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Chapitre II - L'apoptose

Le développement harmonieux et la survie de towdresgne multicellulaire résultent d’un contrdle psédu

nombre de cellules qui le composent grace a uniéauientre les phénoménes de prolifération et det ellulaire.
Toutes les cellules ont la capacité de se détruiractivant un programme intrinseque dont I'exécutddoutit a une
forme de mort cellulaire, I'apoptose (Kest al., 1972). L'apoptose est un processus physiologicarelgnuel des
cellules surnuméraires ou dysfonctionnelles somhigées de I'organisme. L'apoptose joue notammentrie
déterminant dans I'embryogenése (par exemple, ididhahlisation des doigts), dans certains changésnen
morphologiques (par exemple, la régression de kuguwu tétard et la métamorphose de certains egealans
'homéostasie cellulaire, dans I'atrophie (par epmles menstruations), dans le fonctionnemeiiheméostasie du
systeme immunitaire (par exemple, I'apprentissageai par les lymphocytes), dans la réparationtidess et dans la
régression des tumeurs.

Cependant, le déreglement pathologique du proced®moptose ou de son contrble est a l'origine de
nombreuses maladies comme les cancers, certaiesddds immuns, les maladies neuro-dégénérativezhéiher,
Parkinson), les maladies cardio-vasculaires (itda)¢ le sida (caractérisé par la disparition gesphocytes T CD9.
Plusieurs études suggerent qu'un déréglement deegsas apoptotique est également a la base de iesalad
inflammatoires comme l'asthme, la broncho-pneunupathronique obstructive (BPCO), la maladie de h@ro

I'arthrite rhumatoidegtc.

[1.1. Historigue

Le mot apoptose provient d’'une locution grecque iar "chute des feuilles" et était déja utilisgar
Hippocrate de Kos (460-377 av. J.C.) pour décarddcomposition post-mortem des corps (“chute d8s b'intérét
accordé a I'étude du processus de mort cellulate de plus d'un siécle. En 1842, le naturaliste Cagt décrit pour la
premiére fois un processus de mort cellulaire esenkant la mort des cellules notochordales etlagitieuses au cours
du développement embryonnaire (Vogt, 1842). En 1888lter Flemming décrit la fragmentation et la disfion
progressive des noyaux et cytoplasmes de cellpigsédales de follicules ovariens en régressider{fming, 1885). En
1951, Alfred Glucksmann émet I'hypothése que cétiert cellulaire” programmée se produirait a desmenots bien
précis du développement d’'un organisme (Glucksmag@hbl). C'est enfin en 1972 que John Kerr, Andrewli&/et
Alastair Curie introduisent le mot "apoptose" paldsigner un modele de mort cellulaire nouvellenagerve, en
opposition au modéle de la nécrose déja connuwadidée. Alors que la nécrose est un phénomene passint suite a
une agression extérieure, la mort par apoptosengstocessus actif, organisé temporellement, awsatuquel la cellule
exprime un ensemble de génes entrainant des naiiifis morphologiques, biochimiques et structuralesutissant a
sa destruction "sans traces" et compléte (Kemil., 1972). Enfin, c'est au cours des 30 derniereesinet grace
notamment aux recherches menées par John Sulsgdneys Brenner et Robert Horvitz sur le développentkn
nématodeCaenorhalbditis elegans, que le programme génétique et moléculaire assaciééclenchement et a la

transduction du signal apoptotique a été déchisiwén Sulston, Sydney Brenner et Robert Horvitzect le prix

18



INTRODUCTION

Chapitre Il — L'apoptose

Cellule normale

Nt
a
(o -Tw"*'?.'

e "@
6 Corps —@{E@@@

= ; apoptotique

&y

Nécrose

Cellule
vivante

Cellule
apoptotique

Figure 3. Caractéristiques morphologiques de I'apoptse et de la nécrose.
A. Schéma comparatif entre le processus d'apoptose dadensation de I'ADN,
dislocation des organites ; b, bourgeonnement deslabmane plasmique et formation d
corps apoptotiques ; ¢, phagocytose des corps afpe) et le processus de nécrose
dislocation de la membrane plasmique ; e, libéradimms le milieu environnant du conter
cellulaire potentiellement inflammatoire). B. Photaygihie par microscopie électronique
balayage de cellules de sarcome de souris vivantewvéoes de microvillosités) et e
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apoptose (décomposition en corps apoptotiques) i@isayveblet al.,1997).
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Nobel de Médecine et Physiologie en 2002, couranlfienportance de leurs découvertes (Peteal., 1997 ; Kerr, 2002
; Lendahl et Orrenius, 2002 ; Vaux, 2002).

[I.2. Caractéristiques de |'apoptose

En dépit de la diversité des signaux de mort, tol#esellules engagées dans le processus apogatiqatrent des
modifications morphologiques et biochimiques siméls, suggérant I'existence d’'une phase de dédeadadbmmune &

tous les types cellulaires.

11.2.1. Les stigmates morphologigues

Lorsqu’une cellule entre en apoptose, les premiega@&ments morphologiques observables sont la s#grég
de la chromatine a la périphérie de I'enveloppdéaire, la condensation du cytoplasme et la fomnatiinvaginations
des membranes plasmiques et nucléaires, donnamtspect de bourgeon a la surface membranaire pérphé
L'évolution des invaginations membranaires aboutid dragmentation de la cellule en corps apoptasguwésicules
membranaires contenant le cytoplasme et les oasadiégradés (Keet al., 1972).In vivo, les corps apoptotiques sont
rapidement phagocytés principalement par les mhaggs ou les cellules voisines. Ce processus dppeyiase rapide
empéche la libération du cytoplasme de la cellpleptotique dans le milieu environnant et évite iafoste réaction
inflammatoire (phase nécrose secondaire). Coninaint a I'apoptose, la nécrose, considérée commenoniecellulaire
non coordonnée, est caractérisée par une modificate la perméabilité membranaire entrainant utsation du
cytoplasme et des organites ; la cellule se golg@ud Dans le cas d’'une nécrose, la chromatineéairel flocule et la
synthése protéique diminue. La rupture des membremeduit a la libération dans le milieu environndat contenu
cytoplasmique, déclenchant une réaction inflammatdAllen et al., 1997). La figure 3 modélise les différents

changements morphologiques d'une cellule assogiépracessus d"apoptose et de nécrose.

11.2.2. Les stigmates biochimigues

De nombreux changements biochimiques sont obsearésles cellules apoptotiques :

- Modification des flux calciques responsables ‘@etivation de nombreuses enzymes, dont les nueiéasi

induisent la fragmentation de I’ADN (Ucketral., 1992 ; Wuet al., 2000).

- Activation de trans-glutaminases impliquées denséorganisation des éléments du cytosqueletteamesux

invaginations membranaires et a la formation degscapoptotiques (Gentig al., 1992).

- Activation des protéinases cystéine-aspartatentfgntes (caspases).

- Accumulation des céramides.

- Génération de radicaux libres et FRO.

- Perte de I'asymétrie de la membrane plasmiquextetrnalisation de la phosphatidylsérine (PS) defmufeuillet

interne vers le feuillet externe de la membranepliEnoméne d’externalisation et d’exportation d@%$dans la

couche externe de la membrane cellulaire app@étadans I'apoptose et semble indépendant du tylhdaiee. Un

20



INTRODUCTION Chapitre Il — L'apoptose

changement dans la composition et I'expressionotigesaccharides de surface est également obsdavéuaface

des cellules apoptotiques. Les PS et les oligoséadelsasont reconnus par les récepteurs de la eittore et de la
fibronectine des macrophages (Sastilhl., 1990 ; Fadolet al., 1992).

- clivage inter-nucléosomal de I'’ADN en fragmentntlla taille est un multiple entier de 180-200rgside bases
donnant ainsi un aspect en échelle sur gel d’agdiyllie, 1980). Parfois 'ADN peut étre fragmere@ éléments

de plus grande taille (50-300 kpb) notamment dama$é d’'apoptose indépendante des caspases.

11.2.3. L’atteinte mitochondriale

De nombreux auteurs ont mis en évidence 'implaraties mitochondries au cours du processus apqupoti
Leur participation dans I'apoptose est associée & tramsition de la perméabilitt membranaire (MMEmMbrane
transition permeability) et I'effondrement du potentiel trans-membraneii®chondrial QY),), résultant de I'ouverture
de mégapores mitochondriaux. Du fait de sa hauteesdration en solutés, un gonflement osmotiqugrpssif de la
matrice est parfois observé, dont I'aboutisseméimhe est la rupture physique de la membrane egtdriouverture des
pores est décrite comme I'étape d'intégration dunai apoptotique et de non-retour de la cellules Vapoptose. La
MPT peut en effet étre induite directement par debreux facteurs apoptotiques tels que le calciw®,HRO, un
changement de pH (Crompton, 1999) et Bax, une ip@fgro-apoptotique de la famille des BBl ¢ell lymphoma)-2
(Marzoet al., 1998b), mais également de facon indirecte pacdsgases, des céramides et la protéine p53 (ssppre
de tumeur), capables de moduler I'activité de pnet® de la famille des Bcl-2 (voir chapitre 11.4i8,21, relatif a la

famille des protéines Bcl-2).

Les conséquences de I'ouverture des pores mitociaomdsont multiples : rupture du métabolisme éntggé,
formation de radicaux libres lors du découplagdadehaine respiratoire, libération de facteurs &gapies séquestrés
dans la matrice, comme le cytochrome c, des prpasas et AlIF Apoptosis inducing factor), augmentation de la
concentration de Chintracellulaire (Petit al., 1997 ; Grosst al., 1999). Cette altération des mitochondries seutod

avant les changements biochimiques de la membtasmigue et la fragmentation de 'ADN.

[1.3. Intégration séguentielle du signal apoptotige

Au cours des dernieres années, les rechercheoatsur I'identification des éléments du progranmdeenort
cellulaire. Cependant, malgré la découverte d'astéuportants dans ce processus, peu d'élémentssroare a notre
disposition pour construire une image cohérenteadacon dont le programme apoptotique se déclertlest régulé.
Ceci est d0 au fait que beaucoup de facteurs stilslesspd’induire I'apoptose (par exemple les pnoési oncogéniques,
les protéines suppresseurs de tumeurs, les fadewmissance et certaines cytokines) sont aagsibtes de I'inhiber
dans certains casn fine, la réponse biologique de la cellule résulte dwdyration des différentes signalisations de

I'environnement qui lui sont perceptibles en foonttde son génotype et de son phénotype a ce maioené.

Cependant, malgré I'extréme diversité des signatenienant dans I'exécution du programme apoptet&fisa

régulation, on peut dégager des mécanismes génguasg sont conservés au travers de I'évolutiaquefont
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Phases réversibles et modulables Phase irréversible
I "~ ™
Initiation Décision Exécution - Dégradation
' —~ Y
Signaux
-Dommages cellulaires Médiateurs
(hypoxie, chaleur, ...) intracellulaires 3 .
-Récepteurs de mort Intégration
(Fas, TNFR,...) -Caspases initiatrices des signaux
-Carences en glucose, -Famille des Bcl-2 Effecteurs
en facteurs de croissance -Céramides
et de survie -FRO ! . :
-Radiations -Facteurs de transcription Mitochondrie Mort
(UV, RX, radiothérapie) -p53
-Drogues -Oncogénes
(chimiothérapie) -IAP
-Agents pathogénes
(virus,...)

Figure 4. Les phases de I'apoptose - Intégration séquigelle du signal apoptotique.
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intervenir des protéines dont I'expression conditi® la survie cellulaire comme par exemple des épsms

intracellulaires spécifiques appelées caspasesytiganes, les protéines de la famille Bgle.

La figure 4 modélise les différentes étapes inteamérdans I'apoptose, depuis le signal susceptilele d
déclencher le programme apoptotique jusqu’a la celtilaire. Le processus apoptotique peut étreséien trois phases
chronologiques successives. Les deux premiéres diteitiation et de décision sont toutes les detwersibles et
modulables par des facteurs anti-apoptotiques. digi@me phase, dite d'exécution ou de dégradatiotéigue et

nucléaire est irréversible et confére a la cellesecaractéristiques morphologiques et biochimigleekapoptose.

La phase d'initiation de I'apoptose peut étre déclieée par des stimuli aussi variés que des radsatmonsantes
(Farrell et al., 1998), une carence en facteurs de croissancetifiaret al., 1999 ; Tammariellet al., 2000), des
drogues cytotoxiques (Boseal., 1995 ; Bolanckt al., 1997), du glucose (Kanegbal., 1996), des acides gras (Paumen
et al.,, 1997 ; Shimabukuret al., 1998a ; 1998b), des céramides (Obetidil., 1993) ou des formes réactives de
I'oxygene (Goldkorret al., 1998). Les cytokines membres de la famille du IiN&nsi que leurs récepteurs jouent un
role particulierement important dans le contrélecdde phase d'initiation (Pitit al., 1996). La phase de décision est
I'étape au cours de laquelle les différents sigrdmurnort et/ou de survie sont intégrés par la keetjui, en fonction de
son état physiologique et de son contexte envinmeméal, va orienter la réponse vers la mort ouulais. Cette
intégration fait appel a un certain nombre de ntédia intracellulaires anti-ou pro-apoptotiques tgle les caspases,

les FRO, les protéines de la famille Bcl-2, la miitondrie, les céramidestc.

I1.4. Les principaux médiateurs cellulaires réqgulaeurs de I'apoptose

11.4.1. Les récepteurs membranaires de la famille TNF-a

Les cytokines membres de la famille du TRainsi que leurs récepteurs jouent un rdle importams
I'apoptose (Pittiet al., 1996). Seize ligands membres de la famille du BNFété identifiés: TN, FasL, les ligands
similaires au TNFa induisant l'apoptose (TRAIL), lymphotoxine, lymphotoxine 3, CD27L, CD30L, CD40L,
CD137L, OX40L, RANKL Receptor activator of nuclear factor-«B ligand), LIGHT (Lymphotoxin-like inducible
protein that competes with glycoprotein D for herpesvirus entry mediator on T cells), TWEAK (Tumour necrosis factor-
like weak inducer of apoptosis), APRIL (TNF homolog A proliferation-inducing ligand), TL1 (TNF-like-1) et BAFF 8
cell-activating factor of the TNF family) (So et al., 2006). La plupart de ces ligands sont synthéteés forme de
précurseurs trans-membranaires avant que leursidesnaxtracellulaires soient clivés par des méiadiases. Les
ligands sont produits sous une forme trimériqueneéthacun un ou plusieurs spécifiques. Ces réaepéppartiennent a
la famille du récepteur au TNd- Ce sont des protéines trans-membranaires casgesrpar un motif extracellulaire
riche en résidus cystéines et un domaine intrdagkucontenant un motif peptidique caractéristiglite"domaine de
mort" (DD; Death Domain). Tous ces ligands n’induisent pas la mort celtalaPu contraire, ils peuvent induire des
signaux de survie notamment pour certaines celldled'immunité. D’autres encore auront un role éligint sur
'apoptose en fonction du type cellulaire. La manitiée par ces ligands requiert la trimérisatiors décepteurs et

conduit a I'activation des caspases cytoplasmiuasgthorne et Williams, 1997).
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Caspases Autres noms Site de clivage Fonction
(séquence peptidique)
2 Ich-I,, NEDD2 DEHD Y
, ICE- initiateur
9 Mch6, ICE-LAP6 LEHD drapoptose
8 Mch5, FLICE, MACH LETD
10 Mch4, FLICE-2 LEND
<
3 CPP32, Yama, Apopain [ — ISV
effecteur
6 Mch2 BT VEHD d'apoptose
7 Mch3, ICE-LAP3 [ — 15! 3
1 ICE WEHD
4 ICE o II, TX, Ich-2 (WL)EHD
5 ICE  lil, Tx, Ty T T (WL)EHD
maturation
11 DT \WEHD de cytokines
12 [ — YO
13 ERICE DT \WEHD
14 MICE {——————— 1 WEHD )

Figure 5. Comparaison structurelle des pro-caspased des spécificités de substrats des caspases
humaines (1-10) et murines (11-14gd’aprés Strasser, 2000 ; Delhalle, 2002).

Pro-caspase initiatrice ou effectrice
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Second clivage 41
P20 + P20 PR
Hétérodimere

Homodimérisation

site catalytique

0zd

Caspase activée
(Homodimeére d’hétérodimeéres)

Figure 6. Mécanisme d’activation des caspases.
Les structures des pro-caspases initiatrices etteffes sont représentées. Les pro-domaineq N-
terminaux sont représentés en bleu, les grandesusit@s sont en jaune et les petites sous-unitég en
rouge. La caspase active résulte de la protéolysie dassemblage de deux précurseurs (d’agrés
Amarante-Mendes et Green, 1999).

=
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11.4.2. Les caspases

La plupart des changements morphologiques et biagb#s observés au cours de I'apoptose résulte de
l'activation de protéases intracellulaires spéaiis, les caspases. Les caspases ne sont pas séuemenzymes de
dégradation mais aussi des molécules de signalishtutement régulées contrblant des processumglmjaks critiques
pour la cellule par le biais de protéolyses linsté& spécifiques. Ces protéases présentent undigEestricte de
clivage de leurs substrats aprés un résidu aspartiG'est d'ailleurs sur base de cette propriétélgamri les a
dénommeées "caspases”, poQysteinyl aspartate specific protease” en 1996 (Alnemrit al., 1996). Toutes les caspases
ont une structure conservée et sont synthétisées feome de précurseurs inactifs ou zymogenes. aspases sont
constituées d'un pro-domaine N-terminal de longueurable allant de 23 & 219 acides aminés, suivi domaine de
17 a 21 kDa (P20) qui deviendra apres clivage dédg sous-unité et enfin d'un domaine C-terminal@eé 14 kDa

(P10) qui constituera la petite sous-unité.

[1.4.2.1. Classification des caspases

A ce jour, 14 caspases ont été identifiées cheansmmiferes (10 humaines et 4 murines) et peuvieat é
réparties en 3 groupes en fonction de leur stracttr de leur réactivité : les caspases initiatrieftectrices et
activatrices de cytokines. La figure 5 schématisesteuctures protéiques des différentes caspasesites et murines.
(Lavrik et al., 2005). Les pro-caspases initiatrices possedemrasdomaine N-terminal long contenant au moins 103
résidus (jusqu’a 200 résidus pour les pro-caspdstsi0). Les segments N-terminaux des caspasest8 eontiennent
des domaines effecteurs de mort (DHDeath effector domain), alors que les caspases-1,-2,-4 et -9 possedent u
domaine de recrutement des caspases (CARBpase recruitement domain). Ces différents domaines (DED et CARD)
sont impliqués dans le processus d'activation despases par des interactions protéines-protéirms ¢hapitre
11.4.2.3.4, p. 19, relatif a la régulation des GEsgs par interactions protéines-protéines). La ia@baret I'activation des
caspases effectrices dépendent des caspasesitgitiala séquence des sites de clivage sépamasbles-unités des

caspases effectrices correspond aux séguencesisaaseconnues par les caspases initiatrices.

Certaines caspases comme les caspases-1, -4]1;512] et -13 ne sont pas directement impliqué&et de
processus apoptotique mais semblent plutot jouadlendans I'inflammation probablement en induisientlivage de
cytokines pro-inflammatoires comme I'lBlet -18. La caspase-12, bien qu'appartenant a Ia fouille des caspases
inflammatoires, a été récemment décrite comme $pase médiant I'apoptose au niveau du réticulunoadmique
(Oyadomarkt al., 2002 ; Nharet al., 2006).

11.4.2.2 Mécanismes d'activation des caspases

Comme le montre la figure 6, I'activation des cagsapasse par le clivage protéolytique de la fayngogéne
au niveau de 2 sites consensus contenant un réspdutique. Le clivage entre les sous-unités prda@dssion du pro-
domaine N-terminal. Chaque caspase activée rédultdivage protéolytique et de I'auto-associatien2dpro-caspases

formant un ensemble tétrameérique (homodimeére d'béideres) contenant 2 sites actifs situés aumités de la
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Extracellulaire
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ou -10 ou -10
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Figure 7. Recrutement et auto-activation des caspasesiitiatrices par les récepteurs
membranaires a DD.

L'auto-activation des caspases initiatrices néogdsiir rapprochement stabilisé par interaction ayec
des récepteurs membranaires a DD. En fonction dudgp@ro-caspase et/ou du récepteur concerné,
plusieurs molécules adaptatrices sont recrutéapi@s Lavriket al., 2005).
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protéine. Le pro-domaine N-terminal semble jouerdla dans les interactions protéines-protéinesteingpliqué dans
la régulation de I'activité de ces caspases. Uper@té importante des caspases initiatrices estdapacité a s'auto-
activer et/ou d'étre activées par d'autres caspdb@gut donc y avoir une cascade d’activatiorremgs différentes
caspases. Une fois les caspases initiatrices astif@écanisme d’auto-activation), elles vont pouectiver d’'autres

caspases encore a |'état de zymogeéne, notammeradpases effectrices (mécanisme d’hétéro-acthjatio

11.4.2.2.1. Auto-activation des caspases initiagig

L’auto-activation des caspases initiatrices implidloéigomérisation des zymogénes, sous le contrdde
protéines adaptatrices. Ces molécules adaptatticeslent les pro-caspases aux senseurs apoptotiglesgue les
récepteurs de mort ou la mitochondrie. Il en résuihe concentration locale élevée en pro-enzymasegt@ant la

protéolyse inter- et intra-moléculaire.

Activation des pro-caspases-2, -8, -10

L’activation des caspases-2, -8, et -10 résulteadstiinulation de récepteurs membranaires possédamiotif
intracellulaire riche en résidus cystéines et umalae intracellulaire DD, domaine par lequel, goorése a un ligand,
les récepteurs trimérisent et recrutent des preséadaptatrices. Comme le modélise la figure fréacaspase-8
(Kischkel et al., 1995) ou la pro-caspase-10 (Kischkelal., 2001) s'oligomérisent par l'intervention de latgine
adaptatrice FADD Kas protein with DD) au niveau de leur domaine DED. FADD, par son damd)D, peut étre
directement couplé au récepteur Fas (Chinnastaal., 1995) ou indirectement au TNF-RI par l'interméciade
TRADD (TNF-R associated protein with DD) (Hsuet al., 1995) Le complexe, ainsi constitué du récepteaiF ADD et

de la pro-caspase, est nommé DIS®@ath-including signaling domains DED complex).

Le recrutement de la pro-caspase-2 au réceptewitggaf I'interaction séquentielle de TRADD, avemla-
caspase-2 via leur domaine CARD et avec d'autreséimes telles que la sérine/thréonine kinase FR&eptor
interacting protein) et la protéine RAIDD RIP-associated |CH-1/CED-3-homologous protein with DD) via leurs
domaines DD (Hset al., 1995 ; Stangest al., 1995 ; Duan et Dixit, 1997).

L'activation des pro-caspases initiatrices par augon avec les récepteurs membranaires a DD ek&iipa

appelée voie extrinséque de l'apoptose. En efttet geie est activée suite a un signal extracetklla

Activation de la pro-caspase-9

Le mécanisme de maturation de la pro-caspase-®egiazable a celui des pro-caspases initiatrice8-2t -
10. Comme le modélise la figure 8 (page suivargejy activation dépend de la formation d’'un complexdti-
protéique, l'apoptosome (kf al., 1997). L’'apoptosome est constitué du cytochronileécé de la mitochondrie, d'Apaf-
1 (Apoptotic protease-activating factor-1), d’ATP et de la pro-caspase-9 (Zeual., 1999). Dans ce complexe, Apaf-1
joue le role de protéine adaptatrice. Il possedeféat une région de liaison CARD, impliquée dieznent dans le

recrutement de la pro-caspase-9dial., 1997). Lorsque les cellules sont quiescentes,-Apast séquestré a la surface
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Pore
-
Apaf-1 inactif @0
Cytochrome ¢
ATP %Q\ -_— /
Apaf-1 actif W
OLIGOMERISATION
Pro-caspase-9
e ]| [CARD I
APOPTOSOME
Caspases-9
activées
Figure 8. Activation de la caspase-9 via la formatiode I'apoptosome.
Suite a différents stimuli pro-apoptotiques, la auitondrie libére plusieur$
facteurs pro-apoptotiques dont le cytochrome c.fApactivé par le cytochromé
c et I'ATP, s’oligomérise et s'associe avec des gaepases-9 (le nombre d'unitg¢s
est fictif) pour former I'apoptosome. Les pro-caspm9 étant rapprochées et
stabilisées s’auto-activent. Les caspases-9 astipéaivent exercer leur actign

pro-apoptotique (d’aprés Hengartner, 2000).
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de la mitochondrie dans une conformation tridinmemselle inactive (Zowt al., 1997). Dans un contexte apoptotique,
le cytochrome c et I'ATP lient Apaf-1, induisant ghangement conformationnel permettant de démaszjoes la
région CARD : la pro-pascase-9 est ainsi recrut®&xistence d'un épissage alternatif pour I'ARNrdart pour la pro-
caspase-9 a été proposé, identifiant deux forret Inactive et anti-apoptotique, l'autre actieadll pro-apoptotique
(Srinivasulaet al., 1999).

L'activation des pro-caspases initiatrices via tamiation de l'apoptosome et altération des strastur
mitochondriales est appelée voie intrinséque goptose. En effet cette voie est généralementéesuite a un signal
intracellulaire. Comme décrit dans le chapitre.8.4les molécules de la famille Bcl-2 sont patt&nement impliquées

dans cette voie intrinséque de I'apoptose.

11.4.2.2.2. La transactivation des caspases effas

Les caspases-3, -6 et -7, regroupées sous le nooaspases effectrices, ne peuvent étre activéesirpar
mécanisme d’auto-activation. En effet, ces pro®adiesposent d'un domaine court incapable d'initieur
oligomérisation et leur activation. Ainsi leur dige protéolytique est pris en charge par d'autaepases, généralement
des caspases initiatrices. Des études, menéegsuxtiaits cellulaires (Srinivasiudaal., 1996 ; Muzioet al., 1997) ou
sur des cellules de levures transfectées (Keirg., 1999), ont en effet démontré que les caspastatiites sont
capables d'activer efficacement les caspases gffest Dans ces systémes, I'activation protéolgtidas caspases-3 et -
7 par l'action directe des caspases-8 et -10 ané&té en évidence (Nagata, 1997 ; Stennithka., 1998 ; Kanget al.,
1999). De méme, la caspase-9 est capable d’inaatévation des pro-caspases-3 et -7 éLal., 1997 ; Srinivasulat
al., 1998). Alors que le clivage des procaspases-3 @eut résulter de I'action directe des caspase$;8-10, des
expériencesn vitro montrent que la pro-caspase-6 est clivée uniquepaares caspases-3 et -7 (Srinivastlal., 1998
; Slee et al., 1999). Ainsi, les caspases-8, -9, et -10 sontitééccomme les protéases gouvernant I'activation
séquentielle des caspases effectrices dans I'apoptédiée par les récepteurs membranaires ou patoehondrie. Ce
type d’activation en cascade permettrait la régpiaét I'amplification du signal apoptotique. Toidlis, des étudem
vitro démontrent que les caspases effectrices peuvelanggnt cliver des caspases initiatrices. Par elerapcaspase-

3 est douée d’'une activité protéolytique vis-adasla pro-caspase-8 (Stenniakel., 1998) et des pro-caspases-2 et -9
(Sleeet al., 1999). La caspase-6 active est également capelpeotéolyser les caspases initiatrices-8 et Sl€e¢t al.,

1999). Ces différents travaux suggerent I'existedinee boucle de rétrocontraie vivo.

Le tableau VI répertorie une liste non-exhasutivpmeines clivées par les caspases.

[1.4.2.3. Régulation des caspases

La plupart des cellules animales expriment corstément plusieurs types de caspases, conservassear
forme inactive de pro-caspases. Etant donné queimes de ces pro-caspases ont la capacité deo-siativer et
d’engendrer, via une réaction d’'activation en chalm processus protéolytique irréversible et éapadur la cellule, il

n'est pas surprenant que ces protéines soienteftrent régulées tant au niveau de leur activatiendg leur activité.

29



INTRODUCTION

Chapitre Il — L'apoptose

-Actine, B-caténine, Cohesine, Cytokératin
Desmine, FAK(Focal adhesion kinase), Fodrine,
Gas-2 (Growth arrest specific2), Gelsoline,
ROCK-1 (Rho-associated coiled-coil protein kinase 1),

Vimentine.

e plasmique, isolement cellulaire.

EFFETS ex
SUBSTRATS Références
(supposeés du clivage)
Protéines associées au cytosqueletfe- Réarrangement du cytosquelet{ -Caulin et al., 1997 ; Kothakoteet
membranaire : bourgeonnement de la membra| al., 1997 ; Herrenet al., 1998 ;

Janickeet al., 1998 ; Levkalget al.,
1998 ; Mashimaet al., 1999 ;
Sgorbissaet al., 1999 ; Buynet al.,
2001 ; Sebbaght al., 2001 ; Cheret
al., 2003.

Protéines du cytosquelette de I'enveloppg
nucléaire :

-Lamine A et B.

¢ - Déstabilisation du cytosquelett
nucléaire, condensation de
chromatine.

-McConkey, 1996 ; Raet al., 1996

Protéines kinases cytoplasmiques

-Ca*-Calmoduline protéine kinas
dépendante IV (CaMK V), MEKK-1, Mst ¥
(Mammalian sterile 20-homologues kinases), PAK-2
(p2l-activated kinase), PKGd, PKCp, PK@, PKN.

- Perte de la régulation, activit
b augmentée, rble pro-apoptotique

-Ghayur et al.,, 1996 ; Rudel ef

Bokoch, 1997 ; Gravest al., 1998 ;
McGinniset al., 1998 ; Takahaslst
al., 1998 ; Widmanret al., 1998 ;
Endoet al., 2000

Protéines interragissant avec 'ADN:
-Inhibiteur de DFF40/CAD (DFF45/ICAD
[caspase-activated desoxyribonuclease]).

-DNA-PKcs, PARP  (Poly-adenosyl-ribose)
polymerase) topo-isomerase 1.

-NUMA (Nuclear protein that associates with the
mitotic apparatus).

-Libération de DFF40/CAD,
fragmentation de I'’ADN.
-Inactivation, 'ADN n’est plus
réparé.

-Modification de la chromatine
altération de I'enveloppd
nucléaire.

-Sakabhireet al., 1998
-Casciola-Rosent al., 1996
-Taimen et Kallajoki, 2003

Facteurs de transcription:
-SRF(Serumresponse factor), STAT-1, NFKB.

-Inhibition de la transcription dg
genes anti-apoptotiques  et/d
mitogéniques.

-King et Goodbourn, 1998 ; Raet

ual., 1998 ; Bertolottet al., 2000.

Protéines régulatrices de I'apoptose
-Bax, Bcl-2, Bcl-x, Bid.

-Génération de fragments prq
apoptotiques.

-Chenget al., 1997 ; Clemet al.,
1998 ; Grandgirardtt al., 1998 ; Li
etal., 1998.

Protéines de l'inflammation:

-Pro-I1-183.
-Pro-II-16.
-Pro-II-18.

-Libération d’ll-183.

-Augmente le chimiotactisme d¢g
lymphocytes T.

-Stimule la synthése d'IFN-

-Black et al., 1989 ; Brough ef

Rothwell, 2007.
-Zhanget al., 1998.
-Fantuzziet al., 1998.

Autres protéines:

-IkB.

-Calpastatine.

-Protéine phosphatase 2A.
-Phospholipase A2.

-Inhibition constitutive de NB.
-Diminution de [linhibition des
calpaines.

-Augmentation de I'activité.
-Activation.

-Barkettet al., 1997.
-Wanget al., 1998.
-Santoroet al., 1998.
-Adam-Klagest al., 1998.

Tableau VI. Substrats des caspases.

Liste non exhaustive de différentes protéines ebvgar les caspases (d’aprés Earnsitalv, 1999).
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11.4.2.3.1. Régulation par phosphorylation

Les caspases sont des phosphoprotéines, ciblafféterttes protéines kinases telles que Akt, Pnetélinase
(PK) C, PKA, p38 MAPK Iitogen activated protein kinase), etc. Il a été montré que le degré de phosphorylates d
pro- et/ou caspases module leur activation/act{itéderson, 1997 ; Cardoreal., 1998 ; Martinst al., 1998 ; Allanet
al., 2003 ; Alvarado-Kristenssatt al., 2004 ; Bradyet al., 2005 ; Martinet al., 2005). Il a également été montré que la
caspase-3 phosphorylée pouvait étre réactivédégmrosphorylation via I'activité de la protéine gittatase A2 (PPA2)
(Alvarado-Kristensson et Anderssaz)05)

11.4.2.3.2. Régulation Redox des caspases

Il a été montréin vitro, que la formation de FRO est susceptible de modiilectement I'activité des caspases.
En effet, le site catalytique des caspases contigntésidu aminé cystéine. Pour que I'enzymeaif, le groupement
thiol de ce résidu doit étre sous forme réduit@xitation de ce groupement diminue I'activité daspases (Nobet
al., 1997 ; Fadeeét al., 1998 ; Hamptoret al., 1998b). Cependant, alors qu'il a été montré lgseFRO inhibent
directement l'activité des caspases, elles intsehti aussi des altérations de la mitochondrie,quoent la MPT et,
indirectement, favorisent I'activation des pro-casgs (Klucket al., 1997 ; Stridret al., 1998). Le rdle des FRO dans la

régulation des pro-caspases reste donc a éclaircir.

11.4.2.3.3. Régulation topographique

L'étude du rdle des caspases dans l'apoptose edueed’autant plus difficile du fait qu'il peut exér des
différences dans la localisation intracellulairérerpro-caspases et caspases activées. La sétjoasties pro-caspases
dans des compartiments cellulaires différents (cenemmitochondrie, le noyau, le cytoplasme) sendolestituer un
mode de régulation important, en limitant, par iséence de barriéres physiques, leur activatioeneles maintenant a
distance de leurs substrats ou de molécules attiemtdans les cellules en vie. Il a notammentré@étré que les pro-
caspases-2, -9 (Susghal., 1999a), -3 (Mancingt al., 1998) et -8 (Qiret al., 2001) peuvent étre localisées dans I'espace
inter-membranaire mitochondrial. Ce n'est qu'ensprice d'un signal apoptotique qu’elles sont libgrdans le
cytoplasme et clivées en caspases actives. D’aattgles caspases semblent également pouvoir ndgreytoplasme
vers le noyau. En effet, la présence de la caspastive dans le noyau de neurones et de cardigtggo¢Susiret al.,
1999a) a été démontrée. La localisation nucléamesitoire de la caspase-3 a également été miséviglence
(Krajewskaet al., 1997). Enfin, la découverte d'un signal de Ietion nucléaire dans le pro-domaine de la pro-
caspase-2 (Colusst al., 1998) est un autre argument pour proposer unfaddletionnel des caspases au niveau du

noyau.
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Figure 9. Les protéines IAP humaines.
Représentation des domaines des protéines humdénkssfamille IAP. Les nombres correspondént
aux acides aminés. Toutes les protéines contienaanimoins un domaine BIR, et certainges
comportent un domaine CARD, UbtJifiquitin-conjugating) et RING (d’aprés Delhalle, 2002 |;
Schimmer, 2005).
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11.4.2.3.4. Régulation par interactions protéinesgi€ines

Comme il a déja été mentionné, certaines caspagEialement les caspases initiatrices, requiérent
l'association par leur domaine DED et CARD de prmé adaptatrices telles que FADD, TRADD, RAIDD et RtRip
étre pleinement activées. De fagon similaire, oétipe de recrutement des caspases initiatriceséaapteurs DD peut
étre régulée négativement par une protéine nomrke (FLICE (caspase-8) inhibitory protein), identifiée initialement
chez le virus de I'herpés et le virus molluscipBkIP contient deux domaines DED qui lui permettentieiela protéine
adaptatrice FADD et/ou les caspases-8 et -10 (Thaimak, 1997), les rendant ainsi inaccessibles lors dmite en
place du complexe DISC (Droiet al., 2001). La grande famille des protéines de BabiZejun role majeur dans la
régulation de I'apoptose en contrélant la libérmatitu cytochrome c¢ de la mitochondrie et I'activatgequentielle de la
caspase-9 et des caspases effectrices. CeperaldibErhtion du cytochrome c¢ n’apparait pas comafésante pour
induire I'activation de la caspase-9 et des caspasiectrices. En effet, des protéines appartenalat famille des
protéines inhibitrices de I'apoptose (IARthibitor of apoptosis proteins) maintiennent la caspase-9 et les caspases
effectrices-3, -7 inactives selon un mécanismehibiion compétitive (Deveraux et Reed, 1999). Edtihibition est
levée notamment par des protéines mitochondri&egmc Second mitochondria-derived activator of caspase) et son
homologue Diablo Qirect IAP binding protein and low pl), lesquelles sont libérées dans le cytosol au scalur
processus apoptotique ([2ual., 2000)

11.4.2.3.5. Les protéines inhibitrices de I'apoptose

Les protéines IAP inhibent la mort cellulaire enpéthant, par liaison compétitive, le clivage degqaspases
et leur activation subséquente. Initialement déestchez certains virus (Croekal., 1993), des homologues ont été
identifiés chez les insectes et les mammiferediguae 9 schématise les séquences polypeptidigees dnembres de la
famille IAP actuellement identifiés : XX{linked) IAP, c cytoplasmic)-IAP1, c-IAP2, N Nucleotide binding) IAP, ML
(Melanoma and Lymphoma) IAP, ILP2 (AP-like protein-2), Survivine, Bruce/Apollon (Schimmer, 2004). LedPlAont
constituées de différents domaines protéiques sntlomaines BIRBaculoviral 1AP repeat), longs de + 70 acides
aminés, qui sont indispensables a l'activité aptgotique de IAP. Chaque domaine BIR posséde destiéms
distinctes et une spécificité de liaison aux caspd¥erhagemt al., 2001). BIR-1 et -2 assurent la liaison et I'initibn
de l'activité des caspases-3 et -7 alors que BIRRBbe 'activation et I'activité de la caspase>dAP est le membre
dont la fonction ou la régulation sont les mieurmaes. Un défaut ou un exces de I'expression deseHAR I'origine de
maladies telles que I'amyotrophie spinale (déficeeen NIAP) (Royet al., 1995). Un déficit en Survivine est souvent
impliqgué dans différents cancers (Ambroghial., 1997). Il a été montré que les membres c-IAPG-1&P2 peuvent
jouer leurs rdles anti-apoptotiques au début degssus d’apoptose induit par le THFen se liant a TRAFFZTNF
receptor-associated factor 2) et en inhibant ainsi la liaison de la caspasBl{eet al., 1995). Cependant et comme déja
cité dans le précedent paragraphe, les IAP peugles-mémes, étre régulées de maniére négatieannugént par les

protéines Smac/Diablo.
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Figure 10. Mécanismes de I'inhibition des caspasear les IAP.

A. Situation non-apoptotique : Les domaines BIR des protéines IAP se lient aumésr clivées
dimériqgues des caspases-9, -3 et -7. Cette inhibitompétitive empéche I'association dps
hétérodiméres de caspases et leur activaioBituation apoptotique : La protéine Smac/Diablo et
libérée de I'espace inter-membranaire mitochondtiakdie avec les protéines IAPs. La formation|de
complexes entre IAP et Smac/Diablo autorise I'astmn des hétérodimeres de caspases. Cellgs-Ci
peuvent dés lors induire la mort cellulaire (d’ap@oyal, 2001).
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11.4.2.3.6. Les inhibiteurs de IAP

Smac/Diablo sont des protéines mitochondrialeser@nit une séquence de localisation mitochondriailest
éliminée lors de l'importation vers la mitochond(igu et al., 2000). Ce retrait génere une nouvelle extrénotd tes 4
premiers résidus, AVPI (ala-val-pro-ile), se liesii(x) domaine(s) BIR des IAP. Cette interaction éespéchant
d'inhiber les caspases, probablement par encomhtestézique (Chaét al., 2001 ; Verhagest al., 2001). La figure 10
modélise le mode d'action des IAP et de leurs itéubs mitochondriaux, Smac/Diablo.

XAF-1 (X-IAP associated factor-1) est une autre protéine capable d'activer lesasesp Protéine nucléaire,
XAF-1 séquestre XIAP dans le noyau par interactiedeurs motifs protéiques en doigt a zinc [RING#. cette facon,
XIAP est maintenu dans le noyau et la cellule davigus sensible a un signal de mort. L’expressierXAF-1 semble
étre réduite dans certains cancers (Listbal., 2001). La protéine Omi/HtrAZH{gh temperature requirement protein
A2) a été identifiée comme nouvelle protéine inhibirdes IAP (Verhaged al., 2001). HtrA2 est une sérine-thréonine
protéase qui reste confinée dans I'espace interbramire mitochondrial. Lorsque I'apoptose est itgjicette protéine
est libérée dans le cytoplasme et se lie aux IARadméme facon que Smac/Diablo facilitant ainsctiization des
caspases. L'activité protéasique de HtrA2 est inddpnte de son réle inhibiteur de IAP (Suzildl., 2001 ; Hegdet
al., 2002).

11.4.2.4. L'apoptose caspase indépendante

Bien que l'activité des caspases dans le procegsnstotique soit bien établie, il a été montré bmgoptose
peut étre induite sans la participation des casp#d€, est une protéine homologue a la ferredokimetérienne ou aux
NADH-oxydoréductases, mais qui présente égalentantativité protéasique (Sushal., 1996 ; 1999b ; Daugasal.,
2000). AIF, localisée initialement dans I'espactelirmembranaire mitochondrial, est libérée dansyl®plasme et
transloquée dans le noyau suite & un stimuli papggique. Une fois dans le noyau, elle est capdliteluire a elle
seule la condensation de la chromatine nucléaideaiénérer des fragments d’ADN de grandes taiil@skpb) par
interaction directe avec 'ADN sans spécificité skfjuence (Susiet al., 1999b ; Daugast al., 2000 ; Ye Het al.,
2002).

L'endonucléase G, nucléase mitochondriale probadtemimpliguée dans la réplication du génome
mitochondrial, est libérée dans le cytosol et eststloquée vers le noyau suite a un signal protatiqpe (Liet al.,
2001). Dans le noyau, elle digére 'ADN en I'absenmtactivité caspase et génere a la fois des fratprie grandes

tailles mais également des fragments oligonucléapms (Samejimat al., 2001 ; Widlaclet al., 2001).
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Anti-apoptotiques
Bcl-2
BCI'XL
'BH4 | BH3 '‘BH1" BH2 ™ Mecl-1
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Bcl-X DTM
'BH4 BH3-L '‘BH1 BH2 ™ Boo/Diva
Pro-apoptotiques
Bax
Bak
Bok/Mtd
'BH4' BH3 ™ Bcl-X ¢
BH3 BH2 Bcl-G,
Bik
BH3 ™ Hrk
Bim
Bad
BH3 Bid
Bcl-G g
BH3 BH3 Noxa/APR
— BH3 p193
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Figure 11. Les protéines de la famille Bcl-2.
Localisation des domaines BH des membres de ldléBtl-2. Les domaines BH1, BH2, BH3, BH4
et TM sont représentés (d’apres Reed, 2000 ; De|t#2002).
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4.3. La famille Bcl -2

L'étude des mutations géniques liées aux lymphofolisulaires de type B a conduit a l'identificatiodu
proto-oncogene Bcl-2 (Tsujimot al., 1984). Depuis sa découverte, Bcl-2 s’est révid#&e partie d’'une famille sans
cesse croissante de protéines régulatrices depfape. Ces protéines sont de véritables sense@mes, controlant
"I'état de santé" de la cellule. Si I'on se référdeur fonction biologique ainsi qu’a leur struetyorotéique, les protéines
de la famille Bcl-2 peuvent étre classées en deus-famille : les protéines Bcl-2 pro-apoptotiq(@ax, Bak, Bad, Bid,
Bcl-xs, €tc) et les protéines Bcl-2 anti-apoptotiques (BcB2)-x,, Mcl-1, A1l/Bfl-1, etc). La figure 11 répertorie et

schématise les séquences polypeptidiques des menhta famille Bcl-2 humains.

Les membres de la famille Bcl-2 ont une structwilypeptidique conservée et sont caractérisés parélsence
d’'un ou plusieurs domaines BIBd-2 Homology domain). Les domaines BH1, -2, et -3 forment une pochdrdghobe
capable de s’associer avec un domaine BH3 appatténane autre protéine (Groasal., 1999). Le domaine BH4,
présent chez tous les membres Bcl-2 anti-apop®gigainsi que les régions avoisinantes peuventpéimsphorylés.
Cette propriété permet a ces protéines d'étre ééguét de s'associer avec d’autres protéines,de#iela calcineurine
(Shibasakiet al., 1997). Tous les membres Bcl-2 a I'exception dé & Bad possédent un domaine peptidique C-
terminal hydrophobe de 20 acides aminés qui peeugtprotéines de s’ancrer dans une membrane (Thbhathe
protéique trans-membranaire) (Krajewskial., 1993). Certaines protéines Bcl-2 comme par e¥eBpl-x_ et Bcl-x
sont les produits d’'un épissage alternatif d’'un m&mé-ARN messager et peuvent avoir une foncti@iogique
opposée (Reed, 1999).

Les membres pro-apoptotiques peuvent étre répamti8 groupes en fonction de leur structure et de le
activité: (i) Bad, Bik, Bim, Hrk, Bcl, P193, APR (Xa) ne possédent qu'un domaine BH3 et sont cysoptues. Les
protéines se comportent en inhibiteurs trans-dontindes membres anti-apoptotiques en venant ingéirechaine BH3
dans la poche hydrophobe BH1, -2, -3 des membrésapoptotiques, empéchant ces derniers d’asseter rble
(Kelekar et Thompson, 1998). (ii) Bax, Bak, Boknsdes protéines possédant 3 domaines BH et onsuneture
similaire a celle de certaines toxines bactérienRas analogie de fonction, ces membres seraigpliqués dans la
formation de pores membranaires. Bien que Bid resgae que le domaine BH3, sa structure peptidioss gue sa
capacité a s'insérer dans une membrane le fairteppaa ce second groupe. (iii) Nip3 et Nix dé&gent un troisieme

groupe, celui des "BHBke", leur réle pro-apoptotique reste encore mal caajourd’hui (Cheret al., 1997).

La caractéristique importante des protéines deafaille de Bcl-2 est de pouvoir former des homo-das
hétéro-diméres. Il semble en fait que I'équilibrére la vie ou la mort soit influencé par le tygela proportion de
diméres anti- ou pro-apoptotiques (Oltehial., 1993). Ainsi, la formation majoritaire de dimérasti-apoptotiques
préserve la vie cellulaire, alors que la présemmeua de dimeres pro-apoptotiques conduit versde oellulaire. La
proportion de chaque type de diméres dépend derksgion et de la localisation de ces protéineseuieniveau de
phosphorylation ou encore de clivages protéolysqle mécanisme prédominant par lequel les mendmda famille
Bcl-2 régule I'apoptose semble étre le contréléadidrmation de I'apoptosome, en modulant la faiitochondriale du

cytochrome c.
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Figure 12. Exemples de mécanismes par lesquels tesmbres de la famille Bcl-2 régulent I'apoptose.

A. La caspase-8 active clive la protéine Bid emiBle fragment induit un changement conformatiodeeBax
en Bax,. L'ensemble s’'insére dans la membrane mitocholedgtprovoque la sortie du cytochrome c soit|en
participant a la formation du MTP soit par homagolérisation ou hétéro-oligomérisation avec d'autfes
protéines Baxike comme Bad. B. Suite & un dommage au niveau du quédstte (microtubules), la protéin
Bim est libérée et empéche par inhibition compéitiiaction anti-apoptotique de Bcl-2. C. Suite aeu
activation par déphosphorylation, la protéine Bsdlibérée de la protéine 14-3-3. D. Les protéinesZBanti-
apoptotiques lorsqu’elles ne sont pas elles-mémigibées, stabilisent la membrane mitochondrialerert et
empéchent I'action des membres Bcl-2 pro-apoptesidd’apres Gross, 1999 ; Hengartner, 2000).

- @
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Les membres anti-apoptotiques qui possédent un idem&-terminal trans-membranaire se situent
constitutivement au niveau des membranes des éoegatellulaires (essentiellement au niveau de lalongne externe
de la mitochondrie mais aussi au niveau des merabrdao réticulum endoplasmique et du noyau) (GreéeReed,
1998 ; Danial et Korsmeyer, 2004). Divers travaumdntrent que les protéines anti-apoptotiques somtout
impliguées dans le maintien de l'intégrité mitoctinale. En effet Bcl-2 ou ses homologues anti-apiigpies sont
capables de bloquer la génération de FRO (Khak, 1993), de stabiliser le potentiel transmembraneir régulant le
flux de protons (Vander Heideat al., 1999), ou encore de moduler 'homéostasie duuralenitochondrial (Zhuet al.,
1999). Le blocage de la sortie du cytochrome clearprotéines Bcl-2 anti-apoptotiques peut étreridéomme la
conséquence de leurs effets protecteurs sur I'hstagie mitochondriale. Bcl-2 préviendrait la fudie cytochrome c en
compensant le déséquilibre ionique, probablemdntigine de la baisse d&¥m, de I'ouverture des mégapores et de la
rupture de la membrane externe mitochondriale. fue$éines anti-apoptotiques régulent donc plus Hgsiplogie
mitochondriale que la simple redistribution du ¢jtmme c. Au contraire, les protéines pro-apoptetigtelles que Bid,
Bim, Bad et Bax, qui sont ordinairement présentassdle cytoplasme, peuvent aprés stimulation secakser
majoritairement au niveau de la membrane mitochal@rexterne et provoquer directement ou indireetama
libération du cytochrome c¢ selon des mécanismegsiaBax qui contient un domaine d'ancrage membrana-
terminal est présent dans les cellules saines damsconformation latente dans laquelle ce domalaaccage
membranaire est "emprisonné" dans le reste deoliZipe (Nechushtagt al., 1999). A la suite de différents stimuli
apoptotiques, Bax subit un changement conformagiblitrérant son domaine d’ancrage membranaire etleealise au
niveau de la membrane mitochondriale externe @sl., 1997 ; Wolteret al., 1997 ; Suzukét al., 2000 ; Danial et
Korsmeyer, 2004 ; Kuwang al., 2005). La figure 12 modélise différentes intéicats entre les protéines de la famille
Bcl-2.

Les protéines de la famille Bcl-2 peuvent étre hégude différentes facons : interaction protéinegégines,
(dé)phosphorylation, activation par clivage, sétragisn, modification de I'expression des géneséméssage alternatif,
etc. La figure 12 modélise, a titre d'exemples, quetquoies de régulation de l'apoptose via la réigulates protéines

de la famille Bcl-2.

L'exemple le plus caractéristique de la régulatmer phosphorylation est celui de la protéine Bad. S
localisation subcellulaire et sa translocation dwosol vers la mitochondrie sont sous le contrélenzymes de
phosphorylation activées en présence de facteussidie, telles que Akt (del Pesbal., 1997), Raf-1 (Wangt al.,
1994), et d’'une phosphatase, la calcineurine (Watrad., 1999), activée au cours de processus apoptotijdétat
phosphorylé, Bad est séquestré dans le cytosokdrast avec une protéine soluble nommée 14-3-&safue la
déphosphorylation de Bad permet sa translocatios leemitochondrie et la formation de diméres ppogsotiques ou
d’hétéro-dimeres avec Bcl-2 et Bgl-supprimant ainsi leur fonction anti-apoptotiqueatia et al., 1999). Bad est
inactivé par phosphorylation dans de nombreux can@@attaet al., 1999). Bcl-2 est également une phosphoprotéine.
La phosphorylation de Bcl-2 potentialise sa fonttanti-apoptotique sans affecter sa localisatiobcsllulaire (la
mitochondrie) (Haldaet al., 1995 ; Changet al., 1997 ; ltoet al., 1997 ; Poommipanigt al., 1999). Bcl-2 peut étre
phosphorylé par différentes kinases, comme la BKRuvoloet al., 1998). Le taux de phosphorylation de cette pnetéi
est cependant modulé par la PPA2 (Ruwblal., 1999), enzyme activée par les céramides, orieafasi la cellule vers
la mort.In fine, la transmission du signal de mort via la rel@alon membranaire des membres Bcl-2 pro-apoptegiqu

aboutit a la libération du cytochrome c et a I'aation de cofacteurs apoptogenes. Alors que I'adiges mitochondrial
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Figure 13. Schéma explicatif de la théorie du pore miichondrial permettant la libération de différents
facteurs apoptotiques dont le cytochrome c.

Le cytochrome c est libéré depuis I'espace inter-mens@ranEIM) suite au changement de perméabilité
membranes mitochondriales (MM) de I'enveloppe mitaatriale (EM). Ces changements sont dus a la formal
de pores mitochondriaux de deux types. L'un est | filgi I'oligomérisation des protéines pro-apoptotigBes.
L'autre, la MTP, fait intervenir des composants citntvement présents au niveau des MMs comme le ¢
ionique a voltage dépendant (VDAC), I'ANT, et d'autresotéines X (hexokinase, récepteurs aux ben
diazépines, cyclophiline D, créatine kinase, Bax, d:a@jrés Bouchier-Hayes, 2005).
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de Bad est sous le contréle de I'état de phosphtioyl, la translocation de Bid du cytosol vers igoghondrie résulte
d’'un clivage protéolytique par la caspase-8 €tial., 1998). Les membres anti-apoptotiques de la fanié Bcl-2
peuvent également subir des clivages protéolytigpaesdes caspases, qui aboutissent a la génédaifrmagments C-
terminaux pro-apoptotiques (Cheagal., 1997). Enfin, exemple de régulation par localisatellulaire, Bim est, dans
une cellule saine, associé aux microtubules péaisan a la dynéine (Puthalakathal., 1999 ; Strasser, 2005). Suite a
une altération du cytosquelette et a la ruptureatte interaction, Bim se relocalise a la surfagdadmitochondrie et

inhibe I'action anti-apoptotiqgue des membres aptgaotiques de facon similaire a Bad.

Comme le modélise la figure 13, deux mécanismesédalation de la libération du cytochrome ¢ par les
protéines de la famille de Bcl-2 ont été propo€&s protéines contrdleraient I'ouverture des mégagpmitochondriaux
en se liant avec une protéine constitutive de capbexe, 'ANT (Adenosine nucleotide translocator) (Marzo et al.,
1998a ; Shimizwet al., 2000), induisant ainsi la MPT, I'effondrement A®m et la rupture de la membrane externe
mitochondriale. Mais la formation de grands canawytochrome c est également proposée. Il a étérénque Bax a la
capacité de polymériser (Antonssaral., 2000) et de s’insérer dans la membrane mitoclaledoour former de grands
canaux permettant le passage de cytochrome c (8stoet al., 2001), et cela sans gonflement osmotique ni reptu

physique de la membrane (Martinetal., 1999).

11.4.4. Les céramides

Les céramides, lipides appartenant au groupe desgegipides, sont impliquées dans la régulatiordiderses
réponses cellulaires, comme la prolifération, édénciation et I'apoptose (Perry et Hannun, 1998) mode d’action
et la régulation de la production des céramidegtinparticulierement investigués au cours desléiriéres années, du
fait d’'un réle émergent des céramides comme effiecteléculaire de I'apoptose. Plusieurs étudesnumitré en effet
une production de céramides intracellulaires dasss dellules apoptotiques, précédant I'apparitiols déeintes
biochimiques et morphologiques de I'apoptose, staygéue les céramides peuvent étre impliquéesldarsnsduction
du signal menant a la mort cellulaire (Hannun, 198®lesnick et Kronke, 1998 ; Mathias al., 1998 ; Ogretmen et
Hannun, 2004). Les céramides sont composées dpimnagosine et d’'une chaine d'acide gras de longweugable

allant de 14 a 24 carbones.

11.4.4.1. Métabolisme des céramides

Les céramides occupent un rble central dans le boktme des sphingolipides. Elles sont générées
principalement par deux voies de biosynthése. Dharg par hydrolyse du principal sphingolipide desmbranes, la
sphingomyéline (SM), via I'action d’enzymes spémifes : les sphingomyélinases neutre (NSMase) ale 48iSMase)
et phospholipase C SM spécifique. D'autre partcEmmides peuvent étre générées par la voiedditaovo qui
commence par la condensation d'un acide aminéesaviec du palmitoyl-Coenzyme A (Kolesnick, 20020jdénick et
Fuks, 2003 ; Ogretmen et Hannun, 2004). Par ad|aure fois synthétisées, les céramides peuverit dersubstrat a la
synthése de nombreux métabolites tels que la spsiimgr1-phosphate (S1P), les sulfatides, les gasigés. Les figures
14 et 15 (pages suivantes), résument les diffé&sertties du métabolisme des céramides.
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11.4.4.2 Accumulation des céramides

Dans de nombreux types cellulaires, l'apoptoseassbciée avec une accumulation des céramides. Cette
accumulation résulte de I'activation de la biosgside novo ou de I'hydrolyse de SM par diverses SMases. Les
céramides généréede novo s’accumulent majoritairement au niveau du feuilleémbranaire cytoplasmique du
réticulum endoplasmique du fait de la présence @ivaau d’enzymes intervenant dans le métabolisesecdramides, a
savoir la désaturase et la dihydrocéramide rédeidtdschel et al., 1997). On retrouve également, en fonction de typ
cellulaire, une accumulation de céramides assocéiag®e activité SMase dans les lysosomes (ASM&se)féret al.,
1966), le noyau (NSMase) (Tamiya-Koizuebial., 1989 ; Alessenko et Chatterjee, 1995) et lesahitndries (NSMase)
(Birbes et al., 2001). L'activation de ces voies enzymatiquest gidre modulée par des stimuli physiologiques ou
environnementaux. Il a été démontré que la voisydéhéseale novo peut étre activée aprés stimulation au ToNB<u et
al., 1998), traitement avec des acides gras libresyeie palmitate (Paumest al., 1997), traitement avec des drogues
cytotoxiques (la daunorubicine (Boaeal., 1995), I’hexadecylphosphocholine (Wiedesl., 1998) et I'étoposide (Perry
et al., 2000)), des radiations ionisantes (Fareehl., 1998), en réponse a des lymphotoxines éP#., 1999),etc. Ces
stimuli se traduisent par I'augmentation de l'aitéivdes enzymes sérine-palmitoyl transférase etnuiéle synthase
associée généralement a une augmentation de heeawnid’expression, suggérant l'implication de degtdacteurs
transcriptionnels comme p53 (Paunetal., 1997 ; Dbaibet al., 1998 ; Farrelkt al., 1998 ; Boset al., 1995 ; Boland
etal., 1997).

Diverses études ont montré le rble joué par la w@e SMases dans la formation et I'accumulation des
céramides au cours du processus apoptotique. leadvactivation des SMases est dépendante du tyhdate et du
type de stimulus. Bien qu’un défaut de I'activitéitsa I'origine de la maladie de Niemman-Pick, &erde la ASMase
dans l'apoptose reste sujet a controverse (Samtagla, 1996 ; Kirschnelet al., 2000). L'implication de la NSMase
(forme membranaire notamment) dans I'apoptose seplbs généralement reconnue. Elle a été décnite kigpoptose
de diverses cellules en réponse a des stimuli aasi&is que des cytokines (TMFE-FasL et I'll-1), une privation en
facteurs de croissance (Mathitsal., 1998) ou encore des drogues cytotoxiques (Beesstlal., 2001). La régulation
de l'activation des SMases, majoritairement obseieés de la stimulation d’'un récepteur de mort g@m ligand, est
sous le contrble de facteurs variés, qui semblept gpécifiques de la forme enzymatique impliqu@ertains de ces
récepteurs possédent un domaine intracellulairdiqod spécifiquement dans I'activation des SMa¥éggmannet al.,
1994). L'activation de la ASMase nécessite la fdiamad’'un complexe protéique constitué des protiadaptatrices
FADD et TRADD (Wiegmanret al., 1999), recrutées au niveau du domaine DD duptéae, et de caspases initiatrices
(Brenneret al., 1998 ; Schwandneat al., 1998). L'activation de la NSMase dépend d'ungia® peptidique nommée
NSD (Neutral sphingomyelinase activation domain). Au niveau de ce domaine NSD est recruté spéeifignt une
protéine adaptatrice, nommée FARBEtor associated with NSMase), capable d’activer directement la NSMase (Adam-
Klages et al., 1996). D’'autres molécules régulent I'activitésd8Mases comme (i) des dérivés lipidiques tels le
diacylglycérol et I'acide arachidonique (Kolesnid©987 ; Jayadest al., 1997), (ii) des molécules redox tel le glutathio
(Liu et Hannun, 1997) et I'D, (Goldkornet al., 1998 ; Singtet al., 1998) ou (iii) par des PKC (Mansatal., 1997).
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Figure 14. Voies de biosynthése des céramides et actions directau indirectes des céramides
dans I'apoptose(non exhaustif).
Les céramides sont générées soit par la geirovo, soit par le recyclage de la SM. Les céramides
peuvent agir indirectement sur I'apoptose via la fororatde cavéoles ou de radeaux lipidiqués.

Plusieurs actions directes sur des protéines de I'ageptint été rapportées (faire référence au tgxte
pour plus de détails). En orange sont indiqués diffés inhibiteurs pharmacologiques de la synthgse
des céramides utilisés dans la premiére étude deweltfeoir partie résultats, chapitre |, pp.36-48),.
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11.4.4.3. Roles des céramides dans I'apoptose

11.4.4.3.1 Réle apoptotique indirect ;: formation deadeaux lipidiques ou cavéoles

Comme le schématise la figure 14, il a été mont& lgs céramides s'accumulent au niveau de la narabr
cytoplasmique et participent notamment a la foromties micro-domaines de signalisation associéscavéoline, les
cavéoles (Liu et Anderson, 1995), ou non assoclascavéoline, les radeaux lipidiques (DobrowskK§Q@ ; Gulbins et
Kolesnick, 2003). Ces micro-domaines sont impliqdéss la transduction de signaux dont celui deopapse, en
favorisant 'assemblage des sous-unités des ramspiemériques du TN, du FasL, de CD40L et d’autres protéines
de signalisation (Ket al., 1998 ; Brown et London, 2000 ; Zunakhl., 2000).

11.4.4.3.2. Réle apoptotique direct : messagersasetaires

D’une fagon générale, les céramides peuvent tratremen signal de mort par action directe sur des/mes
spécifiques : les CAPK @amide activated protein kinase) (Mathiaset al., 1991) et les CAPPCeramide activated
protein phosphatase) (Dobrowskyet al., 1993). Une fois activées par les céramidesgoggmes transmettent le signal
de mort selon 2 voies distinctes : la voie d'adiova des protéines kinases du facteur de transmmifjun, (Sawakt
al., 1995 ; Xiaet al., 1995 ; Verheijet al., 1996) ou via un mécanisme mettant en jeu letéimes Bcl-2 et la
mitochondrie. En effet, au cours du processus apigpe, I'accumulation intracellulaire de céramidest souvent
associée a une altération mitochondriale, caraénpar I'effondrement dd¥’m, la génération de FRO et la libération
de facteurs pro-apoptotiques (cytochrome c, At€), via I'établissement de la MPT. Il a été montréamament que les
céramides accumulées dans le cytoplasme, viaamin de CAPP, peuvent inhiber l'activité de la B?Kkt et
permettre a la protéine Bad de se relocaliser agiani de la membrane mitochondriale et d'établiMRT (Zundel et
Giaccia, 1998 ; Salinag al., 2000 ; Zundeét al., 2000). D'autres études suggéerent que les cérarpilegent avoir une
action directe sur les mitochondries (Garcia-Retial., 1997). Les céramides peuvent étre généréestia parSM
mitochondriale. Les céramides mitochondriales aétd&crites pour induire la libération du cytocheomen régulant
l'activité des protéines de la famille Bcl-2 notasmh en inhibant I'activité de Bcl-2 via l'activatiod’'une CAPP
mitochondriale, la PP2A (Ruvole al., 1999), et l'inhibition de la phosphorylation Bel-2 par la PK@ (Leeet al.,
1996 ; Ruvolcet al., 1998). L'accumulation de céramides au nivealadeembrane mitochondriale peut aussi mener au
découplage des complexes de la chaine respira@nant a la formation de FRO (Garcia-Retial., 1997). La figure

14 résume de fagon non-exhaustive les différentdemd'action pro-apoptotique des céramides.

I1.4.4.4 Les céramides et leurs métabolites: équilie entre survie et mort cellulaire

Les métabolites issus des céramides peuvent épéquds dans des phénoménes de survie ou de mort
cellulaire. Les niveaux intracellulaires de céragsidésultent d’'un équilibre dynamique entre leumfation et leur
métabolisme par divers enzymes : les céramidasgdéss a la sphingosine kinase, la glucosylcérasydéhase et la
SM synthase. La régulation de I'activité de cesyaras a pour conséquence directe de moduler leawivendogénes

en céramides, mais également de générer des limidegéniques aux effets antagonistes a celui iesades.
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Figure 15. Les céramides et leurs métabolites : équilie entre survie et mort cellulaire.
Les concentrations relatives endogénes en céraretdas ses métabolites jouent un réle de rhéoptat
dans la détermination du devenir cellulaire. En vert seprésentés les composés anti-apoptotiqyies,
en rouge les pro-apoptotiques, en bleu certainsre@zy En orange, MAPP et PPMP, sont dgux
inhibiteurs pharmacologiques utilisés dans la premiéiede de ce travail (voir partie résultats,
chapitre I, pp. 36-48).
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Comme le schématise la figure 15, les céramideggmtiétre catabolisés en sphingosine (par une a#aas)
puis en S1P (par une sphingosine kinase). L'éqeiléntre les taux intracellulaires de céramidedee$1P joue un role
de rhéostat dans la détermination du devenir egltu{ Tahaet al., 2006). En effet, la S1P exerce un effet mitogémigt
anti-apoptotique, en agissant soit par I'intermiédide récepteurs membranaires couplés aux pret@reelon un mode
autocrine (Pyne, 2002 ; Pyne et PyP@02), soit au niveau intracellulaire en activaotamment la voie de signalisation
des MAPK (Coroneost al., 1995 ; Cuvillieret al., 1996 ; Augeet al., 1998). La synthése de S1P peut également contrer
directement I'effet apoptogéne des céramides eibank la libération mitochondriale de cytochrometcde Smac
(Cuvillier et Levade, 2001) et I'activation conséea des caspases effectrices (Cuvilkeral., 1998). Les céramides
peuvent également étre reconverties en SM sousofad’'une SM synthase (Ullman et Radin, 1974).t€e¢action
s'accompagne de la formation de diacylglycerol (DAG),puissant agent mitogénique. Enfin, les cérasnjmivent
étre glycosylées dans I'appareil de Golgi pour farsequentiellement les glucosylcéramides (GCer3 $action de la
glucosylcéramide synthase puis les lactosylcérasn{i€er) sous I'action de la lactosylcéramide sgath Certaines
études ont montré que l'accumulation des céraméahspotentialisée par une baisse parallele deidigctde la
glucosylcéramide synthase (Bourteeteal., 1998 ; Teppeegt al., 2000 ; Turzansket al., 2005), freinant ainsi leur
conversion en GCer. Inversement, I'activation dgllecosylcéramide synthase a été impliquée danaicemeécanismes
de protection contre I'apoptose, notamment danmgdastance aux drogues cytotoxiques. Les GCer pewégalement
induire la prolifération cellulaire en servant déqurseur pour la synthése de LCer, glycosphingldip(GSL) capables
d’'activer une cascade de kinases intégrant lesneegyRas, Raf et p44 MAPK et menant & I'expressiomito-
oncogene c-fos (Bhunkt al., 1996). A partir des LCer peuvent étre formésgiagliosides dont la plupart sont connus

pour leur r6le anti-inflammatoire et anti-apoptoqg(Bleicher et Cabot, 2002 ; Bektas et Spiege€l420

D’autres métabolites sont par contre pro-apoptesquPar exemple, la sphingosine est capable dteridéa
cellule vers I'apoptose en activant, par exempeydie des JNKdfjun-terminal kinases) ou SAPK @&ress-activated
protein kinases) ou en inhibant la voie mitogénique des MAPK (Wask et al., 1995 ; Coroneost al., 1996 ; Verheij
et al., 1996 ; Shemt al., 2003). Des études ont montré que certains G@&hnee les gangliosides D3 (GD3), peuvent
étre impliqués dans le processus apoptotique (RtaktTesti, 2002). En effet ce composé est capableatesmuler a
la surface des mitochondries et d’activer le preaesi’apoptose dépendant des mitochondries (DeaMaai., 1997 ;
Garcia-Ruizet al., 1997 ; Rippcet al., 2000).
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