3-like cysteine proteases in
p53 double mutant B lymphoma Namalwa cetis. Ccl? Death
Diffe,: 5, 506 —516.

31. Kluck. R. M., Bossywetzel, E., Green, D. R., and Newmeyer,
D. D. (1997) The release of cytochrome C from mitochondria—A
primary site for Bd-2 regulotion ol’apaptosis. Science275, t 132—
1136.

32. Decauclin, D., Geley, S., I-Iirsch, T., Castedo, M., Marchetti, P.,
Macho. A., Kofler, R., and Kroemer, G. (1997) Bd-2 and Bct-XfL)
an taganize the mitochondriai dysfunction preceding nuclear
apoptasis induced by chemotherapeutic agents. Gancer Res. 57,
62—67.

33. Susin, S. A., Zai’nzami. N., and Kroemer, G. (1998) Mitochondria
as regulators of apoptosis—Doubt no more. Blochim. Biophys.
Acta 1366, 151—165.

34. Vander Heiden, M. G., Chandel, N. S., Williamson, E. K., Schu
maclcer, P. T.. and Thompson. C. B. (1997) Bcl-X(L) regulates the
membrane potentiel and volttmc homeostasis oC mitochondria.
Ce1l91, 627—637.

35. Jurgensmeier, J. M., Xie, Z. H., Deveraux, Q., Ellerby, L., Bre
ciesen, D., and Reed, J. C. (1998) Bax directly induces release of
cytochrome C fram isolatec! mitochondria. Proc. Nat]. Acac?. Sel.
USA 95, 4997—5002.

36. Zou, H.. Henzet, W. J., Liu, X. S., Lcitschg, A., and Wang, X. D.
(1997) Apaf-l. a human pratein homotogous ta C. Etegans Ced-4,
participates in cytochrome c-dependent activation cf caspase-3.
Ccli 90, 405—413.

37. Li, P., Nijhawan, D., Budihardjo, I., Srinivasula. S. M., Ahmad,
M., Atnemri, E. S., and Wang, X. (1997) Cytochi’ome c and
UATP-dependent formation of Apaf-1/caspase-9 complex ici
tiates an apoptotic protease cascade. cci! 91, 479—489.

38. Srinivasula, S. M., Ahmad, M., Fcrnandes-Alnemri, T., and A!
nemri, E. S. (1998) Autoactivation ai procaspase-9 by ApaC-i
mectiated otigomerization. Moi. Ce]! 1, 949—957.

39. Pastorino, J. G., Chen, S. T., Tafani, M., Snycler, J. W., antI
Farber, J. L. (1998) The averexpressian al Bax produces celi
deat.h upon induction cf the mitochondrial permeability transi
tion. J Bio?. Chem. 273, 7770—7775.

40. Yang, E., and Korsmeyer, S. J. (1996) Molecular thanatopsis—A
discaurse on the bct2 Camily and cet! death. Blood$$, 386—401.

41. Kerr, J. F.. Wyllie, À. H., and Currie, A. R. (1972) Apoptosis: A
basic biological phenomenon with wide-ranging implications in
tissue kinetics. Bi: J Cancer 26, 239—257.

878



Vol. 270, No. 3, 2000 BIOCHEMICAL ÀND BIOPHYSICAL RESEÀRCH COMMUNICATIONS

42. Schmitt, E., Steyeart, A., and Beriranci, R. (1995) BcI-xES, n
nove! bcl-x-related cDNA in hLlman ceils: Potentia! raIe regulat
ing apoptosis. in Programmecl Ccli Death Meeting, Cold Spring
1-larbor Luboratory Press, Cold Spring Harbor. NY.

43. Krajewski, S., Biornqvist, C.. franssila, K., Krajewska, M.,
Wasenius, V. M., Niskanen, E., Nordllng, S., anci Reecl, J. C.
(1995) Reducecl expression of proapoptotic gene BAX is associ
ated with poor response rates ta combination chernotherapy and
shorter survive! in women with metastatic breast aclenocarci
noma. Gancer Res. 55, 4471—4478.

44. Bargou, R. C.. Wegener, C., Bommert, K., Mapara, M. Y., Daniel,
P. T., Arnoid, W., Dicte!, M., Guski, H., feliec, A., Rayer, H. D.,
and Dorken, B. (1996) Overexpression uf the death-promtaing
gene Bax-Aipha which is downreguiated in brcast cancer te
stores sensitivity ta diffei’ent apoptotic stimuli and recluces tu-
mot growth in Scid mice. I Glin. Invest. 97, 2651—2659.

45. Sakakura, C.. Sweeney. E. A., Shirahama, T., Igarashi, Y., Ha
komori, S., Nakatani, H., Tsujimoto. H., Imanishi, T., Ohgaki,
M., Ohyaina, T., Yamazaki, J., Hagiwara, A., Yamaguchi, T.,
Sawai, K., and Takahashi, T. (1996) Overexpression ol’ Bax sen
sitizes human bt’east cancer MCF-7 cells 1.0 radiation-induced
apoptosis. ml. J. C’aticet’67, tOi—105.

46. Wagener, C., Bargou, R. C., Daniel, P. T., Bommert, K., Mapara,
M. Y., Royer. H. D., and Dorken, B. (1996) Induction of the
death-promoting gene Bax-Aipha sensitizes cultured breast
cancer celis tu drug-induced apoptosis. Int. I Gancei’ 67, 138—
141.

47. Chresca, C. M.. Masters, J. R. W., and Hickman, J. A. (1996)
Hypersensiuvity ai’ human tesUcular tumors ta eloposide
induced apoptosis B associated with functional p53 and a higli
Bax-Bcl-2 ratio. C’aj7cerRes. 56, 1834—1841.

48. McConkey, D. J., Chancira, J., Wright, S., Plunlcett, W., McDon
nel!, T. J., Reed, J. C., anci Keating, M. (1996) Apoptosis sensi
tivity in chronic lymphocytic leukemia is determined by endog
enous cndonuciease content and relative expression of Bd-2 and
Bax. J. Iniinunol. 156, 2624 —2630.

49. Simonian, P. L., Grillot, D. A. M., Merino, R., and Nunez, G.
(1996) Bax can antagonize Bcl-X(L) during etoposide and
cispiatin-induced ce!! death independently of ils heterodimeriza
tion with Bcl-X(L). J. Bio]. Chem. 271, 22764 —22772.

50. Strobel, T., Kraeft, S. K., Chen, L. B., and Canniscra, S. A. (1998)
Bax expression is associated with enhanced intraccilular accu
mulation of paciitaxel—A nove! rate for Bax during chemo
therapy-induced ccii death. Gancei’ Res, 5$, 4776— 4781.

51. Bertrand, R., Sarang, M., Jenkin, J., Kerrigan, D., anci Pommier,
Y. (1991) Differential induction of seconclary DNA fragmentation

by’ copoisomel’ase I! inhihitors in human cumor ce!! unes wich
amplihed c-myc expression. C’ancrr Res. 51, 6280—6285.

52. Hsu, S. Y.. Kaipia. A., McGee, E., Loineli, M., and Hsueh,
A. J. W. (1997) Bok is n pro-apoptotic Bd-2 pI’otein with te
stricted expression in i’eproductive tissues and heterodimerizes
with selective anti-apoptotic Bd-2 ftuniiy members. Pr’oc. Nati.
Acad.Sci. USA 94, 12401—12406.

53. Yang. E., Zha. J., Jockel, J., Boise, L. H., Thompson, C. B., anci
Korsnieyer, S. J. (1995) Bad, a heteroclimeric partner for Bcl-XL
and Bd-2, dispiaces Bax and promates ccii death. Gel] $0, 285—
291.

54. Boyd, J. M., Galio. G. J., Elangovan, B., Houghton, A. B.. Mal
strom, S.. Avery, B. J., Ebb, R. G., Subramanian, T., Chittenden,
T., Lcitz, R. J., anti Chinnadurai, G. (1995) Bik, a nove! death
inducing ljrotein shares a distinct sequence motif with Bd-2
family proteins and interacts with virai and coikilar survive!
proinoting proteins. Oncogene 11, 1921—1928.

55. D’Sa-Eipper. C., Subramanian, T., and Chinnadurai, G. (1996)
BI!-!, a Bd-2 homologue, suppresses p53-induced apoptosis and
exhibits potent cooperative cransforming activity. Gancer Res.
56, 3879 —3882.

56. Chictenden, T., Harrington, E. A., O’Connor, R., Fiemington. C.,
Lutz, R. J., Evan, G. I., anci Gui!d, B. C. (1995) induction of
apopcosis by the Bd-2 homologue Bak. Nattn’e 374, 733—736.

57. Schmftt, E.. Sane, A. T., Steyeart, A., Cimoli, G., and Bertrond,
R. (1997) The Bcl-xL and Bax control points: Modulation of
cancer chemotherapy-induced apoptosis and relation to TPCK
sensitive protease and caspase activation. Biocliein. Gel]. Bio].
75, 301—314.

58. Bertranti, R., and Pommier, Y. (1995) Assessment of DNA dam
age in mammalian ceils by DNA filter elution methodo!ogy. in
Ccli Growth and Apoptosis: A Practicai Approach (Studzinski,
G. P., Ed.), Vol. 159, pp. 97—118, IRL Press, New York,

59. MiIler, S. A., Dykes, D. D., and Po!esky, H. f. (1988) A simple
salting out pracedure for extracting DNA from human nucleated
celis. Nucleic Acids Res. 16, 1215.

60. Sané, A. T.. and Berti’and. R. (1998) Distinct steps in DNA
fragmentation pachway during camptothecin-induced apoptosis
invo!ved caspase-. benzy!oxycarbonyi- and N-cosyl-L-phenylala
ny!chioromechy! ketone-sensicive accivities. Cancer Res. 5$.
3066 —3072.

61. Bertranti, R., Soiary, E., ]en!cins, J., and Pommier, Y. (1993)
Apoptosis and its modulation in human promyeiocytic HL-60
celis treated with DNA topoisomerase I and II inhihitors. E.vp.
Ce]] Res. 207, 388—397.

879



o
Q




