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SOMMAIRE

L’activité protéolytique des caspases et les granzymes constitue l’appareil

exécutif de l’immunité à médiation cellulaire, processus biologique qui mobilise les

cellules T cytotoxiques (CTL5) pour protéger l’organisme contre les infections virales

et le cancer. Dans ce manuscrit, nous exposons les travaux qui ont permis l’étude du

comportement et de la contribution des caspases dans différentes phases de la

réponse immune.

Nos travaux montrent que l’activation des lymphocytes T via le TCR induit

l’activation de plusieurs caspases et la dégradation sélective de leurs substrats et ce,

sans induire l’apoptose. Cette activation est déclenchée par TNFR, un récepteur qui

active généralement les caspases pour induire l’apoptose des cellules T afin de

désamorcer la réaction immunitaire. Nos données montrent aussi que l’activation des

caspases dans cette phase précoce de la réponse est nécessaire au processus de

prolifération des cellules T résultant de la ligation du TCR.

Par ailleurs, nous avons montré que l’activation de caspase-3 survient tôt dans

l’apoptose induite par la réticulation de Fas. L’examen de la distribution sub-cellulaire

de cette caspase a révélé son association avec la membrane plasmique au niveau des

rafts ce qui corrobore son activation avant même la dépolarisation de la mitochondrie.

Ceci suggère l’implication de caspase-3 dans l’initiation de l’apoptose via Fas. En effet,

l’inhibition de cette caspase à l’aide d’un dominant négatif a permis de confirmer sa

nécessité à l’initiation de l’apoptose des cellules T via Fas.

Finalement, nous nous sommes inspirés des mécanismes de la phase

d’exécution de la réponse immune pour concevoir une chimère TAT-GrB, basée sur la

capacité de transduction du peptide TAT du virus VIH-1 et l’activité cytolytique de

granzyme B, afin d’étudier le rôle exact et déterminer la réelle contribution de cette

sérine protéase à la cytolyse des cellules cibles par les CTLs. Les analyses

biochimiques et fonctionnelles ont confirmé le succès de ce concept puisque la

chimère s’accumule de façon autonome dans les cellules cibles et dégrade certaines

molécules intracellulaires incluant caspase-3. La chimère induit aussi les altérations

structurales et moléculaires associées à l’apoptose, telles que l’exposition de la

phosphatidylsérine ou la fragmentation de l’ADN, démontrant ainsi son activité

cytolytique. Cette cytolyse résulte de la dégradation directe des substrats de mort et

ne semble pas impliquer les caspases. Par ailleurs, la chimère proposée a réussi à

induire I’apoptose dans une variété de lignées cancéreuses incluant celles susceptibles

de déjouer la réponse immune en interférant avec les caspases.
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SUMMARY

The proteolytic activities of caspases and granzymes are essential for the

execution of cell-mediated immunity, a process by which cytotoxic T lymphocytes

(CTL5) control the onset and the spread 0f tumors and viral infections. The work

presented in this thesis aims at defining the behavior and the contribution of caspases

to different stages of this response.

Our results show that TCR crosslinking induces the activation of several

caspases and selective degradation of their substrates without leading to apoptosis of

T lymphocytes. This activation s triggered by TNFR, a receptor that normally activates

caspases to induce T celI death required for the downregulation of the immune

response. Our work revealed also that the activation of caspases during this early

phase of the immune response is required for the TCR-induced proliferation of T

lymphocytes.

Furthermore, we have shown that caspase-3 activation is an early event in Fas

mediated apoptosis of T lymphocytes. Analysis of the sub-cellular distribution of this

caspase revealed its association with lipid-rich plasma membrane domains, rafts,

which explains its early activation prior to the mitochondrial depolarization and

suggests its involvement in the initiation of Fas-mediated apoptosis. Indeed, inhibition

studies using a dominant negative version of caspase-3 demonstrated the absolute

requirement of this caspase for the initiation of death signaIs stemming from Fas in T

lymphocytes.

Finally, we took advantage of the apoptotic activity of granzyme B and the

transducing capacity of the HIV-1 TAT peptide to generate a chimerical recombinant

protein, TAT-GrB, in order to define the specific role and the individual contribution of

this protease to the cytolytic activity of CTLs. Biochemical and functional analysis have

confirmed the success of this concept since the chimera is able to accumulate

autonomously inside target cells and cleave intracellular molecules including caspase

3. The chimera s able to induce structural and molecular alterations such as

phosphatidylserine exposure and DNA fragmentation, demonstrating the cytolytic

activity of this molecule. This cytolysis results from the direct degradation of death

substrates and does not seem to involve caspases. Furthermore, the fusion protein is

able to induce apoptosis in a variety of tumor cells including those capable of evading

immune attacks through the obstruction of caspase-dependent death pathways.
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Le système immunitaire assure la défense de l’organisme contre l’apparition et

la propagation des cellules cancéreuses et protège celui-ci contre les infections du type

viral ou autres. Cette défense mobilise un ensemble de processus cellulaires et

moléculaires hautement organisés dans le temps qui sont communément groupés sous

le nom de “réponse immune”.

I- Mécanismes de la défense immunitaire

La réponse immune fait appel à une série de cellules hématopoïétiques

spécialisées incluant les lymphocytes B, les lymphocytes T, les natural killers (NK), les

macrophages, les neutrophiles et les cellules dendritiques, ayant en commun les

mêmes précurseurs cellulaires provenant de la moelle osseuse. Grâce à leur capacité

phagocytaire, les macrophages et les neutrophiles constituent la première ligne de

défense de cette réponse contre plusieurs pathogènes. Cependant, cette défense sans

sélectivité apparente, appelée immunité innée, reconnaît seulement certains traits

invariables communs à quelques pathogènes et est incapable de protéger l’organisme

contre les pathogènes intracellulaires complexes et dotés de capacité de

renouvellement comme les virus. Ces infections complexes mobilisent une réponse

plus sélective et spécialisée appelée, immunité acquise, dont l’exécution nécessite des

cellules capables de respecter ces critères de sélectivité, telles que les lymphocytes T

et B. La base moléculaire de cette spécificité réside dans les récepteurs TCR (T Ceil

receptor) et BCR (B CelI Receptor) des lymphocytes T et B dont la fonction principale

est la reconnaissance des pathogènes. Chaque lymphocyte T ou B exprime à sa surface

plusieurs exemplaires d’une copie unique du récepteur, qui n’est exprimée par aucun

autre lymphocyte dans l’organisme, et qui est spécifique pour un antigène donné du

pathogène. Tenant compte du nombre incalculable de lymphocytes dans un organisme,

la somme de ces récepteurs constitue un répertoire de spécificité permettant la

reconnaissance et la réponse contre une variété illimitée d’antigènes.

Les lymphocytes sont en patrouille permanente entre la circulation sanguine et

les organes lymphatiques tels que les ganglions et la rate où la réaction immune est

déclenchée par la rencontre des lymphocytes avec de nouveaux antigènes à la surface

des cellules présentatrices d’antigènes (APC) telles que les cellules dendritiques ou les

macrophages dans le contexte du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). La

variété dans la nature, la composition et le comportement des parasites dicte non

seulement les mécanismes de leur reconnaissance par le système immunitaire mais

aussi les mécanismes d’élimination de ceux-ci. Ainsi les pathogènes cantonnés dans les

espaces extracellulaires ou libres dans la circulation sanguine sont directement

accessibles aux anticorps des lymphocytes B qui les lient avidement et neutralisent



3

leur effet nuisible en facilitant leur phagocytose par les macrophages ou leur

destruction directe par le complément. Cependant, les parasites intracellulaires comme

certaines bactéries et la majorité des virus sont la cible des lymphocytes T qui, dans

leur processus de défense, préfèrent sacrifier les cellules infectées par apoptose.

La fraction infime des lymphocytes T activés lors d’une infection, n’étant pas

suffisante pour chasser la menace, prolifère afin d’amplifier les clones spécifiques.

Cette expansion clonale est accompagnée par la différenciation des lymphocytes T

activés qui se manifeste par l’expression d’une série de gènes incluant les gènes pro

apoptotiques nécessaires à l’exécution de la réponse12. Ainsi la sous-population CDS

des lymphocytes T se différencie en cellules effectrices appelées CTLs (Cytotoxic T

Lymphocytes) qui agissent de concert avec les natural killers (NK) pour exécuter la

défense proprement dite en éliminant les cellules infectées ou tumorales par apoptose.

La deuxième sous-population de lymphocytes T, CD4 (Helper), sert à assister les

autres cellules (CD8, NK, lymphocytes B et les macrophages) en produisant des

facteurs de croissance et des cytokines. Les CTLs et les NK utilisent deux voies

distinctes d’apoptose pour éliminer les infections: la voie des récepteurs de mort

(TNFR5 ou DR5) et celle des granules cytotoxiques. Ces deux voies mobilisent deux

grandes familles d’enzymes, les cystéine protéases du type caspases et les sérine

protéases du type granzymes dont l’activité protéolytique constitue le mécanisme

moléculaire de l’exécution de la réaction immune34.

Une fois la menace de l’infection écartée, le système immunitaire entame le

désamorçage de la réaction immunitaire en réduisant le nombre des lymphocytes car

la prolifération incontrôlée de ceux-ci augmente le risque de cancer lymphatique et/ou

le développement de maladies auto-immunes. Cette forme d’apoptose appelée AICD

(Activation-Induced CeIl Death)1 s’effectue par les lymphocytes T eux-mêmes de façon

autocrine (suicide) ou paracrine (fratricide) et fait appel aux mêmes voies d’apoptose

qui ont servi lors de la défense.

II- L’apoptose

1. Définition de I’apoptose

La mort cellulaire programmée, ou apoptose, est un processus physiologique

nécessaire au développement et au maintien des organismes multicellulaires car il

assure le contrôle et la régulation du nombre de cellules de l’organisme56. Ce

processus de mort consiste en une séquence d’altérations morphologiques, structurales

et moléculaires reproductibles et ordonnées dans le temps. C’est en 1890 que la mort

cellulaire a été découverte pour la première fois par Sir William Councilman7. Plusieurs

décennies plus tard, des analyses de microscopie ont permis à Kerr et ses collègues de
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mieux caractériser ce phénomène biologique. Ils l’ont appelé apoptose, mot grec qui

signifie la chute des feuilles des arbres pendant l’automne68. Les études génétiques et

moléculaires ultérieures ont montré que ce phénomène représente une forme de

suicide cellulaire où la cellule exécute sa propre désintégration en activant un

programme de mort génétiquement régulé et conservé parmi les organismes

su périeu rs9’°.

2. Traits morphologiques de l’apoptose

Les analyses de microscopie électronique ont décélé dans les cellules

apoptotiques des modifications morphologiques et structurales majeures incluant la

condensation de la chromatine, celle du noyau et la circonvolution de ce dernier ainsi

que contraction prononcée du cytoplasme. L’ensemble de ces transformations réduit

considérablement la taille de la cellule qui subit un genre d’implosion qui lui fait perdre

son contact avec les cellules voisines. La membrane plasmique subit des constrictions

(blebbing) qui vont ultérieurement diviser la cellule en petits corps apoptotiques

concentrés en organites condensés. A l’inverse de la nécrose, une forme de mort

pathologique qui entraîne l’éclatement des cellules provoquant l’inflammation des

tissus touchés, l’apoptose préserve l’intégrité des cellules malgré toutes les

transformations morphologiques citées ci-dessus8.

3. Traits moléculaires et biochimiques de l’apoptose

Les transformations morphologiques et structurales recensées lors de l’apoptose

résultent, en réalité, d’un certain nombre d’altérations moléculaires incluant une série

de dégradations et redistributions de molécules vitales ainsi que la désorganisation de

certaines structures cellulaires. La dégradation des lamines A, B et C, protéines

structurales du noyau, entraîne le désassemblage de la matrice nucléaire, la

condensation de la chromatine ainsi que la contraction du volume nucléaire”’3. La

dégradation de la protéine nucléaire NuMA résulte en la condensation de la

chromatine’4’5. L’ADN subit aussi une dégradation à l’échelle génomique en fragments

de très grande taille allant de 50 à 300 kilobases puis à une échelle beaucoup plus

réduite, au niveau internucléosomale, en fragments de 180 à 200 paires de bases8.

Cette deuxième forme d’altération d’ADN est usuellement appelée fragmentation

d’ADN (laddering).

On détecte aussi des altérations au niveau du cytoplasme. Des protéines du

cytosquelette telles que l’actine et la F3-cathénine nécessaire à la structure, la motilité

et aux interactions intercellulaires sont dégradées lors de l’apoptose ce qui explique

une fois de plus les altérations morphologiques citées ci-dessus’6. La mitochondrie
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accuse une chute du potentiel transmembranaire (Aqi) suite à l’égalisation des charges

de part et d’autre de sa membrane résultant en l’ouverture de larges pores’719. Cette

ouverture permet aussi la libération dans le cytosol d’une série de molécules incluant le

cytochrome c qui assure la respiration oxydative nécessaire à l’apport des cellules en

éie2021.

La polarité de la membrane plasmique est aussi altérée. Ainsi la

phosphatidylsérine (PS), une molécule associée à la face interne de la membrane

plasmique, se trouve exposée à la surface extracellulaire lors de l’apoptose. Cette

exposition de la PS à la surface des cellules apoptotiques semble participer dans la

reconnaissance des cellules apoptotiques et leur élimination par les cellules

phagocytaires22. A cet égard, I’apoptose se distingue encore une fois de la nécrose car

elle veille à la disparition des cellules mortes de la circulation évitant ainsi tout

dommage aux tissus touchés.

Il faut rappeler que les transformations structurales et moléculaires telles que la

fragmentation de l’ADN, la chute du Aji mitochondrial ou encore l’exposition de PS,

sont à la base des techniques standards utilisées actuellement dans la détection de

l’apoptose dans divers systèmes expérimentaux.

III- Mécanismes d’induction de l’apoptose lors de la réponse immune

Les deux voies majeures d’induction de l’apoptose utilisées par le système

immunitaire dans sa fonction de défense de l’organisme sont les suivantes:

1- La voie des récepteurs de mort DRs (Death Receptors) appartenant à la famille des

récepteurs membranaires TNFR (Tumor Necrosis Factor) dont la réticulation à l’aide de

ligands spécifiques induit une cascade protéolytique menant à la désintégration de la

cellule cible. Cette voie est exécutée exclusivement par les cystéine protéases du type

caspases.

2- La voie d’exocytose des granules cytotoxiques, qui en déversant leur contenu riche

en protéases, entraînent la mort par apoptose de la cellule cible. Cette voie fait appel

aux sérine protéases du type granzymes qui peuvent induire l’apoptose directement ou

par le biais des caspases.

1. La voie des récepteurs de mort et les caspases

1.1. Les récepteurs TNFRs et leurs lïgands TNFs

1.1.a. Identification et classification des ligands TNF5

La première indication de l’existence d’un facteur à activité apoptotique provient

de l’observation faite en 1868 par Brunes chez des patients dont les tumeurs

subissaient occasionnellement des régressions spontanées suite à des infections23. Un
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siècle plus tard, le facteur à l’origine de ces régressions a été identifié et nommé TNF

(Tumor Necrosis Factor)24. Deux formes de TNF, TNFŒ et TNFI3 (Lymphotoxin Œ, LTŒ)

ont été isolées à partit des lymphocytes T activés et les macrophages2526. Ces

protéines sont devenues représentatives d’une nouvelle famille de cytokines qui

s’étend actuellement à une vingtaine de membres dont les plus établis sont: Fas L (Fas

ligand), LTI3, CD27 L, CD3O L, CD4O L et son homologue murin 0X40 L, 4-1BB L,

TRAIL, RANK L, TL1A, EDA-Al et EDA-A22327. Ces ligands sont des protéines

membranaires du type II avec une région C-terminale extracellulaire et présentent

seulement 20 à 25 % d’homologie essentiellement concentrée dans la région

nécessaire à l’interaction avec leurs récepteurs respectifs. Bien qu’ils existent

majoritairement sous forme membranaire trimérique ou multimérique nécessaire à

l’agrégation de leurs récepteurs, quelques-uns de ces ligands, comme TNFŒ et TNFf3,

existent et agissent aussi sous forme soluble23.

1.1. b. Identification et classification des TNFR5

Les récepteurs spécifiques aux ligands décrits ci-dessus sont légèrement plus

nombreux et les interactions croisées sont assez courantes rendant le profil de ligation

très complexe entre ces deux familles de protéines. Parmi ces récepteurs on trouve

TNFR-I, TNFR-II, ayant chacun TNFa et TNFI3 comme ligands; Fas: récepteur de Fas L;

CD27: récepteur de CD27 L; CD3O: récepteur de CD3O L; CD4O: récepteur de CD4O L;

4-1BB: récepteur de 4-1BB L; DR3: récepteur de TL1A; DR4 et DRS: récepteurs

communs à TRAIL et RANK: récepteur de RANK L (figure ;)23;27

Ces récepteurs sont des protéines membranaires du type I dont la région

extracellulaire N-terminale présente une série de 2 à 6 domaines CRD (Cystein-Rich

Domain) riches en cystéine nécessaires à l’interaction avec leurs ligands2327. Les

analyses cristallographiques ont montré que la forme fonctionnelle des TNFRs est

trimérique ou oligomérique stabilisée par des ponts disulfures entre les CRDs 28 On

pensait que cette oligomérisation des récepteurs était seulement induite lors de

l’interaction avec leurs ligands mais des données moléculaires récentes ont montré que

ces récepteurs peuvent être pré-associés même en absence de leur ligand, et ce à

l’aide de domaines extracellulaires, PLAD (pre-ligand association domains) 27;29;3O

Plusieurs membres de cette famille tels que TNFR-I, Fas, CD27, CD3O et CD4O sont

libérés sous forme soluble à l’aide de clivage par protéolyse, phénomène connu sous le

nom de “shedding”31.
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Domaine CRD DD= Death Domain

Figure 1. La famille des TNFs et leurs récepteurs TNFRs. La famille des TNFRs renferme plusieurs
membres dont certains sont présentés dans cette figure (à droite de la planche). Deux traits structuraux
distinctifs sont à la base de la classification de ces membres. Le premier réside dans la présence, dans la
partie extracellulaire, d’une série de 3 à 5 domaines riches en cystéine (CRD). Le deuxième trait réside
dans la présence d’un motif DD dans la région intracellulaire de certains membres de cette famille groupés
sous le nom de DRs. Les Iigands, TNF, de ces récepteurs sont présentés vis à vis de leurs récepteurs
respectifs (à gauche de la planche). Il faut noter le profil complexe d’interaction entre ces deux familles de
molécules. Certains ligands tels que TRAIL comptent jusqu’à quatre récepteurs. De même, certains
récepteurs comme TNFR-I ont deux ligands. Schéma adapté de Locksley R.M. et al23;27.
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1.1.c. Expression et rôles physiologiques des TNFs et leurs récepteurs

TNFRs

Les récepteurs TNFR et leurs ligands sont exprimés en grande partie par les

cellules du système immunitaire comme les lymphocytes T et B quiescents ou activés,

ou encore les monocytes et les macrophages où ils assurent des fonctions variées

allant des signaux de survie comme l’activation et la prolifération des cellules, aux

signaux de mort par apoptose, en passant par des fonctions dans le développement et

la différenciation des tissus. Ainsi les récepteurs TNER-I, TNFR-II et Fas sont aussi

capables d’induire l’apoptose que la prolifération alors que RANK semble être

nécessaire au développement des ganglions lymphatiques secondaires32. Certains

membres de cette famille remplissent aussi des fonctions de développement et de

différentiation hors du cadre du système immunitaire, comme c’est le cas de EDAR et

XEDAR qui sont impliqués dans la formation de la peau, des dents, des glandes

sébacées et sudoripares ou encore RANK qui participe à la formation des glandes

mammaires et des os33’3234

1.14. Régulation externe des DRs par les Decoy Receptors

La famille des TNFRs compte un autre type de récepteurs qui sont incapables de

transmettre des signaux ce qui fait d’eux des leurres ou DcR (Decoy Receptor)

capables de détourner les ligands et les empêcher de signaliser à travers leurs vrais

récepteurs. DcR1 et DcR2 sont capables de séquestrer TRAIL inhibant ainsi la

signalisation via DR4 et DR5 alors que DcR3 inhibe la signalisation à travers Fas et

DR3 en séquestrant Fas L et TL1A4041.

1.2. Mécanismes de signalisation apoptotïque des TNFR à travers les caspases

1.2.1. Phase d’initiation des signaux apoptotiques via les DRs

A l’inverse des autres récepteurs, la région intracellulaire des DRs ne possède

pas d’activité catalytique du type kinase ou phosphatase. Les délétions par

mutagenèse ont montré que les signaux apoptotiques induits par TNFR-I nécessitent

une séquence se trouvant dans la partie intracellulaire de ce récepteur appelée

domaine de mort ou DD (Death Domain)42. Des analyses d’homologie ont identifié un

domaine similaire sur Fas, DR3, DR4, DR5 et DR6 permettant ainsi de grouper cette

sous-classe de TNFRs sous le nom de récepteurs de mort ou DRs (Death Receptors)43
‘. Depuis, de nombreuses molécules, appelées molécules adaptatrices ou modulatrices

capables d’interagir avec ces récepteurs via le DD, ont été identifiées (figure 2)48.

FADD/MORT-1 (Fas-Associted via DD), est une molécule capable de s’associer via son

DD à Fas et TNFR-I suite à la ligation de ces derniers4952. Elle est aussi dotée d’un
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autre motif, DED (Death Effector Domain), requis à la transmission du signal

apoptotique via Fas et TNFR-15253. Une autre protéine dotée d’un DD et capable de

s’associer avec TNFR a été identifiée et appelée TRADD (TNFR 1-Associated DD

molécule)54.

1.2.1.a Intégration des caspases dans la signalisation des DRs

La première preuve de l’implication des caspases dans les signaux de mort

induits par les DR5 provient de la capacité d’un inhibiteur viral des caspases, Crm A, de

bloquer l’apoptose induite par Fas et TNFR-15556. Les expériences

d’immunoprécipitations de Fas oligomérisé combinées au micro-séquençage

“Nanoelectrospray tandem Mass Spectroscopy” ont permis d’identifier FLICE/caspase

8, une caspase dotée d’un motif DED similaire à celui de EADD. Cette découverte a

permis d’élucider les mécanismes de transmission des signaux apoptotiques des DRs

aux caspases d’une part et de situer caspase-8 à l’apex de la cascade protéolytique

issue de la ligation des DRs d’une autre part515759. Plus tard, on a identifié une

nouvelle caspase, caspase-lO, ayant une structure très proche de caspase-8 et capable

d’interagir aussi avec les DR5 et d’initier leurs signaux de mort5960.

Ces deux découvertes majeures ont permis la reconstitution des voies de

signalisation de Fas et TNFR-I comme suit. La ligation de Fas entraîne le recrutement

de FADD à celui-ci par interaction homotypique entre leurs DDs respectifs. FADD

recrute à son tour caspase-8/caspase-1O via les domaines DED formant ainsi un

complexe tripartite de signalisation appelé DISC (Death-Inducing Signaling Complex)

requis à l’activation de caspase-8/caspase-1O (figure 2)51. La signalisation du TNFR-1

et DR3 est légèrement différente puisque le recrutement de FADD et caspase-8 et/ou

caspase-lO requiert l’association préalable de ce récepteur avec TRADD 445253•

1.2.1.b L’exception de Fas: Deux types d’intégration des caspases

Plus tard dans le processus de caractérisation moléculaire de cette voie de mort,

l’équipe de Krammer a montré que le degré d’intégration des caspases par les DRs

dépendait du type cellulaire61. Ainsi la ligation de Fas chez les cellules du type-I permet

le recrutement et l’activation de niveaux élevés de caspase-8 dans le DISC et entraîne

l’activation directe des caspases en aval telles que caspase-3. Cependant, dans un

autre type de cellules, dites du type-II, la ligation de Fas induit un très faible

recrutement de caspase-8 et ne provoque pas l’apoptose aussi rapidement que dans

les cellules du type-I. De plus, la surexpression de Bd-2 ou de Bcl-xL protège ces

cellules de l’apoptose via Fas démontrant ainsi la nécessité de la mitochondrie à

l’amplification du faible signal de caspase-8 et l’exécution de l’apoptose dans ce type
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Figure 2. Les voies moléculaires qui polarisent la ligation des DRs vers la survie ou la mort des
cellules. La réticulation de TNFRs à l’aide de leurs ligands TNF entraîne le recrutement de différentes
molécules de signalisation via les domaines DD. La nature de la molécule recrutée constitue la base
moléculaire de la polarisation du signal provenant des récepteurs vers la survie ou l’apoptose de la cellule.
Ainsi le recrutement de FADD aux récepteurs DR5 provoque le recrutement et l’activation de caspase-8 qui
mène à la dégradation des substrats de mort et l’apoptose, soit directement via les autres caspases
(cellules du type-I) soit à travers la mitochondrie (cellules du type-II). Le recrutement de RIP et TRAF-2
via TRADD au niveau du TNFR-I ou DR3 mène à l’activation des deux voies transcriptionnelles
complémentaires NFKB et ]NK qui assurent la survie de la cellule, en partie grâce à l’expression de gènes
anti-apoptotiques. Schéma adapté de Lenardo M.J. et ai; Ashkenazi A. et Dixit M.V48.
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de cellules61. A la lumière de cette découverte, les lymphocytes T activés via le TCR ont

été classifiés parmi les cellules du type-II tenant compte de leur incapacité de former

le DISC et leur expression élevée de Bcl-xL qui corrèle très bien avec leur résistance à

l’apoptose induite par Fas 62• Or, les thymocytes et les lymphocytes T provenant des

souris caspase-9, APAF-1’, Bax/Bak’ ou celles surexprimant Bd-2 demeurent

sensibles à l’apoptose induite par la ligation de Fas 63-66, ce qui a rendu impossible la

classification de ces cellules dans le type-II. Néanmoins, il faut rappeler que les

lymphocytes T redeviennent sensibles à l’apoptose via Fas après une certaine durée

d’activation. Cette sensibilisation a été corrélée récemment avec le regain de la

capacité de ces cellules de former le DISC et la baisse des niveaux de Bcl-xL.

L’ensemble de ces observations a permis de déduite que les lymphocytes T activés via

le TCR sont du type-II et qu’au cours de leur processus d’activation ces cellules

acquièrent les traits du type-I à savoir la dimunition des niveaux d’expression de Bd

xL ainsi que le regain de la capacité de former le DISC. C’est ce qui les sensibilise à

l’apoptose induite par Fas et provoque leur élimination par AICD, un événement

physiologique nécessaire au désamorçage de la réaction immunitaire67.

1.2.1.c Les Voies de signalisations parallèles ou secondaires à

l’apoptose

D’autres molécules modulatrices sont capables d’interagir avec les DR5 et

contribuer à leur signalisation. DAXX (Death-Associated protein 6) est une molécule

dépourvue de DD qui semble connecter Fas à l’apoptose via la voie des kinases JNK

plutôt que les caspases6868. RIP (Receptor-Interacting Protein), une molécule

adaptatrice qui s’associe à TRADD via son DD, permet de recruter caspase-2 via le

motif CARD (Caspase Recruitment Domain) par le biais d’une autre molécule

intermédiaire RAIDD/CRADD (RIP-Associated ICH1 Protein with DD/Caspase and RIP

Adaptor with DD)6970.

Les récepteurs TNFRs ne sont pas restreints à l’induction de l’apoptose puisque

TNFR-I, TNFR-II et DR3 sont capables d’induire des signaux pro-inflammatoires et

immunomodulateurs ainsi que des signaux d’activation des lymphocytes T ou B (co

stimulation)7172. Ces signaux résultent de l’activation des voies transcriptionnelles de

NE-KB ou ]NK/AP-1 déclenchées par RIP et TRAF-2 (TNFR-Associated Factor-2), une

autre molécule adaptatrice qui s’associe directement avec TNFR-II et indirectement

avec TNFR-I via TRADD536973. A cet égard, TRADD semble servir de plate-forme

moléculaire capable d’aiguiller le signal des DRs soit vers l’apoptose en recrutant FADD

soit vers la prolifération et l’inflammation en recrutant TRAF (figure 2). Fas est aussi

capable de générer des signaux de co-stimulation des lymphocytes T en activant NFiB
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ou la voie de kinases ERK par le biais de FLIP (FLICE Inhibitory Protein), molécule

recrutée dans le DISC via FADD7475.

1.2.1.4. Régulation de la phase d’initiation de l’apoptose via les DRs

Plusieurs autres molécules à activités biologiques variées, pourvues ou non de

DD, sont capables d’interagir directement avec les DRs et semblent réguler la

transmission de leurs signaux. Ces molécules peuvent être classifiées en deux groupes

selon leur capacité d’intégrer les caspases dans leur fonction régulatrice. Le premier

groupe consiste en trois protéines, clAP-1, clAP-2 et FLIP dont la fonction régulatrice

implique les caspases. ClAP-1 et clAP-2 sont capables de s’associer aux molécules

TRAF5 pour inhiber l’apoptose induite par TNFR mais on ne sait si cette inhibition

résulte de leur interférence avec le recrutement des caspases au DISC ou bien de leur

capacité d’inhiber les caspases directement. FLIP peut réguler les signaux des DRs en

modulant l’activation de caspase-876 et/ou en activant NF-KB75.

Le deuxième groupe, celui qui module le signal indépendamment des caspases

inclue FAP-1 (Fas-Associated Phosphatase), une tyrosine-phosphatase dont

l’interaction avec Fas inhibe l’apoptose7777. FAF-1 (Fas-Associated protein Factor-1),

une autre molécule qui se lie au DD de Fas semble amplifier la capacité apoptotique de

ce dernier à l’aide d’un mécanisme encore inconnu. Quatre protéines s’associent avec

TNFR-I et participent aussi à sa signalisation. On cite: FAN, une protéine impliquée

dans l’activation de la sphingomyélinase neutre par TNFR-178. TRAP1, apparentée à

hsp9o (heat shock protein 90) dont la fonction est encore inconnue79 et TRAP2, un

élément régulateur du protéasome8081. SODD (Silencer of DD) est une protéine à large

distribution tissulaire associée aux DD de TNFR-I et DR3 au repos et s’en libère

immédiatement après leur ligation suggérant un rôle de cette molécule dans la

prévention d’une signalisation spontanée en absence de ligands82.

1.2.2. Phase d’exécution des signaux apoptotiques via les DRs: activation de

la cascade protéolytïque des caspases

Le terme caspase dérive du mot composé çysteinyl spartate-pecific proteinase

qui signifie: protéase dont le site catalytique renferme une cystéine active qui

hydrolyse spécifiquement après un résidu aspartate (Asp)59.

L’étude du nématode Caenorhabditis elegans (C. elegans) a révélé un nombre

d’éléments génétiques, conservés à travers l’évolution, cruciaux à l’exécution et la

régulation de l’apoptose. Ce ver est composé de 1090 cellules somatiques, un nombre

qui, au cours du développement de cet organisme, sera réduit à 959 cellules. Les 131

cellules manquantes sont éliminées par apoptose. L’étude génétique de certains
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mutants cellulaires C. elegans a débouché sur l’identification de 11 gènes dont trois,

ced-3, ced-4 et ced 9 sont les protagonistes de cette forme de mort cellulaire83. Ced-3

et ced-4 sont des gènes pro-apoptotiques alors que ced-9 est anti-apoptotique par le

biais de l’antagonisme qu’il exerce sur ces deux gènes. Bien que ces gènes soient

établis comme les principaux acteurs de la mort cellulaire chez C. elegans, leur

fonction biologique était inconnue. Dans un domaine de recherche éloigné de

l’apoptose, l’inflammation, une cystéine-protéase, requise à la maturation de la

cytokine pro-inflammatoire interleukine-113 (IL-113) a été identifiée et appelée ICE (IL-1

J3-Converting Enzyme), actuellement connue sous le nom de caspase-18485. Ce n’est

qu’un an plus tard (1993) que la connexion entre cette cystéine protéases avec

l’apoptose a été effectuée quand l’équipe de Horvitz a réalisé que cette protéase était

en fait l’homologue humain de ced-386. Il est important de signaler que cette

découverte réunie avec les travaux sur C. elegans ont eu un impact aussi bien sur la

recherche fondamentale que le domaine médical, à un point tel qu’elles ont valu le prix

Nobel de médecine de l’année 2002. Plus tard, les gènes Apaf-1 (Apoptotic protease

activating factor) et Bd-2 (B-cell leukemia/lymphoma 2) ont été identifiés comme les

homologues humains de ced4 et ced98789. Ces découvertes ont non seulement révélé

la conservation des mécanismes moléculaires de l’apoptose au cours de l’évolution

mais elles ont aussi permis l’identification d’une longue série de protéases apparentées

à ced-3 et ICE/caspase-1.

A ce jour, quatorze caspases (caspase-1 à 14) ont été identifiées chez les

mammifères (figure 3)90 dont onze clonées chez l’Homme sauf les caspases-li, 12 et

14 qui ont été identifiées seulement chez la souris9192. Sur le plan fonctionnel ces

protéases peuvent être divisées en deux grandes familles. Les caspases impliquées

dans l’apoptose telles que caspases-2, 3, 6, 7, 8, 9 et 10 et celles qui sont plus

apparentées à caspase-1 et qui semblent être impliquées davantage dans les réactions

inflammatoires comme caspases-4, 5 et 11, étant donnée leur capacité de maturer

certaines cytokines pro-inflammatoires. Les caspases-12, 13 et 14 ne sont pas encore

classées car il n’y a pas assez de données fonctionnelles à leur propos quoique la

structure primaire permet de classer caspases-12 et 13 avec les caspases

inflammatoires et caspase-14 avec les membres pro-apoptotiques9294.

1.2.2.a. Structure des caspases

Les caspases sont toutes synthétisées sous forme de précurseur de 30 à 50 kDa

appelé pro-enzyme ou zymogène présentant trois domaines distincts séparés chacun

par un ou deux sites de clivages nécessaires à l’activation de l’enzyme. Un premier

domaine N-terminal ou prodomaine dont la nature varie considérablement en taille et
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Figure 3. Représentation schématique des membres de la famille des caspases. Chaque membre
est constitué de trois domaines majeurs séparés par des sites de clivages. Un domaine N-terminal,
prodomaine, de taille et de séquence variable renferme selon le membre de cette famille un motif DED ou
motif CARD. Les deux autres domaines catalytiques mieux conservés entre les caspases représentent une
large sous-unité médiane dotée du site actif QACxG (I) et une petite sous-unité C-terminale. Les caspases
peuvent être divisés en trois groupes fonctionnels. Le premier groupe est composé de caspases initiatrices
de l’apoptose. Le deuxième renferme les caspases exécutrices de l’apoptose et un troisième groupe renferme
les caspases pro-inflammatoires. Schéma adapté de Strasser A184.
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en séquence. Les deux autres domaines, où réside l’homologie entre les caspases,

consistent en une grande sous-unité d’environ 20 kDa (p20) contenant le site

catalytique, ayant pour motif invariable (QAÇXG), suivie d’une petite sous-unité

d’environ 10 kDa (p10).

Les caspases ont été classifiées en deux groupes selon la taille de leurs

prodomaines. Le groupe I est composé de caspase-1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12 et 13

avec de longs prodomaines mesurant jusqutà 26 kDa (caspase-8). Dans ce groupe, le

prodomaine est porteur de motifs conservés tels que le motif DED qui se trouve

représenté deux fois dans caspases-8 et 10 et le motif CARD qui est largement

distribué sur le reste des membres de ce groupe48575895. Ces motifs sont requis au

recrutement et l’activation issue de ‘oligomérisation des caspases par des molécules

adaptatrices dans les sites de signalisation. Le groupe II regroupe caspase-3, 6, 7 et

14 avec des prodomaines courts ne dépassant pas 3 kDa et dont la fonction est encore

inconnue9698.

Une fois le prodomaine libéré par protéolyse, la grande et la petite sous-unité

forment un complexe pour générer une enzyme active. L’analyse du cristal de caspase

1 et caspase-3 montre qu’une caspase active forme un tétramère constitué de deux

hétérodimères issus de l’association d’une petite et d’une grande sous-unité. Les deux

hétérodimères sont alignés en conformation antiparallèle exposant les deux sites actifs

de part et d’autre du tétramère99101. De ce fait, deux proenzymes d’une même

caspase sont requis pour former une enzyme active.

1.2.2.b. Activation des caspases

Deux traits structuraux caractéristiques des caspases sont au centre de leur

mécanisme d’activation, le prodomaine de certaines caspases et les sites de clivage du

zymogène. Les proenzymes sont convertis à la forme active à l’aide de clivage

protéolytique au niveau des sites séparant les trois domaines. Ces sites sont en fait

des motifs tétrapeptidiques semblables à ceux trouvés sur les substrats des caspases.

Ceci implique que l’activation des caspases s’effectue soit par auto-catalyse soit par

catalyse croisée entre différentes caspases (trans-activation). Il existe au moins trois

situations différentes d’activation des caspases.

a) Activation par recrutement: au niveau de la membrane plasmique, la ligation

de récepteurs TNFRs comme Fas ou TNFR-I entraîne le recrutement de caspase-8 ou

caspase-lO à ce récepteur à l’aide de FADD via les domaines DED. Au niveau du

cytosol, la libération du cytochrome c résultant de la dépolarisation de la mitochondrie

suite à la ligation des DR5 ou un autre stimulus apoptotique, induit l’activation de

caspase-9. Cette activation résulte de la formation d’un complexe (apoptosome) entre
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le cytochrome c, le dATP et l’association de caspase-9 avec Apaf-i via le

domain CARD’°2. Ces deux exemples de recrutement obéissent au modèle “induced

proximity modelT’ qui suggère que la translocation d’une caspase à un site commun de

signalisation avec une molécule adaptatrice ou un co-facteur entraînerait une élévation

de la concentration locale du proenzyme à un point tel que l’activité résiduelle

inhérente à celui-ci déclenche son activation par autocatalyse.

b) Trans-activation entre caspases: généralement ce type d’activation survient

après le premier (activation par recrutement) dans des cascades protéolytiques suivant

l’activation d’une caspase initiatrice comme caspases-8, 9 ou 10 qui vont ensuite

activer les autres par protéolyse d’où la trans-activation.

t) Activation par une autre protéase: Granzyme B, une sérine protéase munie

d’une activité aspartase, est aussi capable de cliver les caspases et les activer’°3105.

D’autres sérine protéases appartenant à la famille des cathepsines, telles que

cathpsine B et cathepsine G, sont capables de cliver et activer les caspases105108.

1.2.2.c. Fonction et spécificité des caspases

Les caspases font partie des protéases les plus spécifiques avec une exigence

inégalée de clivage après un résidu Asp (position Pi) dans la séquence peptidique de

leurs substrats90. Les caspases doivent aussi reconnaître trois résidus supplémentaires

en amont du résidu Pi afin de dégrader leurs substrats. Ceci implique qu’elles exigent

un motif tétrapeptidique de reconnaissance (P4-P3-P2-P1-X) sur leurs substrats90.

L’évaluation de l’effet de la nature des résidus acides aminés de chacune des positions

(P2, P3 et P4) sur l’affinité de différentes caspases a permis de déterminer le degré de

sélectivité et ressortir les variations de spécificité entre différents membres de cette

famille de protéases’°9109. Cette évaluation a montré que l’exigence des caspases pour

les positions P2 et P3 ne sont pas élevées mais la nature du résidu de la position P4

s’est montrée déterminante pour la spécificité pour un substrat donné ce qui a permis

la classification des caspases en trois catégories selon leur spécificité. Les caspases du

groupe-I (caspases-i, 4, 5, et 13) préfèrent des substrats dont la position P4 est un

résidu hydrophobe (exemple WAD) mais tolèrent certaines substitutions expliquant le

râle marginal de ce groupe dans l’apoptose. Les caspases du groupe II (caspases-2, 3

et 7) constituent un groupe très sélectif car elles exigent un résidu Asp au P4. Ce motif

en DXXD (exemple DEVD) se trouve, d’ailleurs, dans une grande majorité des

substrats clivés lors de l’apoptose faisant du groupe II le pouvoir exécutif de

l’apoptose. Le groupe III (caspases-8, 9 et 10) préfère des résidus à chaînes

aliphatiques en P4 (exemple IETD) ce qui convient à des caspases initiatrices qui

servent à activer les autres caspases car ce genre de motif est rencontré sur les
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caspases du groupe II. Les activités catalytiques des caspases sont non seulement très

sélectives mais elles sont aussi très efficaces pouvant atteindre des constantes

catalytiques Kcat/KN1 supérieur à 106 M’S’. Cette sélectivité va de pair avec le profil

bien déterminé, sélectif et reproductible de dégradations moléculaires et altérations

structurales attribuées au stéréotype de l’apoptose.

1.2.2.d. Les substrats des caspases

Les substrats des caspases sont des protéines de natures et de fonctions

variées qui portent un ou plusieurs motifs tétrapeptidiques de clivage par les caspases

(tableau 1). C’est grâce à la découverte de ces substrats qu’on a pu élucider les

mécanismes moléculaires des altérations structurales et morphologiques liées à

l’apoptose. Ainsi la protéolyse des protéines structurales telles que les lamines (A, B et

C), l’actine et la gelsoline mène au désassemblage du noyau et du

cytosquelette13110111. La dégradation des molécules du maintien et de réparation telles

que RFC-140 (Replication Factor C-140), un facteur de réplication, ou PARP (Poly(ADP

ribose) polymerase), une enzyme requise à la réparation de l’ADN, provoque l’arrêt

des fonctions vitales. 112;113 La protéolyse sert aussi à l’inactivation des molécules du

programme anti-apoptotique de la cellule telles que Bd-2 et Ecl-xL. Par ailleurs,

l’activité protéolytique des caspases peut aussi amplifier directement ou indirectement

le processus de mort. C’est le cas du clivage de Bid, par caspase-8 qui induit sa

translocation à la membrane mitochondriale et déclenche une série d’événements

culminant en l’activation de caspase-9114. De même, le clivage de DFF-45/ICAD (DNA

Fragmentation Factor/Inhibitor of Caspase-Activated DNase) permet la libération de

DFF4O/CAD (Caspase-Activated DNase), la DNase responsable de la fragmentation

d’ADN observée lors de l’apoptose115.

1.2.2.e. Régulation des caspases

Le fait que les caspases aient des activités protéolytiques létales indique que ces

protéases font l’objet d’un contrôle et d’une régulation étanche, surtout sï on considère

leur expression constitutive. L’ensemble des connaissances concernant les caspases

indique que ces enzymes sont régulées à différents niveaux. En effet, les caspases sont

exprimées sous forme inactive et leur activation est induite seulement en cas de

stimuli apoptotiques bien définis tels que la ligation des DRs. Un autre point de

contrôle basé sur la présence d’un tripeptide Asp-Asp-Asp sur caspase-3 a été proposé

par l’équipe de Nicholson. Ce processus appelé T’safety catch” semble contrôler

l’activation de caspase-3 car la substitution du tripeptide par mutagenèse augmente
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Substrat Dégradé par Effet de la dégradation

Protéines de structure

MEKK1 Caspase-3

STAT1

Akt

Caspase-3

Caspase-3

NE-KB p56 Caspase-3

NE-KB p50 Caspase-3

Régulateurs du cycle cellulaire

Mdm2 Caspase-3

PISTLRE kinase Caspase-1 et 3

Rb Caspase-3

Cdc27

Active les SAPKinases

Inhibe la signalisation des interferons

Condense le noyau

Fragmente le noyau

Inhibe les voies de survie

Inhibe l’induction des gènes de survie

Inhibe l’induction des gènes de survie

Inhibe p53

Wee-1

réparation de l’ADN

PARP

DNA-PK

Inflammation

Interleukine-1

I nte rI e u k i ne-16

Intprleijkine-1 8

Cas pase- 1

Caspase-3

Cas nase- 1

Active cdc2 et cdk2

Inhibe la réparation de l’ADN

Inhibe la réparation de l’ADN

Mature l’IL-l

Mature de l’IL-16

Mature de l’IL-lR et in de INFv

Tableau 1. Quelques substrats des caspases. Les substrats des caspases peuvent être subdivisés en

groupes fonctionnels selon leur fonction physiologique et l’effet de leur dégradation sur ces fonctions ainsi

que sur l’exécution de l’apoptose. A noter aussi l’existence de substrats dont la dégradation par les caspases

est plutôt nécessaire à des fonctions biologiques non-apoptotiques telles que la maturation de certaines

cytokines pro-inflammatoires. Tableau adapté de Rathmell ]. C. et Thompson C. B7.

Lamine A Caspase-6 Décompose la matrice nucléaire

Lamine B Caspase-6 Condense la chromatine

Lamine C Caspase-6 Retreci le noyau

Focal adhesion kinase Caspase-6,7 Altère l’adhésion focale

Gelsoline Caspase-3 Décompose les filaments d’actine

Keratine 18 Caspase-3,6,7 Altère les filaments intermédiaires

Actine Caspase-3 Décompose les filaments d’actine

NuMA Caspase-3,4,6,7 Dissous la chromatine

Protéines de signalisation

PKC0

PKC9

Libère E2E-1
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considérablement la capacité autocatalytique de caspase-3 et sa vulnérabilité au

clivage par d’autres caspases116. Le troisième niveau réside dans la régulation de

l’activité des caspases par une série de molécules d’origine endogène ou exogène dans

le cas des infections virale.

FLIP (FLICE-Inhibitory protein): le criblage de banques de données a mené

à l’identification d’une grande famille de protéines virales munies du motif DED. 117-120

Ces molécules ont été groupées sous le nom de vFLIP (viral FLICE Inhibitory Protein)

grâce à leur homologie avec FLICE/caspase-8 et leur capacité de bloquer l’apoptose

induite via TNFR-I, DR3 et DR4’1921. Une séquence homologue de ce gène a été

identifiée chez l’Homme par plusieurs groupes de recherches d’où la riche

nomenclature: FLAME-1, 1-FLICE, CASH, CASPER, CLARP, MRIT et Usurpin7622’27.

Seul le nom cFLIP (cellular FLIP) a été retenu. C-FLIP compte de nombreux isoformes

dont deux seulement sont détectés à l’état de protéine, une forme longue (cFLIPL) et

une courte (cFLIP)’28. Le râle de cFLIP dans la protection contre l’apoptose induite par

Fas est resté longuement controversé mais des études récentes basées sur des

niveaux d’expression plus physiologiques ont confirmé la nature inhibitrice de cette

molécule dans l’apoptose induite via Fas’22’24125128. Ces données ont été

ultérieurement confirmées par la sensibilité élevée des cellules provenant des souris

cFLIP à l’apoptose induite via les DR5129. Le haut degré d’homologie de FLIP avec

caspase-8 et caspase-lO et sa capacité d’interagir avec celles-ci dans le DISC a permis

de conclure que cette molécule régule l’apoptose via les DRs en modulant le

recrutement et/ou l’activation de ces deux caspases dans le DISC 76128130 De

nombreuses études ont souligné l’augmentation de l’expression de c-FLIP dans les

lymphocytes T activés via le TCR131132 et ont corrélé cette induction avec la résistance

de ces cellules à l’apoptose par A1CD125133.

CrmA (Cytokine response modifier A): ce gène précoce du virus de cowpox

est connu pour son effet anti-inflammatoire au niveau des sites de l’infection134. Il

appartient à la famille des inhibiteurs de protéases de type serpin (serine protease

inhibitor) mais constitue une exception dans cette famille puisqu’il est le seul capable

d’inhiber des caspases’35436. Crm A peut lier et inhiber caspases-1 et 8 ce qui lui

permet d’inhiber la production de IL-1 et IL-1$ et l’induction de l’apoptose par Fas ou

TNFR563738. Les constantes physico-chimiques d’inhibition de cet inhibiteur ainsi que

l’étude des souris transgéniques surexprimant CrmA, indiquent qu’il ne peut inhiber

caspase-3, 6, 7 et 9 mais les données concernant caspase-lO restent

contradictoires139143. Le mécanisme d’inhibition de CrmA est conventionnel à toutes les
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serpins et consiste à lier des enzymes déjà actives à l’aide de son motif de clivage

LVA
135; 136

P35: est une protéine baculovirale capable de bloquer l’apoptose induite chez

les insectes 144rn En plus de son effet antagoniste sur plusieurs caspases des insectes et

ced-3 cette protéine est aussi capable d’inhiber caspases-1, 3, 6, 7, 8 et 10 chez

l’Homme145. La surexpression de p35 inhibe la mort programmée liée au

développement de C. elegans et plusieurs stimuli induisant l’apoptose chez les

thymocytes 146rn

La famille des lAPs (Inhïbitors of Apoptosïs): le premier membre de cette

famille d’inhibiteurs a été isolé à partir du génome du baculovirus147’48 alors que

plusieurs autres homologues cellulaires ont été détectés chez divers organismes

incluant l’Homme14952. On compte huit lAPs humains dont clAP-1 et clAP-2, les

premiers isolés à partir du complexe de signalisation de TNFR-II, XIAP, ML-IAP, NIAP,

Survivin et APOLLON14953 (figure 4). XIAP, clAP-1 et clAP-2 sont capables d’inhiber

l’apoptose induite par TNFa154’55. La structure des lAPs est caractérisée par la

présence de trois motifs. Un motif RING finger C-terminal et un motif BIR (Baculovirus

IAP Repeat) N-terminal représenté une à trois fois (BIR1-3) et nécessaire à

l’interaction avec les caspases et leur inhibition15659. Le troisième motif, CARD, est

exclusif aux membres clAP-1 et c-IAP-2. ClAP-1, clAP-2 et XIAP inhibent caspases-3, 7

et 9160;161 L’analyse de structure-fonction indique que l’inhibition de caspase-9 par

XIAP est basée sur l’interaction du domaine BIR3 avec quatre résidus acides aminés de

la petite sous-unité de cette caspase, alors que l’inhibition de caspases-3 et 7 est

plutôt basée sur le domaine BIR-2’62166. Certains membres de cette famille

d’inhibiteurs semblent jouer un rôle dans la régulation du cycle cellulaire, comme c’est

le cas de survivin, ou dans la dégradation par le protéasome de certaines protéines

incluant les caspases167. Ceci suggère que ces inhibiteurs peuvent interférer avec

l’apoptose non seulement en bloquant l’activité protéolytique des caspases mais aussi

en participant à la dégradation de celles-ci. Il faut toutefois mentionner que les souris

XIAP’ ne présentent pas un phénotype reflétant un excès d’apoptose’68169. Comme

dans le cas de cFLIP, l’expression constitutive de clAP-2 ainsi que l’induction de XIAP

et de survivin dans les cellules T activées a été associée avec la protection de ces

cellules contre l’apoptose par AICD ou via les DRs17072.
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Figure 4. Représentation schématique des membres de la famille des lAPs. Les membres de cette
famille se distinguent par la présence, dans la région N-terminale, d’une série d’une à trois copies d’un motif
BIR (Baculovirus IAP repeat) essentiel à l’activité anti-apoptotique de cette famille d’inhibiteurs. Certains
membres présentent un motif RING dans leur région C-terminale. Deux de ces membres présentent un motif
CARD similaire à celui des caspases. Schéma adapté de Salvesen G.S. et Duckett C. 5149;153•
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SMAC (Second Mitochondrial activator of apoptosis)/DIABLO (Direct

Iap Binding protein with Low pI): la mitochondrie participe au processus de

I’apoptose non seulement en activant caspase-9 à l’aide de la libération du cytochrome

c mais aussi en levant l’inhibition des caspases par les lAPs en libérant un autre

facteur mitochondrial: SMAC chez l’Homme ou DIABLO chez la souris’73174. Ce facteur

est libéré dans le cytoplasme simultanément avec le cytochrome c durant l’apoptose

suite à la protéolyse de la séquence nécessaire à son ciblage à la mitochondrie. Cette

molécule se lie et séquestre XIAP et probablement d’autres lAPs menant ainsi au

regain de l’activité des caspases. L’analyse structurale a révélé la présence, sur

SMAC/DIABLO, de quatre résidus acides aminés IBM (IAPs-Binding Motif) identiques à

ceux utilisés par caspase-9 pour interagir avec X1AP162. Ceci suggère que c’est la

compétition entre SMAC/DIABLO et caspase-9 pour l’interaction avec XIAP qui est à

l’origine de la levée d’inhibition. De nombreuses études ont souligné la contribution de

cette molécule à l’apoptose induite via les DRs’75176. Or, le fait que l’isoforme SMAC

puisse promouvoir l’apoptose, alors qu’il est dépourvu du motif IBM, suggère que

l’activité de cette molécule n’est pas toujours liée à sa capacité de neutraliser

XIAP14177. De même, les cellules provenant des souris SMAC/DIABLO’ répondent

normalement à I’apoptose induite par plusieurs stimuli apoptotiques y compris la

ligation de Fas178. Ces données sèment le doute sur la réelle contribution de

SMAC/DIABLO à l’induction de l’apoptose via les DRs. Cependant, il faut rappeler que

cette molécule compte un homologue, Omi/HtrA2, capable de compenser sa déficience

et masquer son apport à cette forme d’apoptose 179;180

La famille de Bd-2 (B-cell leukemia/Iymphoma 2): Bd-2 connu d’abord

comme proto-oncogène’81183, compte au moins 20 molécules apparentées présentant

toutes une à quatre copies d’un motif conservé BH (Bd-2 Homology domain) et sont

groupées en deux classes (figure 5): une classe des inhibiteurs de l’apoptose incluant

Bd-2, Bcl-xL, Bd-w, Ai, McI-i et Boo et une autre classe des membres pro

apoptotiques comprenant, entre-autres Bax, Bak, Bik, Bim, Bad et Bld 184;185 Certains

membres comme Bim, Bad et Bid sont dotés d’un seul domaine BH3 formant ainsi la

sous-classe “BH3-only”. Bd-2 est capable de contrer divers stimuli apoptotiques

incluant la privation de facteurs de croissance tels que l’IL-3 et la réticulation de Fas’86.

Selon les analyses de structure, Bcl-xL est similaire à certaines toxines bactériennes,

comme la toxine de diphteria (DT) capables de former des pores dans les

membranes’87 mais l’impact de cette activité sur l’apoptose n’est pas encore clair.

L’interaction de Bd-2 avec son antagoniste Bax188 suggérait que l’effet anti

apoptotique de Bd-2 réside dans sa capacité de séquestrer celui-ci et vice versa mais il
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s’est avéré plus tard que ces molécules peuvent induire l’apoptose ou l’inhiber

indépendamment de leurs interactions. La plupart des membres de la famille Bd-2 est

associé aux membranes externes de la mitochondrie, du réticulum endoplasmique et

du noyau à l’exception de certains membres pro-apoptotiques comme Bid, dont la

translocation à la mitochondrie est induite suite à son clivage par caspase-8 en

réponse à la ligation des DR5’14189. Cette localisation mitochondriale de Bd-2 et ses

homologues anti-apoptotiques a permis de conclure que Bd-2 inhibe l’apoptose en

prévenant la fuite, depuis la mitochondrie, de facteurs apoptogéniques comme le

cytochrome c, SMAC/DIABLO, AIE (Apoptosis-Inducing factor) et la DNase Endo G185.

Comme dans le cas de FLIP et les lAPs, l’induction de Bd-2 et Bcl-xL suite à la

réticulation du TCR est associée aussi avec la protection des cellules T contre

l’apoptose induite par Fas623290.
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Figure 5. Représentation schématique des membres de la famille de Bcl-2 Les membres de cette
famille sont dotés d’une à quatre copies d’un motif N-terminal distinctif BH (Bd-2 Homology Domain). A
l’exception de certains membres, ces molécules présentent toutes dans leur région C-terminale un motif TM
nécessaire à leur ancrage dans les membranes intracellulaires (mitochondrie, RE et noyau). Selon leur
impact sur l’exécution de l’apoptose, ces membres ont été divisés en deux groupes. Un groupe de membres
anti-apoptotiques incluant Bd-2 et Bcl-xL et un groupe pro-apoptotique. Certains membres de ce deuxième
groupe ne présentent qu’une seule copie du motif BH3 d’où l’appellation BH3-only de ce sous-groupe.
Schéma adapté de Strasser A184;185.
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2. La voix des granules cytotoxiques et les granzymes ou voie d’exocytose

C’est en 1985 que la voie d’exocytose a été proposée pour la première fois

comme moyen d’élimination des cellules cibles (infectées ou cancéreuses) par les

lymphocytes T’91. Les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et les natural killers (NK) sont

dotées de granules cytolytiques qui contiennent une panoplie de protéines dont la

combinaison est létale pour la cellule cible19293. Parmi ces molécules on trouve

perforine et certaines sérine protéases appelée granzymes dont l’expression est

strictement restreinte aux lymphocytes et les NK19495.

2.1. Contenu et fonctïon des granules

2.1.1. Perforîne (Pore-Forming protein ou PFP) est une protéine capable de former

des pores dans la membrane plasmique des cellules cibles. La PFP est une protéine

similaire à l’élément C9 du complément196. Elle est synthétisée sous forme de

précurseur inactif dont l’activation nécessite un clivage qui lui confère la capacité de

lier les membranes et initier la formation des pores d’une façon calcium-dépendante
197 La nécessité de cette protéine à la voie d’exocytose a été mise en évidence par

l’incapacité des CTL et NK issus des souris PFP’ d’induire l’apoptose des cellules cibles

et résoudre certaines infections virales’93’9899

2.12. Granulysîne est un membre de la famille saponine des protéines associées aux

lipides apparentées aux peptides anti-bactériens comme les défensines et les

maganines200. Elle est active contre un large spectre de microbes incluant les bactéries

Gram + et Gram -, les champignons et autres parasites. La granulysine recombinante

est capable d’induire I’apoptose dans les cellules cibles en détruisant les membranes,

la mitochond rie, et en activant caspase-9201.

2.1.3. Calreticuline est une protéine de stockage de calcium qui interagit avec la PFP

via son domaine P. Sa fonction chaperonne pourrait être à la base de la protection des

lymphocytes contre l’activité létale de PFP202.

2.1.4. Les protéoglycans tels que le serglycine (SG) sont des complexes

macromoléculaires résistants aux protéases qui seraient impliquées dans l’assemblage

et l’assimilation de PFP et les granzymes par les cellules cib1es203204.

2.1.5. Rab-27 est une molécule impliquée dans la sécrétion et l’exocytose des

granules. Elle a été associée récemment avec le syndrome de Griscelli205. L’activité

cytotoxique des CTL et les NK est considérablement atténuée chez les souris Ashen
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présentant une mutation de Rab27a et qui développent aussi le syndrome de

Griscel 1i206207.

2.1.6. Cytokines et chemokines: les granules cytotoxiques contiennent aussi des

cytokines comme Fas L, MIP-la, MIP-113 et les RANTES208.

2.1.7. Les granzymes (granule-associated enzymes) sont des serine-protéases

appartenant à la superfamille de chymotrypsine209211. L’expression de ces protéases

est limitée aux lymphocytes et les NK. Une douzaine de membres de cette famille

d’enzymes a été identifiés chez l’homme, la souris et le rat (granzyme A: GrA, B, C, D,

E, F, G, H, J, K et M). Seuls les membres GrA, B, H, K et M sont représentés chez

l’homme.

2.1.7.a. Structure des granzymes

Toutes les granzymes sont synthétisées sous forme de pré-proenzyme formé

d’une séquence signal requise à leur ciblage au réticulum endoplasmique et l’appareil

de golgi, un propeptide et un domaine catalytique’94195. GrA et GrB subissent deux

transformations protéolytiques au cours de leur maturation. Une première

transformation qui libère le peptide signal puis une deuxième, effectuée par cathepsin

C ou DPPI (Dipeptidyl Peptidase I), sert à libérer le prodomain et activer l’enzyme

latente 212214 D’ailleurs, les CTLs provenant des souris DPPF’ sont, comme ceux des

souris GrAxGrB+, incapables d’induire l’apoptose dans les cellules cibles à cause du

défaut de maturation de ces deux protéases215. La structure cristalline de GrB a révélé

une similitude des granzymes avec la chymotripsin216. La structure cristalline de GrA

n’a pas été effectuée mais cette enzyme semble exister sous forme de dimère stabilisé

par des ponts disulfure204.

2.1.7.b. Effets biologiques

Parmi toutes les Granzymes connues, GrB semble être le principal déclencheur

des altérations nucléaires induites chez les cellules cibles par les CTLs. D’ailleurs, les

CTL des souris GrB perdent leur capacité d’induire la fragmentation rapide de l’ADN,

une anomalie qui n’a pas été observée chez les CTL des souris GrK217218. Bien qu’elle

soit classifiée parmi les sérine-protéases, GrE se comporte comme une caspase car elle

possède une activité protéolytique du type aspartase 219rn En effet, cette sérine

protéase clive ses substrats après un résidu Asp en Pi, à l’instar des caspases, et ne

se distingue de ces dernières que par la nature des résidus utilisés en P2, P3, et P4 220

La capacité de GrB de cliver après les résidus aspartate lui confère la possibilité de



27

cliver et activer les caspases 103;221;222• Ceci a conduit à l’idée que GrB induit l’apoptose

des cellules cibles seulement via l’activation de ces protéases223. Cependant, cette

enzyme peut aussi dégrader directement certains substrats de mort tels que la

filamine, NuMA et DNA-PK, quoique à des sites de clivage légèrement différents de

ceux des caspases, ce qui indique qu’elle peut induire l’apoptose indépendamment des

caspases105224. En effet, des travaux publiés par notre équipe ainsi que d’autres ont

montré que GrB peut cliver DFF/ICAD directement et mener à la dégradation de l’ADN

en absence d’une activité caspase225226. Bid est un autre substrat des caspases que

GrB peut cliver directement sans la participaton des caspases 227;228• Ce clivage semble

assurer la connexion avec la mitochondrie. D’ailleurs, de nombreuses études ont

souligné l’effet inhibiteur de l’expression de Bd-2 sur l’apoptose induite par GrB

confirmant la nécessité des événements mitochondriaux à l’exécution de cette forme

de mort 229• Des données récentes ont permis à l’équipe de Bleackley de déduire que

l’apport de la mitochondrie dans la voie d’exocytose réside dans la libération de

SMAC/DIABLO et la neutralisation, par ce dernier, de l’inhibition de caspase-3 230 Si la

libération de ce facteur mitochondrial est réellement le seul mécanisme à travers

lequel la mitochondrie contribue à l’apoptose par GrB alors il faudrait que cette

libération ne soit pas gouvernée par Bid, Bax ou Bak puisque les cellules issues des

souris Bid” et Bax/Bak’ demeurent sensibles à l’apoptose induite par GrB231.

Granzyme A est la première activité sérine-protéase identifiée dans les granules

cytolytiques232. C’est une tryptase qui préfère des résidus Arg ou Lys en position Pi du

substrat219. Les substrats de GrA sont la nucléoline, le récepteur de thrombine sur les

neurones, l’IL-i, PHAP-II, une protéine ubiquitaire associée au complexe majeur

d’histocompatibilité, et les lamines233237. Cependant, on ne connaît pas l’impact de la

dégradation de ces molécules sur l’induction de l’apoptose. GrA ne semble pas cliver

les caspases ni les autres substrats de GrB238239. Bien que plusieurs expériences aient

montré sa capacité d’induire l’apoptose en combinaison avec la PFP, GrA semble être

moins efficace que GrB dans ce processus240241. Récemment le groupe de Lieberman a

montré que GrA cause une fragmentation d’ADN, plutôt simple brin, probablement

grâce à sa capacité de dégrader l’histone Hi rendant ainsi l’ADN accessible aux

endonucléases239.

La fonction biologique des granzymes autres que GrA et GrE est encore

inconnue. A l’exception de GrH humaine, GrK, GrM dont les activités enzymatiques

sont respectivement du type chymase, tryptase et métase211242, la spécificité des

autres membres reste indéfinie et leur contribution à l’apoptose de la voie des granules

est inconnue.
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2.1.7c. Régulation des granzymes

Les travaux de l’équipe de Bird ont révélé l’expression d’un inhibiteur de GrB

appelé P19 (Proteinase Inhibitor 9) dans les lymphocytes et les NK5 suggérant

l’existence d’un mécanisme de protection de ces cellules contre leur propre arsenal

cytotoxique243246. La surexpression de cet inhibiteur dans certaines cellules cibles

inhibe I’apoptose induite par GrB243246. SPIS (Serine-Proteinase Inhibitor 6) est un

autre inhibiteur de GrB appartenant à la famille des inhibiteurs de sérine protéases244.

L4-100K est une molécule d’origine adénovirale qui agit aussi comme substrat suicide

très spécifique de GrB et semble être un inhibiteur puissant de celle-ci247. Par ailleurs,

on connaît deux molécules capables de former des complexes avec GrA, antithrombine

III et a-2 macroglobuline mais on ne connaît pas encore l’effet de cette interaction sur

l’activité de GrB248.

2.2 Mécanismes d’induction de I’apoptose par la voie d’exocytose

La reconnaissance d’une cellule cible infectée ou cancéreuse par des

lymphocytes T active ces derniers et induit l’expression et l’assemblage dans les

granules d’une série de protéines pro-apoptotiques incluant celles citées ci-dessus2.

Ces granules entament une migration polarisée jusqu’à la jonction de contact avec la

cellule cible où elles déversent leur contenu toxique (figure 6). Au début de la

caractérisation de cette voie de mort on pensait que les granzymes accédent aux

cellules cibles à travers les pores formés par PFP dans la membrane plasmique.

Cependant, l’accumulation de GrB dans le cytoplasme de ces cellules en absence de

PFP suggérait l’existence d’un mécanisme d’accès indépendant218. Récemment,

certaines études ont conduit à l’identification de deux mécanismes possibles d’accès

des granzymes aux cellules cibles(figure 6)249. Le premier, identifié par l’équipe de

Bleackley, propose l’utilisation par GrB d’un récepteur, CI-MPR (Cation-Independent

Mannose Phosphate Receptor) pour accéder aux cellules cibles250. Le deuxième

mécanisme propose l’accès des GrB aux cellules cibles sous forme de complexe

macromoléculaire contenant PFP, GrB et le serglycine 251rn
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Figure 6. La voie d’exocytose: Les différents modèles d’accès des GrB aux cellules cibles. (A) On
pensait que GrB et les autres composantes cytolytiques des granules accédaient aux cellules cibles à
travers les pores provoqués dans la membrane plasmique par PFP. Les études récentes proposent deux
modèles plus complexes d’accès. (B) Le premier modèle suggère l’entrée de GrB dans les cellules par
endocytose à l’aide du récepteur MPR exprimé à la surface de ces cellules. Dans ce modèle, PFP
interviendrait seulement pour libérer GrB des endosomes vers le cytoplasme de la cellule cible. (C) Le
deuxième modèle suggère que GtE forme des complexes macromoléculaires avec PFP et serglycin (SG)
pour accéder aux cellules cibles par endocytose. Schéma adapté de Trapani J.A. et Smyth M.]29.
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IV- Implication physiologique et pathologique de l’apoptose dans la réponse

immune

1. Rôles physiologiques de l’apoptose dans la réponse immune

1.1 Rôle de l’apoptose dans l’exécution de la réponse immune

L’apoptose joue un role capital dans le processus de la réponse immune à

médiation cellulaire. Elle représente l’unique moyen d’exécution des cellules cibles,

infectées ou tumorales, par les lymphocytes T et ce, via deux voies de mort, les

TNFR5/DR5 et les granules cytotoxiques34.

1.1.a. L’apoptose comme mécanisme de surveillance anti-virale

La participation des TNFRs à la surveillance anti-virale se manifeste dans la

capacité de TNFF3 à inhiber l’effet cytopatique du cytomegalovirus humain (HCMV) et sa

propagation dans certaines cultures cellulaires. Ceci est confirmé par la grande

sensibilité des souris déficientes en TNEF3 au cytomégalovirus 252;253 la voie des

granules cytotoxiques participe aussi au contrôle d’une série de virus de divers

tropismes tissulaires. Ceci se manifeste dans la grande susceptibilité des souris PFP’

et les souris GrAxGrB” au virus murin du SIDA (MAIDS, murine AIDS), le virus de

Theiler’s, le CMV, le virus d’ectromélia ainsi que LCMV (Lymphocytic ChorioMeningitis

Virus)254259. Dans certains cas le système immunitaire semble solliciter les deux voies

de mort simultanément. Ainsi dans le cas des infections au virus de l’hépatite ou le

CMV murin, la simple déficience de l’organisme hôte en Fas ou bien en PFP ne semble

pas affecter le contrôle du virus alors qu’en cas d’une double déficience des deux

gènes, l’infection devient incontrôlable260262.

1.1. b. L ‘apoptose comme mécanisme de surveillance anti-tumorale

Les lymphocytes T CD8 et CD4 activés et les NK expriment de hauts niveaux de

TRAIL et de Fas L et semblent utiliser ces derniers lors de la cytotoxicité contre les

tumeurs48263268. L’étude des souris déficientes en TRAIL a souligné l’implication active

de ces DRs dans la surveillance antitumorale174. TNFa est aussi impliqué dans la

réponse anti-tumorale puisque l’administration d’un agent neutralisant de ce dernier

dans un cadre thérapeutique contre l’arthrite rhumatoïde (RA) entraîne l’apparition de

carcinomes squameux chez certains patients269.

Certaines études ont montré le rôle de PFP dans le contrôle des hyperplasies

des lymphocytes B démontrant la participation de la voie d’exocytose à la réponse

anti-tumorale270. Ceci est confirmé par le développement spontané des lymphomes

chez les souris PFP’ 271 De même, PFP semble être dotée aussi d’une activité anti-
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métastatique et ce, contre une panoplie de tumeurs non-lymphoïdes incluant les

sarcomes, les mélanomes et les carcinomes de sein ou de prostate 272;273

1.2. Rôle de l’apoptose dans le contrôle et le désamorçage de la réponse

immune

L’apoptose survient dans le système immunitaire pour contrôler deux

paramètres distincts mais complémentaires de la réponse immune, la réactivité des

lymphocytes T et leur nombre. Ce contrôle commence déjà lors du développement des

lymphocytes alors que ceux-ci ne sont pas encore exposés aux antigènes étrangers.

Ainsi les lymphocytes T immatures (thymocytes) auto-réactifs, qui reconnaissent et

risquent de répondre aux antigènes du soi, sont éliminés par sélection négative. Cette

forme d’apoptose est exécutée par le membre CD3O des TNFRs et nécessite les

caspases274275. Au terme de leur développement, les lymphocytes T matures quittent

le thymus et intégrent la périphérie (circulation sanguine et lymphatique) où ils

participent aux réactions immunitaires contre les cellules infectées ou tumorales. Une

fois la menace d’infection écartée l’apoptose intervient une fois de plus pour arrêter la

réaction immunitaire et ce, en éliminant la majorité des cellules T qui y ont participé.

Cette forme d’apoptose appelée AICD s’effectue par les lymphocytes T eux-mêmes de

façon autocrine (suicide) ou paracrine (fratricide) et fait appel aussi aux deux voies de

mort276.

La contribution majeure des DRs, particulièrement Fas, à l’AICD se manifeste

par l’accumulation exagérée des lymphocytes T et B activés chez les souris Ipr

(Iymphoproliferation) et glU (genera/ized lymphoproliferative disorder) qui présentent

des mutations au niveau de Fas ou Fas L 277;278 TNFR participe aussi à l’AICD des

lymphocytes T puisque l’apoptose résiduelle observée chez les souris lpr se trouve

complètement abrogée suite au blocage ou la délétion de TNFR279. L’implication de la

voie des granules dans cette forme d’apoptose a été révélée plus tard quand on a

réalisé la nécessité de PFP à l’élimination des lymphocytes T CD8 après l’exposition de

celles-ci à un antigène280282. D’ailleurs, les souris PFP’ présentent une accumulation

anormale de lymphocytes T CD8 activés suite à l’infection par le virus LCMV281283.
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2. Pathologies liées à l’apoptose dans la réponse immune

2.1. Pathologies liées à un défaut dans l’exécution de la réponse immune

2.1 .a. Les maladies infectieuses

Altération de la surveillance anti-virale

Les virus possèdent des stratégies pour déjouer le système immunitaire et

empruntent souvent les mécanismes moléculaires destinés à leur élimination pour fuir

la réponse immune. Les poxvirus, léprivirus et les myxiomavirus induisent la cellule

hôte à produite des formes solubles de certains TNFR ou sécréter des protéines

capables de séquestrer et neutraliser l’effet des ligands TNF dressés par les CTLs284286.

De même certains adénovirus réussissent à éradiquer les récepteurs Fas, DR4 et DR5

de la surface des cellules hôtes afin de désensibiliser celles-ci aux attaques des CTLs et

les NK287289. La même situation a été observée avec la protéine Nef du VIH-1 qui

interfère avec l’expression, à la surface cellulaire, de CD4 et du complexe majeur

d’histocompatibilité I (CMH-I), deux molécules nécessaires à la reconnaissance des

cellules cibles par les lymphocytes 290rn Dans d’autres cas, les virus comme le HSV, le

HCMV, les rhéovirus ou bien le VIH semblent utiliser la tactique de l’attaque pour se

défendre et ce, en induisant à la surface des cellules hôtes certains ligands tels que

TNF, Fas L et TRAIL capables d’induire l’apoptose des lymphocytes T infiltrant le site

d’i nfection291295.

Dans leur stratégie d’évasion à la réponse immune, les virus peuvent interférer

aussi avec la signalisation intracellulaire de l’apoptose. En effet, le génome de

nombreux virus code pour une panoplie d’inhibiteurs de caspases tel que E1B-19K chez

l’adénovirus et certains homologues viraux de Bd-2, tels que BHRF, BALF-1, KSBcI-2 et

MHVBcI-2 chez le virus Epstein-Barr (EBV), le y-herpesvirus humain et le KSHV,

associé au sarcome de Kaposi, 296-298 De même, Le poxvirus, le y-herpesvirus et le

CMV expriment d’autres inhibiteurs de caspases tels que CrmA, vFLIP et certains

homologues des IAPs56118299302. Les virus peuvent aussi augmenter le niveau

d’expression d’inhibiteurs endogènes comme c’est le cas du virus humain de leucémie

des lymphocytes T (HTLV-1) qui induit l’expression de BcI-xL via NE-KB303.

En ce qui concerne la voie d’exocytose, le virus para-influenza type 3 est

capable d’affaiblir l’activité cytolytique des CTLs en réduisant les niveaux d’expression

de GrB304 alors que l’adénovirus produit une protéine, L4-100K, impliquée dans

l’assemblage du virus qui semble inhiber l’activité protéolytique de GrB247.

Immunodéficience: Le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA)

Il existe des cas d’infections extrêmes où les virus provoquent l’arrêt quasi total

de la surveillance anti-virale pour s’établir dans l’organisme hôte. C’est le cas du VIH
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qui semble mobiliser les DRs et les caspases pour éliminer les lymphocytes CD4 d’une

part et bloquer la voie d’exocytose pour atténuer l’activité cytolytique des CTLs d’une

autre part. En effet, la perte massive des CD4 qu’accusent les individus infectés a été

attribuée à l’induction exagérée de Fas L, TRAIL et TNFŒ ainsi que leurs récepteurs305
307• Cette perte corrèle aussi parfaitement avec la capacité de la protéase virale

d’activer directement les caspases et induire l’apoptose308. De même, l’absence d’une

activité cytolytique contre ce virus corrèle avec la capacité de celui-ci d’inhiber

l’activation des CTLs et de réduire les niveaux d’expression de PFP dans ces cellules309

d’où I’immunodéficience sévère qui compromet la vie des patients atteint du SIDA.

2.ib. Le cancer: Altération de la surveillance anti-tumorale

Le cancer a été considéré pendant longtemps comme une pathologie qui résulte

de l’excès de prolifération des cellules dû à une division cellulaire incontrôlée. Or, la

découverte du caractère anti-apoptotique du proto-oncogène Bd-2 181;183;310 a permis

de réaliser que le processus de carcinogenèse résulte aussi d’un défaut de l’apoptose.

La répression de l’expression issue des mutations et des pertes alléliques des

gènes de la famille TNFR survient fréquemment dans certains cancers. Ainsi

l’expression de Fas, de DR4 et de DR5 est souvent atténuée ou réprimée dans les

mélanomes, le cancer de seins, les lymphomes non-Hodgkiniens et ceux du cou et du

cerveau311315. Cette corrélation entre l’altération de l’expression des DRs et le cancer a

été confirmée par le développement spontané de tumeurs chez les souris TRAIL’316.

Les tumeurs échappent aussi à la surveillance immune en exprimant les decoy

receptors (DcRs), tels que DcR3 40;317• Elles peuvent aussi induire l’expression des

ligands tels que Fas L, pour chasser les TILs (Tumor-Infiltrating Lymphocytes)318. Par

ailleurs les tumeurs peuvent déjouer la voie de l’exocytose en interférant avec l’accès

du contenu des granules soit en devenant imperméables à PFP, comme c’est le cas des

leucémies myéloïdes aigués (AML, acute myeloid leukemia) ou en réprimant

l’expression du récepteur MPR, nécessaire à l’entrée de GrB 250;319

La répression touche aussi les éléments de signalisation intracellulaire des voies

de mort comme c’est le cas pour caspase-3, dans le carcinome de sein (lignée MCF-7)

ou caspase-8 dans plusieurs types de cancers incluant les neuroblastomes, les tumeurs

d’Edwing et les mélanomes320323. L’inactivation caspase-lO est une autre

transformation qui semble contribuer au développement des lymphomes non

hodgkiniens (NHL) et le cancer gastrique324325.

Dans d’autres situations c’est l’augmentation de l’expression des inhibiteurs de

la signalisation de mort, tels que FLIP, survivin, XIAP ou encore SPI6 et P19, inhibiteurs

spécifiques de GrB, qui contribue à la transformation des cellules 326-331rn La contribution
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de cette surexpression à la transformation a été validée, dans le cas de XIAP, par la

sensibilisation de ces cellules à l’apoptose à l’aide de l’introduction d’un dominant

négatif ou certains antagonistes cellulaires naturels330.

2.2. Pathologies liées à un défaut dans le contrôle de la réponse immune:

auto-immunité ou révolte contre le soi

Les maladies auto-immunes sont des pathologies chroniques qui affectent une

bonne partie de la population. Ces maladies résultent souvent d’une perte de la

tolérance du système immunitaire au soi menant à une réaction généralisée contre

l’organisme (auto-immunité systémique) ou ciblant un tissu spécifique (auto-immunité

organe-spécifique). Ces pathologies sont multifactorielles et leurs étiologies restent

complexe même si la contribution du système lymphatique est évidente. En effet,

malgré l’association étroite avec le polymorphisme du complexe majeur

d’histocompatibilité (CMH) indiquant une part de la prédisposition génétique et

l’implication du système immunitaire, la contribution des facteurs environnementaux

est non négligeable.

2.2.1. Auto-immunité systémique

2.2.1.a. Le syndrome d’auto-immunité lymphoproliférative (ALPS) Ce

syndrome de lymphoprolifération a été découvert d’abord chez des souris portant des

mutations inactivant Pas (Ipr) ou Pas L (gld) puis chez l’homme au milieu des années

90. La majorité des patients ALPS (Autoimmune Lymphoproliferative Syndrom)

homologues des souris Ipr et glU souffrent de lymphoadénopathie, de splénomégalie,

de surproduction d’auto-anticorps et de l’hypergammaglobinémie. Ceci démontre le

rôle du système Fas/FasL non seulement dans le contrôle du nombre des lymphocytes

(homéostasie) mais aussi dans le contrôle et l’élimination des lymphocytes auto-

réactifs à l’origine des réactions autoimmnues332335. D’ailleurs, ces patients

développent divers symptômes d’auto-immunité incluant l’arthrite rhumatoïde, la

glomerulonéphrite et le lupus érythémateux systémique (SLE)334336. Récemment, une

troisième mutation inactivant le gène de caspase-lO a été découverte chez un groupe

de patients ALPS-II de la même cohorte confirmant l’implication de Pas et des

éléments de sa signalisation dans la prévention de l’auto-immunité337.

2.2.1.b. La Iymphohistiocytose haemophagocytaire familiale (FHL) est

une autre pathologie auto-immune infantile systémique rare et fatale. Les patients FHL

présentent des symptômes similaires à ceux des souris PFP” incluant la

lymphoprolifération et l’infiltration excessive des lymphocytes T activés et les
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macrophages dans plusieurs organes dont la moelle osseuse, la rate, le foie, les

ganglions lymphatiques et le système nerveux central entraînant la fièvre, des troubles

nerveux et de coagulation249. L’analyse génétique des patients FHL a mené à la

découverte de mutations dans le gène PFP révélant l’implication active de la voie

d’exocytose dans la prévention de l’auto-immunité280338.

2.2.2. Auto-immunité organe-spécifique

22.2.a. Le diabète ou IDDM (Insulin-Dependent Diabetes Mellitus) est

une maladie chronique caractérisée par la diminution du taux de l’insuline dans

l’organisme due à la destruction des cellules 3 Plusieurs données indiquent la

contribution des lymphocytes CD4 et CD8 à la destruction de ces cellules et ce, à l’aide

des deux voies de cytotoxicité340341.

2.2.2.b. La sclérose en plaque (MS, Multiple Scierosis) résulte de la

démyélinisation du système nerveux central qui entraîne la formation de lésions

typiques appelées plaques associées à la perte de certaines fonctions nerveuses. Le

modèle murin de cette maladie appelé encéphalomyélite allergique expérimentale

(EAE), induit par l’administration de la myéline aux souris, a contribué à la

compréhension de cette ma1adie342344. La contribution du système Fas/Fas L à cette

maladie a été mis en évidence chez les souris Lpr et gld qui sont protégés de la

démyélinisation expérimentale345347. L’analyse histologique de cerveaux des patients

MS a relevé une expression élevée de Fas sur les oligodendrocytes ainsi qu’une grande

infiltration des tissus par des lymphocytes exprimant Fas L348349.

2.2.2.c. Le syndrome de Sjogren (SS) est caractérisé par la destruction des

glandes salivaires et lacrymales et une infiltration massive de ces glandes par des

cellules lymphoïdes mononucléaires. L’implication de Fas et Fas L dans cette pathologie

a été déduite de la découverte chez les souris Ipr d’une grande infiltration lymphoïde

des glandes citées350351, mais les souris scid immunodéficientes dépourvues de

lymphocytes développent toujours ce syndrome écartant la contribution de ce type de

cellules à la destruction de ces tissus352. Or, les cellules des glandes des patients SS

montrent un niveau élevé d’expression de Fas et de son ligand suggérant la

destruction fratricide de ces cellules par apoptose351.

2.2.2.d. La thyroïdite d’hashimoto (HT) est caractérisée par la diminution

du taux de l’hormone thyroïdienne TSH (Thyroid-Stimulating Hormone) dans

l’organisme due à l’hypothyroïdie résultant de l’apoptose massive des cellules
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épithéliales de la thyroïde353. La thyroïde de ces patients est infiltrée par un nombre

élevé de lymphocytes T et B354355. Les thyrocytes normaux expriment peu ou pas de

Fas et Fas L, mais les thyrocytes provenant des patients HT présentent une expression

élevée de ces deux molécules pro-apoptotiques qui serait à l’origine de la destruction

de ces cellules par apoptose autocrine ou paracrine356.

2.2.2.e. La polyarthrite rhumatoïde (RA) est caractérisée par le gonflement

des articulations et résulte plutôt d’un défaut d’apoptose qui mène à la croissance

hyperplasique incontrôlée des cellules synoviales qui envahissent et détruisent le

cartilage et l’os357358. Plusieurs études suggèrent la contribution des cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL-113 et le TNFŒ ainsi que la forme soluble de Fas à la

prolifération de ce tissu et à sa résistance à l’apoptose via Fas359361. La voie

d’exocytose semble aussi contribuer à cette maladie puisque les patients RA

présentent des niveaux élevés de GrA et GtE solubles dans la circulation sanguine362.

2.2.3. Autres facteurs contribuant aux maladies auto-immunes

Un trait caractéristique commun à plusieurs maladies auto-immunes et pro-

inflammatoires est la surproduction des auto-anticorps dirigés contre des molécules

intracellulaires (auto-antigènes) comme l’ADN et certaines protéines cytoplasmiques

ou nucléaires normalement inaccessibles aux anticorps363. Cependant, lors du

processus de l’apoptose, les produits de dégradation de ces molécules se trouvent

exposées à la surface des corps apoptotiques. Dans les conditions d’auto-immunité,

comme le lupus systémique érythémateux (SLE), la défectuosité de l’élimination des

cellules mortes par phagocytose prolonge le temps d’exposition de ces auto-antigènes

et entraîne une réponse humorale à l’origine du bris de la tolérance au soi et

l’apparition de l’auto-immunité. D’ailleurs, de nombreux substrats de caspases tels que

la fodrine, les lamines et l’actine ont été identifiés d’abord comme auto-antigènes

associés à plusieurs maladies auto-immunes comme le syndrome de Sjogren, le SLE et

l’hépatite auto-immune363363365. Ces données indiquent la contribution de l’apoptose et

plus particulièrement des caspases au bris de la tolérance et à l’étiologie de l’auto-

immunité.
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Ayant associé l’activité protéolytique des caspases exclusivement à l’inactivation

des molécules vitales et la dégradation des structures cellulaires, les recherches qui

exploraient les mécanismes moléculaires de la réponse immune ont restreint le champ

d’action de cette famille d’enzymes aux phases apoptotiques de cette réponse.

Pourtant caspase-1, le premier membre de cette famille de protéases, a été reconnu à

l’origine pour son implication dans l’inflammation 85;86, un processus immunitaire non

apoptotique. Une observation issue de nos travaux préliminaires ainsi que certains

indices documentés dans la littérature nous ont induit à soupçonner l’implication de ces

protéases dans un autre événement immunitaire non-apoptotique, l’activation des

lymphocytes T. Tenant compte du râle central que jouent les caspases dans l’apoptose

de ces cellules, nous avons entrepris l’analyse du comportement de ces protéases et

leur contribution à ces deux phases opposées de la réaction immunitaire, l’activation

des lymphocytes T et leur apoptose par AICD.

I- Implication des caspases dans l’initiatïon de la réponse immune

La réponse immune est déclenchée suite à la reconnaissance d’un antigène par

les lymphocytes T. Cet événement induit l’activation et la prolifération de ces cellules

plutât que leur apoptose. Cependant, certaines données biochimiques366, dont la notre,

ont montré que la stimulation des cellules T via le TCR induit l’activation de caspase-3

processus qu’on croyait lié uniquement à l’apoptose. Bien que mal accueilli au début,

cette observation trouve un appui dans certains indices moléculaires. En effet, les

lymphocytes T provenant des souris déficientes en une molécule cruciale à l’activation

des caspases, FADD, ou ceux provenant des souris surexprimant un dominant négatif

de cette même molécule, présentent un défaut de prolifération irréversible367368.

L’ensemble de ces observations nous a poussé à étendre l’analyse du profil d’activation

à d’autres caspases ainsi que certains de leurs substrats et de déterminer si une telle

activation contribue éventuellement à ce processus non-apoptotique de la réponse

immune, l’activation des lymphocytes T. Les points que nous avons adressé lors de

cette analyse sont exposés dans le premier chapitre et l’annexe qui lui est jointe sous

la rubrique des résultats.

II-Implication des caspases dans le désamorçage de la réponse immune

Une fois la menace d’une infection écartée, la réponse immune entre dans une

phase de désamorçage où la majorité des lymphocytes T, ayant servi à cette réponse,

sont éliminés par AICD via la voie des DR5, comme Fas, ou celle des granules

cytotoxiques ‘. Dans la voie de l’apoptose via Fas, caspase-8 demeure considérée

comme la seule impliquée dans l’initiation de la cascade protéolytique des caspases,
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étant donnée sa capacité d’interagir avec ce récepteur. Cependant dans les cellules du

type-II, comme les lignées lymphocytaires T, CEM et Jurkat, le pouvoir d’initiation de

cette caspase semble faible et requiert l’intervention des événements post

mitochondriaux pour son amplification61. Nos données préliminaires ont montré que

l’activation de caspase-3 survient tôt suite à la ligation de Fas chez la lignée ]urkat.

Cette précocité d’activation réunie avec l’incapacité de caspase-8 d’initier l’apoptose

dans cette lignée nous a conduit à vérifier si caspase-3 participe aussi à l’initiation de

la cascade protéolytique issue de la ligation de Fas. Les expériences qui ont servi à

répondre à cette question sont présentées dans le deuxième chapitre sous la rubrique

des résultats.

III-Génération d’une chimère TAT-granzyme B dotée d’une double capacité de

transduction et d’induction d’apoptose

Lors de la phase d’exécution de la réponse immune, les cellules cibles infectées

ou cancéreuses sont éliminées par les CTL5 et les NKs à l’aide des deux voies majeures

de mort4. Dans la voie d’exocytose, les CTL font appel à l’activité protéolytique de

granzyme B (GrE) pour induire l’apoptose dans les cellules cibles. La reproduction

expérimentale de ce processus physiologique de défense fait systématiquement appel

à des molécules supplémentaires, telles que la perforine, pour faciliter l’accès de GtE

aux cellules cibles. Cette approche est non seulement compliquée car elle nécessite

plusieurs étapes de préparation mais elle empêche aussi l’appréciation du rôle exact de

GrB et sa réelle contribution au processus de cytolyse des cellules cibles. Par ailleurs,

cette sérine protéase est dotée d’un grand potentiel thérapeutique mais la nécessité

des accessoires moléculaires cités ci-dessus pour livrer son activité létale aux cellules

cibles empêche l’éventuel investissement d’un tel potentiel. Afin de contourner cet

obstacle d’accessibilité de GrB, nous avions décidé de produire une protéine de fusion

TAT-GrB qui soit capable de se servir à la fois de son domaine TAT pour s’accumuler

dans les cellules cibles et de l’activité protéolytique de GrE pour déclencher l’apoptose

dans ces cellules. L’objectif de ce projet consistait d’abord à caractériser

biochimiquement la chimère afin de vérifier si elle répond aux critères à la base de son

développement, à savoir son autonomie d’accès aux cellules cibles et sa capacité à

induire l’apoptose dans ces cellules. Le deuxième but visait à déterminer le mécanisme

d’induction d’apoptose de cette molécule. Les résultats issus de la caractérisation

biochimique et fonctionnelle de cette molécule sont présentés dans le troisième

chapitre sous la rubrique des résultats.
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Premier chanitre

Résumé

L’apoptose induite chez les lymphocytes T par la réticulation du récepteur TCR

requiert l’activation des caspases. Or le clivage de caspase-3 a aussi été observé dans

les lymphocytes T activés non-apoptotiques. Dans cet article, nous montrons que

l’activation des lymphocytes T résulte en un profil de clivage des caspases beaucoup

plus sélectif que celui de l’apoptose car seules caspase-3, caspase-6 et caspase-7 sont

activées. Ceci a été confirmé dans les cellules intactes en utilisant des substrats

perméables fluorogéniques des caspases. Le clivage de caspase-3 survient dans

différentes sous-populations de cellules T (CD4, CD8, CD45RA et CD45RO) ainsi que

les lymphocytes B. La voie qui mène à l’activation des caspases implique les récepteurs

TNFR5 et caspase-8 qui, à l’opposé de caspase-9, subissent aussi un clivage après

ligation du TCR. Par ailleurs, nous montrons que l’inhibition spécifique des caspases

bloque la prolifération, l’expression du complexe majeur d’histocompatibilité II (CMH

II) ainsi que la transformation blastique associée à l’activation des cellules. L’activité

caspase résulte aussi en une dégradation sélective des substrats puisque certains de

ces derniers comme PARP, Lamin B et Wee-1 sont clivés alors que d’autres, comme

DFF-45 et RFC-140, restent intacts. L’ensemble de ces résultats prouve que l’activation

des caspases est une réponse précoce et physiologique dans les cellules T activées

non-apoptotiques et semble être impliquée dans la phase initiale de l’activation de

lymphocytes.

Mots clés: TCR/Prolifération/Apoptose/Protéase/Inhibiteurs
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Résumé décrivant ma contribution personnelle à cet article

Le clivage des caspases, menant à leur activation, est un processus qui était

exclusivement associé à l’apoptose. Cependant, des expériences préliminaires

effectuées dans notre laboratoire par les coauteurs Antoine Alam et Luchino Cohen ont

montré que ces mêmes enzymes sont clivées dans des lymphocytes T non

apoptotiques fraîchement activés via le récepteur TCR. Bien que très originale, cette

observation a rencontré un certain scepticisme car on ne savait pas pourquoi les

lymphocytes T ne subissent pas l’apoptose malgré l’activation des caspases.

Ma contribution à cet article a répondu à cette question spécifique. J’ai montré

que le profil de clivage des caspases observé lors de la stimulation via le TCR était

distinct de celui observé au cours de l’apoptose. En effet, lors de l’activation des

lymphocytes T le profil de clivage n’était pas généralisé à toutes les caspases. Par

ailleurs, ces expériences ont aussi montré que parmi les quelques caspases clivées

certaines ne le sont pas complètement comme c’est le cas de caspase-8.

Ma deuxième contribution à cet article réside dans la démonstration que DFF

45, un substrat des caspases, ne subit pas de dégradation suite à la réticulation du

TCR. En absence de dégradation de cette molécule, l’ADN reste intacte et ne subit pas

de fragmentation. Ceci constitue une raison non négligeable qui empêcherait les

lymphocytes T activés de subir l’apoptose malgré l’activation des caspases.
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Abstract

Apoptosis induced by T cell receptor (TCR) triggering in T lymphocytes involves

activation of cysteine proteases of the caspase family through their proteolytic

processing. Caspase-3 cleavage was also reported during T ceil stimulation in the

absence of apoptosis, although the physiologic relevance of this response remains

unclear. We show here that the caspase inhibitor zVAD blocks proliferation, MHC class

II expression and blastic transformation during stimulation of peripheral blood

lymphocytes. Moreover, T celi activation triggers the selective processing and

activation of downstream caspases (caspase-3, -6 and -7), but flot caspase-1, -2 or -4,

as demonstrated even in intact cells using a celi permeable fluorescent substrate.

Caspase-3 processing occurs in different T celI subsets (CD4, CD8, CD45RA and

CD4SROj and in activated B lymphocytes. The pathway leading to caspase activation

involves death receptors and caspase-8 which is also processed following TCR

triggering, but not caspase-9 which remains as a proenzyme. Most importantly,

caspase activity results in a selective substrate specificity since Poly(ADP-ribose)

Polymerase (PARP), Lamin B and Weel kinase, but not DNA Fragmentation Factor

(DFE45) nor Replication Factor C (RFC14O) are processed. Caspase and substrate

processing occur in non-apoptotic lymphocytes. Thus, caspase activation is an early

and physiologic response in viable, stimulated lymphocytes and appears to be involved

in early steps cf lymphocyte activation.

Keywords: T celI receitor, proliferation, aijoptosis, protease, inhibitor
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Introduction

Cysteine proteases cf the CED-3/ICE family (caspases) are critical executioners

cf apoptosis in several mammalian celI-death pathways’. At present, fcurteen human

and murine caspases have been isolated and the exact role cf each one during

apoptosis has yet to be fully characterized. Caspases are synthesized as inactive

precursors that require proteolytic conversion to become active proteases. For

instance, during apoptosis triggered by TCR crosslinking in T lymphocytes, the 32 kD

caspase-3 prcenzyme is first cleaved to release fragments of 12 and 20 kD. Remeval

cf the 3 kD propeptide from the p20 generates the p17 form associated with caspase-3

activity and apoptcsis2’3. Caspase-3 cleavage aise eccurs in vivo during negative

selection cf thymocytes thrcugh TCR signaling, where only the p17 is detected4’5. This

mechanism prevails in a wide variety cf cellular systems and is triggered upen

induction cf apeptosis by a number cf exogencus stimuli’.

The current model suggests that fcllcwing apoptctic stimulation, activation cf

“upstream” caspases containing a large prcdcmain such as caspase-8, -2 or -9 leads te

the preteolytic cleavage cf “downstream’ caspases (caspase-3, -6 and -7) which

mediate the apoptotic respcnse1’6. Another caspase subfamily including caspase-1, -5,

-11, -12 and -13 are essentially invclved in cytckine maturation and do net seem te

play a critical role during apoptesis. Caspase activity results in the cleavage cf several

cellular proteins, which leads te the apcptotic response (see (7) for a review). These

substrates include structural proteins such as gelsclin8, proteins invclved in DNA repair

such as pely(ADP-ribose) pelymerase (PARP)2’9 or DNA-PK1° and preteins invclved in

celI cycle regulation such as the 140 kD subunit cf Replicaticn Factor C (RFC14O)’1,

MDM212 or the Cdc2 kinase Wee113. A critical substtate for caspase-3 during apeptesis

is the DNA fragmentation factor (DFF45, ICAD), that once cleaved by caspase-3

activates DNA fragmentation by releasing the caspase-activated DNase (CAD)14’6.

Surprisingly, caspase-3 processing and activity have been cbserved in the

absence cf apcptcsis following pclyclcnal activation cf peripheral blcod mcncnuclear

cells (PBMC5) and in the absence cf DNA fragmentation’7’18. However, there is ne

evidence yet for a rcle cf caspases during T celI activation and a recent report

suggested that the ebserved caspase precessing was due to the production cf

Granzyme B by CD8 activated cells and artifactual release during cell lysis cf PBMCs’9.

Hewever, such a rele for caspases in T cell activation is indirectly supperted by several

recent observations. Indeed, interference with pathways leading te caspase

processing, as in Fas-associated Death Demain prctein (FADD) kncck-cut, FADD

dominant negative or Bd-2 transgenic mice, resuits in impaired mature T celi

preliferatien2023. 1oreover, cverexpressicn cf Bd-2 aise delays the re-entry ef resting
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NIH3T3 ceils into celi cycle24. These data suggest that inactivation of pathways leading

to caspase activity results in reduced ceil cycle progression in primary T lymphocytes

and in cell lines.

In this study, we have investigated whether caspase processing was a

physiologic response following TCR triggering. We show that a caspase inhibitor

blocked T cell activation, that caspase-3 and other downstream caspases are

processed in stimulated lymphocytes and that a selective cleavage of caspase

substrates occurs in viable and proliferating cells. These results show that caspase

activation is a physiologic response to TCR triggering and indicate that this enzymatic

cascade is not only involved in induction of cell death, but might also be involved in the

early steps leading to lymphocyte proliferation.
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Resu Its

The caspase inhibitor zVAD blocks antï-CD3-induced T ceil activation.

Several reports have demonstrated a co-stimulatory function ofTNF receptor

(TNFR) family members, such as Fas and TNFR, which are aiso associated ta

apoptosis through activation of the caspase cascade2527. Whether caspases play a

raie in the co-stimulatary function of TNFR family members has yet ta be

demonstrated, although caspase-3 processing has been reparted following T celi

stimulation17. Ta determine whether caspase-3 activation was invoived in the

response ta TCR triggering, we used the broad-spectrum caspase inhibitor zVAD4’ ‘

11, 28 Stimulation of PBMCs with anti-CD3 antibody and IL-2 in the presence of

zVAD resulted in a dose-dependent and reproducible inhibition of T celi proliferation

(76.3 ± 7.7 % inhibition at day 4 with 100 pM of zVAD, n=8) (Fig. lA) and a 2.6

fold decrease in the percentage of cells in S phase after 4 days of stimulation, as

assessed by DNA content analysis using propidium iodide staining (data flot

shown). Similar resuits where obtained using zIETD-fmk, an inhibitor of caspase-8-

like members or the caspase-3-like protease inhibitor zDEVD-fmk (inhibition of

more than 50% of the proliferation with 100 tM in three independent experiments,

data not shown).

Ta exclude the possibility that zVAD exerts a general cytostatic effect, the

caspase inhibitor was added at 1 ta 3 days follawing stimulation of PBMCs and DNA

synthesis was assessed after 4 days of culture. Inhibition of T cell proliferation by

zVAD was much less significant when added 2 or 3 days after T cell activation (Fig.

lB), indicating that it did not inhibit a component of the celi cycle machinery and

was not endowed with a nan-specific cytostatic activity. A toxic effect of zVAD was

also excluded since with a 73% inhibition of proliferation, the percentage of AV

cells was 56.7 % in the ptesence af zVAD versus 57.3 % in the absence of zVAD

(data not shown). Anti-CD3-induced blastic transformation was also abolished by

zVAD, as assessed by light scatter ptoperties in flow cytometry (Fig. 1C),

confirming that inhibition of caspase activity blocked an early and critical step of T

celI activation. Addition af zVAD also resulted in the accumulation of cells

expressing the early and transient activation marker CD69, while surface

expression af the late activation marker HLA-DR was inhibited (Figure 1D).

Induction of CD25 (the alpha chain of the high affinity IL-2 receptor) and CD95

upregulation remained comparable in the presence or absence of zVAD (Fig. 1D and

data flot shown). Since an excess of IL-2 is added at the onset of T celI activation

and since the expression of CD25 is maintained in the presence cf zVAD, it appears

that the caspase inhibitor does not black T celI proliferation by interfering with the
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IL-2/IL-2R autocrine Ioop. As illustrated in Figure 1D, the lack cf effect cf zVAD on

the de nove expression cf CD69 and CD25 and the fact that Jurkat ce!! proliferation

was flot affected by addition cf zVAD (data net shown) further ccnfirm that zVAD

effect on T ce!! pro!iferaticn cannot be attributed te a general cytostatic effect.

Engagement cf CD3 on PEMCs induces the production cf cytckines by

monocytes such as IL1-13 and Interfercn-gamma Inducible Factor (IGIF/IL-18)

which in turn wil! enhance T celi activation2930. Since production cf these cytokines

is dependent on caspase-1 (ICE) activity31’32, inhibition cf T ce!! proliferaticn by

zVAD ccu!d be due te a lower level cf costimulatcry cytckines produced by

monocytes. Te exciude this pcssibi!ity, purified T cells (>95% TCRj were

stimu!ated with anti-CD3 and IL-2 in the presence cf zVAD. Prcliferaticn of these T

cel!s triggered by anti-CD3 and IL-2 was aise b!ccked by the caspase inhibiter (Fig.

lE), ccnfirming that zVAD was directly inhibiting T ce!! activation and net accessory

cel! functicn. Taken tcgether, these resuits show that inhibition cf caspase activity

resulted in defective T ce!! activation and impaired prc!iferation fo!!owing TCR

triggering cf resting T cel!s.

Early processing of caspase-3 during activation of resting lymphocytes

Te ru!e eut the possibi!ity that caspase-3 precessing induced by TCR triggering

resulted from a !ysis artifact’9, anti-CD3-activated PBMCs were bciled direct!y in Laem!i

buffer centaining 2% SDS, 5% mercapteethane! and 8 M urea and ce!! !ysates were

subjected te western blet ana!ysis. Even under these denaturing conditions, caspase-3

proenzyme was repreducibly fcund (n=10) comp!etely processed into pretein species

ranging from 24 te 17 kD fcl!cwing TCR triggering cf PBMCs (Fig. 2). These species

inc!uded the 17 kD form previcusly associated te the induction of apoptosis25 and a

dcub!et migrating at areund 20 kD. Processing cf caspase-3 cccurred as early as day 1

fcllcwing TCR stimulation and prier to the detectien cf DNA synthesis (Fig. 2A). None

cf these bands were cbserved in resting T ce!ls. The same caspase-3 pattern was a!so

ebtained fc!lowing anti-TCR or PHA/IL-2 stimu!atien (data net shown), ccnfirming

previeus results17. A rc!e fer Granzyme B in the prccessing cf caspase-3 during ce!!

!ysis was exc!uded by using the same denaturing lysis buffer in a!! experiments.

Te determine which ef these bands ccnstituted the active enzyme, their abi!ity

to bind te a peptidic substrate was assessed by affinity b!ot. The affinity b!ot technique

takes advantage cf the ability of peptides mimicking caspase substrates te bind

irreversibly te the active caspases but net te their precursors33. Fresh PBMCs were

stimulated during 4 days with anti-CD3, anti-TCR antibody or PHA in the presence cf

IL-2 and ce!! lysates were incubated with a biotiny!ated zVAD-fmk peptide. Proteins
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wete separated by SDS-PAGE and the blot was probed using Horseradish peroxydase

conjugated Extravidin (Extra-HRP). Three forms ranging from 17 to 21 kD were

detected in lysates cf activated, but flot resting cells (Fig. 2C). To verify whether these

proteins originated from caspase-3, the caspase was îmmunoprecipitated from lysates

of PHA-stimulated PBMCs using the antiserum and whole lysates (Lys) or

immunoprecipitated proteins (IP) were separated on SDS-PAGE. Western blot analysis

(Fig. 2D, left panel) shows that the immunoprecipitate contained a doublet at 20 kD as

well as the 17 kD subunit and a 15 kD band sometimes observed in late apoptotic

Jurkat ceils using this antiserum (data not shown). When the membrane was probed

with Extra-HRP, only the 17 kD band and the upper band from the doublet were

detected (Fig. 2D, right panel), showing that both caspase-3 forms were able to bind

to the synthetic substrate.

Activation of caspase-3 was also assessed in intact cells using the celI

permeable caspase substrate Phiphilux-G1D2 containing the caspase-3 consensus

sequence GDEVDGIt34. Fluorescence cf resting or stimulated PBMCs was compared by

flow cytometry following staining in the presence of the substrate. Figure 2E shows

that Phiphilux was cleaved in T cells 4 days following anti-CD3 stimulation. Similar

results were also obtained as early as two days of stimulation in which a 4.7 increase

in mean fluorescence intensity was observed (MFI of 27.3 vs 5.8 for resting cells).

Interestingly, induction of apoptosis by anti-Fas antibody did not result in increased

Phiphilux cleavage in activated PBMC5 (Fig 2E), suggesting that caspase activity was

already elevated in proliferating cells. Therefore, caspase-3 cleavage in stimulated

lymphocytes corresponded to activation cf the proenzyme.

The complex pattern of caspase-3 subunits suggested that they could originate

from several proenzyme species observed in non stimulated cells (Fig. 2E) or from

different cell subsets. To distinguish between these two possibilities, sorting of CD4,

CD8, CD45RO and CD45RA cells was performed on viable, blastic cells. Processing

of caspase-3 was similar in both CD4 and CD8 T celI subsets and occurred flot only in

CD45RO but also in the remaining CD45RA/CD25 ceils (Fig. 3A, E), further

confirming that caspase activation was an early event following TCR triggering. When

PEMCs were stimulated for 4 days with the E ceil mitogen SAC and E lymphocytes

were purified by CD19 celI sorting, caspase-3 cleavage was observed in sorted, viable

cells and resulted in the production of the 20 kD doublet and the 17 kD large subunit

as in activated T lymphocytes (Fig. 3C). These resuits indicate that caspase-3

processing occurs in several T cell subsets and in activated B cells.
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Selective activation of the caspase cascade following TCR triggering.

Having confirmed caspase-3 activation in stimulated T lymphocytes, we next

considered whether other caspases could also be activated under the same conditions.

Western blot analysis was performed on lysates of unstimulated or activated PBMCs,

using a panel of antibodies recognizing several caspases. Figure 4A shows that

caspase-6 and caspase-7 were also cleaved into their active subunits following TCR

triggering. A decrease in levels of both proenzymes (p34 for caspase-6 and p35 for

caspase-7) occurred already after 24h of stimulation and their cleaved subunits (p20

and p17) were clearly detected 24 hours later. However, caspase processing was

selective since caspase-1, caspase-2, and caspase-4 remained as proenzymes under

these same conditions (Fig. 4B). These results further exclude a role for Granzyme B

since one of its substrates, caspase-235, remained as a proenzyme in activated celI

lysates.

Processing of effector caspases resu Its from the activation of caspase-8

Activation of the downstream caspases during apoptosis is usually triggered by

either caspase-8 (associated to the cytoplasmic tail of death receptors) or caspase-9

(activated through cytochrome c release from mitochondria) depending on the

apoptotic stimulus3639. To identify the pathway involved in caspase-3, -6, and -7

activation during T lymphocyte stimulation, western blot analysis was performed using

antibodies against caspase-8 or caspase-9. Figure 5 shows that following stimulation of

PBMCs, caspase-8 was fragmented into a 43-45 kD doublet corresponding to the large

subunit of caspase-$ linked to the propeptide4° while the 18 kD large subunit was

detected only at day 3 (observed in at least three independent experiments), when

levels of DNA synthesis were already high (Fig. lA and 2). This resuit was confirmed

using another anti-caspase-8 serum also specific for the p18 (data not shown). In the

same extracts, caspase-9, which was upregulated following TCR triggering, remained

as a proenzyme (Fig. 5E) whereas caspase-8 and -3 were processed as early as 16h

after T celI activation. Therefore, these results suggest that caspase-8-mediated

processing of the downstream caspases was triggered through upregulation of death

receptor ligands and FADD recruitment following T celI activation.

Caspase substrate specificity in activated lymphocytes

Since several downstream caspases were activated following TCR triggering, we

next determined whether caspase substrates were processed in stimulated

lymphocytes. PARP was the first caspase-3 substrate identified during apoptosis2’9.

Stimulation with anti-CD3 and IL-2 increased PARP protein levels within 24 hours (Fig.
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6), confirming previous reports showing an upregulation of PARP message and activity

following PHA stimulation of primary T lymphocytes41’42. Concomitant with its

induction, more than 90°h 0f PARP protein was found cleaved in activated celi lysates

(Fig. 6 and see Fig. 8). PARP fragment co-migrated in the same gel with the 85 kD

form found in apoptotic Jurkat cell extracts, further confirming that caspase activity

was induced following primary T ceil activation. Another recently identified caspase

substrate, the Cdc2 tyrosine kinase Wee113, was also upregulated in stimulated PBMCs

(Fig. 6). Interestingly, the 97 kD full Iength Weel which appeared 48h after

stimulation was always detected along with 65, 34 and 32 kD bands which result from

caspase-mediated cleavage during Fas-mediated apoptosis in ]urkat cells (Fig. 6 and

ref. 13). Therefore, two caspase substrates, PARP and Weel, were processed in

activated T celis in a pattern expected from their cleavage by caspases.

Caspase-mediated cleavage of substrates such as DFF45 or RFC14O in activated

T lymphocytes would flot be compatible with the maintenance of DNA integrity and the

proliferation of T celis, since they play a critical role in DNA fragmentation and DNA

synthesis, respectively. Thus, it was of interest to determine whether caspase

activation in stimulated lymphocytes resulted in cleavage of these substrates. The

same extracts analyzed for PARP and Weel cleavage were subjected to western blot

analysis using an anti-DFF45 antiserum generated against the full length DFF45.

Results shown in Fig. 6 demonstrate that DFF45 was not cleaved in these lysates,

although caspase-3 was almost completely processed (Fig. 6). The cleavage of RFC140

was analyzed by western blot and results confirmed that this substrate was also

resistant to caspase-mediated cleavage in activated lymphocytes, as we have

previously observed (11, and data flot shown).

To ensure that Weel and PARP cleavage resulted from caspase activity, fresh

PBMCs were stimulated with anti-CD3 antibody and IL-2 in the absence or the

presence of 100 iM of zVAD. Western blot analysis of cell lysates shows that Weel

cleavage to a 60 kD fragment and the appearance of the 85 kD form of PARP were

both inhibited by zVAD (Fig. 7A). Interestingly, addition of zVAD, which inhibited T celi

proliferation, also reduced caspase-3 processing (Fig. 7A), further supporting a

correlation between caspase-3 activation and cell cycle entry. The caspase-6 substrate

Lamin B7 was also analyzed by western blot in lysates of activated lymphocytes and a

zVAD-sensitive cleavage generating a 28 and a 35 kD fragments was observed in

stimulated cells (Fig. 7A), further confirming that caspase-6 was active in these ceNs.

As previously published, cleavage of RFC14O was detectable in activated PBMCs only

after anti-Fas treatment’1. To ensure that this was also the case for DFF45, anti-CD3-

stimulated PBMCs were incubated during 6h on anti-Fas coated plates at 37°C and
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subjected to western biot analysis using anti-DFF45 antiserum. This treatment resulted

in a decrease of living, AV ceils from 65 to 20 % (Fig. 7B). Western biot analysis

demonstrated that the 14 kD fragment of DFF45 was oniy detectabie in lysates of

apoptotic ceils. Therefore, caspase activity observed in proliferating T celis resuited in

selective substrate specificity, different than the one observed during T ceil apoptosis.

Caspase and substrate cleavage occur in proliferating and non-apoptotic ceils

In order to rule out a potentiai contribution of dying ceils for cleaved forms of

caspases or for their substrates, western Mot analysis was performed on highiy

purified living celis. PBMCs were stimulated during 4 days using anti-CD3 antibody in

the presence of IL-2 and stained with AV-FITC. Purified living (AV) or dying (AVj celis

were obtained by flow cytometric celi sorting. The sorted populations were restained

with AV to ensure that sorting did flot affect celI viability and more than 92% of the

celis were found AV. Lysates of sorted ceils were subjected to caspase-3 or PARP

western biot analysis. Resuits show that ail the processed forms of caspase-3, as weii

as the 85 kD fragment of PARP were present in AV celis (Fig. SA), further confirming

that the presence of caspase-3 ciavage products was flot due to contamination with

dead ceils. In non-apoptotic sorted celis, the caspase-3 substrate PARP was aimost

completeiy cieaved, showing that caspase-3 processing correiated with caspase

activity. Strikingiy, caspase-3 processed forms were almost absent in iysates of

apoptotic (AV) celis, suggesting that their haif iife could be very short. Confirming this

hypothesis, we have observed that caspase-3 cieaved forms progressiveiy disappear

from activated lymphocytes foiiowing IL-2 withdrawai, concomitantiy with an increase

in mortality (up to 70%, data flot shown).

To ensure that cieavage of other caspases or substrates aiso occurred in non

apoptotic cells, PBMCs stimuiated during 2 days (to further limit the proportion of

apoptotic ceils) with anti-CD3 antibody were stained with AV-FITC and after gating on

biasts, AV ceils were sorted by fiow cytometry. Extracts from 5x105 ceiis were

prepared from resting, unsorted PBMCs or activated, AV sorted celis and ptoteins were

anaiyzed by western blot using antibodies against caspase-6, caspase-7, PARP and

Weel. As a controi for dead ceii contamination, these extracts were aiso anaiyzed for

DFF45 cleavage. Figure 8E shows that both caspases, as weli as PARP and DFF45,

were flot cieaved in resting ceils (lane 1) whereas Weel was not detected. Foiiowing

TCR cross-iinking, caspase-6 and caspase-7 cieaved subunits were detected in AV

sorted ceiis (lane 2), as weii as the PARP 85 kD cieaved form and the 66, 32 and 34 kD

fragments of Weel. In these extracts, DFF45 was not processed, excluding a potentiai
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contamination by dead cells. Altogether, these resuits clearly indicate that a selective

caspase substrate cleavage occurs in viable T lymphocytes activated through the TCR.
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Discussion

Resuits presented in this report show that caspase activation following TCR

triggering s a physiologic, tightly regulated and early response that appears to be

required for efficient T celI activation. Indeed, the selective processing of caspase-3, -6

-7 and -8 was detected within 24 hours following anti-CD3 stimulation of peripheral

blood lymphocytes. Caspase processing occurred in various T and B ceil subsets and

was found in proliferating and non-apoptotic lymphocytes. Activation of caspases was

confirmed through binding of caspase-3 processed forms to a specific substrate and by

showing that a celI permeable substrate was cleaved in intact, activated lymphocytes.

Importantly, activation of the caspase cascade was associated to restricted substrate

specificity with cleavage of PARP and Weel being observed while two other substrates,

DFF45 and RFC14O remained unaffected. Caspase processing following T celI

stimulation correlated with a defective lymphocyte activation in the presence of the

caspase inhibitor zVAD, suggesting that caspase activity could be involved in some

early steps of lymphocyte activation.

Death receptors such as TNF receptor (TNFR) and Fas can act as costimulatory

molecules and enhance T cell proliferation2527. We have also observed that a soluble

form of TNFR significantly inhibited T celI proliferation induced by anti-CD3 antibody

(S. Aouad et ai, unpublished results). Cross-linking of these death receptors triggers

the FADD-dependent recruitment cf caspase-8, which is processed and can directly

mediate the activation of caspase-3, -6 and -7 by proteolytic cleavage36’37. Our resu Its

show that caspase-8 is processed following T celI stimulation (as soon as 16h following

TCR crosslinking) and activates caspase-3, -6, and —7, leading to a selective cleavage

of their substrates. Interestingly, addition cf the caspase-8 inhibitor zIETD during T celI

stimulation inhibited over 6O% cf the proliferation (data not shown), which further

confirms that caspase-8 activity is involved in celI cycle entry cf activated

lymphocytes. The fact that activation of the whole caspase cascade occurs in

proliferating, viable (AV) cells, indicates that caspases could be the executioners in the

co-stimulatory function cf members of the TNFR family. In support of this hypothesis,

impaired T-cell proliferation s also observed in FADD-deficient and in FADD dominant

negative transgenic mice2022, also suggesting a potential role for caspases in the early

events leading to celi division. Caspase processing in stimulated cells appears to be

mediated mostly through the activation cf caspase-8 associated to death receptor. The

other pathway of downstream caspase activation involves caspase-9, which s

triggered following the release in the cytosol of mitochondrial cytochrome c38’39.

However, we have found that in stimulated T cells this caspase remains as a

proenzyme.
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Bd-2 and other anti-apoptotic members of the family have been shown to block

caspase activation following several apoptotic stimuli43. However, Bd-2 is also

endowed with the ability to influence celI cycle progression. Indeed, Bd-2

overexpression in transgenic mice was reported to decrease ceil cycle entry of primary

lymphocytes 23 Transfection of Bd-2 into NIH3T3 ceils also delayed their re-entry into

celI cycle following serum withdrawal and a tyrosine 28 mutant in the N-terminal BH4

domain exhibited dominant negative effects over the wild-type Bd-224. Whether the

effect of Bd-2 on ceil cycle progression also involves regulation of caspase activity

remains to be addressed. However, these data associated with our results showing the

inhibitory effect of zVAD on DNA synthesis, suggest that caspases (along with their

upstream regulators FADD and Bd-2) may be involved in celI cycle entry during

lymphocyte activation.

Results presented in this study clearly demonstrate a selective processing of

caspase substrates. PARP, which is involved in DNA repair44, is probably processed in

apoptotic ceils to allow for DNA fragmentation following DFF45 cleavage. 0f note, PARP

expression and activity increases following T celi stimulation41. Therefore, the 85 kD

fragment of PARP probably conserves an enzymatic activity which mediates an

unknown function in proliferating cells. Our results also demonstrate the selective

processing of Weel. This tyrosine kinase is a negative regulator of Cdc245, a cyclin

dependent kinase required for the G2/M transition during celI cycle, as well as for Fas

mediated apoptosis in immortalized celI lines13. Weel is a critical component of the

G2/M ceil cycle checkpoint machinery and mediates celI cycle arrest following DNA

damage by phosphorylation of Cdc245. Therefore, cleavage of Weel in proliferating

lymphocytes could lead to its inactivation, thus allowing celI cycle progression. 0f note,

Weel processing by caspases during apoptosis in ]urkat cells correlates with a 20-fold

decrease in Weel activity and an increase in Cdc2 activity’3. The nuclear protein Lamin

B is considered as a capsase-6 substrate7. Our resuits show that in fresh PBMCs, two

forms of 66 and 45 kD can be identified by western blot using an anti-Lamin B

antibody and at least two fragments of 35 and 28 kD are produced following T ceil

activation. Appearance of these products correlates with a decrease in the amount of

the 45 kD form of Lamin B and is inhibited by addition of zVAD (Fig 7A). Although the

significance of this cleavage in activated lymphocytes is unclear, it confirms the

activation of caspase-6 which generates the 28 kD fragment following a cleavage at

the consensus sequence VEID7.

In our experiments, DFF45 is present in resting as well as in proliferating cells

whereas RFC14O is upregulated following T celI stimulation. Since caspase-mediated

DFF45 processing leads to DNA fragmentation, one could easily predict that it would
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flot be cleaved in activated living cells. Indeed, we were unable to detect DFF cleavage

in AV cells following T cell activation, although the 14 kD fragment generated by

caspase-3 cleavage at the second site was observed in lysates activated lymphocytes

following anti-Fas treatment. The lack cf RFC14O cleavage in proliferating T cells was

also critical since processing cf RFC14O by caspases leads te inactivation cf the DNA

replication machinery and celI cycle arrest at the G2/M boundary11. This selective

substrate processing could explain why T lymphocytes survive and proliferate although

the caspase cascade including caspase-8, -3, -6, and -7 s activated following TCR

triggering. To explain this selective caspase specificity in stimulated lymphocytes,

several hypotheses can be ptoposed. Endogenous caspase inhibitors such as the

Inhibitor of Apoptosis (IAP) family members could selectively inhibit the cleavage of

specific substrates in stimulated cells46. Supporting this hypothesis, the expression of

TIAP (for Thymic IAP), a murine homologue of Survivin, is upregulated within 24h of

stimulation in splenic T cells47 and this member cf the IAP family was shown to inhibit

already processed caspase-3, -7, and g46• Association of TIAP to caspases could have

a differential effect on the cleavage of their substrates, depending on the affinity of the

caspase for these substrates or their accessibility. Alternatively, some caspases

substrates involved in cell survival could be protected against cleavage by

phosphorylation near the caspase cleavage site. This mechanism was recently

demonstrated for presenilin-2. Caspase-mediated cleavage of this molecule was

abrogated by Ser327 and Ser33° phosphorylation inside the consensus cleavage site

DSYDI-S48.

In summary, activation cf the caspase cascade in non-apoptotic lymphocytes,

together with the impairment cf T celI activation by caspase inhibitcrs, indicates that

these proteases may play an important role during T celI stimulation and caspases may

be added to the growing list cf molecules which are involved in cell death and

proliferation. However, elucidation cf the functicn cf caspase processing in activated

lymphocytes will require further experiments and will provide new insights in the

biological function cf caspases, as well as the regulation cf T cell activation.
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Annexe du nremïer chanitre

MECANISME D’ACTIVATION DES CASPASES LORS DE LA PROLIFERATION DES

LYMPHOCYTES T

Résultats et discussion des travaux annexes

Les travaux présentés dans ce chapitre ont permis d’étendre le champ

d’intervention des caspases à une étape insoupçonnée de la réponse immune,

l’activation des lymphocytes T. Cette étude a réussi aussi à mettre en évidence le profil

d’activation particulier des caspases lors de cette phase et à révéler la contribution de

ces protéases à l’activation des lymphocytes T. Cependant, au cours de ces travaux

nous n’avions pas eu l’occasion d’explorer le mécanisme d’activation de ces cystéine

protéases dans ce contexte non-apoptotique de la réponse immune. Dans cette

annexe, nous présentons une partie représentative des résultats issus de l’étude qui a

servi à soulever cette question.

La famille des TNFRs renferme un groupe de récepteurs appelés récepteurs de

mort ou (DR5) tels que TNFR-I, Fas, DR3, DR4 et DR5’. Ces récepteurs présentent tous

la séquence intracellulaire essentielle à la transduction des signaux appelée “death

domain’ (DD)2. Suite à leur oligomérisation ces récepteurs forment un complexe de

signalisation (DISC) issu du recrutement de certaines molécules de signalisation dont

caspase-8 et probablement caspase-103. Ces récepteurs constituent l’une des deux

voies majeures de l’élimination des lymphocytes T par apoptose et ont été, de ce fait,

identifiés grâce à cette capacité pro-apoptotique. Cependant, l’expression de tels

récepteurs est augmentée immédiatement après l’activation des lymphocytes T, bien

avant la phase apoptotique de ces cellules. De même, certains de ces récepteurs se

sont avérés capables d’amplifier cette activation des cellules T (cc-stimulation)4.

Tenant compte de l’implication de ces DRs dans l’activation des lymphocytes T et de

leur capacité d’interagir avec certaines caspases nous nous sommes demandés si

l’activation des caspases observée lors de la prolifération des cellules T résulte de la

réticulation des DRs.

Afin de vérifier cette hypothèse nous avions étudié l’effet d’un récepteur

recombinant soluble, TNFR-Fc, sur l’activation des caspases issue de la stimulation du

TCR. Ce récepteur recombinant étant capable de séquestrer le ligand TNF résultant de

la stimulation du TCR devrait prévenir l’oligomérisation et la signalisation des

récepteurs TNFR-I et TNFR-II exprimés à la surface des lymphocytes T activés. De ce

fait, si l’activation des caspases issue de la stimulation des cellules T via le TCR résulte



58

réellement de la réticulation des TNFRs par leur ligand TNF, nous devrions être

capables de bloquer cette activation avec le récepteur neutralisant mentionné ci-

dessus.

Nous avons stimulé une suspension cellulaire hautement enrichie en

lymphocytes T (>95%) via le TCR et ce, en présence et en absence du récepteur

soluble. Ensuite, nous avons étudié l’effet de ce récepteur sur la prolifération des

cellules T en analysant l’incorporation de la thymidine et son effet sur l’activation de

caspase-3 à l’aide de western blot.

Les résultats décrits dans cette rubrique montrent que l’addition du TNFR

recombinant soluble (TNFR-Fc), au moment de l’activation des cellules T via le TCR,

résulte en une réduction drastique de la prolifération comme le révèle la réduction

d’incorporation de la thymidine (Figure annexe A). L’analyse au FACS de l’intégrité des

cellules à l’aide du double marquage AnV/PI montre que cette inhibition n’est pas due

à une éventuelle toxicité du récepteur utilisé car les cellules issus des différentes

conditions restent complètement viables (Figure annexe B). Finalement, l’analyse de

l’état d’activation de caspase-3 par western blot a montré que le récepteur neutralisant

est effectivement capable d’inhiber l’activation de cette caspase sous l’effet de la

ligation du TCR (Figure annexe C). Ce résultat démontre clairement que l’activation

des caspases, issue de la stimulation des cellules T, résulte de la ligation du TNFR

désignant ainsi cet événement comme le mécanisme d’activation des caspases lors de

la prolifération des lymphocytes T. Cette observation est importante non seulement

parce qu’elle dévoile le mécanisme d’activation des caspases dans la phase initiale

non-apoptotique de la réponse immune mais parce qu’elle révèle le fait que l’activation

des caspases lors de la prolifération des lymphocytes T ainsi que pendant leur

apoptose résulte invariablement du même événement moléculaire, la ligation des DR5

à la surface de ces cellules.



59

Reference Iist

1. Thornberry, N.A., and Y. Lazebnik. 1998. Caspases: enemies within. Science.

281:1312-1316.

2. Nicholson, D.W., A. Ah, N.A. Thornberry, J.P. Vaillancourt, C.K. Ding, M. Gahlant,

Y. Gareau, P.R. Griffin, M. Labehie, Y.A. Lazebnick, N.A. Munday, S.M. Raju, M.E.

Smulson, T.T. Yamin, V.L. Yu, and D.K. Millet. 1995. Identification and inhibition

of the ICE/CED-3 protease necessary for mammalian apoptosis. Nature. 376:37-

43.

3. Han, Z., E.A. Hendrickson, T.A. Bremner, and J.H. Wyche. 1997. A sequential

two-step mechanism for the production of the mature P17:P12 form of caspase-3

in vitro. J. Bio!. Chem. 272:13432- 13436.

4. Clayton, L.K., Y. Ghendter, E. Mizoguchi, R.]. Patch, T.D. Ocain, K. Orth, A.K.

Bhan, V.M. Dixit, and E.L. Reinherz. 1997. T-cehl receptor higation by peptide/MHC

induces activation of a caspase in immature thymocytes : the molecular basis of

negative selection. EMBO]. 16:2282-2293.

5. Alam A., M.Y. Braun, E. Hartgers, S. Lesage, L. Cohen, P. Hugo, F. Denis, and R.P

Sékaly. 1997. Specïfic activation of the cysteine protease CPP32 during the

negative selection of T cehls in the thymus. J. Exp. Med. 186:1503-1512.

6. Thornberry, N.A., T.A. Rano, E.P. Peterson, D.M. Rasper, T. Timkey, M. Garcia

Calvo, V.M. Houtzager, P.A. Nordstrom, S. Roy, J.P. Vaihlancourt, K.T. Chapman,

and D.W. Nicholson. 1997. A combinatorial approach defines specificities of

members of the caspase family and granzyme B. Functional relationships

estabhished for key mediators ofapoptosis. J. Biol. Chem. 272:17907-17911.

7. Denis, F., E. Rheaume, S.M. Aouad, A. Alam, R.P. Sekaly, and L.Y. Cohen. 1998.

The role of caspases in T cehi development and the control of immune responses.

Ce!l. Mol. LifeSci. 54:1005-1019.

8. Kothakota, S., T. Azuma, C. Reinhard, A. Kiippel, ]. Tang, K. Chu, T.]. McGarry,

M.W. Kirschner, K. Koths, D.]. Kwiatkowski, and L.T. Wihliams. 1997. Caspase-3-

generated fragments of gelsolin: effector of morphological change in apoptosis.

Science 278:294-298.



60

9. Tewari, M., L.T. Quan, K. O’Rourke, S. Desnoyers, Z. Zheng, D.R. Beidler, G.G.

Poirier, G.S. Salvesen, and V.M. Dixit. 1995. YAMA/CPP32b, a mammalian

homolog of CED-3, s a CrmA-inhibitable protease that cleaves the death

substrate poly(ADP-ribose) polymerase. Ce!! 81:801-809.

10. Song, Q., S. P. Lees-MilIer, S. Kumar, Z. Zhang, D.W. Chan, G.C. Smith, S.P.

]ackson, E.S. Alnemri, G. Litwack, K.K. Khanna, and M.F. Lavin. 1996. DNA

dependent protein kinase catalytic subunit: a target for an ICE-like protease in

apoptosis. EMBOJ. 15:3238-3246.

11. Rhéaume, E., L.Y. Cohen, F. Uhlmann, C. Lazure, A. Alam, J. Hurwitz, R.P.

Sékaly, and F. Denis. 1997. The large subunit of replication factor C is a substrate

for caspase-3-like protease during Fas-mediated apoptosis. EMBO J. 16:6346-

6354.

12. Erhardt, P., K. J. Tomaselli, and G.M. Cooper. 1997 Identification of the MDM2

oncoprotein as a substrate for CPP32-like apoptotic proteases. J. Bio!. Chem.

272:15049-15052.

13. Zhou, BE, H. Li, J. Yuan, and M.W. Kirschner. 1998. Caspase-dependent

activation of cyclin-dependent kinases during Fas-induced apoptosis in Jurkat

ceils. Proc. Nati. Acad. Sci. USA 95:6785-6790.

14. Liu, X., H. Zou, C. Slaughter, and X, Wang. 1997. DFF45, a heterodimeric protein

that functions downstream of caspase-3 to trigger DNA fragmentation during

apoptosis. Ce!! 89:175-184.

15. Sakahira, H., M. Enari, and S. Nagata. 1998. Cleavage of CAD inhibitor in CAD

activation and DNA degradation during apoptosis. Nature 391:96-99.

16. Enari, M., H. Sakahira, H. Yokoyama, K. Okawa, A. Iwamatsu, and S. Nagata.

1998. A caspase-activated DNase that degrades DNA during apoptosis, and its

inhibitor ICAD. Nature 391:43-50.

17. Miossec, C., V. Dutilleul, F. Fassy, and A. Diu-Hercend. 1997. Evidence for CPP32

activation in the absence of apoptosis during T lymphocyte stimulation. J. Bio!.

Chem. 272:13459-13462.



61

18. Wilhelm, S., H. Wagner, and G. Hacker. 1998. Activation of caspase-3-like

enzymes in non-apoptotic T cells. Eur. J. Immunol. 28:891-900.

19. Zapata, J.M., R. Takahashi, G.S. Salvesen, and J.C. Reed. 1998. Granzyme

release and caspase activation in activated human T-lymphocytes. J. Biol. Chem.

273:6916-6920.

20. Zhang, J., D. Cado, A. Chen, N.H. Kabra, and A. Winoto. 1998. Fas-mediated

apoptosis and activation-induced T-cell proliferation are defective in mice lacking

FADD/Mortl. Nature 392:296-300.

21. Newton, K., A.W. Harris, M.L. Bath, K.G.C. Smith, and A. Strasser. 1998. A

dominant interfering mutant of FADD/MORT1 enhances deletion of autoreactive

thymocytes and inhibits proliferation of mature T lymphocytes. EMBO J. 17:706-

718.

22. Zornig, M., A.O. Hueber, and G. Evan. 1998. p53-dependent impairment of T-celi

proliferation in FADD dominant-negative transgenic mice. Curr. Biol. 8:467-470.

23. O’Reilly, L.A., D.C. Huang, and A. Strasser. 1996. The celI death inhibitor Bd-2

and its homologues influence control of ceIl cycle entry. EMBO J. 15:6979-6990.

24. Huang, D.C., L.A. O’Reilly, A. Strasser, and S. Cory. 1997. The anti-apoptotic

function of Bd-2 can be genetically separated from its inhibitory effect on celI

cycle entry. EMBO J. 16:4628-4638.

25. Alderson, M.R., R.J. Armitage, E. Maraskovsky, T.W Tough, E. Roux, K. Schooley,

E. Ramsdell, and D. Lynch. 1993. Fas transduces activation signais in normal

human T lymphocytes. J. Exp. Med. 178:2231-2235.

26. Alderson, M.R, T.W Tough, S. Braddy, Davis-Smith, E. Roux, K. Schooley, R E.

Miller, and D. Lynch. 1994. Regulation of apoptosis and T celI activation by Fas

specific mAb. Int. Immunol. 6:1799-1806.

27. Yuan, J. 1997. Transducing signais of life and death. Curr. Opin. Ceil Biol. 9:247-

251.



62

28. Jurgensmeier, ].M., Z. Xie, Q. Deveraux, L. Ellerby, D. Bredesen, and J.C.

Reed. 1998. Bax directly induces release cf cytochrome c from isolated

mitochondria. Proc. Nat!. Acad. Sci. USA 95:4997-5002.

29. Dinarello, C. A. 1996. Biologic basis for interleukin-1 in disease. Blood

87:2095-2147.

30. Kohno, K., J. Kataoka, T. Ohtsuki, Y. Suemoto, I. Okamoto, M. Usui, M. Ikeda,

and M. Kurimoto. 1997. IFN-gamma-inducing factor (IGIF) is a costimulatory

factor on the activation of Thi but not Th2 celis and exerts its effect

independently cf IL-12. J. Immune!. 158:1541-1550.

31. Thornberry, N.A., H.G. Bull, ].R. Calaycay, K.T. Chapman, A.D. Howard, M.].

Kostura, D.K. Miller, S.M. Molineaux, J.R. Weidner, J. Aunins,K.O. Elliston, J.M.

Ayala, F.]. Casano, J. Chin, G.J.-F. Ding, L.A. Egger, E.P. Gaffney, G. Limjuco,

O.C. Palyha, S.M. Raju, A.M. Rolando, J.P. Salley, T.T. Yamin, T.D. Lee, J.E.

Shively, M. MacCross, R.A. Mumford, J.A. Schmidt, and M.]. Tocci. 1992. A

novel heterodimeric cysteine protease is required for interleukin-1 beta

processing in monocytes. Nature 356:768-774.

32. Ghayur, T., S. Banerjee, M. Hugunin, D. Butier, L. Herzog, A. Carter, L.

Quintal, L. Sekut, R. Talanian, M. Paskind, W. Wong, R. Kamen, D. Tracey, and

H. Allen. 1997. Caspase-1 processes IFN-gamma-inducing factor and regulates

LPS-induced IFN-gamma production. Nature 386:619-623.

33. Faleiro, L., R. Kobayashi, H. Fearnhead, Y. and Lazebnik. 1997. Multiple species

cf CPP32 and Mch2 are the major active caspases ptesent in apoptotic cells.

EMBO. J. 16:2227-2281.

34. Finucane, D.M., E. Bossy-Wetzel, N.J. Waterhouse, T.G. Cotter, and D.R. Green.

1999. Bax-induced caspase activation and apoptosis via cytochrome c release

from mitochondria is inhibitable by BcI-xL. J. Bio!. Chem. 274:2225-2233.

35. Harvey, N.L., ].A. Trapani, T. Fernandes-Alnemri, G. Litwack, E.S. Alnemri, and

S. Kumar. 1996. Processing cf the Nedd2 precurscr by ICE-like proteases and

granzyme B. Genes Ce!Is 1:673-685.



63

36. Nunez, G., M.A. Benedict, Y. Hu, and N. Inohara. 1998. Caspases: the

proteases cf the apoptotic pathway. Oncogene 17:3237-3245.

37. Van de Craen, M., G. Van Ccc, W. Declercq, P. Schotte, I. Van den brande, S.

Mandruzzatc, P. Van der Bruggen, W. Fiers, and P. Vandenabeele. 1998.

Molecular cloning and identification cf mutine caspase-8. J. Mol. Bio!.

284:1017-1026.

38. Li, P., D. Nijhawan, I. Budihardjo, S.M. Srinivasula, M. Ahmad, E.S. Alnemri, and

X. Wang. 1997. Cytochrome c and dATP-dependent formation cf Apaf-1/caspase-9

complex initiates an apoptotic protease cascade. Ce!! 91:479-489.

39. Slee, E.A., M.T. Harte, R.M. Kluck, B.B. Wclf, C.A. Casiano, D.D. Newmeyer, H.G.

Wang, J.C. Reed, D.W. Nicholson, E.S. Alnemri, D.R. Gteen, and S.J. Martin.

1999. Ordering the cytcchtcme c-initiated caspase cascade: hierarchical

activation cf caspases-2, -3, -6, -7, -8, and -10 in a caspase-9-dependent

manner. J. Ce!!. Bio!. 144:281-292.

40. Medema, J.P., C. Scaffidi, F.C. Kischkel, A. Shevchenko, M. Mann, P.H. Krammer,

and M.E. Peter. 1997. FLICE is activated by association with the CD95 death

inducing signaling ccmplex (DISC). EMBO J. 16:2794-2804.

41. Berger, N.A., ].W. Adams, G.W. Sikctski, S.]. Petzold, and W.T. Shearer. 1978.

Synthesis cf DNA and pcly(adenosine diphosphate ribcse) in normal and chronic

lymphocytic leukemia lymphocytes. J. Clin. Invest. 62, 111-118.

42. Menegazzi, M., F. Getosa, M. Tommasi, K. Uchida, M. Miwa, T. Sugimuta, and H.

Suzuki. 1988. Induction cf pcly(ADP-ribose) polymetase gene expression in

lectin-stimulated human T lymphocytes is dependent on protein synthesis.

Biochem. Biophys. Res. Comm. 156:995-999.

43. Reed, J.C. 1998. Bd-2 family proteins. Oncogene 17:3225-3236.

44. De Murcia, J.M., C. Niedergang, C. Trucco, M. Ricoul, B. Dutrillaux, M. Mark, F.J.

Olivet, M. Masscn, A. Dierich, M. LeMeur, C. Walztinget, P. Chambcn, and G. De

Murcia. 1997. Requirement cf poly(ADP-tibcse) polymerase in recovery fi-cm DNA

damage in mice and in celis. Proc. Nat!. Acad. Sci. U SA 94:7303-7307.



64

45. McGowan, C.H., and P. Russell. 1993. Human Weel kinase inhibits ceil division by

phosphorylating 34cdc2 exclusively on Tyrl5. EMBO J. 12:75-85.

46. Devereaux, Q.L., and ].C. Reed. 1999. IAP family proteins - Suppressors of

apoptosis. Genes Dey. 13:239-252.

47. Kobayashi, K., M. Hatano, M. Otaki, T. Ogasawara, and T. Tokuhisa. 1999.

Expression of a murine homologue of the inhibitor of apoptosis protein is related

to celI proliferation. Proc. Nati. Acad. Sci. USA 96:1457-1462.

48. Walter, J., A. Schindzielorz, J. Grunberg, and C. Haass. 1999. Phosphorylation of

presenilin-2 regulates its cleavage by caspases and retards progression of

apoptosis. Proc. Nati. Acad. Sci. USA 96:1391-1396.



65

Bibliographie de l’annexe

1. Locksley,R.M., N.KilIeen, and MJ.Lenardo. 2001. The TNF and TNF receptor

superfamilies: integrating mammalian biology. Ce!! 104:487-501.

2. Kischkel,F.C., S.Hellbardt, I.Behrmann, M.Germer, M.Pawlita, P.H.Krammer, and

M.E.Peter. 1995. Cytotoxicity-dependent APO-1 (Fas/CD95)-associated proteins

form a death-inducing signaling complex (DISC) with the receptor. EMBO J.

14: 5579-5588.

3. Muzio,M., A.M.Chinnaiyan, F.C.Kischkel, K.ORourke, A.Shevchenko, ].Ni,

C.Scaffidi, ].D.Bretz, M.Zhang, R.Gentz, M.Mann, P.H.Krammer, M.E.Peter, and

V.M.Dixit. 1996. FLICE, a novel FADD-homologous ICE/CED-3-Iike protease, is

recruited to the CD95 (Fas/APO-1) death--inducing signaling complex. Celi

85:817-827.

4. Alderson,M.R., T.W.Tough, T.Davis-Smith, S.Braddy, B.Falk, K.A.Schooley,

R.G.Goodwin, C.A.Smith, F.RamsdeIl, and D.H.Lynch. 1995. Fas ligand mediates

activation-induced ceIl death in human T lymphocytes. J.Exp.Med. 181:71-77.



66

Methods
Reagents and antibodies. The broad spectrum (zVAD-fmk), the caspase-3-like

(zDEVD-fmk), or caspase-8-Iike (zIETD-fmk) caspase inhibitors and the biotinylated

zVAD-fmk were purchased from Enzyme Systems Products (Dublin, CA, USA). IL-2 was

obtained from the NIH AIDS Research and Reference Reagent Program and

phytohemagglutinin (PHA) from Murex Diagnostics (Guelph, ON, Canada).

Staphylococcus aureus Cowan fixed cells (SAC) were purchased from Calbiochem (La

Joua, CA, USA). Rabbit antiserum against caspase-3 was generated as described

previously5. The anti-caspase-8 and anti-DFF45 antisera are rabbit polyclonal

antibodies generated in the laboratory against the piS of caspase-8 and the full length

DEF45, respectively. The anti-PARP antiserum, a second anti-caspase-8 serum, the

anti-Lamin B and anti-Fas (M3) monoclonal antibodies were generous gifts from Dr. G.

Poirier (CHUL, Quebec, Canada), Dr. M. Peter (Heidelberg, Germany), Dr. R. Bertrand

(Centre de Recherche du CHUM, Montreal, Canada), and Dr. D. Lynch (Immunex,

Seattle, USA), respectively. Dr. D.W. Nicholson (Merck-Frosst, Kirkland, Canada)

generously provided anti-sera against caspase-1, -6, -7 and -9. The monoclonal

antibodies against caspase-2, caspase-4 and Wee-1 were purchased from Transduction

Laboratory (Lexington, KY), Santa Cruz Biotech. (Santa Cruz, CA, USA) and Stressgen

(Victoria, EC, Canada), respectively while the anti-CD3 was produced and purified from

the OKT3 clone (ATCC).

PBMC isolation and prolïferation assay. PBMC5 were purified by FicolI-Hypaque and

resuspended in 10% FCS-RPMI medium (Gibco-BRL). To monitor proliferation, i05 cells

were cultured for 1 to 4 days at 37°C in 96-well plates in the absence or presence of 1

pg/ml anti-CD3, anti-TCR (BMAO31, Immunotech) or PHA and 20 U/ml rHuIL-2. For B

celI stimulation, PBMCs were cultured in the presence of SAC (1:10 v/v). [3H]-labeled

thymidine (1 pCi/well) was added during the last 6h for each time-point. CelIs were

harvested and DNA-associated radioactivity was counted by liquid scintillation

(BetaplateTM, Wallac) and expressed as a mean cpm ± SEM of triplicate cultures.

FIow cytometry. Celi staining for T cell activation markers was performed on PBMCs

activated as described during 4 days and using anti-CD69, anti-CD25 (Becton

Dickinson) or anti-HLA-DR (Caltag) antibodies. Celi sorting was performed after 4 days

of stimulation with 1 pg/ml anti-CD3 and 20 U/mI IL-2, using PBMC5 stained with

annexin V (AV)-FITC (Biodesign, Kennebunk, ME, USA). Living (AV) and dying or dead

cells (AVj were sorted using a FACStar® (Becton-Dickinson, Mississauga, ON, Canada)

after gating on lymphocytes on the basis of Forward/Side scatter. Purified lymphocyte

subsets from treated PBMCs were obtained by celi sorting after staining with anti-CD4,

anti-CD8, anti-CD19 (Becton Dickinson), or anti-CD45RO and anti-CD45RA (Serotec)
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antibodies. For T celi subset sorting, dead celis were gated out on the basis of

Forward/Side scatter and the purity of sorted T ceil subsets was greater than 99%. For

each sample, events were collected using the FACScan© flow cytometer.

Staining for in vivo caspase activity was performed using the celi permeable substrate

Phiphilux-G1D2 (Oncoimmunin Inc., College Park, MD, USA) containing the consensus

sequence DEVDG. Briefly, resting or activated ceils were washed, incubated with the

substrate (10 tM final) for 1 h at 37°C followed by another wash with the dilution

buffer, according to the manutacturers instructions. Fluorescence was monitored using

the FL1 detector of an EPICS® XL flow cytometer (Coulter) and gates were set on living

and either resting or blastic ceils before analysis. For each sample, 3x104 events were

collected.

Western blotting. Treated cells were washed with PBS, and pellets were resuspended

in sample buffer (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8; 6 M urea; 10 % glycerol; 2 °h SDS;

0.00125 % bromophenol; 5 % 2-mercaptoethanol) and boiled for 3 min. Proteins from

5x105 to 106 cells were separated on SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose

membrane (Hybond C Super, Amersham, Oakville, Canada). Blots were blocked for 1

hr at room temperature in PBS 0.05% Tween, containing 5 % of non-fat dried milk,

washed and incubated with the different antibodies. Detection was achieved with the

approptiate secondary antibodies coupled to Horseradish peroxydase, followed by

enhanced chemiluminescence ECL Western blotting kit (NEN) and visualized by

autoradiography.

Immunoprecipitation and affinity Blot. Proteins from PBMCs (5x106 ceils)

stimulated with 1 pg/ml PHA and 20 U/ml IL-2 during 4 days were extracted in lysis

buffer (2% NP-40, 0.5% deoxycholic acid, 50 mM tris pH 7.5, 150 mM NaCI, 50 mM

NaF, 10 mM NaH2PO4, 2 mM EGTA, 10 mM EDTA, 0.5 mM, Na3VO4). Celi lysates were

incubated with S pM of biotinylated zVAD-fmk and subjected or not to

immunoprecipitation using the caspase-3 anti-serum. Protein G-sepharose coupled

beads (Pharmacia) were pre-incubated for 30 min at 4°C with lOpI of anti-caspase-3

antiserum. After 3 washes with lysis buffer, the beads were added to total celI lysates

for a 2h incubation at 4°C with gentle agitation. The beads were then washed 3 times

with LB and boiled for 5 min in 50 pI of Laemmli buffer. Whole ceil lysates or

immunoprecipitated proteins were loaded on polyacrylamide gels for electrophoresis

and transferred to high bond C membranes. Blots were blocked overnight at 4°C with

PBS Tween 0.05% supplemented with BSA (3%) and non-fat dry milk (2%) and

revealed after incubation with Extravidin conjugated-peroxydase (1:2000; SIGMA) for

1h at room temperature for affinity blot or with anti-caspase-3 antiserum for western

blot as described above.
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Fas treatment. Jurkat ceils or PBMCs stimulated during 4 days with anti-CD3 antibody

and IL-2 were incubated at 106 cells/well in 24-well plates coated or flot with anti-Fas

(M3) monoclonal antibody. Coating was performed for 2h at 37°C using 20 pg/ml of

antibody in 0.05M Tris pH 9.3. After 4 h (Jurkat cells) or 6 h (PBMCs) of incubation on

coated plates, ceNs were washed with PBS and the pellet was kept at -80°C until

western blot analysis. An aliquot of stimulated cells was used for Annexin V staining as

described previously”.
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Legends

Figure 1. The general caspase inhibitor zVAD blocks anti-CD3-induced T celI

activation. (A) Inhibition of PBMCs proliferation by zVAD. Purified PBMCs were

cultured in medium alone (NS) or stimulated with 1 pg/ml anti-CD3 and 20 U/ml IL-2

(CD3) in the presence of the indicated concentration of zVAD. At each time point, 1

pCi/weIl of [3H]-thymidine was added for the last 6 h of culture, cells were harvested

and incorporated thymidine was counted by liquid scintillation. [3H]-thymidine

incorporation is expressed as a mean cpm ± SEM of triplicate cultures. Results are

representative of 3 experiments where full kinetics was carried out. (B) zVAD does not

inhibit cell cycle machinery. Fresh PBMCs were placed in RPMI medium and 100 pM of

zVAD was added 1h befote or 1, 2 or 3 days after stimulation in the ptesence of anti

CD3 antibody and IL-2. Celis were cultured during 4 days at 37°C and [3H]-thymidine

was added for the last 6h of incubation. Thymidine incorporation at day 4 is expressed

as cpm ± SEM from triplicate cultures. Two independent experiments gave similar

results. (C) Inhibition of blastic transformation by zVAD. Change in PBMCs morphology

was monitored by flow cytometric analysis of cellular forward (Y axis) and side (X axis)

scatter. Percentage of resting PBMCs (region Ri) are indicated inside dot plots. One

representative experiment out of five is shown. (D) zVAD affects the expression of

MHC class II. Surface staining was performed for CD69, HLA-DR and CD25 on PBMCs

activated during 4 days with anti-CD3/IL-2, in the presence or absence of 100 pM of

zVAD. One representative experiment of three is shown. (E) The effect of zVAD is

independent of accessory cells. Purified T lymphocytes isolated from PEMCs by

negative selection were pteincubated for 1h in medium alone or with 100 pM zVAD and

cultured during 4 days without stimulation (NS) or in the presence of IL-2, anti-CD3,

or both. Proliferation was assessed by [3H]-thymidine incorporation as described for

panel (A). Results are representative of two independent experiments.

Figure 2. Caspase-3 is cleaved înto multiple fragments in stimulated

lymphocytes. (A) Proliferation. Purified PBMCs were obtained through Ficoli

gradient separation and stimulated with 1 pg/ml of anti-CD3 and 20 U/ml of IL-2

(Anti-CD3) or not (Medium). After 1 to 4 days at 37°C, thymidine incorporation was

determined as in Fig. 1. (B) Caspase-3 western blot. Proteins were extracted from

the same PBMCs treated in panel (A) by celI lysis using a denaturing Laemli buffer

containing S M urea. Total proteins extracted from 106 fresh (do), unstimulated f-)
or stimulated cells (+), were separated on SDS-PAGE and western blot analysis was

performed using a polyclonal rabbit anti-caspase-3 (5). (C) Detection of active

caspases by affinity blot. PBMCs stimulated or not for 4 days with anti-CD3, anti

TCR or PHA in the presence of IL-2 were lyzed using a non-denaturing lysis buffer
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(see Experimental procedures) and lysates were incubated with 5 j.iM of a

biotinylated-zVAD-fmk peptide, followed by a separation by SDS-PAGE and western

blot analysis using Extravidin-HRP. (D) Identification cf active subunits of caspase

3. PBMCs were activated during 4 days with PHA and IL-2 and celi lysates were

incubated with the substrate. Caspase-3 immunoprecipitation was then performed

on half cf the lysate. Total extract (Lys) or immunoprecipitated caspase-3 (IP) were

subjected to western blot analysis using the anti-caspase-3 antibody (left panel) or

with Extravidin-HRP (right panel). Results are from one of at least 3 independent

experiments giving similar resuits. (E) Detection cf caspase activity in intact cells.

Fresh PBMCS were left untreated (NS) or stimulated (CD3/IL-2) with anti-CD3

antibcdy and IL-2 for 4 days. A fraction of these activated cells was then incubated

for 6h in anti-Fas-coated plates (CD3/Fas). Following a 1 h labeling with the cell

permeable substrate Phiphilux, the cells were analyzed by flow cytometry. Results

are from one representative experiment eut cf three.

Figure 3. Caspase-3 activation occurs in various lymphocyte subsets. (A)

and (E) Caspase cleavage is detected in CD4, CD8, CD45RO or CD45RA

lymphocytes. PBMCs were stimulated (+) or flot t-) with anti-CD3 and IL-2 for 4

days at 37°C and stained for CD4, CD8, CD45RD, or CD45RA expression. Each

subset was sorted by flow cytometry after gating on living celis on the basis cf

Forward/Side scatter. The purity cf sorted cells was greater than 99%. Total

population (Tot) or sorted cells were then lyzed as in Figure 3 and subjected to

western blet analysis for caspase-3 processing. (C) Caspase-3 is cleaved following

B cell receptor triggering. Fresh PBMCs (Ta) were cultured with medium alone (NS),

anti-CD3 and IL-2 (CD3), or SAC during 4 days and whole PBMCs (lane 1-3) or

sorted CD19 B lymphocytes (lane 4) were lyzed in Laemli buffer and subjected to

western blot analysis using the anti-caspase-3 antibody. Following cell sorting,

viability was greater than 95 % as assessed by trypan blue exclusion. These results

are representative cf four (panel A and B) and two (panel C) independent

experiments with PBMCs from different individuals.

Figure 4. Selective downstream caspase processing in activated

lymphocytes. (A) Caspase-6 and -7 are also processed following TCR triggering.

PBMCs were stimulated (+) or flot (-) with anti-CD3 antibody and IL-2 for 1 to 4

days and total proteins from 106 cells were separated by SDS-PAGE and analyzed

by western blet using anti-caspase-6 or -7 antisera. The proenzyme and cleaved

subunits are indicated on the right by arrows. (B) AIl caspases are not processed in

activated cells. Day 4 unstimulated (-) or anti-CD3/IL-2 stimulated (+) PBMCs were
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analyzed for caspase-1, -2 or -4 processing by western blot as described in panel

(A).

Figure 5. Caspase-8 is cleaved in activated lymphocytes whereas caspase-9

remains as a proenzyme. (A) Caspase-8 is processed in proliferating celis.

PBMCs were stimulated (+) or flot (-) with anti-CD3 antibody and IL-2 for 1 to 4

days and total proteins from 106 cells were analyzed by western blot using an anti

caspase-8 antiserum. The proenzyme and cleaved subunits are indicated on the

right by arrows. (B) Caspase-8, but not caspase-9 is activated early after T celI

stimulation. Fresh (0) or anti-CD3-stimulated PBMCs (1 to 48h) were lyzed and 10

pg of proteins from each sample were separated by SDS-PAGE and analyzed for

caspase-3, -8, and -9 processing by western blot as described above. Results are

representative of two independent experiments.

Figure 6. Caspase activation resuits in selective substrate cleavage. Total

proteins from 106 unstimulated t-) or anti-CD3 activated (+) PBMCs were obtained

at different time points (day 1 to day 4), separated by SDS-PAGE and analyzed by

western blot using an anti-PARP, DFF45 or caspase-3 anti-serum, or an anti-Weel

monoclonal antibody. As a control for caspase-mediated cleavage, total proteins

from 106 Jurkat cells cultured on uncoated or anti-Eas-coated plates (M3: 20 pg/ml)

during 4 hours were subjected to the same treatment than for PBMCs and results

are shown on the right. The 45 kD strong band observed with the anti-Weel

antibody throughout the kinetic results from a cross-reactivity obsetved in some

tissues with this antibody, according to the manufacturer. These experiments were

performed three times and gave similar results with different PBMCs donors.

Figure 7. Substrate processing during T cell activation is caspase

dependent and is different than following apoptosis. (A) Substrate cleavage

is caspase-dependent. Fresh PBMCs were stimulated during 48 h with anti-CD3 and

IL-2 in the presence or the absence of 100 pM of zVAD. An aliquot was conserved

for quantitation of DNA synthesis by thymidine experiments and cells were lyzed in

denaturing buffer for western blot analysis 0f PARP, Weel, Lamin B and Caspase-3

cleavage. Black arrows indicate the full lenght proteins while white atrows

designate the cleaved forms. (B) DFF cleavage is detected only after apoptosis

induction. PBMCs activated for 4 days with anti-CD3 and IL-2 were placed in anti

Fas-coated plates and cultured for 6 h at 37°C. Apoptosis was assessed by Annexin

V/PI staining and the cells were subjected to western blot analysis using the DFF45

antiserum. Results are from one representative experiment out of three.

Figure 8. Caspase and substrate cleavage occur in non-apoptotic celis. (A)

Caspase-3 and PARP processing are detected in Annexin V negative cells. PBMCs were
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stimulated (+) or flot (-) with anti-CD3 antibody and IL-2 during 4 days and stained

for 10 min with FITC-conjugated Annexin V (AV). Living (AV-) and dying (AV+)

activated lymphocytes were purified by flow cytometric ceil sorting. Proteins from

sorted ceils were subjected to western blot analysis for caspase-3 and PARP. Both

antibodies were used on the same membrane. One representative experiment of three

is shown. (B) Caspase-6 and -7 and the caspase substrates are processed in viable

sorted cells. Unstimulated and unsorted PBMCs (lane 1) or activated and AV sorted

celis (lane 2) were lyzed in Laemli buffer. Proteins from 5x105 ceils were analyzed by

western blot for PARP, DFF4S, Weel, caspase-6, or caspase-7 processing using the

appropriate antisera. Arrows on the right indicate the full lenght form of each protein.

Resuits are representative of two independent experiments.

Figure annexe. L’activation des caspases suite à la ligation du TCR résulte de

la co-stimulation des cellules T via TNFR. (A) Des triplicatas de lymphocytes T

primaires enrichis à 95% ont fait l’objet d’une activation via le récepteur TCR/CD3 à

l’aide d’un anticorps anti-CD3 (1 tg/ml) immobilisé au fond des puits et ce en présence

ou en absence du récepteur neutralisant TNFR-Fc (60 tg/ml). Après 2 jours de

stimulation la prolifération des cellules a été évaluée à l’aide du test d’incorporation de

la 3H-thymidine. (B) la viabilité des cellules provenant des conditions décrites en (A) a

été évaluée par double marquage AnV/PI et analysée à l’aide de cytométrie en flux

(FACs). (C) Les lysats cellulaires issus des conditions présentées en (A) ont servi à

l’analyse de l’état d’activation de caspase-3 par western blot.
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Deuxïème chapitre

Résumé

La transmission des signaux de morts provenant de la réticulation des récepteurs de

mort tels que Fas peut se faire de deux manières possibles selon le type cellulaire.

Dans les cellules du type-I, le complexe de signalisation, DISC, résultant de la ligation

de Fas transmet le signal de mort directement aux caspases exécutrices telles que

caspase-3 alors que dans les cellules du type-II la mitochondrie intervient en amont

des caspases exécutrices pour amplifier le faible signal initial provenant du DISC.

Indépendamment du type cellulaire le consensus actuel présente caspase-8 comme le

seul membre de cette famille de protéases capable de déclencher la cascade

protéolytique menant à l’apoptose, ce qui place cette protéase à l’apex des signaux

issus de la ligation de Fas.

Les données présentées dans cet article montrent que dans les ]urkats, lignées

lymphocytaires T considérées du type-II, la ligation de Fas provoque l’activation de

caspase-3 même après le blocage des événements mitochondriaux, ce qui démontre

l’intervention de cette caspase en amont et non pas en aval de la mitochondrie comme

cela a été suggéré auparavant. Ceci nous a conduit à chercher à quel niveau de la

signalisation l’activation de caspase-3 se déclenche et si cette activation participe à

l’initiation des signaux provenant de Fas. L’analyse de la distribution sub-cellulaire de

cette caspase et d’autres membres de sa famille ainsi que certains éléments de la

signalisation de Fas a montré qu’une fraction significative de caspase-3 est localisée

dans le compartiment des rafts de la membrane plasmique. De plus, la ligation de Fas

provoque l’augmentation de la fraction de caspase-3 associée aux rafts. Cette

dynamique particulière d’association de caspase-3 avec les rafts indique l’intervention

de cette enzyme dans l’initiation de l’apoptose via Fas. Effectivement, l’analyse de la

composition du DISC de Fas a montré que caspase-3 fait partie des molécules

associées à ce complexe de signalisation. De plus, l’apport de l’activation de caspase-3

à l’initiation de l’apoptose via Fas a été confirmé par l’inhibition de l’activation de

caspase-8 sous l’effet de l’administration d’un dominant négatif de caspase-3. Ceci

révèle l’implication de caspase-3 dans l’initiation des signaux d’apoptose provenant de

Fas, un événement qui était réservée seulement à caspase-8.

Mots c/és:Caspases/DISC/Fas/Mitochondrie/Rafts/Bcl-2
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Rapport décrivant ma contribution personnelle à cet article

L’anticorps anti-caspase-8 que j’ai généré au début de ma thèse a servi dans la

comparaison des cinétiques d’activation de caspase-3 et caspase-8 résultant de la

ligation de Fas dans la lignée Jurkat. Ces essais préliminaires m’ont permis de mettre

en évidence l’activation précoce de caspase-3 dans cette voie de mort.

Afin de déterminer l’apport de caspase-3 à l’initiation du signal apoptotique via

Fas, mon directeur de thèse et moi-même avions décidé d’étudier l’impact de

l’inhibition de cette caspase sur l’activation de caspase-8 et l’exécution de l’apoptose

induite via Fas. C’est pour cette raison que j’ai généré avec l’aide de mon collègue,

Antoine Alam, la chimère TAT-Cas3c/s qui a servi de dominant négatif de caspase-3.

L’observation concernant la précocité de l’activation de caspase-3 m’a semblée

contradictoire avec le modèle courant du type-II, qui positionne la mitochondrie en

amont de caspase-3. Ceci m’a mené à étudier l’effet du blocage de la mitochondrie sur

l’activation de caspase-3. J’ai profité de la lignée Jurkat surexprimant Bd-2, JIB2

développée par Luchino Cohen, pour adresser ce point. L’utilisation de cette lignée a

montré que l’activation de caspase-3 induite par la ligation de Fas survient même dans

la lignée J1B2 démontrant ainsi la précocité de l’activation de cette caspase dans cette

voie de mort.

L’analyse biochimique des préparations membranaires provenant de la lignée

Jurkat et des cellules T primaires a démontré l’association constitutive de caspase-3

avec les rafts. Ehsan Sharif Askari, a effectué l’analyse, par western blot, de

l’association de caspase-3 et Lck avec les rafts provenant des lymphocytes T primaires.

L’association de caspase-3 avec les rafts et son activation en amont de la

mitochondrie suggèrent une implication de cette caspase dans l’initiation des signaux

issus de Fas. Afin de vérifier cette hypothèse, j’ai entrepris d’examiner l’association de

cette caspase avec le site d’initiation des signaux de Fas, le DISC.

La contribution de Elias Haddad réside dans sa participation active à la rédaction

de ce manuscrit et aux critiques pertinentes qui ont renforcé la qualité de ce dernier.



85

Caspase-3 is a Component of Fas DISC in Lipid Rafts and its Actïvity is

Required for Complete Caspase-8 Activation During

Fas-mediated Celi Death

Salah M. Aouad1’2, Luchino Y. Cohen’, Ehsan Sharif-Askarï”3, Elias K.

Haddad”3, Antoine Alam’, and Rafïck-Pierre Sekaly”3’4

Accepted for publication in The Journal of Immunology. December 2003

1Laboratoire d’immunologie, Département de Microbiologie et d’Immunologie,

Université de Montréal, Montréal, H3C 3]7, Canada. 2Programme de biologie

moléculaire, Université de Montréal, C.P. 6128 Succursale Centre-ville, Montréal,

Québec, H3C 3]7, Canada. 3Department of Microbiology and Immunology, and,

4Department of Experimental Medicine, McGill University, Montréal, H3A 264, Canada.



86

Abstract

Since its discovery, caspase-8 has been placed at the apex of the proteolytic

cascade triggered by death receptors (DR) cross-linking. Because of its capacity to

interact with the cytoplasmic portion of DR, it has been suggested that caspase-8 acts

independently of other caspases in the initiation of Fas and other DR signaling. In this

study, we demonstrate that in ]urkat celis, caspase-3 cleavage is an early step during

Fas-induced apoptosis. We show that caspase-3 processing into its p20 occurs rapidly

after Fas cross-iinking, in the absence of mitochondrial depolarization and caspase-9

activation. Moreover, caspase-3 s present in lipid rafts of untreated ]urkat ceils and

peripheral T lymphocytes. Caspase-3, caspase-8 and FADD are further recruited to

lipid rafts of ]urkat celis following anti-Fas treatment. Fas immunoprecipitation reveals

that caspase-3 is a component of the death-inducing signaling complex (DISC),

suggesting that this cysteine protease is in close proximity to caspase-8. Furthermore,

transduction of ]urkat celis with a caspase-3 dominant-negative form inhibits caspase

8 processing and results in inhibition of apoptosis suggesting that caspase-3 activity s

required for caspase-8 activation. Overall, these findings support a model whereby

caspase-3 is a component of the DISC located in lipid rafts and as such, is involved in

the amplification of caspase-8 activity by the mitochondrion.

Keywords: T lymphocytes, CelI surface molecu les, Ajjoitosis.
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Introduction

Apoptosis or programmed ceil death plays a fundamental role in the

development and homeostasis of the immune system. Alteration of the apoptotic

machinery in peripheral T lymphocytes leads to abnormal T ceil homeostasis and the

development of auto-immune diseases in human and mice . DR are TNF receptor

(TNFR) family members such as TNFR-I, Fas (CD95/APO-1), DR3, DR4 and DR5 that

harbor a death domain (DD) on their intracellular portion23 and are potent inducers of

apoptosis. Ligation of these receptors with their respective ligands or agonistic

antibodies leads to apoptosis through the activation of proteases of the caspase

family45. These cysteine proteases trigger the apoptotic response by cleaving many

substrates after aspartic acid residues. So far, fourteen members have been identified

within the caspase family68. Celis from mice deficient in some caspases or expressing

viral caspase inhibitors, such as the cytokine response modifier A (CrmA) or p35, are

resistant to apoptosis mediated by DR confirming the requirements of these cysteine

proteases in DR-mediated apoptosis9’3.

Fas ligation leads to caspase activation via the Fas-associated death domain

(FADD) protein, an adaptor molecule that recruits caspase-8 to Fas since FADD

interacts with Fas through its DD and with caspase-8 through a Death Effector Domain

(DED). This results in the formation of a death-inducing signaling complex (DISC)’4’7.

Recently, it has been reported that Fas engagement on mu rifle thymocytes induces the

clustering of this receptor as well as the recruitment of FADD and caspase-8 in the

lipid-rich plasma membrane compartments called lipid rafts18. These plasma

membrane structures are highly ordered micro-domains containing sphingolipids,

cholesterol, trans-membrane proteins and lipid-anchored proteins19. They have long

been proposed as the host of signal initiation of several immune receptors including

the TCR, the B cell receptor and the Fc6 receptor 12023. NE-KB activation by TNFR1 and

Fas-mediated apoptosis in thymocytes are dependent on relocalisation of these DR to

lipid rafts24.

Two pathways observed in different cell types have been proposed for

subsequent steps of Fas signaling. In type-I celis, the highly efficient recruitment of

caspase-8 to the DISC allows this caspase to act directly on downstream caspases

such as caspase-3, which s responsible for the cleavage of death substrates and

execution of apoptosis25. In type-II cells, recru itment of caspase-8 to the DISC is weak

but sufficient to trigger mitochondrial events through processing of the pro-apoptotic

Bd-2 family member, Bid2627. These events culminate in the release of cytochrome c

in the cytosol, the formation of the apoptosome, a multimeric catalytic complex

consisting of cytochrome c, Apaf-1 and caspase-9 that serves to amplify the weak
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initiating signal resulting from the altered DISC28 and the release cf Smac/Diablo,

which antagonizes XIAP-mediated caspase-3 inhibition29. Regardless cf the celi type,

caspase-8 is stili considered te act independently cf other caspases in the initiation

phase cf Fas-induced apoptcsis. The pccr recruitment cf caspase-8 te the DISC in type

II ceils prompted us te dissect events that cccur prier te Fas-mediated mitcchondrial

alteration and te seek the contribution of another major caspase, caspase-3, te Fas

signaling. Dur resuits reveal that this caspase is a ccmponent cf the DISC along with

caspase-8, that caspase-3 co-localizes in lipid rafts with caspase-8 and that caspase-3

activity s required for complete caspase-8 activaticn fcllowing Fas cross-linking.
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Resu Its

Caspase-3 cleavage is triggered independently of mitochondrion in Fas

mediated apoptosis

A BcI-2-inducible expression system in Jurkat celis under the control of

doxycyclin (DCX) was generated in order to determine whether the cleavage of

caspase-3 occurs prior to or following mitochondrial events during Fas-induced

apoptosis. Bd-2 negative (-DCX) or Bcl-2-expressing ]urkat cells (+DOX) were

subjected to anti-Fas treatment and apoptosis levels, MTP loss and caspase activation

were analyzed using Annexin-V (AnV) assay, DIOC6 staining and western blotting,

respectively. Four hours after Fas cross-Iinking, up to 70 % of Bd-2 negative celis

underwent apoptosis while only 13 % of DCX treated celis displayed signs of apoptosis

(Figure lA). In Bd-2 expressing celis, anti-Fas treatment did flot trigger a decrease in

DiOC6 incorporation (Figure lB), confirming the inhibitory effect of Bd-2 on the

mitochondrial response to Fas ligation. In the presence of Bd-2, procaspase-9 and

PARP degradation in response to Fas cross-linking were totally inhibited and caspase-8

cleavage was almost abrogated (Figure 1C). However, in three independent

experiments, generation of the caspase-3 p20 cleavage product still occurred following

treatment with anti-Fas (Figure 1C). Therefore, a first dleavage step between the large

and small subunits of caspase-3 occurs in the absence of mitochondrial events

indicating that caspase-3 processing into p20 is triggeted either independently or

upstream of the mitochondrial cytochrome c release. In contrast, removal of the

prodomain of caspase-3, complete processing of caspase-8 and progression to cell

death are fully dependent on mitochondrial events.

Caspase-3 is present in Iipid rafts before Fas engagement

Cleavage of caspase-3 in the presence of Bd-2 suggested that it occurred

upstream of the mitochondria and possibly at the plasma membrane. Therefore, we

explored the possibility of association of caspases-3, caspase-8 and other apoptotic

components with the plasma membrane, particularly lipid rafts. Lipid rafts were

purified from lysates of untreated Jurkat cells by ultracentrifugation on a sucrose

gradient’930. Figure 2A shows the distribution of GM-1, a well—established raft

associated molecule ‘ in fractions obtained from ]urkat cell extracts. Sucrose fractions

4 to 7 were positive for GM-1 and hence contained proteins from lipid rafts.

Surprisingly, caspase-3 and caspase-7 were reproducibly (n=3) detected in the same

fractions, indicating that a proportion of the caspase-3 and -7 intracellular pools is

constitutively located at the membrane level in lipid rafts, even in the absence of Fas

engagement (Figure 2E). Caspase-8, FLIPL and FADD were also found in these raft-rich
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fractions, before Fas cross-linking. Localization cf these molecules in Iipid-rich

compartment was specific since caspase-9 was flot found in GM-1-positive fractions

(Figure 2E). Furthermore, Lamin E, a protein exclusively found in the nucleus did not

co-localize with caspase-3, 7 and 8, confirming that localization of these caspases in

lipid raft fractions did flot result from a contamination by non-raft fractions (fractions

10 and 11) during the process of extraction. Lipid rafts were extracted from peripheral

blood T celis to determine whether the localization cf caspase-3 in lipid rafts could be

cbserved in a more physiological system. Caspase-3 was found as a constituent of lipid

rafts along with the weIl-kncwn raft-associated molecule p56Ick in untreated, non

apoptotic peripheral lymphocytes (Figure 2C and 2D). Caspase-3 localization in these

signaling platfcrms persisted during at least 16 h cf stimulation with an anti-CD3

antibody. These data demonstrate that effector caspases are lccalized in lipid rafts in

the absence cf Fas cross-linking and that caspase-3 co-localizes with p56Ick in lipid

rafts cf normal peripheral T lymphocytes.

Fas engagement increases caspase-3 levels in Iipid rafts

Upon receptor engagement, redistribution cf signaling molecules between raft

and ncn-raft ccmpartments is indicative cf the involvement cf these molecules in early

steps cf receptcr’s signal transduction. Hence, we examined the impact cf Fas cross

linking on caspase-3 distribution in lipid rafts cf ]urkat celis. Results shcwn in figure 3E

consistently shcwed in three independent experiments that caspase-3 was lccalized in

lipid rafts cf untreated cells and that 7 min following Fas ligation, increased levels cf

caspase-3 were asscciated to these demains. Fas cross-linking also resulted in a strong

increase in caspase-8 and FADD levels in the fractions correspcnding te lipid rafts

(Figure 3E). On the ccntrary, CD45 was net recruited to these fracticns either befcre

or after Fas cross-linking (Figure 3A). Therefore, Fas-induced recruitment cf caspase-3

te lipid rafts, which are well established signaling platfcrms, suggest that this caspase

plays a rcle in Fas signaling at the plasma membrane level.

Caspase-3 is an integral component of the Fas death-inducing signaling

complex (DISC)

Since caspase-3 was found in lipid rafts where the DISC s formed, the presence

cf this protease in the DISC follcwing Fas aggregation was investigated. Jurkat cells

were subjected te a time course treatment with anti-Fas antibody, lysed in a mild lysis

buffer and celi surface cross-linked Fas was further isolated by immunoprecipitation.

Interestingly, in two independent experiments caspase-3 was detected in immune

complexes cf untreated celis (time O in Figure 4), supporting the constitutive
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localization of this caspase in proximity to Fas and its signaling elements (Figure 4).

Caspase-3 levels in the DISC gradually increased upon Fas cross-linking with a peak at

20 min post-ligation. Constitutive association and further recruitment to the DISC was

specific to caspase-3 since a protein endowed with a cytoplasmic distribution such as

NF-KB (p65) was flot detected in the DISC at any time-point during the kinetic (Figure

4). The increase in FADD levels but not NF-KB confirms that only proteins from the

DISC were immunoprecipitated. Furthermore, the absence of FADD in the

immunoprecipitated DISC before Fas cross-Iinking (time 0) excludes the possibility of a

contamination by cytoplasmic proteins at this time-point. Together with data from

figures 2 and 3, these results demonstrate that caspase-3 is associated to Fas DISC at

the plasma membrane.

Processing of caspase-3 is an early event in Fas-induced apoptosis in Jurkat T

celis

The localization of caspase-3 in lipid rafts and its association with elements of

the DISC suggest that this caspase is mobilized in the early steps of Fas signaling. In

order to verify this hypothesis, we analyzed the activation status of caspase-3 and

caspase-8 in response to Fas ligation on ]urkat T ceils. The 20 kDa cleavage product

(p20) of caspase-3 was detected in lysates from ]urkat cells 60 min following Fas

cross-linking, even before phosphatidylserine expression (Figure SA and B). At this

time point, two caspase-3 substrates, DFF and PARP were already partially cleaved.

Caspase-8 p45, p43 and p18 cleavage products appeared only 120 min after anti-Fas

treatment. To further confirm this early processing of caspase-3, Jurkat cells were

treated with anti-Fas antibody for 2 hours and AnV (viable) or AnV (apoptotic) cells

were sorted by flow cytometry. Results shown in Figure 5C clearly demonstrate that

caspase-3 processing into p20 occurs in Fas-treated viable ceils (AnV) whereas

caspase-8 cleavage was only observed in AnV apoptotic celis. These results

demonstrate that the processing of caspase-3 into its p20 form precedes caspase-8

detectable cleavage during Eas-induced apoptosis, which corroborates the previous

observation that caspase-3 (but flot caspase-8) cleavage still occurs in the presence of

Bd-2 in anti-Fas-treated ]urkat celis (Figure 1).

Role of caspase-3 actïvity in caspase-8 processing resulting from Fas ligation

The strong inhibition of caspase-8, but flot caspase-3 processing by Bd-2

prompted us to analyze the effect of caspase-3 inhibition on Fas-induced caspase-8

activation. We took advantage of the widely used protein transduction system using

the HIV-1 TAT peptide that has the ability to enter treated cells by passive diffusion
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through plasma membrane32. A chimeric protein consisting of the TAT peptide and a

catalytically-inactive variant cf caspase-3 (TAT-cas3c/s) was used to specifically block

caspase-3 activity and study the effect cf this inhibition on caspase-8 activation in

response to Fas ligation. Figure 6A shows that 100 % cf ]urkat ceils treated with a

FITC-conjugated chimera became FITC positive, demonstrating the high efficiency cf

the transduction. Pre-treatment cf ]urkat celis with TAT-cas3c/s resulted in a 65 %

inhibition of apoptosis (Figure 6B) whereas ]urkat cells treated with an irrelevant

fusion protein TAT-p16 remained sensitive to Fas-mediated killing (data flot shown).

Western blot analysis cf caspase-8 carried on samples from the same experiment

clearly shows that Fas-mediated caspase-8 processing was inhibited by TAT-cas3c/s

(Figure 6G). Tcgether with the inhibition cf caspase-8 (but not caspase-3) cleavage by

Bd-2, these resuits demcnstrate that caspase-3 activity is essential for complete

caspase-8 activation during Fas-induced celI death.



93

Discussion

Some members of the TNFR family including NGF/p75, CD4O, TNFR and Fas are

associated with lipid rafts3335. Experiments performed using murine thymocytes have

shown that caspase-8 and FADD are also recruited to lipid rafts following Fas

engagement and that disruption cf these structures by cholesterol depletion abolishes

Fas-triggered DISC formation and celi death36. Furthermore, in a different study, a

small amount of caspase-8 and FADD were detected in the DISC before Fas

engagement in murine peripheral T lymphocytes37. Our data show that significant

amounts of caspase-3, caspase-7, caspase-8 and FADD are associated with rafts

before Fas cross-linking in Jurkat celis. Co-precipitation cf caspase-3 with Fas also

demonstrated that it is a DISC component. These findings are consistent with the

presence of pre-assembled Fas trimers at the celi surface, in the absence of Fas

ligand, through domains called pre-ligand assembly domains3839. The co-Iocalization of

caspase-3 and caspase-8 with Iipid rafts and the fact that caspase-8 processing was

blocked by Bd-2, whereas caspase-3 cleavage was stiil partially processed, suggested

a role cf caspase-3 in the amplification of caspase-8 activation during Fas signaling.

Indeed, using a caspase-3 dominant negative form (Figure 6), we have shown that

caspase-3 activity 15 necessary for complete caspase-8 processing, confirming the

active participation of caspase-3 in the amplification of Fas-mediated caspase-8

activation. Therefore, this is the first evidence showing the recruitment of an effector

caspase to the signaling complex of a death receptor.

The molecular basis for such recruitment is not yet clear since the short

prodomain of caspase-3 does not carry the homotypic DED motif found in caspase-8.

However, other groups have reported the simultaneous association cf caspase-3 and

caspase-8 with FLIP40, suggesting that this protein might recruit caspase-3 to the

DISC. Supporting this hypothesis, we have observed the presence cf FLIPL in lipid rafts

cf untreated Jurkat celis (Figure 2). FLIPL is a catalytically inactive caspase-8-like

molecule that was initially proposed in several studies to inhibit Fas-mediated

apoptosis by interfering with caspase-8 activation following their concomitant

recruitment to the D1SC4142. However, it has recently been shown that once recruited

te the DISC, FLIPL is an activator cf caspase-$ and can promote apoptosis4344.

Therefore, FLIPL could exert its pro-apoptotic activity through the recruitment cf

caspase-3 in the DISC. How a caspase lacking a DED or a CARD homotypic motif such

as caspase-3 becomes cleaved into p20 following Fas ligation remains unclear. This

activation could be mediated by auto-processing as a consequence cf caspase-3

oligomerization in the rafts, in an induced proximity manner as originally proposed for

the activation cf caspase-845.
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Ptevious reports have suggested that during Fas-mediated apoptosis in type-II

ceils, caspase-3 activation is triggered downstream of mitochondrial events4648. This

suggested that caspase-3 was only required for the execution of death signais

triggered by caspase-8 at the site of initiation. In this study, we show that inhibiting

the intrinsic pathway by Bd-2 overexpression leads to a drastic inhibition of Fas

mediated caspase-8 and caspase-9 activation, but does not prevent caspase-3 from

being processed to its p20 form. Our resuits confirm a previous study also showing the

generation of the p20 cleavage product of caspase-3 in Bd-2 stable transfectants49.

These resuits imply that processing of caspase-3 into p20 and p12 is independent of

the mitochondriai potentiai disruption and caspase-9 activity, whereas removal of

caspase-3 prodomain (which resuits in the appearance of the p17), complete caspase

8 activation and execution of apoptosis depend on these events.

It was previously shown that in the presence of Bd-2, the p20 form of caspase

3 remained associated to XIAP, since Bd-2 inhibits the release of Smac from the

mitochondria into the cytosol50. We have demonstrated here that caspase-3 activity

was required for complete caspase-8 processing following Fas engagement. This result

suggests that before Smac release into the cytosol, which is inhibited by Bd-2,

caspase-3 is associated to XIAP and cannot remove its prodomain or trigger the

complete cleavage of caspase-8. Interestingly, in ]urkat cytosolic extracts, caspase-8

activation induced by addition of cytochrome c was completeiy abrogated when

caspase-3 was depleted51. This observation corroborates our results obtained in intact

]urkat cells and confirms the requirement for caspase-3 activity in caspase-8

activation.

The results presented here are consistent with a model in which critical

components of Fas signaiing are pre-assembied in the plasma membrane, notabiy in

the Iipid-rich compartment, as summarized in Figure 7. Upon Fas cross-Iinking, the

association of FADD, caspase-8, and caspase-3 in the DISC increase and lead to

caspase-3 processing into its 20 and 12 kDa subunits. The partiaily processed caspase

3 is sequestered by XIAP until released by mitochondrial proteins such as

Smac/DIABLO. Caspase-3 then removes its prodomain and its activity results in the

complete cleavage of caspase-8 and amplification of Smac and cytochrome c release

into the cytosol. This model suggests that caspase-3 is flot only an effector caspase

but is also a central molecule in the amplification of Fas signaling in T lymphocytes.
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Methods

Ceils and reagents. The ]urkat ceil une (clone E6-1) was purchased from the

American Type Culture Collection (ATCC). The CHu and M3 anti-Fas antibodies were

obtained from Beckman-Coulter (CA, USA) and Immunex (CA, USA) respectively. Anti

FADD, anti-caspase-8 and anti-caspase-9 antibodies were obtained from BD-

Transduction laboratories and Pharmingen (CA,USA). The anti-caspase-352, anti

caspase-8, anti-LCK, anti-FLIP and anti-DFF53 antibodies were generated in rabbits in

our laboratory, using GST fusions with whole proteins. The anti-PARP antibody was

purchased from BIOMOL (PA, USA) and the anti-Bd-2 and anti-CD45 antibodies from

Santa Cruz (CA, USA). The anti-Bap-31 antibody was a gift from Dr G.C. Shore

(Department of Biochemistry, McGilI University, Montreal, Canada). Horseradish

peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit IgG and goat anti-mouse IgG used in

western blots were obtained from Jackson Immunolaboratories and N-octylglucoside

from SIGMA.

Ceil maintenance and transfections. Wfld type and Bd-2 expressing Jurkat T cells

(]1B2) were maintained at 37°C and 5% C02 in RPMI-1640 (Gibco BRL, Burlington,

Canada) supplemented with 10 % fetal caif serum. Bd-2 inducible expression in ]urkat

cells was obtained as follows. The Bcl-2-expressing system was produced by

transferring an EcoRl/Bgl II fragment of the human Bd-2 cDNA from the pIC-Bd-2

p)asmid, kindly provided by Dr J.M. Adams (The Walter and Eliza Hall Institute,

Melbourne, Australia) and subcloned into the EcoRi and BamHl sites of the neo-CMVt

vector, a kind gift from Dr J. Hiscott (Lady Davis Institute, Montreal, Canada). The

CMVt-Bcl-2 construct was transfected by electroporation into a Jurkat clone carrying

the CMVt-rtTA plasmid. The clones carrying both vectors were selected for puromycin

and neomycin resistance and subcloned by limiting dilution. The JIB2 clone was

selected for its low basal Bd-2 expression, and high resistance to anti-Fas induced

apoptosis following Bd-2 expression in the presence of f pg/ml of the tetracycline

analog, doxycyclin (SIGMA).

Fusion protein construction, production and purification. Human caspase-3

cDNA cloned into Bam HI-Eco RI sites of the pBSK plasmid, has served as a template

to introduce a point mutation into caspase-3 catalytic site QA(C163A)RG in order to

generate an inactive dominant negative variant of caspase-3 (C3c/s). This was

achieved by a two-rounds PCR using two sets of overlapping primers. PCR products

were then digested using Kpn I and Eco RI restriction sites then inserted in frame 3’ to

the His5 stretch/TAT Iinker of the pTAT vector, a generous gift from Dr Steven F.

Dowdy (Howard Hugues medical institute at the Washington University in St Louis,

USA). After verification of the nucleic acid sequences, TAT-C3d/s fusion protein
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production was carried out in 6L21 pLys S strain (Novagen, WI, USA). Highly

expressing clones were selected and induced to produce fusion proteins using IPTG (1

mM). Protein was extracted from bacteria by sonication in a denaturing buffer

composed of 20 mM HEPES, 150 mM NaCI, and 8M urea (pH 8). Resulting extracts

were cleared by centrifugation for 15 min at 6000 rpm. TAT-fusions were purified from

cleared extracts by affinity chromatography using Nickel-NTA (Invitrogen, Canada) and

eluted by imidazole (Sigma, USA). The protein was further subjected to gel filtration

chromatography on Sephadex G-25, PD-10 columns (Pharmacia/Apbiotech, Canada) in

order to remove urea and imidazole, then stored at 4°C until needed for functional

assays.

Apoptosis assay. Apoptosis was induced with anti-Fas antibodies added for the

indicated times. Cell aliquots (iO cells) from each condition were suspended and

incubated for 10 min in binding buffer (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM

MgCl2, and 1.8 mM CaCl2/pH 7.4) containing 1 pg/ml propidium iodide (Sigma

Chemicals, Canada) and 1 ig/mI FITC-conjugated Annexin V (An V) (BioLynx,

Canada). Apoptosis was monitored by FACS using the FL-1 and FL-2 detectors on a

FACScan flow cytometer (Becton Dickinson). Assessment of the mitochondrial

transmembrane potential (MTP) was performed by incubation of celi suspensions for 30

min at 37°C in PES containing 12 nM DiOC6 (Molecular Probes Inc., OR, USA). The

staining was monitored by FACS using the FL-1 detector following extensive washing in

PES buffer. At least i04 cells were acquired for each sample.

Western blotting. Celi lysates (20-50 ig protein per lane), immune complexes (for

experiments on DISC collection) or lipid raft fractions were resolved by SDS-PAGE on

12-l4% gels and transferred to nitrocellulose HyBond-C membranes (Amersham

Pharmacia Biotech, Canada). Membranes were blocked with 5% skimmed milk in PBS

0.05% Tween 20 (PBST) for 2 hours at room temperature then incubated with the

appropriate antibody in the same solution overnight at 4°C. After three washes in

PBST, blots were incubated for one hour at room temperature with horseradish

peroxidase HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG or goat anti-mouse IgG. Blots were

then washed three times with PBST and revealed by incubation with ECL-Plus western

blotting detection kit (Amersham Pharmacia Biotech, Canada) and then developed on

Kodak films.

Lipid raft extraction. Lipid rafts were prepared by sucrose gradient

ultracentrifugation of celi lysates. Resting ]urkat cells (108 cells) or ceils stimulated

with 1 g/ml antï-Fas antibody (CHu) for 7 min were washed in ice-cold PBS and

lysed in 0.5 ml cold buffer (1% Triton X 100, 20 mM MES, 150 mM NaCl, pH 6.5

containing protease inhibitors (Roche). The same procedure was used with 3x108
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untreated or anti-CD3-stimulated PBMC. The lysates were cieared by centrifugation at

14000 rpm for 30 sec at 4°C and the supernatants subjected to sucrose gradient

fractionation using ultracentrifugation (100000 x g, 4 °C, 17 hours). Eleven to 12

fractions of 1 ml were collected and N-octylglucoside (60 pg/mI) was added to

dissolve lipids. 10 pi of each fraction were subjected to dot blot analysis using HRP

conjugated choiera toxin (Sigma, Canada) in order to detect GM1, a positive marker of

rafts. 15-20 pi from each fraction are resolved by SDS-PAGE and subjected to western

blot analysis for the screening of raft-associated proteins using the appropriate

antibodies.

DISC immunoprecipitation. Jurkat cells (20 x 10e) were left untreated or stimulated

with 1 tg/ml anti-Fas antibody (CH-11) for the indicated time points. The stimulation

was then stopped with ice-cold PBS and cells were lysed, on ice for 30 mm, in PBS

containing 0.1 % Nonidet P40 detergent and protease inhibitors. Lysates from

untreated celis were incubated with 1 tg/ml of anti-Fas (CHu) on ice for 30 min. Ail

the lysates were then centrifuged at 3500 rpm for 10 min at 4°C. The supernatants

were incubated for 1 hour at 4°C with agarose beads coupled to goat anti-mouse IgM

(Sigma, Canada) to immunoprecipitate CH-11 immune complexes. The beads were

washed extensively with lysis buffer and subsequently recovered by centrifugation,

resuspended in non-reducing 2X loading buffer, and boiled for 10 min. The composition

of Fas complexes in different DISC elements was then analyzed by western blot using

the appropriate antibodies.
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Legends

Figure 1. Fas-induced processing of caspase-3 into p20 cleavage product

occurs despite blockade of mitochondrial events. (A) BcL-2 transfected ceils

were stimulated with 1 tg/ml 0f Doxocyclin (DCX) for 36 h to stimulate Bd-2

expression. Induced (+DOX) and non-induced ceils (-DCX) were then subjected to

anti-Fas treatment for 3 h with 250 ng/ml of CH-11 anti-Fas antibody. Apoptosis in

each condition was monitored by FACs analysis after AnV staining. (B) Celis from the

same experiment also served to monitor Fas-mediated mitochondrial depolarization by

FACS analysis using the mitochondrial dye DiOC6. (C) Protein extracts from each time

point in the same experiment were immunoblotted to monitor Bd-2 expression and the

cleavage status of caspase-3, caspase-8, caspase-9 and PARP. Resuits shown are

representative of three independent experiments.

Figure 2. Caspase-3 and other apoptotic molecules are associated with Iipid

rafts in resting Jurkat ceils and peripheral blood T lymphocytes. (A) Untreated

]urkat ceils were iysed in 1% Triton X-100 buffer and subjected to lipid raft isolation by

sucrose density gradient ultracentifugation as described in Materials and Methods. The

distribution of the lipid raft marker, the ganglioside GM-1 in different sucrose gradient

fractions was controlled by siot blot analysis using an HRP-conjugated choiera toxin.

(B) The same sucrose fractions analyzed in panel (A) were subjected to western blot

analysis in order to verïfy the distribution of caspase-3, caspase-7, caspase-8, FLIPL,

caspase-9, FADD, and Lamin B between raft and non-raft plasma membrane

compartments. Resuits are representative of three independent experiments. (C)

Human PBMC were left untreated or stimulated with lpg/ml of OKT3 for 8 h or 16 h.

Apoptosis leveis (percentage of Annexin positive celis) and expression of CD69 and Fas

were assessed by flow cytometry. (D) Lipid rafts proteins (fractions 4 to 6) from

resting or activated lymphocytes were extracted and subjected to western blot analysis

for the presence of caspase-3 and 56Ick Resuits are from one representative

experiment among two.

Figure 3. Fas ligation induces an increase in caspase-3 levels in Iipid rafts. (A)

Lipid raft were extracted from Jurkat ceils that were left untreated (-) or stimuiated

with anti-Fas antibody (+) and raft fraction were analyzed by western blot for the

presence of a raft marker, p56Lck and the absence of a receptor excluded from rafts,

the CD45. (B) In order to analyze the effect of Eas ligation on redistribution of death

signaling molecuies, fractions from the same experiment were analyzed for the

presence of FADD, caspase-8 and caspase-3 by western blotting.

Figure 4. Analysis of the Fas-signaling complex (DISC) in the Jurkat ceil une.

Untreated celis (time 0) were first lysed and then incubated with anti-Fas antibody
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before Fas immunoprecipitation as described in the Materials and Methods section.

Stimulated ceils were incubated with CHu for the indicated time points at 37°C before

celi lysis and celi surface Fas was immunoprecipitated using anti-mouse IgG-coupled

agarose beads. Immune complexes were resolved by SDS-PAGE and subjected to

western blot analysis for the presence cf FADD, caspase-8, caspase-3 and NE-KB (p65)

using respective antibodies. An aliquot of the total lysate (TL) was Ioaded as a positive

control. These data are from one out of two independent experiment giving the same

results.

Figure 5. Caspase-3 cleavage producing the p20 species occurs early during

Fas-induced apoptosis. (A) CelIs were treated with 250 ng/ml cf CHu for indicated

times and apoptosis was monitored by FACS analysis using AnV/PI double staining.

AnV ceils were counted as viable whereas AnV positive ceils were counted as

apoptotic. (B) Celi extracts from each time point in the same experiment were

subjected to western blet analysis using anti-caspase-3, caspase-8, PARP, and DFF

antibodies (Non specific bands recognized by the anti-caspase-8 antiserum are

indicated by an asterisk). (C) Two heurs following anti-Fas treatment, Jurkat cells

were stained with AnV and positive and negative celis were purified using a celI sorter.

Protein extracts from each population were analyzed by western blet using anti

caspase-3 or caspase-8 antibodies.

Figure 6. Caspase-8 processing in response to Fas-induced apoptosis is

inhibited by a dominant-negative form of caspase-3. (A) TAT-C3c/s fusion

protein was labeled with FITC and incubated with Jurkat cells at a concentration of 0.7

tM for 1 hour. The transduction capacity of FITC-conjugated TAT-C3c/s was monitored

by FACS analysis. (B) Jurkat cells treated or not with 0.7tM of TAT-C3c/s fusion

protein were either cultured alone or stimulated for the indicated times with anti-Fas

antibody. Apoptosis in each condition was monitored by flow cytometry using AnV

staining. (C) Protein extracts from the same experiment described in panel (A) were

immunoblotted with an anti-caspase-8 antibody.

Figure 7. The pre-assembly model. In contrast to the type-I/type-II models, the

pre-assembly model proposes the pre-association of caspase-3, caspase-8 and other

signaling molecules with the plasma membrane. Upon Fas ligation higher levels of

these molecules are recruited and stabilized in lipid-rich compartments leading te the

formation cf a signaling core, the DISC, already containing effector caspases.

However, caspase-3 auto-processing s inhibited by XIAP and the release cf Smac from

the mitochondria allows caspase-3 te dissociate from XIAP, remove its own prodomain

and trigger caspase-8 processing. This resuits in the execution of apoptosis through
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the cleavage 0f caspase substrates. Therefore, caspase-3 contributes to the

amplification of caspase-8 activation.
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Troisième chanitre

Résumé

Granzyme B (GrB) est une sérine protéase dont l’activité protéolytique est

cruciale à l’élimination des tumeurs et les infections virales par les lymphocytes T

cytotoxiques (CTL5) et les natural killers (NK). Perforine (PFP) joue un rôle central

parmi les molécules nécessaires à l’accès de cette protéase aux cellules cibles et leur

cytolyse. De ce fait, la majorité des expériences qui reproduisent in vitro ce processus

de cytotoxicité pour décortiquer son mécanisme utilisent GrB en combinaison avec PFP

ou un vecteur moléculaire similaire. Or, l’utilisation de tels facteurs pourrait masquer

la fonction spécifique de GrB et sa contribution individuelle au processus de

cytotoxicité par les CTL. Ceci nous a mené à développer une chimère TAT-GrE issue de

la fusion de GrB et le peptide TAT de VIH-1. Ayant la capacité de diffuser passivement

à travers les membranes plasmiques (transduction), ce peptide devrait entraîner GrB à

l’intérieur des cellules cibles évitant ainsi le recours aux vecteurs mentionnés ci-

dessus. Les analyses biochimiques et fonctionnelles ont confirmé le succès de cette

stratégie puisque la molécule d’intérêt est effectivement capable de s’accumuler

passivement dans les cellules traitées. De même, TAT-GrB conserve l’activité

protéolytique de GrB car elle catalyse des substrats fluorogéniques perméables ainsi

que certaines molécules intracellulaires incluant caspase-3. Cette chimère est dotée

d’une capacité cytolytique remarquable car elle induit l’apoptose dans une grande

variété de lignées cellulaires incluant celles capables de déjouer la surveillance

immunitaire. Par ailleurs, les données issues de l’utilisation de cette molécule sont en

faveur du modèle qui exclu la nécessité des caspases à l’exécution de l’apoptose

induite par les CTLs via GrB. L’ensemble des ces caractéristiques fait de cette molécule

un outil moléculaire propice à l’exploration des mécanismes de la voie d’exocytose et

au développement de stratégies thérapeutiques contre le cancer et les maladies

infectieuses.

Mots clés; Apoptose/CTLs/G ra nzyme B/Caspases/Perforine/TAT
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Rapport décrivant ma contribution personnelle à cet article

Après avoir maîtrisé la méthode de transduction des protéines basée sur le

peptide hydrophobe de la protéine TAT du VIH-1, j’ai réussi à convaincre mon directeur

de thèse d’exploiter cette technique pour adresser la question de l’accessibilité de GrE

dans les cellules cibles.

Un collègue de laboratoire, Elias Haddad, étant en possession du gène (cDNA)

de GtE, s’est proposé de cloner ce dernier ainsi que ses deux variantes mutées dans le

vecteur pTAT offert par l’équipe de Stephan Dowdy. A la suite du clonage et la

vérification de la séquence nucléotidique de ces molécules, j’ai entrepris leur

production et leur purification. J’ai ensuite soumis ces protéines à une série de tests

afin de confirmer leur identité et vérifier leur pureté. Après l’étape de purification, j’ai

entamé l’analyse biochimique et fonctionnelle de la chimère en question afin d’adresser

les points suivants:

a) Evaluer la capacité de transduction de la chimère dans les cellules traitées à l’aide

de la microscopie confocale. Cet examen a été effectué par Elias Haddad qui maîtrise

cette technique.

b) Déterminer si la molécule de fusion préserve l’activité enzymatique de GrE. J’ai

évalué, à l’aide de cytométrie en flux, la capacité de la chimère à dégrader des

substrats fluorogéniques perméables.

c) Déterminer si la molécule de fusion est capable d’induire l’apoptose dans les cellules

traitées. J’ai évalué, à l’aide de cytométrie en flux, Ta capacité de la chimère à induire

l’externalisation de la phosphatidylserine (PS) et la dégradation d’ADN.

d) Après avoir confirmé l’efficacité de la chimère à induire l’apoptose, il était question

de vérifier si c’est l’activité serine protéase de GrB qui est responsable de cette

apoptose. De ce fait, j’ai étudié l’effet de l’expression de P19, un inhibiteur spécifique

de GrE, sur l’activité cytolytique de la chimère. Ma collègue, Catherine Riou, s’est

occupée de la purification des lymphocytes T primaires et l’analyse, par western blot,

de leur teneur en P19 et GrB.

e) Afin de déterminer la contribution des caspases à l’apoptose induite par la protéine

de fusion, j’ai analysé l’état d’activation de certaines caspases et quelques-uns des

substrats de mort à l’aide de western blot.

f) Dans le but de vérifier si l’apoptose induite par la chimère n’est pas limitée à la

lignée Jurkat, mon directeur de thèse a suggéré d’étendre cette étude à d’autres

lignées cellulaires. De ce fait j’ai évalué, avec l’aide de Catherine Riou, la capacité de la

chimère à induire l’apoptose dans une douzaine de cellules cancéreuses d’origines

tissulaires variées.
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Abstract

Granzyme B (GtE) is a patent serine protease present in cytotoxic T

lymphocytes (CTL5) and natural killer celis (NK) that serves in the elimination of

cancerous and virally infected celis. Perforin (PFP), another molecules found in CTLs, is

absolutely required for the entry of this lethal protease into target ceils. Therefore,

virtually ail in vitro studies performed so far to explore this death pathway use GrB in

combination with PFP or a similar molecular vehicle. However, this approach may mask

the specific function of GrE and its exact contribution ta CTL-assisted killing. In order

to circumvent the requirement of PFP, we propose a strategy of passive diffusion of

GrB by fusing the latter with the protein transduction domain of the HIV-1 TAT protein

known ta cross plasma membranes. Biochemical and fuctional analysis have confirmed

the success of this strategy since the molecule of interest s able ta enter treated ceils

autonomously. In addition, TAT-GrB conserves the proteolytic activity of GtE because

it is able ta process permeable fluorescent substrates as well as endogenous molecules

including caspase-3. The fusion protein is also endowed with a remarkable cytolytic

capacity since it induces apoptosis in a large variety of ce)) unes including those

capable of immune evasion. Moreover, data generated with this chimera are in une

with the model suggesting that caspases are dispensable for CTL-assisted killing via

GtE. Taken together these features open the way ta this molecular tool for the

investigation of the the exocytosis pathway as weuu as in cuinical appuications against

cancer and infectious diseases.

Keywords: Arortosis/CTLs/Granzyme B/Casiases/Perforin/TAT
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Introduction

Cytotoxic T lymphocytes (CTLs) are the primary effectors of cell-mediated

immunity against intracellular bacterial and viral infections as well as invading

tumors’2. CTLs or natural killers (NK celis) kiil infected and malignant target ceils by

two different pathways: the TNF/TNFR pathway and the granule exocytosis pathway3.

Engagement of TNFreceptors by their physiological ligands induces the recruitment of

specific Death Domain-containing proteins that form the death-inducing signaling

complex (DISC)45. This leads to the activation of caspase-86, which initiates apoptosis

of ceils by activating downstream effector caspases. Apoptosis induced by the granule

exocytosis pathway depends on the release of cytolytic molecules from CTL into target

cells. These molecules including perforin and granzymes are pre-stored in intracellular

granules inside CTL. Following recognition and interaction of CTL with its target cell,

the granules migrate to the site of CTL/target contact and then release their lethal

molecular arsenal including the pro-apoptotic serine proteases, granzymes78.

The mechanism of entry of this enzyme to target cells depends on more than

one molecule and remains under great debate. While some groups think that granzyme

B (GrB) endocytosis occurs through the mannose-phosphate receptor, MPR expressed

at the surface of target cells9 others state that this entry rather results from the

interaction of this protease with some cofactors including the pore-forming protein

perforin (PFP) and serglycin (SG)’°. Furthermore, following endocytosis, GrE still needs

to be released from the endoplasmic compartment to target cell cytosol, a step that is

catalyzed by PFP’11213.

GrB s the most potent and established among other granzymes found in

cytotoxic granules14. Several studies including those performed on GrB+ mice have

revealed that this enzyme plays a central role in the granule-mediated killing

pathway’57. The interest in GrB functions started when researchers discovered that t

cleaves specific amino acid motifs after an aspartic acid residue in a manner similar to

caspases and was thus believed to induce cell death only through activation of these

cystein proteases1820. It was later shown that GrB induces apoptosis independently of

caspase activation as it can readily cleave some substrates such as DFF that leads to

DNA degradation in the absence of caspase activity2’22. The involvement of the

mitochondrion in GrB-induced apoptosis is also under active investigation. It was

proposed that GrB-induced apoptosis involves the mitochondrion through the cleavage

cf 5id23. Recent works performed by Goping et al have suggested that mitochondrial

events are required for the amplification of GrB death signal through the liberation of

SMAC/DIABLO that neutralizes caspase-3 inhibition by XIAP24. However, Bid and

Bax/Bak’ mouse embryonic fibroblasts (MEFs) remain sensitive to GrB-induced
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apoptosis despite the lack of cytochrome c release. Nevertheless, these cells still

undergo mitochondrial depolarization making t hard to rule out the input of this

organelle to GrB-mediated killing25.

Most in vitro experiments performed so far to decipher the molecular

mechanisms of CTL-assisted killing have used recombinant GrB in combination with

purified PFP, streptolysin O (SLO) or adenoviral infection. These combinations may

induce us to ascribe to GrB some catalytic functions that might actually result from a

synergic effect of PFP and GrB. Therefore these approaches cannot inform us precisely

about the individual contribution of GrB to the exocytosis pathway because they could

mask the specific activity of this serine protease in this killing process. In addition, the

variety of vehicles used complicates the interpretation and comparison of the data

from different studies and may contribute to the controversy regarding the contribution

of caspases to this killing pathway. This has prompted us to think of a molecular

system capable of delivering GrE into the cytosol cf desired cells without the need cf

PFP or any other molecular vehicle in order to assess the exact and individual

contribution cf this serine protease to the granule-mediated killing

Introduction of exogenous molecules, including foreign DNA and proteins, into

ceil lines and primary cells has aiways been difficult. Fortunately, certain proteins such

as HIV-1 TAT protein, possesses a stretch of hydrophobic amino acids that is endowed

with an inherent activity of diffusion across plasma membranes26. This hydrophobic

TAT peptide has been used extensively to introduce exogenous molecules with high

transduction levels in vitro into cultured cells or in vivo in mice2627.

Here, we report the generation of a recombinant fusion molecule between TAT

and the mature form of GrE, TAT-GrE, capable in the same time of diffusing into and

killing treated cells. The physico-chemical and functional characterization of the

chimera presented in this study depicts the success of this concept and could serve as

a molecular basis for its utilization in the investigations of the immune response as well

as a therapeutic tool against cancer or persistent viral infections.
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Resu Its

Generation and characterization of TAT-GrB fusion protein

Granzyme B is naturafly expressed as an înactive zymogen that requires

maturation through proteolytic processing to produce an active protease2829 (Figure

lA). In order to short cut the need of this maturation step in the context of our

chimera, we chose to fuse only the mature active form of this enzyme with the TAT

transduction domain along with a His6 stretch required for affinity purification purposes

(Figure lB).

The TAT fusion GrB and its two mutant variants TAT-GrBM (ser/ala 203), and

TAT-GrBA2 (ser/ala 198 and 203) were subjected to SDS-PAGE followed by comassie

blue staining and western blot analysis. Coomassie blue staining reveals that wild type

and mutant TAT-GrB fusions migrate at the predicted size (34 kDa) whereas the p16

fusion, a ceil cycle inhibitor that wilI serve as irrelevant control throughout this study,

migrates at 20 kDa (Figure 2A). Western blot analysis shows that ail the fusion

proteins were detected with the anti-His tag antibody (Figure 2B) while only TAT-GrB

fusions were detected by anti-GrB antibody confirming the identity of each one of the

purified fusion proteins.

In order to assess the transduction capacity of the chimera, we monitored the

entry of TAT-GrB into Hela cells using immunofluorescence followed by confocal

microscopy. This analysis revealed that the chimera possesses high transduction

efficiency since more than 90 % of treated cells stained positive for TAT-GrB in two

separate experiments. Figure 2C shows a diffuse yellow to orange staining resulting

from overlapping green fluorescence corresponding to TAT-GrB and red fluorescence

corresponding to actin-associated phalloidin, which indicates the cytoplasmic

distribution of the chimera. This figure also reveals foci of strong fluorescence resulting

most likeiy from the association of our chimera with intracellular membranes of certain

organelies. This is not surprising if we consider the hydrophobic nature of TAT peptide

and its affinity with lipids, which allow it to associate with membranes. The chimera

also presents a peri-nuclear localization indicative of an apoptotic phenotype as was

stated by previous works13.

Subsequently, we tested whether the chimera conserves the GrE-proteolytic

activity foliowing its transduction into target ceils. We performed an in-celI enzymatic

assay using permeable fluorogenic substrates that have been recently used to

measure CTL mediated apoptosis30. Flow cytometry analysis shows that TAT-GrB

induces a dose-dependent increase of fluorescence in Jurkat cells loaded with these

substrates (Figure 2D). The simple mutant variant, TAT-GrBA1, induced intermediate

increase in fluorescence only at higher doses while TAT-GrBA2 or the irrelevant protein
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TAT-p16 had very weak or no effect, which means that they are enzymatically

inactive.

These resuits demonstrate that the proposed chimera preserves its GrB

proteolytic activity following its transduction and further confirms the success of TAT

GrB transduction into target cefls since it has access to intracellular synthetic

substrates.

TAT-GrB fusion protein induces target ceil death by apoptosis

To assess the capacity of the fusion protein to induce apoptosis we first

monitored phosphatidylserine (PS) externalization using Annexin V (AnV) staining.

TAT-GrE treatment induced a dose dependent increase of AnV staining in ]urkat cells

revealing the cytolytic activity of this chimera (Figure 3A). Killing was very efficient

because, in contrast to anti-Fas treatment, TAT-GrB mediated PS exposure reached

more than 95 % of treated ceils as illustrated in FACS plots by the complete shift of

cells to the AnV phenotype (Figure 3B). Similar to what was observed in the in vivo

enzymatic assay (Figure 2), high doses of TAT-GrBA1 mutant were also able to induce

some AnV staining (Figure 3A). This is reminiscent of granzyme A inactive mutant that

was reported to conserve its chromium release activity despite the blockade of DNA

fragmentation31. The residuat activity observed with TAT-GrBM is most likely due to

compensation by the serine residue at position 189 since TAT-GrB2, mutated in this

residue, induces weaker AnV staining. As expected, TAT-p16 was unable to induce PS

exposure in treated celis even at high doses. These data demonstrate that TAT-GrB

chimera exhibits a strong apoptosis-inducing capacity that is inherent to the protease

activity of granzyme B.

Since CTLs were reported to induce DNA fragmentation in target cells15, we

wanted to determine whether TAT-GrB chimera is also capable of inducing this

alteration. Tunnel assay performed on ]urkat celis shows that TAT-GrB was indeed

able to induce DNA fragmentation to levels comparable to those observed in Fas

induced apoptosis (Figure 3C). Again, treatment with a high dose of TAT-GrBA1

induced DNA fragmentation to a relatively similar extent to the one observed with PS

externalization while treatment with TAT-p16 had no effect on DNA integrity.

These observations demonstrate that following its transduction into target cells,

the fusion protein induces structural and molecular damages such as plasma

membrane depolarization and DNA fragmentation two well-established hallmarks of

cell death by apoptosis.
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TAT-GrB induced apoptosis resuits from its serine protease actïvity

Experiments presented in figure 3 indicate that TAT-GrB induces apoptosis

through the serine protease activity cf GrE since mutagenesis et serf ne residues in the

catalytic site affects significantly this killing. However, the remaining killing seen with

TAT-GrEA1 mutant has prompted us te use an additional approach to further examine

the contribution cf the serine protease activity cf GrE to target ceil apoptosis. Te this,

we studied the effect cf a known serine protease inhibiter on the killing capacity cf

TAT-GrE. Prctease inhibitor 9 (P19) is one cf the few described cellular serine protease

inhibitors (serpin) known te specifically interfere with granzyme B and protect cells

from its cytolytic activity3233. Thus, we compared the capacity cf TAT-GrB te induce

apeptesis in Jurkat celis versus a B celi une, Raji, knewn to express this serpin3233.

Data presented in figure 4A shows that the fusion protein kiils Jutkat ceils efficiently

contirming data from figure 3. However, the fusion protein was net as effective in

killing Raji cells, particularly at Iower and medium doses were levels of AnV staining do

not exceed the background. This finding is indicative but net sufficient te cenclude that

eut chimera uses the serine pretease activity et GrB te induce killing since we cannot

rule eut the contribution cf undetermined facters te the resistance ebserved in Raji

ce Ils.

Studies performed by Bird and celleagues have shewn that activated human

peripheral bleed lymphocytes (PBLs) express high levels ef P19 mRNA32. Therefere we

chose te take advantage ef this naturally eccurring inducible system te study the effect

cf activation ef PBL5 en their sensitivity to TAT-GrE induced apeptesis. Figure 4E

shows that the fusion pretein is able te induce apeptesis in resting PBL readily and in a

dose dependent manner but was unable te khi CD3-activated PBLs. This acquired

resistance s in une with the abovementioned high expression et P19 in activated PELs.

In crder te cenfirm the positive cerrelaticn between the resistance cf activated PBL5

and P19 expression in these celis, we examined the levels of this serpin in resting

versus activated PBLs. Western blet analysis (Figure 4C) shows that basal levels ef P19

are quite high in PBLs by cemparisen te ]urkat cells. Interestingly, these levels get

increased and their electrepheretic mebility is altered. The additienal species cf P19

observed in activated PBLs were already reperted and were asscciated with resistance

to GrE-induced apoptosis3233. Accerding to these studies, the high melecular weight

form consists ef an SDS-stable cemplex between P19 and GrB, while the lower

melecular weight band results frem residual GrE-mediated cleavage et P19. Te verify

whether the additienal P19 species seen in activated celis resuit really from the

interaction et de nove upregulated PI-9 with internaI granzyme E, we menitored the

levels et these twe molecules along with their eictrephoretic mebilities in resting and
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CD3-activated CD8 T lymphocytes. Figure 4D shows that CD3 crosslinking on CD8 T

lymphocytes induces the upregulation 0f P19 expression and resuits in the same high

molecular weight band observed in activated PBL5, confirming the physiological

occurrence of this phenomenon. Ligation 0f CD3 resuits also in concomitant

upregulation of GrB protein in these ceils. Surprisingly, the upreguiated GrE displayed

a slow migrating species with exactiy the same size of the high moiecular weight P19

form (Figure 4D) confirming the presence 0f GrB/P19 SDS-stabie complex.

These findings indicate that a GrE-specific inhibitor is able to intetfere with TAT

GtE mediated apoptosis, which demonsttates that this chimera kilis target ceils

through the serine-protease activity of GrB.

TAT-GrB fusion protein triggers the internai death machïnery in target ceils

GrB was shown to operate as a caspase preferentially cleaving after aspartic

acid residues, which confers this enzyme the abiiity to process/activate caspases18’9.

To determine whether TAT-GrB is abie to trigger such moiecular events inside target

ceils, we investigated the processing status of caspases using western blot analysis.

Figure 5A shows that TAT-GrB treatment of ]urkat ceils induces the processing of

caspase-3 into an unusual high moiecular weight cleavage product (‘-‘-‘29kDa). This

cleavage fotm is flot observed in anti-Fas treated celis and probably resuits from the

removai of the N-terminal 3 kDa prodomain of caspase-3. The processing profile aiso

displays an intense 20 kDa band and a very weak 17 kDa band. The processing of this

caspase is specific because ceils treated with TAT-GrE mutants or the irrelevant fusion

protein TAT-p16 did not contain the p29 and p17 forms and very littie or no p20

cleavage product. Figure SA shows aiso that TAT-GrE is not abie to process caspase-8

and caspase-9, which indicates that this fusion protein does flot trigger initiators of the

internai celi death program.

The unusuai activation profiie of caspases shown in figure 5A prompted us to

compare the activation status 0f caspase-3 induced by TAT-GrE treatment with the

one resuiting from standard methods such as the combination of GrE and adenovirus

(GrB/Adv). Figure 5E shows that ]urkat celis subjected to GrE/Adv treatment dispiay a

compiete processing of caspase-3 consisting of a 19 and 17 kDa cieavage products

resulting from total degradation of the p20. However, treatment of Jurkat celis or two

additionai ceii unes, SKBR3 and MDAMB231, with TAT-GrB resuits in the generation of

p29 and p20 forms but not the p17 cieavage product. This confirms data from figure

5A and emphasizes the generalized occurrence of this activation pattern in different

ceii types. Interestingiy, treatment 0f Jurkat ceils with Ad/GrB in the presence of the

caspase-specific inhibitor, z-VAD, resulted in the same accumulation of the p20 form
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seen in TAT-GrE treated celis. These data highlight the difference between TAT-GrB

and Ad/GrB in their efficiencies to activate this caspase and suggest that GrB protelytic

activity might be altered in the context 0f this chimera. However, the capacity of TAT

GrB to degrade fluorescent substrates and induce two well-established features of

apoptosis (Figures 2D, 3A and 4A) prompted us to examine whether this chimera is

able to induce the degradation of well-established death substrates. Therefore, we

examined the integrity of PARP, Lamin B and DFF-45 in TAT-GrB treated Jurkat ceils

using western blot analysis. Figure 5C shows that TAT-GrB treatment induces only a

weak cleavage 0f PARP but t Ès able to degrade Lamin B as efficiently as Fas ligation.

The chimera is also able to process DFF45/ICAD although this cleavage Ès different

from the one generated by Fas crosslinking and results in a 28 kDa product (Figure

5G). This probably results from a combination of the altered caspase-3 activation in

response to TAT-GrB and the relatively weak efficiency of granzyme B itself to cleave

DFF as reported before by our laboratory22. Again, the processing of these substrates

Ès specific to the granzyme B moiety of the chimera since t is not observed in Jurkat

ceils treated with TAT-GrB mutants or the irrelevant fusion protein.

Together these data show that despite its incapability to fully activate caspases

the chimera is able to degrade some crucial death substrates, which suggests that

TAT-GrB induces target celi cytolysis in a caspase-independent manner.

TAT-GrE induced cytolysis is a broad phenomenon that affects a wide range of

tumor ceil types

Most of the data presented so far were carried-out on ]urkat tumor cell une.

This could imply that the killing efficiency of our chimera is a phenomenon limited to

this tumor type because of a genetic aberration. Therefore, we decided to extend our

study to other cell types by screening tumor ceIl mes originating from different

tissues, for their sensitivity to TAT-GrB. Figure 6 shows that celI unes such as Lovo

(colorectal adenocarcinomas), H4 (neuroglioma), and Hela (cervical adenocarcinomas)

are ail sensitive to TAT-GrB but flot TAT-GrB2. Surprisingly, TAT-GrB was also able to

kili specificaily the caspase-3 deficient breast carcinoma celI me, MGF-7, confirming

the fact that TAT-GrB induced cytolysis is caspase independent. Table 1 that

summarizes ail the celI unes used in this study shows also that other tumor unes from

lymphoid origin such as Molt-3, L1210, Daudi and K562 are aiso sensitive to TAT-GrB

fusion protein.

These results demonstrate that the cytolytic activity of this molecule is flot

restricted to Jurkat T cells.
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TAT-GrB fusion protein kilis some of tumor unes that are resistant to CTL

mediated apoptosïs

The mechanisms by which GrB enter target ceils and have access to intracellular

substrates are flot fully understood. Recently, it was shown that GrB enters target ceils

by binding to mannose 6-phosphate receptor (MPR), a newly identified GrE receptor

found on the surface of target celis. Tumor unes that are deficient in this receptor were

shown to be resistant to CTL mediated apoptosis, or to recombinant GtE and perforin

treatments9. If the concept of autonomous entry offered by the TAT transduction

system is truly efficient, then TAT-GrB should induce apoptosis even in MPR-deficient

celis. To this end, we investigated the capacity of TAT-GrE to induce apoptosis in two

MPR-deficient tumor unes, SK-ER-3 and MDA-WT-231. Figure 7A shows that TAT-GrE,

but not TAT-GrBzX2, is able to induce PS externalization in Jurkat as weIl as MDA-ME

231 cells. However the chimera was unable to induce such structural alteration in SK

ER-3 cells. Similarly, the chimera was able to induce DNA fragmentation only in Jurkat

and MDA-MB-231 ceils but not in SK-ER-3 cells (Figure 7E). The resistance of SK-BR-3

celis is most probably due to an inherent genetic defect since the MDA-ME-231 celI une

lacking this same receptor is sensitive to the chimera. This is confirmed by data from

figure 5E showing that TAT-GrE is able to process caspase-3 in SK-ER-3 cells

demonstrating that the chimera accumulates in the cytosol 0f these celis because it

has access to intracellular molecules.

These results demonstrate that TAT-GrE fusion protein is able to bypass the

requirement of GrB receptor. This further confirms the efficiency of TAT-GrE

transducing activity and supports its effective killing capacity over a wide range of

tumor ceils.
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Discussion

Granzyme B mediated apoptosis is greatly dependent on perforin and the

presence cf NPR on target celi membranes9. Several groups have used purified

perforin, bacterial Streptolysin O (SLO), or adenoviral vectors to introduce GrE into

celIs11’334. Here, we report a system that allows the autonomous introduction of GrE

into target cells using the well-established TAT-peptide transduction strategy26.

The results presented n this paper demonstrate that the concept of passive

diffusion at the origin cf TAT-GrB generation is successful in many respects. In fact,

data from confocal microscopy (Figure 2C) demonstrate clearly that TAT-GrB has an

intracellular distribution. In vivo enzymatic assay and western blot analysis confirmed

this localization since the chimera has access to intracellular molecules such as

permeable fluorescent substrates and endogenous caspase-3 (Figures 2D and 5A). This

is further proven by the capacity of the chimera to kilI one of the MPR-deficient celi

lines validating the success of it transduction (Figure 7A and B). Furthermore, resuits

from the enzymatic assay combined with the capacity cf the fusion protein to degrade

caspase-3 and death substrates demonstrate that TAT-GrB retains its proteolytic

activity following its transduction into target celis (Figures 5B). Our data show also that

the chimera has a wide range killing capacity since only two lines (Raji and SK-BR-3)

out of the twelve tumor lines tested in this study displayed significant resistance to the

chimera, while the remaining celI lines showed Iow (Daudi and H4) or no resistance

(Figure 6 and Table 1). Moreover, TAT-GrE kills treated celis by apoptosis since it

induces P5 exposure and DNA fragmentation (Figure 3A). This killing is specific te the

GrB moiety cf the fusion protein and does flot resuit from nonspecific toxicity of this

chimera since constitutive or inducible expression cf the GrB-specific inhibitor, P19,

blocks this killing (Figure 4).

Several studies have reported the capacity of GrE te process/activate

caspases’93536. Our data show that TAT-GrB leads te an unexpected pattern cf

caspase activation since caspase-8 and caspase-9 are flot activated while caspase-3

activation is Iimited to two major cleavage products, p29 and p20 (Figure 5A and B).

This limited activation pattern cculd be due to the fact that TAT-GrB does net reach its

optimal proteolytic activity either because cf its incomplete refolding once inside target

ceils or because cf the N-terminal position cf the His-TAT Iinker that may mimic the

inhibitory N-terminal pro-demain found in GrB zymogen29. Alternatively, TAT-driven

GrE delivery might resuit in a cytosolic distribution distinct from the one achieved by

adenovirus or PFP. Nevertheless, figure 5C shows that TAT-GrB induces the processing

cf crucial death substrates such as Lamin B, PARP, and DFF-45 despite the limited

activation cf caspase-3 and the lack cf caspase-8 and caspase-9 activation. These
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findings combined with the ability of the chimera to degrade fluorescent substrates and

induce apoptosis in treated ceils, flot only demonstrate that TAT-GrE is active but they

also suggest that this molecule induces apoptosis independently of caspases. This was

further confirmed in experiments where we showed the capacity of the fusion protein

to induce apoptosis even in the caspase-3-deficient celi une, MCF-7 (Figure 6).

Consistently, Jurkat celis expressing spi-2, a CrmA homologue, are also sensitive to

TAT-GrB cytolysis corroborating the Iack of caspase-8 activation in TAT-GrB treated

ceils (data flot shown and Figure 5A). Caspase-9 is neither activated in TAT-GrE

treated ]urkat ceils (figure SA), which is in line with the fact that overexpression of a

caspase-9 dominant negative version does not confer resistance to GrB-induced

apoptosis24. These observations are reminiscent of CTL-induced cytolysis that stili

occurs in the presence of complete caspase blockade either by peptide inhibitors or the

pan-caspase viral inhibitor, p3537. Taken together, these data demonstrate that

caspases might be dispensable for TAT-GrE induced killing and suggest that our

chimera kili target celis most likely through direct degradation of death substrates that

culminate in DNA fragmentation and PS exposure. In fact, studies performed in our

Iaboratory as weII as others have shown that GrB is able to degtade a panoply of death

substrates, including DFF-45, and induce apoptosis independently of caspases21223839.

The ability of some ceils to escape CTL-mediated killing is now believed to

contribute to the development of cancers and the spreading of metastases4041.

Downregulation or complete loss of expression of diverse components of the death

machinery such as death receptors, caspases or GrE receptor has been reported in a

variety of malignancies94143. On the other hand, upregulation of cellular or viral

inhibitors of caspase such as Bd-2, FLIP and lAPs contribute to the same extent to the

development of these malignancies4447 and further dampen their response to

chemotherapy and radiation4849. Therefore, if endowed with selectivity to certain

tumors, TAT-GrB could be an attractive alternative to these conventional therapies

because it s able to kiil autonomously a variety of celi types in a caspase-independent

manner. Likewise, this molecule should certainly help in the investigation of the

contribution of GrE to different phases of the immune response such as the execution

phase where CTL kiil target celis or during the downregulation phase where CTL5 are

eliminate by AICD.

The data documented in this report describe the generation and the biochemical

characterization of a novel recombinant molecule resulting from GrB and the protein

transduction domain of the HIV-1 TAT protein known to cross plasma membranes. This

characterization revealed that adenoviral or PFP-independent administration of GrB s

able to induce celi death in a variety of celi types. Interestingly, this method of delivery
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leads to degradation cf some vital death substrates despite the altered activation

pattern of caspases limited to incomplete processing of caspase-3. This is in une with

previous works, including ours22, suggesting that GrB-fnduced apoptosis does not

depend on caspases. Together these findings are consistent with the following model:

During granule-mediated cytotoxicity, GrE enters target celis and triggers a first step

cf molecular and structural alterations. This step proceeds through direct degradation

cf a limited number of vital molecules and does not require caspases. However, these

proteases should be required for the amplification of the GrB-initiating death signal.
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Methods

Celis and Materials. The following ceil unes: Jurkat (clone F6.1), Molt-3, Daudi,

K562, L1210, LoVo, H4, HeLa, and MCF-7 were purchased from ATCC (WA, USA).

MDA-MB-231 and SK-BR-3 celi unes were nicely provided by Dr Chris R Bleackley. The

mouse anti-Fas mAb CHu clone was purshased from Beckman-Coulter (CA, USA).

Anti-caspase-8 mAb was obtained from BD-Transduction laboratories and Pharmingen

(CA,USA). Anti-caspase-35° and anti-DFF antibodies were generated in rabbits in our

laboratory. Anti-PARP mAb was purchased from BIOMOL (PA, USA). Horseradish

peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit IgG and anti-mouse IgG, used for

immunoblots, were obtained from Jackson Immunolaboratories (USA). Anti-His tag

was purchased from Invitrogen (Canada). Anti-GrB was brought from Santa Cruz (CA,

USA). TRIC-conjugated phalloidin, Alexa 488-coupled-anti mouse IgG mAb and the

APO-ErDU TUNEL assay kit were obtained from Molecular Probes Inc. (OR, USA).

CytoxiLux Kit was provided by Oncolmmunin, Inc (MD, USA).

Celi maintenance. Human lymphoid cancerous ceil unes (leukemias and lymphomas)

such as Jurkat, Molt-3, Daudi and K562 as welI a the murine leukemia, L1210, were ail

maintained in RPMI (Gibco BRL-Invitrogen, Canada) 1640 containing 10 % Fetal

bovine serum. Human colorectal adenocarcinoma, LoVo ceil une, was maintained in

Ham’s F12K medium supplemented with 2 mM L-glutamine, 1.5 g/L sodium

bicarbonate, and 10 % fetal bovine serum. The brain neuroglioma, H4 celI une was

maintained in Dulbecco’s modified Eagles medium (DMEM) with 4.5 g/L glucose and

10% fetal bovine serum. Human cervical adenocarcinoma, HeLa, and the mammary

gland epithelial adenocarcinoma, MCF-7 celi lines were maintained in Minimum

essential medium (Eagle) (MEM) containing 2 mM L-glutamine, Earle’s BSS containing

1.5 g/L sodium bicarbonate, 0.1 mM non-essential amino acids, 1.0 mM sodium

pyruvate and lO% fetal bovine serum. Human mammary gland epithelial

adenocarcinoma, MDA-WT-231 and SK-BR-3 were maintained in Iscove’s Modified

Dulbecco’s Medium (IMDM) supplemented with 2.2g/L sodium bicarbonate, 100 jig/ml

potassium penicillin G, 100 tg/ml streptomycin sulfate, 1.2 mM glutamine spike and

10% dialyzed FBS. AIl ceil unes were cultured in 5% CO2 at 37°C.

Fusion proteïn construction, production and purification. DNA sequence

corresponding to mature GtE was amplified by PCR from full-length granzyme B cDNA.

PCR product was digested using KpNI and Eco RI restriction enzymes and cloned in

frame 3’ to the His6 stretch/TAT Iinker of the pTAT vector, a generous gift from Dr

Steven F. Dowdy (Howard Huges medical institute at the Washington University in St

Louis, USA)51. Granzyme B mutants consisting of a simple Set to Ala 203 (TAT-GrEM)

and a double mutant Ser/Ala 198 and 203 (TAT-GrBA2) were generated from pTAT
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GrE construct by two-rounds PCR using two sets cf overlapping primers. PCR products

were then cloned in the pTAT vector as described above. The p16-containing pTAT

plasmid was a generous gift from Dr Steven F. Dowdy51. Following the verification of

their nucleic acid sequence, ail constructs were transformed in E. coli/BL21 pLys S

strain (Novagen, WI, USA) for recombinant protein production. Highly expressing

clones were selected and induced to produce fusion protein using IPTG (1 mM).

Proteins were extracted from bacteria with harsh lysis and sonication in a denaturing

buffer composed cf 20 mM HEPES, 150 mM NaCI, and 6M guanidin-HCI (pH 8).

Resulting extracts were cleared by centrifugation (15 min at 6000 rpm). TAT-fusions

were purified from cleared extracts by afflnity chromatography using Nickei-NTA

(Invitrogen, Canada) and eluted by imidazole (Sigma, USA) in urea-containing buffer

(20 mM HEPES, 150 mM NaCI, and 6M guanidin-HCI and 250 mM imidazole pH 8). The

purified protein fraction was further subjected to gel filtration chromatography on

Sephadex G-25, PD-10 columns (Pharmacia/Apbiotech, Canada) in order te remove

urea and eluted in TED buffer (10 mM Tris, 0.5 mM EDTA, 10°h Glycerol pH7.5). The

purified proteins were stored at 4°C until needed for functional assays.

Monitoring TAT fusion proteins transduction (confocal Microscopy). Hela celis

were grown on polylisine-coated glass cover slips (Baxter Diagnostics Inc. IL, USA) and

treated with TAT-GrB fusion protein for 2 heurs at 37°C. Cells were then washed with

PBS and fixed at room temperature for 15 min with 4% Paraformaldehyde (PFA). Fixed

ceils were permealized for 10 min in 0.2% Triton X-100 in PBS, washed with PES and

blocked for one hour at room temperature in 3% BSA-containing PES. After a brief

wash ceils were labeled with mouse anti-GrB mAb and TRITC-conjugated Phalloidin

(red) for staining of cytoplasmic actin. Intracellular immune complexes cf TAT-GrB and

anti-GrB mAbs were further revealed by anti-mouse IgG coupled to Alexa 488 (green).

After three final washes with P55, slides containing labeled cells were prepared for

microscopic visualization using a mounting medium from Molecular Probes Inc. (OR,

USA). Slides were then analyzed with a confocal microscope (ZEISS Jena, Germany)

and photographs from two independent experiments were taken with a CCD camera.

In vivo enzymatic assay. We adapted a novel fluorogenic cytotoxicity assay

conceived te measure apoptosis induced in target cells by CTLs30. Briefly, ]urkat cells

were left untreated or incubated with increasing micromolar concentration cf the

indicated fusion proteins for 2 heurs. In the last 30 minutes cf the treatment, celI

aliquots (1-2 x 10h) from each condition were treated with the permeable fluorogenic

caspase substrates. Stained cells were extensively washed in PBS te remove excess

staining and suspended in the manufacturer’s staining buffer. Emission cf fluorescence,
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indicative of substrate processing, was monitored by FACS (Becton-Dickinson) using

the FL-1 filter.

Apoptosis induction and measurements. Celis were treated as suspensions in the

case of ]urkat, Molt-3, K562, and L1210 celi unes wheteas Daudi, LoVo, H4, HeLa,

MCE-7, MDA-WT-231 and SK-BR-3, adherent celi une were first washed with PBS,

trypsinized with 0.25% Trypsin solution and then treated. Ceils suspended in the

approptiate culture medium were left untreated (None/NT), treated with anti-Fas mAb

(0.5-1 ig/mI) as a positive control for induction of apoptosis or with increasing

amounts of TAT fusion proteins for twa hours. GrB-induced target celi killing in the

presence of Ad2 infection was carried out as described previously Pinkoski et al.34

Briefly, ]urkat ceils were pre-incubated with 1 pI of GrB (8.7 nM final concentration) in

RPMI 1640 supplemented with 0.5% bovine serum albumin

(BSA) for 1 h, followed by infection with type-2 Ad2 (10 plaque-forming units per celI)

for an additional 4 h at 37°C. CeIl aliquots (10 celis) from each sample were

suspended and incubated for 10 min in AnV/PI binding buffer (10 mM HEPES, 150 mM

NaCI, 5 mM KCI, 1 mM MgCl2, and 1.8 mM CaCI2/pH 7.4) containing 1 g/ml

propidium iodide (Sigma Chemicals, Canada) and 1 ig/ml FITC-conjugated Annexin V

(BioLynx, Canada). AnV/PI double staining was monitored by FACS (Becton-Dickinson)

using FL-1/FL-2 filters. For DNA fragmentation measurements ]urkat, MDA-WT-231

and SK-BR-3 celi unes were treated for 2 to 18 hrs with anti-Fas mAb (0.5-1 tg/mI) or

with the indicated TAT-fusion protein (0.5 tM). DNA fragmentation was monitored by

the TUNEL assay following the manufacturer instructions. Briefly, 2 x 106 cells were

fixed in 1 % PFA for 15 mm, washed with PBS and then incubated overnight in ice-colU

70% (V/V) Ethanol. Fixed celis were washed and DNA labeling was performed by

incubation of ceils for one hour at 37°C in a labeling buffer containing the

deoxynuclotidyl transferase (TdT) enzyme and the deoxythymidine analog (BrdUTP).

Following extensive rinsing, DNA labeling was revealed using Alexa F1uor488-

conjugated antiBrdU antibody. DNA fragmentation was monitored by FACS (Becton

Dickinson) using FL-1 filter.

Western blotting. Total proteins (20 pg) from ceil lysates, were resolved by SDS

PAGE on 14% gels and transferred ta nitrocellulose HyBond-C membranes (Amersham

Pharmacia Biotech, Canada). Membranes were blocked with 5% skimmed milk in PBS

and 0.OS% Tween 20 (PBST) for 2 hours at room temperature then incubated

overnight at 4°C with the appropriate antibody in the same solution. After three

washes in PBST, membranes were incubated for one hour at room temperature with

horseradish peroxidase HRP conjugated goat anti-rabbit or anti-mouse IgG then

washed three times with PBST. Blots were revealed by incubation, for 2 to 5 mm, with
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ECL-PIus western blotting detection solution (Amersham Pharmacia Biotech, Canada)

and then developed on Kodak films.
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Legends

Figure 1. Schematic representations of GrB primary structure and its cloning

strategy in the pTAT vector. (A) Primary structure cf the human GrB zymogen and

its mature active form resulting from the removal cf its 20 amino acid N-terminal

prodomain by dipeptidylpeptidase I (DPPI) mediated proteolysis. (B) Vector maps cf

mature wild type GrB, its mutant variants GrBA1 and GrBA2, and the irrelevant p16

gene. Each cf these inserts was cloned in frame downstream cf a His6-TAT linker in the

expression vector, pTAT.

Figure 2. Characterization of fusion proteins (A) Fusion proteins produced as

described in methods were separated on SDS gel and then identified by Coomassie

blue staining (upper panel) and western blot analysis using anti-GtE and anti-His

antibodies. (B) Hela celis were cultured on cover slips and treated with TAT-GrE fusion

protein for 2 heurs at 37°C and then washed extensively with PES. Washed cells were

fixed with 4% PEA and stained with mouse anti-GrE antibody and Phalloidin-TRITC

(stain cytoplasmic actin) followed by anti-mouse-Alexa 488 (green). GtE is seen in

green and phalloidin in red. (D) Jurkat cells were incubated with increasing doses cf

the indicated fusion proteins for 2 hours. Celis were loaded with permeable fluorescent

substrates for the last 30 minutes of the treatment and washed. Emitted fluorescence

was monitored by FACS analysis. This experiment was reproduced 3 times.

Figure 3. TAT-GrE fusion protein induces apoptosis in target celis. (A) Jurkat

ceils were left untreated (NT), treated with anti-Fas mAb, clone CH-11 (Fas), as a

positive control for apoptosis induction, or with different fusion proteins at the

indicated concentrations for 2 hours. Celis were then washed and analyzed for annexin

V and propidium iodide (An V/PI) double staining using FACS analysis. The Percentage

cf An V positive cells s presented as a histogram. This experiment was performed

more than 3 times. (B) FACS plots comparing TAT-GrE killing capacity with that

resulting from Fas ligation. (C) Jurkat cells were left untreated (NT), treated with anti

Fas mAb (Fas), or with the three indicated fusion proteins for 2 hours. CelIs were then

washed and analyzed for DNA degradation by the TUNEL assay using FACS analysis.

Histogram represents the percentage cf TUNEL positive celis in each treatment. This

experiment was reproduced twice.

Figure 4. CeIls expressing the serine protease inhibitor, P19, are resistant to

the cytotoxic activity of TAT-GrB. (A) ]urkat or Raji celI lines were incubated with

different amounts cf TAT-GrE or TAT-GrBA2 proteins for 2 heurs. Ceils were then

washed and analyzed for An V/PI double staining using FACS analysis. The percentage

of annexin V positive ceils is presented as a histogram. This experiment was performed

3 times. (B) Peripheral blcod lymphocytes (PBL5) from healthy donors were either left
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untreated (resting) or activated with anti-CD3 antibody (OKT3, 1 ig/ml) in the

presence of recombinant IL-2 (100 units/ml) for 2 days. These cells were then

subjected to 2 hours treatment with increasing amounts 0f TAT-GrE, washed and

analyzed for An V/PI double staining using FACS analysis. Histograms represent the

percentages of An V positive ceils observed in each condition. (C) Total proteins

resulting from the lysis of Jurkat ceils, resting, and two days activated PELs were

resolved by SDS-PAGE then immunoblotted with a polyclonal against antibody P19. (D)

CD8 T cells enriched from human PBLs were left unstimulated (NS) or activated as

described in (B). Lysates were separated by SDS-PAGE and immunoblotted with anti-

P19 antibody. Subsequently, the membrane that served for P19 western blot was

stripped and re-blotted anti-GrB antibody to monitor granzyme B levels in each

condition. Experiments in (B), (C) and (D) were repeated twice.

Figure 5. TAT-GrE fusion protein is able to trigger target celis suicide

program. Jurkat cells were treated for 2 hours with different amounts of the indicated

fusion proteins and total proteins from respective celI lysates were separated by SDS

PAGE. (A) Resolved proteins were transferred to nitrocellulose membranes and blotted

with antibodies against caspase-3, caspase-8, and caspase-9. (B) Jurkat ceils were

treated overnight with Ad/GrB (as indicated in methods) in the presence or absence of

z-VAD (100 iM). In parallel Jurkat, SK-BR-3, and MDA-MB-231 celi lines were treated

overnight with the indicated fusion proteins (0.6 p.M) and total proteins from respective

celI lysates were separated by SDS-PAGE. Resolved proteins were transferred to

nitrocellulose membranes and blotted with anti caspase-3 antibody. (C) Lysates from

the same condition in (A) were subjected to western blot analysis using antibodies that

recognize death substrates such as DEF, PARP and Lamin B. The pattern of caspase

activation and substrate degradation resulting from TAT-GrB treatment was repeated 3

ti mes.

Figure 6. TAT-GrB fusion protein induces apoptosis in a wide variety of tumor

celis. Tumor cells were left untreated or treated with TAT-GrB or TAT-GrBX2 fusion

proteins. Cells were then washed and apoptosis was monitored by An V/PI double

staining using FACS analysis. The Percentage of An V positive cells is presented as a

histogram. This experiment was repeated 3 times.

Table 1. Screening of additional tumor celi unes for their sensitivity to TAT

GrB mediated cytotoxicity. Tumor cells were subjected to the same treatment as in

figure 5 and apoptosis was monitored by An V/PI double staining using FACS analysis.

Data from celi lines described in figure 5 were included in this table.

Figure 7. TAT-GrB transducing activity is able to bypass the need for GrB

receptor, MPR, for its entry to target celis. Jurkat cells and granzyme B receptor
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deficient tumor unes, MDA-WT-231 and SK-BR-3, were incubated with either TAT-GrB

or TAT-GrBA2 for the indicated petiod of tfme. Celis were then harvested and apoptosis

was monitored by An V/PI double staining and TUNEL assay using FACS analysis.

Histograms represent the percentage 0f AnV positive and TUNEL positive cells resulting

from each treatment. These experiments were repeated twice.
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Sensitïvity to TAT-GrB
Celi type Origin lissue (%AnV oeils)

1- ]urkat human Acute T ceIl leukemia 89,93

2- Molt-3 human Acute lymphoblastic leukemia 90,27

3- L1210 mouse Lymphocytic leukemia 72,81

4- Daudi human Burkitt’s lymphoma (B lymphoblast) 61,00

5- K562 human Chronicmyelogenous leukemia 89,15

6- Raji human B cell burkitt’s lymphoma 46.31

7- Lovo human Colorectal adenocarcinoma (colon cancer) 95,30

8- H4 human Neuroglioma 64,99

9- Hela human Adenocarcinoma, cervix 86,27

10- MCF-7 human Adenœardnoma, mammary gland go,

Table 1
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La reconnaissance d’une cellule cible infectée ou cancéreuse par un lymphocyte

T induit l’activation de ce dernier, son expansion clonale ainsi que sa différenciation en

cellule effectrice nécessaire à l’exécution de la réaction immunitaire. Cette réaction se

manifeste par l’élimination des cellules cibles par apoptose et emprunte deux voies de

mort non exclusives à savoir, la voie des TNFR (DRs) et celle des granules

cytotoxiques. Deux familles de protéases, les caspases et les granzymes, sont les

principaux exécutants de ces voies d’apoptose. De nombreuses études ont rapporté

l’activation de ces protéases dans les lymphocytes T mais cette observation soulignait

plutôt le rôle de ces enzymes dans l’élimination des cellules effectrices elles-mêmes

par AICD, événement qui survient au terme d’une réponse immune pour maintenir la

tolérance du système immunitaire au soi.

Sous cette rubrique, nous exposons les données générées lors de cette thèse qui

démontrent l’activation des caspases dans les lymphocytes T immédiatement après la

ligation du TCR et dévoilent les mécanismes de cette activation dans cette phase

précoce non-apoptotique de la réponse immune. Nous discutons aussi des événements

moléculaires, documentés dans la littérature ou suggérés par nos propres travaux,

susceptibles de protéger les cellules T de l’activation des caspases et l’induction des

granzymes résultant de la réticulation du TCR. Par ailleurs, nous présentons les

données biochimiques qui démontrent la nécessité de l’activation des caspases au

processus de la prolifération et renseignent des mécanismes potentiels de contribution

de ces protéases à un tel processus non-apoptotique. Finalement, nous proposons, à la

lumière de nos résultats, quelques mécanismes capables de restituer à ces enzymes

leur pouvoir pro-apoptotique à la fin de la réaction immunitaire afin d’assurer

l’élimination des lymphocytes T par AICD.

I- Mécanismes d’activation des caspases dans les lymphocytes T non

apoptotiques

L’activation des caspases peut s’effectuer de deux manières possibles. Soit à

l’aide d’un dispositif dit intrinsèque car il est déclenché à l’intérieur de la cellule au

niveau de la mitochondrie et initié par l’activation de caspase-9, soit via un dispositif

extrinsèque déclenché par la ligation des DR5 à la surface de la cellule et initié par

l’activation de caspase-8. L’analyse de l’état d’activation des caspases (Figure 5B,

Article 1) montre que la réticulation du TCR induit le clivage de caspase-3 et caspase-8

alors que cette même ligation ne provoque aucun clivage ou diminution du pro-enzyme

de caspase-9 suggérant la contribution du mécanisme extrinsèque (les DRs) à

l’activation des caspases résultant de la ligation du TCR.
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La contribution des TNF récepteurs à la prolifération des lymphocytes T a été

découverte à la fin des années 80 quand le groupe de Lipsky a mis en évidence la

capacité du TNFa d’augmenter la prolifération de ces cellules activées via le TCR369.

Plus tard, cette faculté d’amplifier la prolifération ou co-stimulation a été attribuée

aussi à Fas370. Ces observations ainsi que l’implication du mécanisme extrinsèque dans

l’activation des caspases (Figure 5B, Article 1), suggèrent que ce sont les DRs qui

déclenchent l’activation de ces protéases lorsqu’ils participent à la co-stimulation des

lymphocytes T. Effectivement, nos résultats montrent que l’interférence avec la ligation

du TNFR à l’aide d’une chimère TNFR-Fc, au moment de la réticulation du TCR,

prévient non seulement la prolifération des cellules T mais inhibe aussi l’activation de

caspase-3 dans ces cellules (Figure annexe de l’article 1). Cette constatation a été

confirmée par une étude indépendante qui a montré que la co-stimulation des cellules

T via Fas induit l’activation de caspase-8371.

II- Mécanismes qui protègent les cellules T de l’activité protéolytique des

caspases et des granzymes

Le fait que l’apoptose ne survienne pas chez les lymphocytes T activés

immédiatement après l’induction des DRs et les granzymes ainsi que l’activation des

caspases suggère la présence d’un ou plusieurs mécanismes qui empêchent les

lymphocytes T de succomber à leur propre arsenal et de subir une mort précoce par

AICD avant d’accomplir leur mission, soit l’élimination des cellules cibles. Les signaux

et les co-signaux issus de la réticulation du TCR et de CD2S déclenchent dans les

cellules T des voies de signalisation majeures telles que la voie de NF-KB, celle des

Pl3Kinases et celle des MAPkinases, qui ont souvent été associées avec l’inhibition de

l’apoptose contre une variété de stimuli et ce, dans de nombreux systèmes cellulaires.

Les signaux provenant des DRs sont aussi capables d’activer de telles voies et c’est ce

qui leur permet, sans doute, de co-stimuler les lymphocytes T et de contrôler l’activité

pro-apoptotique qui leur est associée.

1. Mécanismes contrôlant l’activité pro-apoptotique des caspases

1.1. Rôle des voies de signalisation de NF-KB et des kinases

L’activation de NE-KB est non seulement nécessaire à l’accomplissement de

processus physiologiques tels que le développement, l’expression des gènes impliqués

dans l’activation des lymphocytes et la production des cytokines, mais elle semble

aussi participer activement à la protection des lymphocytes T contre l’apoptose372. Les

analyses génétiques et biochimiques montrent que cette protection de l’apoptose est

fondamentalement liée à la capacité de cette voie d’induire l’expression de l’un ou
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l’autre des gènes anti-apoptotiques connus. On cite: Bcl-xL, FLIP, clAPi, cIAP2 et

X1AP125’54’55170373374. La corrélation entre l’induction de l’expression de ces

inhibiteurs résultant de la réticulation du TCR et la résistance des lymphocytes T à la

mort par AICD est présentement bien étab1ie125130’33170’71190.

Les voies de signalisation des kinases peuvent aussi contribuer à la protection

des cellules T activées contre l’AICD et ce, à deux niveaux. Au niveau transcriptionnel,

ces voies participent à l’induction des gènes anti-apoptotiques et/ou la répression des

gènes pro-apoptotiques. Au niveau post-transcriptionnel, elles servent à inhiber les

molécules pro-apoptotiques y compris les caspases. Ainsi la capacité de la MAPK, MEK

1, d’inhiber l’apoptose induite par Fas corrèle avec l’augmentation des niveaux de

FLIP375. Les MAPK peuvent aussi inhiber l’apoptose induite par Fas en bloquant la

dégradation de Bid, un événement nécessaire à la dépolarisation de la mitochondrie et

l’exécution de l’apoptose376. La voie PI3K, semble aussi jouer un rôle non négligeable

dans la prévention de l’AICD des cellules T activées. En effet, AKT/PKB, la kinase cible

de PI3K, peut non seulement induire l’expression de FLIP et Bcl-xL377378, mais elle peut

aussi prévenir l’apoptose en réprimant l’expression des gènes pro-apoptotiques tels que

Fas et Bim379380. Au niveau post-transcriptionnel, AKT peut inhiber l’apoptose en

bloquant, les activités pro-apoptotiques de Bad et caspase-9 par phosphorylation381382.

1.2. Rôle des inhibiteurs des caspases

L’ensemble de ces observations met en évidence la panoplie de facteurs dont la

cellule T dispose pour induire l’expression des inhibiteurs des caspases et échapper à

l’AICD lors des premiers stades de son activation. Cependant, si le mécanisme d’action

à travers lequel ces inhibiteurs préviennent l’AICD réside dans l’inhibition des caspases

pourquoi observe-t-on l’activation de ces enzymes dans les lymphocytes T non

a poptotiq ues?

La majorité des données expérimentales disponibles dans la littérature

démontrant l’inhibition de l’apoptose via les DRs découle de l’utilisation d’inhibiteurs

artificiels peptidiques ou encore de la surexpression de gènes anti-apoptotiques vitaux

ou leurs partenaires cellulaires. Ces approches expérimentales aboutissent à des

niveaux d’expression qui dépassent de loin ceux rencontrés dans les lignées cellulaires

et encore plus ceux atteints lots d’un processus physiologique tel que la ligation du

TCR. De tels niveaux sont capables de prévenir le déclenchement de la cascade

d’activation à la base, ce qui a mené à l’idée que l’apoptose ne peut être évitée que si

la cascade d’activation des caspases soit bloquée complètement. Or, bien que faible le

taux d’induction des inhibiteurs cellulaires résultant de la ligation du TCR pourrait être

suffisant à prévenir l’apoptose, surtout si l’on considère la variété de gènes et de voies
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anti-apoptotiques déclenchés par cette ligation. Par ailleurs, ces facteurs anti

apoptotiques ne semblent pas interférer avec l’activation per se des caspases mais

plutôt avec l’activité et la fonction de celles-ci une fois déclenchées. C’est ce qui

explique le profil restreint et très sélectif de l’activation des caspases et l’absence de

dégradation de certains de leurs substrats (Figures 4, 5, 6 et 7, Article 1). Ceci est

appuyé par l’observation concernant c-FLIPL qui, en dépit de son rôle anti-apoptotique,

ne semble pas bloquer l’activation de caspase-8. En effet, au moment de son

recrutement dans le DISC suite à la ligation de Fas, FLIP forme un hétérodimère avec

caspase-8 qui ne prévient pas la première étape d’activation de celle-ci mais bloque sa

transition à la forme p18 généralement associée à l’exécution de l’apoptose’30131. Ceci

est en parfait accord avec nos résultats (Figures 5A et 5E, Article 1) qui mettent en

évidence l’apparition des formes p43/p45 de caspase-8 suite à la réticulation du TCR.

Bd-2 et ses partenaires anti-apoptotiques semblent plutôt interférer avec les

événements mitochondriaux et non pas les caspases elles-mêmes. Ce blocage au

niveau de la mitochondrie est capable de prévenir les événements post-mitochondriaux

seulement et non pas ceux qui résultent immédiatement de la ligation des DRs. C’est

ce qui explique l’absence d’activation de caspase-9 après la réticulation du TCR alors

que caspase-8 et caspase-3 ne semblent pas être affectées (Figure 5E, Article 1).

Cette constatation est appuyée davantage par nos résultats ainsi que ceux publiés par

le groupe de Cohen176 qui montrent que la surexpression de Bd-2 dans la lignée

lymphocytaire T, ]urkat, inhibe l’apoptose sans bloquer complètement l’activation de

caspase-3 (Figure 1, Article 2).

Les lAPs quant à eux, pourraient contribuer à la résistance des cellules T à

l’AICD sans interférer avec l’activation des caspases. Ainsi XIAP est capable de

séquestrer et d’inhiber les formes déjà actives de caspase-3 et caspase-7’66383. De ce

fait, il se peut que les formes matures de ces deux caspases que nous détectons dans

les cellules T activées (Figure 8A et 8E, Article 1) soient séquestrées et neutralisées

par XIAP. De même, les membres anti-apoptotiques de la famille Bd-2 devraient

participer à ce contrôle des caspases par XIAP en prévenant la libération dans le

cytosol de facteurs apoptogéniques, tels que SMAC/DIABLO, capables de neutraliser

l’effet inhibiteur de XIAP’76.

L’ensemble de ces données corrobore l’absence de dégradation de certains

substrats de mort tels que DFF-45, RFC14O et Bap-31, malgré l’activation des caspases

et explique la résistance des lymphocytes T activés à l’AICD (Figures 6 et 7E et

résultats non inclus, Article 1).
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2. Mécanismes contrôlant l’activité cytolytique des granzymes

L’activation des lymphocytes T induit une autre série de protéines pro

apoptotiques impliquées dans la voie des granules cytotoxiques telles que PFP, et les

granzymes. Tout comme les DRs les granzymes, particulièrement GrB, participent

aussi à l’élimination des cellules T par AICD. De ce fait, les lymphocytes T fraîchement

activés doivent présenter un mécanisme moléculaire qui les protège de l’activité létale

de cette enzyme. Effectivement, nos travaux montrent que les lymphocytes T activés

via le TCR présentent une forte résistance à la cytotoxicité de la chimère TAT-GrB alors

que les cellules naïves sont sensibles à ce même traitement (Figure 45, Article 3).

P19 est un inhibiteur de sérine protéases qui inhibe GrB en s’y associant de

façon covalente243384. Comme c’est le cas pour les inhibiteurs de caspases, la ligation

du TCR augmente l’expression de ce gène (Figure 4C, Article 3)243• Cette augmentation

a été proposée aussi comme moyen de protection des cellules T activées contre l’AICD

par la voie des granules cytotoxiques. Cependant, cette corrélation était basée

seulement sur l’observation de formation de complexes P19/granzyme B in vitro ou

dans des lysats de lignées surexprimant cet inhibiteur. Les résultats présentés dans

cette thèse montrent non seulement que la formation de ce complexe survient aussi

dans les lymphocytes T primaires après ligation du TCR mais ils prouvent aussi que la

génération d’un tel complexe est à l’origine de la prévention de l’AICD via granzyme B

puisque les lymphocytes T activés présentant ce complexe résistent à de fortes

concentrations de la chimère TAT-GrB (Figure 4C et D, Article 3).

III- Contribution des caspases au processus de la prolifération des

lymphocytes T induit par la ligation du TCR

L’activation des caspases contribue-t-elle au processus de la prolifération des

cellules T lors du déclenchement de la réaction immunitaire? C’est sans doute la

principale question qui découle de cette étude. Tenant compte du nombre de

publications scientifiques associant ces enzymes exclusivement avec la mort cellulaire

programmée il est certes difficile de leur imaginer un rôle physiologique autre que celui

du démantèlement des structures cellulaires. Or, le fait que le lymphocyte T permette

l’activation de ces enzymes alors qu’il dispose d’une variété de gènes anti-apoptotiques

suggère qu’une telle activation puisse lui être physiologiquement rentable.
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1. Indices et preuves moléculaires de l’implication des caspases dans la

prolifération des cellules T

L’un des indices les plus convaincants soulignant l’implication des caspases dans

la prolifération découle de l’observation d’un défaut de prolifération des lymphocytes T

provenant des souris déficientes en FADD, celles surexprimant son dominant négatif ou

bien les souris transgéniques qui surexpriment Bcl-2367368385.

La première évidence moléculaire directe de la participation de ces protéases

dans le processus de la prolifération provient des expériences qui démontrent

l’incapacité des cellules T de proliférer si elles sont activées en présence d’inhibiteurs

spécifiques des caspases (Figure 7A, Article 1)366371. Etant basée sur un inhibiteur

synthétique qui risque de réagir avec d’autres cystéines protéases, cette évidence

demandait une confirmation. La figure annexe de l’article 1 montre que l’addition d’un

récepteur recombinant TNFR-Fc au moment de la stimulation des cellules T inhibe

simultanément leur prolifération et l’activation de caspase-3. Cette observation

confirme les données obtenues avec les inhibiteurs peptidiques et montre que la co

stimulation via TNFR et l’activation des caspases sont deux événements indissociables

dans le processus d’activation des lymphocytes T.

L’inhibition de la prolifération observée dans les lymphocytes déficients en FADD

a fait de caspase-8 un candidat de choix dans la recherche de l’implication des

caspases dans l’activation des cellules T. Une première tentative dans ce sens a été

effectuée sur les souris transgéniques surexprimant l’inhibiteur viral de caspase-8, Crm

A368. Cependant, les cellules T provenant de ces souris répondaient normalement à la

ligation du TCR. La discussion sur la réelle implication des caspases dans ce contexte

non-apoptotique aurait pu être close après cette observation si d’autres preuves

d’ordre génétique n’ont pas été fournies. En effet, l’équipe de Lenardo a découvert que

le défaut dans l’activation des lymphocytes T, B et les NKs observé chez certains

patients ALPS immunodéficients était associé à une mutation inactivant caspase-8386.

En dépit de son contenu en faveur de l’implication des caspases dans le processus de

prolifération, cette découverte demeurait statistiquement faible puisqu’elle était basée

sur deux patients seulement. Une année plus tard, le groupe de Hakem a présenté une

preuve génétique irréfutable quant à l’implication des caspases dans la prolifération

des cellules T387. En effet, ces chercheurs ont montré que la délétion de caspase-8

ciblant les lymphocytes T chez la souris est non seulement capable de réduire le

nombre de ces cellules mais elle bloque leur prolifération issue de la réticulation du

TCR. De plus ces souris étaient incapables de déployer une réponse CTL efficace contre

certaines infections virales387.
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2. Mécanismes potentiels de contribution des caspases à la prolifération

Les voies de signalisation empruntées par les caspases pour mener à la

prolifération ne sont pas encore élucidées. A présent on ne dispose que de peu

d’informations issues des études indépendantes et dont les objectifs sont loin d’être

communs. Or, les données concernant l’implication de l’activité protéolytique des

caspases dans certains processus non-apoptotiques indiquent les mécanismes

potentiels de contribution de ces enzymes à la prolifération des lymphocytes T.

2.1.a. Implication des caspases dans l’activation des voies

transcriptionnelles: NF-,cB et MAPK

La ligation des DRs peut assurer la co-stimulation des cellules T en activant

diverses voies telles que NF-KB, la voie des MAPK et celle des JNK388. La connexion des

DRs avec ces voies est assurée par les molécules adaptatrices, TRAF5 et RIP, dans le

cas de TNFR et FLIP dans celui de Fas. Or l’apport des caspases, particulièrement

caspase-8, au déclenchement de ces voies de survie demeurait inconnu. L’arrêt de la

prolifération des cellules T sous l’effet des inhibiteurs des caspases ou de la chimère

TNFR-Fc (Figure 7A et figure de l’annexe, Article 1), suggérait que la contribution des

caspases à la prolifération réside dans leur capacité d’activer l’une ou l’autre de ces

deux voies de signalisation. Cependant, les études qui se sont intéressées à cette

question ont montré que l’activation NE-KB ou celle des MAPK demeure intacte chez les

souris déficientes en caspase-8 ou surexprimant FADD en dépit du défaut de

prolifération que leurs lymphocytes présentent368387. Ceci suggère que les caspases

mobilisent d’autres moyens moléculaires qui leur permettent de contribuer à la

prolifération de ces cellules.

2.1.b. Implication des caspases dans la production de cytokines

Il faut d’abord rappeler que l’activité protéolytique des caspases ne mène pas

inéluctablement à l’inactivation de leurs substrats. Ainsi le premier membre de cette

famille de protéases, caspase-1, a été identifié à la base comme enzyme pro-

inflammatoire qui sert à la maturation de cytokines telles que l’IL-113 et l’IL-18
85;86;389;39O Les souris déficientes en caspase-1 ne présentent pas seulement un défaut

de production de l’IL-1f3 et l’IL-l$ mais leurs cellules sont incapables de produite

d’autres cytokines comme TNFa, interféron y (IFNy) IL-la et IL-6391392. Les souris

caspase-lr’ ont un phénotype similaire car elles présentent le même défaut de

production de l’IL-1f3 et l’IL-18393. Une étude récente a révélé la nécessité d’une

activité caspase-3 (DEVDase) à la maturation et la sécrétion de l’IL-16, cytokine qui

participe dans le chimiotactisme des cellules lymphatiques et leur recrutement aux
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sites d’inflammation394. De même, les cellules T provenant des patients ALPS,

présentant une mutation inactivant caspase-8, ne produisent pas d’IL-2. Ceci suggère

la production de cette cytokine de croissance comme mécanisme de contribution des

caspases à la prolifération386. Cependant, les lymphocytes T provenant des souris

déficientes en caspase-8 présentant le même défaut de prolifération semblent produire

de l’IL-2, quoique à des niveaux modestes387. Bien qu’elles suggèrent que la

contribution des caspases à la prolifération soit indépendante de la production de l’IL-2

cette observation ne peut écarter la possibilité d’un rôle de ces protéases dans la

sensibilisation des lymphocytes à cette cytokine. D’ailleurs, l’addition de l’IL-2 au

moment de la stimulation des cellules T déficientes en caspase-8 n’était pas capable de

résoudre leur défaut de prolifération387, une situation que nous avions réalisée plutôt

avec l’incapacité de l’IL-2 recombinant à restaurer totalement la prolifération des

cellules T stimulées en présence de la chimère TNFR-Fc (Résultat non inclus dans

l’annexe de l’article 1). Ces données suggèrent la participation des caspases dans la

production et la signalisation des cytokines comme moyen de contribution à la

prolifération des lymphocytes T.

2.1.c. Implication des caspases dans la restructuration cellulaire lors de

la mitose

A l’instar de l’apoptose, la mitose se caractérise par la condensation de la

chromatine et la dispersion de la membrane nucléaire8. Ces similitudes morphologiques

reflètent l’existence de mécanismes communs en dépit des bilans physiologiques

opposés de ces deux phénomènes. Ainsi le remodelage considérable que subit la

cellule pendant sa division requiert certainement la réorganisation du cytosquelette

issue du désassemblage des protéines telles que l’actine, les lamines, la gelsoline et la

foUrme. De ce point de vue, la contribution d’une ou plusieurs activités caspases ne

serait pas illogique surtout si l’on considère le fait que les quatre protéines structurales

citées ci-dessus sont de parfaits substrats des caspases13”1. Par conséquent,

l’absence de prolifération des cellules T issue de l’inhibition des caspases pourrait

résulter d’un blocage du cytosquelette due au manque de dégradation, par les

caspases, de l’une ou l’autre des protéines structurales. D’ailleurs, le défaut

d’activation des lymphocytes T observé chez les patients atteints du syndrome WAS

(Wiskott-Aldrich syndrome), une immunodéficience humaine liée au chromosome X,

résulte de la mutation du gène WASP impliqué dans la dépolymérisation de l’actine

nécessaire à la réorganisation du cytosquelette lors de la division cellulaire395. De ce

fait, la dégradation de lamine B que nous observons lors de la prolifération des
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lymphocytes T (Figure 7A, Article 1) serait probablement nécessaire à la réorganisation

de la structure nucléaire lors de la division de ces cellules.

2.1.d. Implication des caspases dans le cycle cellulaire

L’appartenance de certains facteurs du cycle cellulaire à la liste des substrats

des caspases indique l’implication de ces protéases dans la régulation de ce processus

physiologique. Bien qu’on ne lui connaisse encore aucun râle dans I’apoptose,

l’activation des cdks (cyclin dependent kinases) telles que cdc2 et cdk2 a été observée

dans une variété de traitements apoptotiques y compris la ligation de Fas et l’apoptose

induite par granzyme B396398. Cette activation résulte de la dégradation, caspase

dépendante, de certains inhibiteurs du cycle cellulaire tels que p2l, p27KJP, cdc27

(APC1) et Wee-1397399. Ces données nous amènent à penser que l’activation des

caspases résultant de la co-stimulation des DRs pourrait contribuer à la prolifération à

travers la dégradation d’un ou plusieurs inhibiteurs du cycle cellulaire. Effectivement,

nos travaux montrent que la réticulation du TCR induit la dégradation de Wee-1 dans

les cellules T (Figure 7A, Article 1), un événement suffisant à l’activation des cdks. Les

caspases peuvent agir aussi au niveau transcriptionnel pour réguler le cycle cellulaire.

Ainsi une étude récente a montré que l’inhibition d’une activité VEIDase associée à

caspase-6 bloque la prolifération induite chez les lymphocytes B par la ligation de

CD40400. Ce blocage a été attribué à l’arrêt du cycle cellulaire résultant de l’élévation

du niveau de p27’’’ et la répression de l’expression de trois régulateurs positifs du

cycle cellulaire, cyclin D2, cyclin D3 et cdk4.

Dans ce contexte de la régulation du cycle cellulaire, les caspases pourraient ne

pas agir forcément dans le sens de la prolifération. Elles pourraient aussi réguler

négativement le cycle cellulaire sans, pour autant, mener à l’apoptose. Le groupe de

Tak Mak a montré que les lymphocytes B provenant des souris déficientes en caspase

3 présentent un excès de prolifération qui résulte d’une élévation de leur cycle

cellulaire plutât que d’un défaut d’apoptose401. Cette perte de contrâle du cycle serait

causée par le maintien de l’interaction entre p2;CIP et PCNA, complexe activateur du

cycle qui est normalement dissocié par dégradation de p21 en présence de caspase-3.

Ces observations suggèrent que l’activation des caspases serait non seulement

nécessaire au processus de la prolifération mais elle servirait aussi à contrâler cette

dernière en surveillant la division cellulaire afin de prévenir le développement de

lymphoprolifération et l’auto-immunité qui peut en découler.
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IV- Mécanismes susceptibles de diriger l’activité protéolytique des caspases

vers l’exécution de I’AICD

Le nombre de mécanismes moléculaires qui confèrent la résistance à l’AICD des

cellules T n’a cessé de croître au fur et à mesure de l’identification de nouveaux

inhibiteurs physiologiques des caspases. A présent, le consensus mise sur le retour de

l’expression de ces gènes à son niveau basal au terme de réaction immunitaire comme

moyen de sensibilisation des lymphocytes T à l’AICD. Cependant, cette baisse

d’expression ne peut suffire à expliquer la prédisposition à l’AICD surtout si l’on

considère le débat concernant la pertinence de l’implication de certains inhibiteurs

comme c’est le cas pour les membres de la famille Bd-2. De ce fait, nous exploitons

les données générées lors de cette thèse ainsi que les travaux publiés dans la

littérature pour proposer quelques mécanismes potentiels capables de polariser

l’activité protéolytique des caspases vers l’exécution de l’AICD.

1. Mobilisation différentielle des DR5

L’un des mécanismes susceptibles d’orienter l’activation des caspases vers

l’apoptose serait la mobilisation, par les lymphocytes T activés, d’un DR différent de

celui qui a servi à leur co-stimulation au moment de la ligation du TCR.

L’utilisation d’une des méthodes génomiques (Gene expression array) lors du

criblage des gènes susceptibles de jouer un rôle précoce dans l’activation des cellules

T a montré que la ligation du TCR porte les niveaux de TNFa à 23 fois le niveau basal

et 91 fois après co-stimulation via CD28 alors que le niveau de Fas-L atteint

seulement 2.7 fois le niveau basal et ce, même après co-stimulation de CD28’70. Ces

données suggèrent que dans le processus d’une réaction immunitaire, le TNFR

intervient plus tôt pour co-stimuler les lymphocytes T alors que Fas est mobilisé au

terme de la réaction pour éliminer ces même cellules. Cette hypothèse n’exclu pas

une implication de TNFR dans l’AICD puisque certaines études ont souligné la

contribution de ce récepteur à ce processus279. Or cet apport semble minime car il

touche seulement une fraction des lymphocytes CD8 alors que Fas semble participer à

l’élimination des populations CD4 et CD8 des lymphocytes T. C’est ce qui explique le

développement de lymphoprolifération seulement dans le cas de déficience du

système Fas/Fas-L chez les souris Ipr et gld ou chez les patients ALPS et non pas celui

des autres DR5 y compris TNFR277333334.

La signalisation intracellulaire des DR5 semble aussi soutenir cette mobilisation

différentielle de TNFR et Fas dans les différentes phases de la réponse immune. Ainsi

au contraire de la signalisation de Fas où l’activation de caspase-8 se fait directement

via FADD (Figure 4; Article l’activation de cette caspase suite à la ligation du
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TNFR requiert le recrutement préalable de TRADD54. Or, cette molécule adaptatrice

compte d’autres partenaires moléculaires tels que RIP et les TRAFs capables d’activer

NE-KB et de biaiser le signal provenant du TNFR vers la survie des cellules 53;6•

Récemment, une étude menée par l’équipe de Tschopp a réussi à mettre en évidence

la priorité du recrutement de TRAF et de RIP ainsi que l’activation de la voie de NE-KB

sur l’initiation de la cascade protéolytique des caspases dans la signalisation du

TNFR402. Ce délai dans l’activation des caspases devrait permettre aux lymphocytes T

d’induire les mécanismes anti-apoptotiques via l’activation de NF-KB afin de mieux

contrôler l’activité protéolytique des caspases déclenchée plus tard par le même

récepteur. Une telle avance de la voie anti-apoptotique de NF-KB risque d’être

absente dans la signalisation de Fas puisque ce dernier n’interagit pas avec TRADD et

semble activer NF-KB via EADD au même titre que les caspases.

L’ensemble de ces données suggère la mobilisation de deux DRs dans deux

phases distinctes du processus d’activation des lymphocytes T et favorise l’idée du

transfert de signalisation du récepteur TNER à Fas comme moyen d’élimination des

lymphocytes T par AICD.

2. Redistribution sub-cellulaïre des caspases

Si la protection des cellules T contre l’AICD résultait seulement de la

mobilisation d’un DR autre que Fas à cause de la faible induction de Fas L alors la

réticulation de Fas sur les lymphocytes T fraîchement activés devrait induire l’apoptose

de ces cellules. Or, l’oligomérisation de ce récepteur à l’aide d’anticorps spécifiques est

incapable de vaincre la résistance des cellules T activées et d’induire leur apoptose

Ceci suggère la participation d’autres facteurs moléculaires qui agissent probablement

de concert avec la mobilisation différentielle des DRs pour polariser l’activation des

caspases vers l’exécution de l’AICD.

Les résultats présentés dans cette thèse suggèrent un mécanisme

supplémentaire susceptible d’orienter les signaux des DRs vers la co-stimulation ou

l’apoptose des lymphocytes T: la distribution différentielle des caspases dans les

compartiments de signalisation de la membrane plasmique, les rafts. L’analyse de la

distribution sub-cellulaire des éléments de la signalisation des DRs dans la lignée

lymphocytaire T ]urkat a montré que certaines molécules comme EADD, FLIP et

caspase-8 sont constitutivement localisées dans les rafts et que la ligation de Fas ne

fait qu’augmenter leur association avec ce compartiment membranaire (Figures 2E et

3; Article 2). D’autre part, caspase-3 et caspase-7 figurent aussi parmi les molécules

associées aux rafts (Figures 2E et 3; Article 2). Ceci indique que ces caspases,

exclusivement associées avec l’exécution de l’apoptose, peuvent aussi participer à
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l’initiation des messages de mort issus de Fas. La preuve de la participation de

caspase-3 à l’initiation de l’apoptose via Fas provient de la pré-association de cette

protéase avec le DISC de Fas et l’effet inhibiteur qu’exerce son blocage sur l’activation

de capase-8 et l’induction de l’apoptose (Figures 4 et 6C, Article 2). Toutefois,

l’analyse des rafts provenant des lymphocytes T primaires naïfs ou activés via le TCR

a montré que la teneur de ces compartiments en caspase-3 est très faible (Figures 2C

et 2D, Article 2). Cette faible association de caspase-3 avec la membrane plasmique

des lymphocytes T activés rappelle l’incapacité des cellules T primaires activées à

former un DISC suite à la réticulation de Fas6219° et pourrait expliquer la résistance

de ces cellules à l’AICD à ce stade de leur activation.

Ces résultats permettent de proposer la relocalisation des caspases,

particulièrement celle de caspase-3, à la membrane plasmique parmi les événements

qui prédisposent les cellules T activées à l’exécution de l’AICD via Fas ou les autres

D Rs.

V- Conclusion générale

Les travaux présentés dans cette thèse démontrent que la mobilisation des

caspases par les lymphocytes T dépasse le cadre de l’élimination de ces cellules par

AICD au terme de la réponse immune. Ces travaux montrent que la réticulation du TCR

induit l’activation des caspases sans induire l’apoptose des lymphocytes T et soulignent

la contribution des DRs, fort probablement TNFR, à cette activation. D’autre part, nos

données révèlent le profil altéré de l’activation de ces enzymes et l’intégrité de certains

substrats, cruciaux à l’apoptose, comme mécanisme moléculaire de l’absence de

l’AICD. Ce qui corrobore le concept courant du déclenchement de mécanismes anti

apoptotiques dans les lymphocytes T activés. Dans ce même thème, nos travaux ont

mis en évidence et ce, dans les cellules T primaires, la formation d’un complexe

covalent entre GrB et son inhibiteur physiologique, P19, et ont démontré la contribution

d’un tel complexe à la résistance des cellules T à l’AICD via la voie des granules

cytotoxiques. En outre, l’incapacité de dissocier la prolifération des cellules T de

l’activation des caspases a révélé la contribution majeure de cette famille de protéases

au processus de la prolifération de ces cellules. Finalement, les données obtenues avec

la lignée lymphocytaire T ]urkat, suggèrent la redistribution des caspases dans les

rafts et leur pré-association avec le DISC, au terme de la réaction immunitaire, comme

dispositif moléculaire de prédisposition des cellules T primaires à l’AICD.

L’ensemble de ces données nous a permis de proposer un modèle reconstituant

les événements moléculaires qui déclenchent l’activation des caspases, contrôlent leur

activité protéolytique et dirigent celle-ci vers la prolifération ou l’AICD des cellules T
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(Figure 7). Ainsi la réticulation du TCR mène à l’activation des lymphocytes T et

l’expression de certains éléments des deux voies d’apoptose, tels que les TNFRs et

leurs ligands ainsi que GrB. Suite à leur induction, les TNFR5 co-stimulent les

lymphocytes T et déclenchent l’activation des caspases qui participent activement à ce

processus de cc-stimulation. A cette étape de la réaction immunitaire, l’activation des

caspases et l’induction de GrE ne provoque pas l’apoptose des cellules T car la co

stimulation induit l’expression d’une série de molécules anti-apoptotiques qui

interviennent à différents niveaux de signalisation pour contrôler l’activité cytolytique

de ces protéases. Plus tard dans le processus d’activation de ces cellules, on assiste à

une forte redistribution dans les rafts des éléments de signalisation des DRs incluant

caspase-3. Cette redistribution amplifie l’initiation des signaux des DRs car elle favorise

le recrutement immédiat des molécules de signalisation, particulièrement caspase-3,

dans le DISC. L’intensité de ce signal provenant du DISC combinée avec la baisse du

niveau d’expression des facteurs anti-apoptotiques sensibilise les lymphocytes T à la

ligation des DRs et les prédispose à l’exécution l’AICD.

En perspective et à la lumière de ces nouvelles données, nous proposons

d’adresser certains points que nous jugeons cruciaux à la dissection de la double

implication de ces enzymes dans deux activités paradoxales de la défense immunitaire:

l’expansion des lymphocytes T et leur contraction par AICD.

1. Déterminer le mécanisme moléculaire de la sélectivité d’activation des

caspases et la dégradation de leurs substrats lors de la prolifération des

cellules T

Les données publiées dans la littérature proposent l’induction des inhibiteurs

physiologiques des caspases comme mécanisme de protection des cellules T contre

l’AICD. Ce concept est en accord avec le profil restreint de l’activation des caspases et

l’absence de dégradation de certains de leurs substrats. Cependant, ces deux faits

demeurent corrélatifs. De ce fait, les expériences futures devraient confirmer cette

corrélation afin d’éviter le risque de sous-estimer d’autres mécanismes de protection

comme la localisation ou la séquestration des caspases loin de leurs substrats cruciaux

lors de cette phase non-apoptotique. A cette fin, il faudrait procéder à

l’immunoprécipitation depuis les cellules T activées de certaines caspases telles que

caspase-3, caspase-7, caspase-8 et caspase-9, et analyser leur interaction avec l’un ou

l’autre des inhibiteurs physiologiques à l’aide de western blets. De même, il faudrait

confirmer l’apport d’une telle interaction à la résistance des cellules T à l’AICD et ce, en

interférant avec l’expression de ces inhibiteurs à l’aide de la technique de siRNA.
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2. Déterminer le ou les événements moléculaires qui permettent à ces

enzymes de contribuer à la prolifération

Les données moléculaires issues de l’examen des souris transgéniques

surexprimant FADD ou déficientes en caspase-8 qui ont confirmé la nécessité des

caspases à la prolifération ont réussi à écarter deux des meilleurs mécanismes

candidats, à savoir l’activation de NF-KB et celles des MAPK368387. Ceci incite à

l’exploration d’autres voies de contribution des caspases à la prolifération. Tenant

compte de l’activité protéolytique des caspases, ce point devrait être abordé en

étendant l’analyse comparative des profils de dégradation des substrats des caspases

lors de l’activation et l’apoptose des lymphocytes T primaires. La dégradation, au cours

de la prolifération, et le râle dans la division cellulaire de certains facteurs comme

lamine B et Wee-1 font des protéines structurales et les régulateurs négatifs du cycle

cellulaire de bons candidats de départ dans cette analyse. Les nouvelles méthodes

protéomiques comme le ‘TPower blot” capables de cribler simultanément une multitude

de protéines seraient un instrument de choix à l’accomplissement d’une telle analyse.

3. Déterminer le mécanisme qui polarise l’activité protéolytique des caspases

vers l’apoptose

Lors de la discussion des travaux de cette thèse, nous avons suggéré quelques

mécanismes capables de participer, avec la répression des inhibiteurs des caspases, à

l’orientation de l’activité protéolytique des caspases vers l’apoptose. Parmi ces

mécanismes, nous soupçonnons l’augmentation de la proportion de certaines caspases

dans les compartiments lipidiques de la membrane plasmique. De ce fait, nous

proposons d’examiner l’association de ces caspases avec les rafts et la dynamique de

cette association suite à des stimuli menant à l’activation ou l’apoptose des

lymphocytes T primaires.
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