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Introduction 

INTRODUCTION 

La mort cellulaire programmée., .suicide ce1lulaire ou apopto.se est un proce.s.sus 
fondamental et indispensable au cours du développement cellulaire, de l'homéostasie 
tissulaire et de la régulation des réponses immunes. L'apoptose se caractérise par de 
profonds changements morphologiques comprenant une réduction du volume cellulaire, 
un bourgeonnement de la .membrane plasmique., une condensation nucléaire et finale.ment 
une fragmentation intemucléosomale de l'ADN (Jean et al. , 2001). La cellule 
apoptotique .se .sépare de .se.s voisine.s puis .se désintègre de façon ordonnée; Condensation 
puis fragmentation d'un·noyau, casseur régulier des chromosomes, puis bourgeonnement 
des cytoplasme.s .sous forme de petits ballonnets rapidement ingéré.s par le.s cellnle.s 
voisines(les macrophages) (Yang et al., 1997). 

Aprè.s qu'il eut été démontré que le.s organisme.s vivant .sont constitués de cellules., 
l'importance de la mort cellulaire dans le développement d'un animal a été découverte 
(Clarke,1996)A La.mort ce11ulairenoIIl13.le a d'abord été ob.servée durantla.métamorpho.se 
des amphibiens puis dans plusieurs tissus en développement tant chez les invertébrés que 
chez les vertébré.s (Jacobson et al., 1997)A Le terme mort ce11ulaire piogrammé a 
initialement été utilisé pour décrire une mort cellulaire qui survient à des endroits 
prévisibles et à des moments précis(Jacobson et al., 1997). 

En 1972 KERR et al, ont décrit une mort cellulaire de même type que plusieurs 
auteurs avaient préalablement observés dans divers tissus et divers types cellulaires 
(Cnrrie et aL., 1972)~ Ce.s ceJJules .mourantes démontraient de.s caractéri.stique.s 
morphologiques communes mais cependant, distinctes de celles observées dans les 
cellules mourantes accidentellement par nécrose., ces mêmes auteurs ont suggéré que ces 
caractéristiques morphologiques communes puissent être le résultat d'un programme 
endogène .sous jacent de mort cellulaireA Ils ont donné le nom d'apoptose .a ce pro ces.sus 
(Currie et al., 972). 
Mais pourquoi l'apoptose '1 Qu' e.st ce que ça veut dire '?quel e.st .son rôle., .son importance'!. 
et par quel mécanisme survient -elle ? . 

L'apoptose constitue aujourd'hui un des domaines de recherche récent., elle prend 
une grande importance dans l'embryogenèse mais également impliquée dans des 
no.mbreu.se.s pathologies (cancer., .sidaA) (Horv~ 1986)A Bien que l'apopto.se n'e.st pas 
bien connue, mais elle est sans aucun doute reste un des sujets de recherche biomédicale 
qui attire une grande part de 1 'attention au cours de la dernière décennie A Une base de 
donné a d'ailleurs été crée, répertoriant plus de 40 000 publications élucidant certaines 
questions de domaine de la mort cellulaire programmée (Folkow, 1982). 

Dans le cadre de ce mémoire., nous avons donc .souhaité .apporter une contribution 
à l'amélioration de la compréhension de l'apoptose tant sur le plan biochimique que sur 
le plan pathologique. 
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CHAPITRE 1 Généralités 

Tab.2. Les méthodes de la détection del 'apoptose ( Hengartner ,2000) 

Caractéristique 
visée 

Morphologie 
cellulaire 

Fragmentation 
de l'ADN 

Technique et préparation utilisées 

Un marquage avec un fluorochrome, le DAPI (4',6-Diamidine-2'­
phenylindole dihydrochloride) qui se fixe spécifiquement à l'ADN. Un 
bourgeonnement de la membrane plasmique et la présence de corps 
apoptotiques peuvent être observés grâce à ce fluorochrome dans une 
préparation cellulaire. 

- -

-;:: - . 
... - ... .. 

... a, -: :._ i -

La fragmentation de !'ADN est causée par les endonucléases induites 
durant le processus apoptotique. La coupure de !'ADN se produit 
préférentiellement dans une région spécifique de l'ADN, ce qui 
provoque la libération de fragments oligonucléosomaux typiques de 
l'apoptose de 180-200 paires de bases. Ces fragments peuvent être 
visualisés sur un gel d'agarose sous forme de bandes multiples formant 
une "échelle d'ADN" (DNA ladder). 

Dans la ligne 1, on retrouve un marqueur de poids moléculaire; dans la 
ligne 2, on retrouve des cellules U93 7 sans stimulus apoptotique; dans 
la ligne 3 des cellules U937 avec un stimulus apoptotique et dans la 
ligne 4 on retrouve un contrôle positif. Source "Roche Diagnostics". 
La coupure d'ADN durant l'apoptose peut produire plusieurs types de 
fragments d'ADN: à double ou simple brin ou de faible poids 
moléculaire. Ces fragments peuvent être identifiés par un marquage des 
extrémités 3'-0H grâce à des nucléotides modifiés et l'utilisation de 
réactions enzymatiques. Deux méthodes existent: la première utilise la 
DNA polymérase qui permet l'incorporation des nucléotides marqués 
aux sites de coupures d'ADN; la seconde est l'utilisation de la "terminal 
transferase" (TdT) qui incorpore les nucléotides marqués aux sites de 
coupures d'ADN ainsi qu'aux extrémités 3'-0H des fragments d'ADN. 
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CHAPITRE! Généralités 

4. L'apoptose et la nécrose : Différence 

Toute cellule est génétiquement programmée pour mourir «Born to Die »est 
condamnée à mort en sursis : Son sort dépend de signaux émis par son environnement, 
on distingue deux types majeurs de la mort cellulaire tel que l'apoptose, la nécrose. 

La nécrose est une mort cellulaire dit accidentelle, considérée comme mort 
cellulaire désordonnée qui survient lors d'un dommage tissulaire, et elle implique des 
groupes des cellules. En effets lors de la nécrose, les cellules vont se gorger d'eau au 
point que celle-la va entraîner la lyse de leur membrane plasmique, cette véritable 
explosion cellulaire conduit au relargage dans le milieu environnant du contenu 
cytoplasmique, les organelles vont-elles aussi avoir tendance à gonfler, l' ADN nucléaire 
va être dégradé de manière aléatoire par des endonucléases, notamment par des serines 
protéases. Les fragments ainsi générés sont dépourvus d'extrémité 3' sortante. On 
remarque que la dispersion du contenu cellulaire provoquant une lésion et une réaction 
inflammatoire au niveau de tissus environnant. Par opposition, l'apoptose est un 
processus de mort cellulaire programmée rapide (quelque heures) et discrèt mettant en 
œuvre une véritable machinerie interne de destruction de la cellule, procédant par 
différentes phases chronologiques (figure 1). Bien que toutes deux conclues par la mort 
cellulaire, nécrose et apoptose s'opposent point par point, tant sur le plan biochimique 
que sur le plan morphologique (tableau 3), (figure 2). 

5. Intérêt Biologique de l'apoptose 

La mort cellulaire ne se limite pas à la période embryonnaire mais elle 
intervient tout au long de la vie de l'organisme, de sa naissance à sa mort. · 

5.1. Chez l'embryon 

L'apoptose élimine des cellules devenues inutiles une fois leur fonction 
accomplie (au cours de l'histo, de l'organo et de la morphogenèse). 

a. Lors de la morphogenèse: Le développement normale d'un organe s'effectue 
par modelage ; ainsi , durant le développement embryonnaire , les mains et les pieds 
apparaissent d'abord sous forme de bourgeon, puis les doits et les orteils sons sculptés, 
les cellules situées entre eux mourant. Sans l'apoptose les mains et les pieds palmés ; 
peut-être ceux qui ont «un poile dans la mains» ont-ils un déficit d'apoptose de cet 
ornement si gênant chez les autres quand un organe n'est plus nécessaire , ces cellules 
meurent :ainsi lors de la métamorphose des insectes et des amphibiens , grâce à 
l'apoptose , la chenille se mue en papillon et le têtard en grenouille (Strange et al., 
2001 )(figure 3). 

b. Lors de la neurogenèse : Les neurones se multiplient migrent et envoient leur 
axons en des cellules direction cibles (neurones, cellules musculaires ... ); seuls survivrent 
les neurones qui ont établi un synapses avec les cellules cibles parce qu'ils ont reçu en 
retour de celles-ci des facteurs de survie (facteurs de croissances) en quantité suffisante, 
les autres neurones (!neurones sur 2 meurt par apoptose).( Verhage et al., 2000). 
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5.2. Chez l'adulte 

Chez l'adulte, on note divers intérêts de grande importance que l' on peut 
résumer dans les points suivants : 

- L'apoptose contrebalançant la prolifération cellulaire, régule la taille des 
organes (figure 4) (1000 000000 nouvelles cellules apparaissent quotidiennement, autant 
doivent disparaître par apoptose). 

Elle élimine des cellules devenues inutiles : Absence de nidation, 
endomètre utérin et menstruation (les hormones sexuelles ayant bloqué l' apoptose 
pendant 21 jours) . 

- Elle élimine des cellules devenues dangereuses telles que: 
• Cellules dont l 'ADN est lésé 
• Cellules du système immunitaire une fois leur mission accomplie (lymphocytes 

une fois l'agent infectieux éliminé). 
• Cellules infectées par des virus (apoptose induit par les lymphocytes T 

cytotoxiques). 
• Cellules potentiellement cancéreuses. 

Sans apoptose, un adulte de 80 ans aurait un intestin de16 Km de long et 2 Tonnes de 
moelle osseuse et de ganglions (Moussard, 2005). 

La mise en place du réseau synaptique entre les neurones dépend d'un contrôle 
dynamique et séquentiel de la vie et de la mort. Une fois que le câblage des synapses est 
établi, la survie des neurones dépend de la capacité de ces connexions à faire preuve de 
leur fonctionnalité ; l'absence de circulation d'information nerveuse à travers une synapse 
entraîne l'autodestruction des neurones qui la composent. En quelques jours, plus de la 
moitié des neurones meurent. Disparaissent ainsi les neurones dits « inutiles » ou 
«dangereux». Le contrôle de la vie et de la mort cellulaire par des signaux de 
l'environnement joue un rôle dans ces signaux d'auto-organisation, sélectionnant parmi 
toutes les interactions neuronales initialement possibles, celles qui réussissent à faire 
preuve de leur capadté à fonctionner (Verhage et al., 2000). Ce sont des mécanismes 
semblables qui permettent la sculpture et la complexité de notre système immunitaire. 
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Fig.1. Destruction des cellules par le phénomène de l'apoptose (Kerr et al., 1972) . 
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Fig.2. Comparaison morphologique entre nécrose et apoptose (Kerr et al ., 1972) . 
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Tab.3. Comparaison biochimique et morphologique de l'apoptose et de la nécrose. 

Origine du 
terme 

Causes 

Morphologie 

Biochimie 

NATURE 

Apoptose Nécrose 
du Grec apo «loin de » et du Grec nekors «mort » 
ptôsis « chute » 
Mort cellulaire physiologique 
« naturelle » par suicide provoqué par la 
mise en marche d'un programme 
génétique en réponse à des signaux extra 
et intracellulaire (autodestruction sur 
commande). 

1- Bourgeonnement de la membrane 
plasmique, condensation et fragmentation 
de la cellule et de son noyau (avec 
condensation chromatinienne et 
fragmentation de l' ADN spécifique) en 
corps apoptotiques, vésicules contenant 
des organites structurellement intacts, 
sans rupture membranaire (Yang et al., 
1997) 
2- Phagocytose des corps apoptotiques 
par des macrophages et autres cellules 
spécialisées ou non, sans déversement du 
contenu cellulaire dans le milieu 
environnant et sans réaction 
inflammatoire ; les corps apoptiques non 
phagocytés peuvent provoquer ùne 
nécrose secondaire 
1- Processus actif, requit de l'énergie, 
nécessitant la synthèse de protéines 
spécifiques 
2- Au cours de la condensation 
cellulaire : perte des contacts cellulaires 
avec les cellules voisines ; translocation 
des phosphatidyl_sérines de la face 
externe de la membrane plasmique, 
permettant la reconnaissance des corps 
apoptotiques par les phagocytes ; 
activation des transglutaminases 
(enzymes créant des « liaisons 
croisées »entre protéines) 
3 _libération par les mitochondries de 
divers facteurs (cytochrome C, AIF ..... ) 
4_activation de la cascade des caspases 
5 au cours de la condensation nucléaire : -
fragmentation spécifique de l' ADN 
(clivage intemucléosomique(Thomas et 
al., 2004) 

Mort silencieuse par « implosion » 
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Mort cellulaire pathologique 
« accidentelle » par meurtre 
provoqué par une agression 
physique ou chimique de 
l'environnement cellulaire 

1- Gonflement et éclatement de la 
cellule et de ses organites par 
rupture membranaire 
2- Déversement du contenu 
cellulaire dans le milieu 
environnant provoquant une 
réaction inflammatoire 

1-Processus passif, ne requérrant 
pas d'énergie 
2- Perte de la régulation de 
l'homéostasie cellulaire de l'eau et 
des ions 
3- Fragmentation aléatoire de 
l' ADN (Thomas et al ., 2004) 

Mort bruyante par « explosion » 
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Fig.3. Différentiation incomplète de deux orteils du fait d'une activité 
apoptotique défectueuse 
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CHAPITRE II Mécanisme moléculaire de l'apoptose 

1. Aspect général 

Tout d'abord les cellules en apoptose vont s'isoler des autres cellules (perte des 
contacts) on remarque une condensation du cytoplasme et une diminution significative du 
volume cellulaire, se traduisant aussi par des modifications de réfringence de la cellule 
(Duvall et Wyllie, 1986). Les mitochondries des cellules apoptotiques subissent des 
modifications majeures telles que: 

- Diminution du potentiel membranaire mitochondrial. 
- Modification de la perméabilité membranaire mitochondriale (Marcheti et al., 

1996; Zamzami et al., 1996) et relargage du cytochrome C (Kluck et al., 1997; Yang et 
al., 1997) . 

Après la dissipation du potentiel membranaire mitochondrial, les cellules 
atteignent un point de non retour, la chromatine se condense en amas volumineux . A la 
différence de la nécrose où le clivage de l' ADN a lieu de manière aléatoire libérant des 
fragments de grande taille, on observe dans le cas de l'apoptose une fragmentation 
régulière de l' ADN. Des endonucléases génèrent des fragments d' ADN réguliers 
multiples de 180 paires de bases (Pb) (Wyllie,1980; Wyllie et al.,1984) donnant un profil 
caractéristique dit en« barreaux d'échelles» après électrophorèse de l'ADN. Finalement 
la membrane plasmique va bourgeonner et conduire à la formation de corps apoptotiques 
renfermant une partie du cytoplasme de la cellule in vivo, les corps apoptotique sont 
rapidement phagocytés par les cellules voisines, aboutissant à l'élimination silencieuse de 
la cellule afin de faciliter la reconnaissance des corps apoptotiques par les phagocytes, la 
cellule va signaler son état apoptotique à son environnement, notamment grâce à la 
translocation des molécules de phosphatidylsérine du feuillet interne vers le feuillet 
externe de la membrane plasmique (Platt et al.,1998). La phagocytose permet d'éviter 
toutes libération du contenu cellulaire et de prévenir ainsi d' éventuélles lésions des 
cellules voisines in vitro, les cellules et corps apoptotiques finissent par être lysés, 
conduisant à une« nécrose secondaire» (figure4). 

·~ 

~ 
\::!Y 

~v. · ·.·. ·.· .. ~··· . 

. 

Fig.4. Une cellule enclenche un processus apoptotique. 
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2. Les inducteurs d'apoptose 

Il y a deux types d 'inducteurs. à savoir : 

../ Les inducteurs négatifs ce sont les suppresseurs des facteurs de survie tels que les 
facteurs de croissance, les cytokines. certaines hormones. lorsque ces facteurs de 
survie sont presents. la machinerie apoptotique est maintenue ù. l'état inactive : leur 
privation la déreprime . 

../ Les inducteurs positifs , les ajouts de facteurs de mort: 

Les lesions d'ADN (stress génotoxique ) par oxydants , rayons X, 
agents chimiothérapeutiques, des molécules qui par contact intercellulaire, en se liant 
à leurs récepteurs membranaires, parmi ces molécules qui déclenchent l'apoptose, on 
a: 

• Les cytokines, le TNFa (Tumor Necrosis Factor alpha )ligand 
du TNFR (TNF receptor) et la lymphotoxine ( TNF~, ligand du même recepteur ). 

• Le fas ligand . 

- Par ailleurs l'apoptose peut être induite par l'activité protéolytique des 
granzymes. Ces enzymes protéolitiques sont contenues dans des granules cytoplasmiques 
( lymphocytes T cytotoxiques ) : Libérés , ils pénètrent dans la cellule cible ( tumorale ou 
infecté par des virus ) à travers les canaux transmembranaires formés par des molécules 
de perforines polymérisées (Moussard , 2005). 

3. Les voies de l'apoptose (Les mécanismes généraux de l'apoptose): 

A ce jour, Il existe deux grands sentiers par les quels l'apoptose peut être 
induite dans une cellule (Figure 5). 

Le premier, est initiée à la surface de la cellule par des récepteurs 
membranaires , c'est la voie extrinsèque ou voie des récepteurs de mort . Une autre voie 
appelé voie intrinsèque, met en jeu la mitochondrie qui occupe une place centrale dans 
les mécanismes de l'apoptose. Ces deux voies de signalisation aboutissent toutes les deux 
à l'activation des caspases, famille de protéases ayant un rôle clé dans l'apoptose. 
Cependant d'autres voies de signalisation s'ajoutent à celles précédemment décrites ; la 
voie indépendante des caspases met en jeu une protéine mitochondriale appelée AIF 
(Apoptosis Inducing Factor). Et, outre la mitochondrie, le réticulum endoplasmique 
apparaît comme un compartiment cellulaire déclencheur de l'apoptose en cas de stress. 
Bien que les événements initiaux menant à l' apoptose diffèrent dans chacun des cas et 
seront expliqués un peu plus loin, les deux premier sentiers ont en commun de mener à 
l'activation des caspases, ce qui constitue le point de non-retour pour la cellule: Si les 
caspases sont activées, la mort est inévitable. Si les caspases sont absentes de la cellule 
ou rendues inactives, l'apoptose est très ralentie, voire même complètement inhibée 
(Earnshaw et al ., 1999). 

• Le sentier extrinsèque:. Le sentier extrinsèque de l'apoptose (FigureS) est 
souvent appelé le sentier des récepteurs de mort cellulaire du fait que c'est la liaison entre 
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un récepteur à la surface de la cellule et son ligand qui enclenche le processus. 
L'enclenchement de l'apoptose se fait quand un ligand se lie sur la portion N-terminal 
extracellulaire du récepteur. Ceci mène à la trimérisation du récepteur et son activation. Il 
y a alors recrutement de protéines via la portion c-terminal cytoplasmique du récepteur, 
parmi celles-ci des procaspases initiatrices. Ces caspases sont alors activées selon le 
modèle de la proximité induite. À partir de ce moment, la mort cellulaire induite par les 
récepteurs de mort peut emprunter deux sentiers qui varient selon le type cellulaire dans 
lequel l'apoptose est en train de se produire (Debatin et al., 2004) : 

o Dans les cellules dites de type I, la caspase initiatrice ira activer immédiatement 
une caspase effectrice. 

o Dans les cellules de type II, la caspase initiatrice clivera la protéine à domaine 
BH3 Bid (Bid: BH3-Interacting Domain death agonist) ce qui mènera au largage de 
facteurs pro-apoptotiques de la mitochondrie, à l'activation d'autres caspases et à 
l'induction de l'apoptose (Opferman et Korsmeyer, 2003), (Figure5). 

• Le sentier intrinsèque: Alors que le sentier extrinsèque est déclenché par des 
facteurs extérieurs à la cellule, le sentier intrinsèque a pour éléments déclencheurs des 
insultes intracellulaires, comme l'augmentation du niveau de ROS (Reactive Oxygen 
Species; espèces réactives d'oxygène) des dommages d'ADN, stress du réticulum 
endoplasmique, l'activation d'oncogènes, etc. (Opferman et Korsmeyer, 2003). Via 
divers sentiers de signalisation intracellulaire, ces insultes convergent en un point dans la 
cellule ; La mitochondrie. Malgré que la mitochondrie soit essentielle à la vie cellulaire, 
elle joue une toute aussi grande part dans l'apoptose. Lorsque des signaux de mort y 
parviennent, il y a perméabilisation de la membrane mitochondriale et relargage de · 
plusieurs protéines dans le cytosol, dont le cytochrome C, Smac/Diablo (Second 
Mitochondrial Activator of Caspases or Direct IAP Binding Protein· with Low pl), 
EndoG(Endonucléase G )et AIF (Apoptosis Inducing Factor) (Figure5). 

Bien que chacune ait son rôle à jouer dans l'apoptose, seulement le cytochrome C 
et les protéines Smac/DIABLO ont un effet sur l'activation des caspases (Saelens et al., 
2004). 

4. Le rôle de la mitochondrie dans l'apoptose 

4.1. La mitochondrie 

Organite subcellulaire clé possèdant une double membrane délimitant deux 
compartiments: la matrice et l'espace intermembranaire. Elle comprend un génome 
circulaire et des systèmes propres de transcription-traduction. La plupart des cellules 
eucaryotes contiennent des centaines de mitochondries. Leurs nombres, leurs tailles et 
leurs positions dépendent du type cellulaire et reflètent les besoins énergétiques de la 
cellule. Leur forme et leur changement de localisation sont associés à un transport actif 
via des interactions avec les éléments du cytosquelette. Les trois principales fonctions des 
mitochondries sont: la production d'énergie, la génération d'espèces réactives de 
l'oxygène (ROS) et la régulation de l'apoptose. 
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• Quel est son rôle dans l'apoptose? 

La mitochondrie joue un rôle clé dans la régulation de l'apoptose (Zamzami et al., 
1996; Kroemer, 1997; Brenner et al., 1998). En effet, la phase effectrice de l'apoptose 
comporte l'ouverture des pores de transition de perméabilité (pores PT) des 
mitochondries et la libération de molécules apoptogènes telle que le cytochrome c, les 
caspases 2, 3 et 9 ainsi que le facteur AIF. Cette phase de libération est sous le contrôle 
de membres de la famille Bcl-2 (B Cell Lymphoma protein 2). Ainsi, Bcl-2 est capable 
de bloquer la sortie du cytochrome C (Kluck et al., 1997; Vander et al., 1997; Yang et al., 
1997) alors que Bax (Bcl-2 ·Associated X protein) peut l'induire (Jurgensmeier et al., 
1998). Dans la majorité des cas la libération du cytochrome C est indépendante de 
l'activité des caspases (Bossy-Wetzel et al., 1998). 

• Le déclanchement du relargage des facteurs apoptogènes dans la mitochondrie 
( . 

Se fait par une gr'ande variété d'agressions toxiques, bien que les étapes initiale 
pas encore été élucidées (thomas et al. , 2004) . Dans certains cas les cellules sont 
soumises à un processus de mort programmée (apoptose). Cela se manifeste par exemple: 
Lors des dommages irréparables de l'ADN (chimiothérapie, rayons-X, radicaux libres 
d'.oxygène ), lors de la perte de contact cellule-matrice ou cellule-cellule, ou lors de la 
mise en jeu d'une horloge interne dont le mécanisme moléculaire est encore mal compris 
(les leucocytes polynucléaires ont une vie moyenne limitée à quelques dizaines d'heures, 
après quoi ils meurent par apoptose) 

• Mécanisme de relargage 

. Nombreus~s études concernant les mécanismes de relargage des protéines 
mitochondriales apoptogènes se sont focalisées sur le relargage du cytochrome C, le 
mécanisme exact de ce relargage n'est pas encore tout à fait connu mais plusieurs 
hypothèses sont proposées (Borner, 2003). On sait aujourd'hui que les membres de la 
famille de protéines Bcl-2 sont capables de former des canaux dans les membranes 
lipidiques : ils ont donc été les premiers candidats désignés pour la formation de pores 
dans la merp.brane externe (1YŒ) mitochondriale afin de permettre la libération du Cyt-c. 
Plusieurs études ont montré que les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak ( Bcl-2 
homologous Antagonist/Killer) pouvaient s'insérer dans la membrane mitochondriale et 
former des oligomères avec des pores assez larges pour pennettre le passage du Cyt-c 
(Korsmeyer et al., 2000). Ceci a été démontré sur des liposomes et des mitochondries 
isol~ où l'incubation avec les protéines proapoptotiques Bax, Bad( Bcl-2 Antagonist of 
cell Death protein) ou Bid( BH3-Interacting Domain death agonist )déclenche une 
perméabilisation des membranes mitochondriales. Bax et Bid peuvent s'associer pour 
former des pores au niveau de la membrane externe mitochondriale. Bad et une autre 

· protéine proapoptotique, Bim( Bcl-2-Interacting Mediator of cell death), sont aussi 
capables de migrer du cytoplasme vers la mitochondrie. D'autres membres 
antiapoptotiques de la famille Bcl-2 sont capables d'empêcher le relargage du Cyt-c en 
interférant avec Bax et Bak dans la formation des pores. 

Concernant le déclenchement de la perméabilisation des membranes 
mitochondriales, plusieurs mécanismes pourraient coexister qui font tous intervenir la 
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protéine proapoptotique Bax : La protéine Bax (figure 6.1) s'ancre dans la membrane 
externe mitochondriale induisant la formation d'un pore assez large pour permettre la 
sortie du Cyt-c. Cet ancrage pourrait s'effectuer par liaison directe avec un lipide ou une 
protéine membranaires, ou bien par un changement conformationnel lui permettant d'une 
part son ancrage à la membrane mitochondriale et d'autre part la formation d'un pore 
(Bomer, 2003). 

Une autre hypothèse décrit une oligomérisation de Bax dans la membrane externe 
mitochondriale (figure 6.2) (Bomer, 2003). En effet, une mutation au niveau du domaine 
d'oligomérisation de Bax ou de Bak inhiberait leur fonction pro-apoptotique (Antonsson 
et Martinou, 2000). Ainsi, la multimérisation de Bax pourrait favoriser son changement 
conformationnel. 

Bax pourrait également se lier à des canaux déjà présents à la surface de la membrane 
externe mitochondriale (figure 6.3). Le pore de transition de perméabilité (PTPC ou pore 
transition permeability complex) est un complexe polyprotéique localisé au point de 
contact entre les membranes mitochondriales interne et externe. Les principaux 
composants de ce complexe, qui pourraient varier en fonction du type cellulaire ou de 
l'état physiologique, sont le translocateur ANT (Adenine Nucleotide Translocator), le 
« voltage-dependent anion channel » ou porine (VDAC) protéine la plus abondante de la 
membrane externe mitochondriale, une hexokinase (HX) et la cyclophiline D (Cyp D) 
(Zamzami et Kroemer, 2001). La chute du potentiel membranaire serait la conséquence 
de l'ouverture du PTPC et la liaison de Bax régulerait la taille du pore pour permettre la 
sortie de molécules d'un poids moléculaire supérieur à 1,5 Kda comme le cytochrome c 
(15 Kda), l'AIF (Apoptosis Inducing Factor) (57 Kda) et Smac/Diablo (Second 
mitochondria-derived factor activator of caspases) (Bomer, 2003). Ainsi le mécanisme 
emprunté par les molécules mitochondriales apoptogènes pour s'échapper de la 
mitochondrie n'est pas encore bien connu, mais il fait suite à la chute du potentiel 
mitochondrial transmembranaire. Parmi les facteurs apoptogène relargés dans le 
cytoplasme, on site : 

4. 1.1. Le cytochrome C 

Le cytochrome c est une protéine participant normalement dans le transport des 
électrons à travers la chaîne respiratoire mitochondriale dans l'espace inter membranaire 
(Saelens et al, 2004 ). En conditions apoptotiques, il existe trois mécanismes par lesquels 
le cytochrome c peut être relargué hors de la mitochondrie. Premièrement, il peut y avoir 
formation de pores dans la membrane externe de la mitochondrie par les protéines 
Bax(Bcl-2 Associated X protein) et Bak (Bcl-2 homologous Antagonist/K.iller). 
Deuxièmement, le cytochrome c peut être largué par des pores déjà existants dans la 
membrane externe. Et troisièmement, il pourrait y avoir une altération de l'arrangement 
des lipides dans la membrane externe de la mitochondrie (Sharpe et al, 2004 ). Le 
cytochrome C se retrouve alors dans le cytosol où il s'associe avec le domaine c-terminal 
de la protéine Apaf-1 (Apoptotic-protease-activating-factor 1). L'association entre le 
cytochrome C et Apaf-1 facilite le recrutement d'ATP. La protéine Apaf-1 contient un 
domaine CARD( Caspase Recruitment Domain) dans sa région N-terminal, par lequel 
elle recrute la procaspase-9, ce qui mène à l'activation de la procaspase-9, une caspase 
initiatrice, selon le modèle de la liaison à une sous unité régulatrice. Ce complexe de 
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LMDa , appelé l' apoptosome, contient sept molécules de Apaf-1, de cytochrome c et 
caspase-9 (Acehan et al, 2002). C'est tout ce complexe qui activera les caspases 
effectrices, particulièrement ici la caspase-3 ( figure 7). 

4.1.2. Smac/DIABLO et Omi/HtrA2 

Smac/DIABLO (Smac pour la protéine humaine, et DIABLO pour la protéine 
murine) et Omi/HtrA2 (high-temperature requirment factor) sont également des 
protéines qui résident en temps normal dans la mitochondrie. Lorsque survient un stress 
apoptotique dans la cellule, ces protéines sont relarguées dans le cytosol. Contrairement 
au cytochrome c dont le rôle est d'activer la procaspase-9, Smac/DIABLO a comme 
tâche d'inhiber les IAP dans la cellule. Les IAP sont des protéines inhibitrices des 
caspases. Smac/DIABLO participe donc indirectement àl'activation des procaspases, en 
empêchant leurs inhibiteurs de faire leur action et en envoyant même certaines IAP( 
Inhibitor of Apoptosis Protein) vers le protéasome pour la dégradation. Omi/HtrA2, tout 
comme Smac/DIABLO, se lie aux IAP pour les inhiber. Par contre, elle est en plus 
capablede les inactiver par clivage (Shiozaki et al, 2004). Bien que Smac/DIABLO et 
Omi/HtrA2 soient toutes deux capables de lier les membres de la famille des IAP, leur 
spécificité pour chacune d'elles diffère. Non seulement y a-t-il donc une synergie entre 
ces deux protéines pour inactiver les IAP( Inhibitor of Apoptosis Protein), il y a 
également une synergie avec le cytochrome C pour aider au maintien de l'activation des 
caspases. Puisque la sortie de diverses protéines hors de la mitochondrie est une étape si 
importante dans l'apoptose, il n'est pas surprenant de voir qu'il existe dans la cellule des 
protéines veillant au contrôle de l'intégrité mitochondriale. Une famille de protéines est 
particulièrement importante pour réguler ce phénomène , la famille de protéines Bcl-2. 

5. Les membres de la famille Bcl-2 

Les membres de la famille Bcl-2 ont une importance cruciale dans la régulation 
des voies de signalisation de la mort cellulaire. 
Les membres de la famille Bcl-2 ( B Cell Lymphoma protein 2)contrôlent l'intégrité· de 
la membrane mitochondriale. Chaque protéine a son rôle à jouer dans le processus 
apoptotique. Les membres de cette famille se divisent en deux groupes, les pro­
apoptotiques, et les anti-apoptotiques (Strasser, 2005), (figure8). 
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5.1. Les anti-apoptotiques 

Les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont Bcl-2, Bcl-xL, Bcl­
w, Al, Boo/DIVA et Mcl-1; Bcl-2 et Bcl-xL étant les membres les mieux connus 
(Strasser, 2005). Tous partagent certaines caractéristiques, entre autre une région c­
terminal d'environ 20 acides aminés hydrophobes. Bien que cette région démontre peu 
d'homologie au niveau de la séquence en acides aminés entre les membres de la famille, 
elle est essentielle pour assurer l'ancrage de ces protéines aux membranes des organites 
(Schinzel et al, 2004). Les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 possèdent 
quatre domaines BH, de BHl à BH4 (sauf Mcl-1 qui en possède seulement deux) 
(Strasser, 2005). Les domaines BHl, BH2 et BH3 forment un sillon hydrophobique dans 
lequel un domaine BH3 d'une autre protéine peut se lier (Sattler et al., 1997). Parmi les 
Bcl:2 antiapoptotique, on peut citer: 

Bcl-2 et Bcl".'xL : Bcl-2 a été initialement identifiée au point de coupure de la 
translocation dans les lynphocytes B malignes (Tsujimoto et al, 1985, Cleary et al.,1985, 
Bakhshi et al, 1985). Bcl-2 se trouve associée à la face cytoplasmique de la membrane de 
trois organites dans la cellule : la mitochondrie, le réticulum endoplasmique et la 
membrane nucléaire, autant en conditions normales que suite à un stress (Nguyen et al, 
1993, Lithgow et al., 1994). 

La surexpression de Bcl-2 bloque presque tous les stimuli apoptotiques passant par la 
mitochondrie, la sortie du cytochrome c étant abolie. Bcl-2 inhibe également l'activation 
de Bax (Murphy et al., 2000). Il n'est donc pas surprenant que dans le processus 
apoptotique, différents mécanismes visent à réduire l'action de cette protéine. Par 

1 

exemple: 

- Bcl-2 peut. être clivée par la caspase-3 (Kirsch et al., 1999). Bcl-2 peut également 
être phosphorylée par JNK( c-jun N-terminal Kinase), (Yamamoto et al.,1999), p38 
(Torcia et al.,2001), Cdc 2 (Furukawa et al.,2000) et Cdc42 (Thomas et al, 2000), ce qui 
la rend inactive. 

- Bcl-xL, quant à elle, démontre une spécificité pour la membrane externe de la 
mitochondrie (Kaufmann et al., 2003). Tout comme Bcl-2, Bcl-xL inhibe la sortie du 
cytochrome cet l'activation de Bax. Bien que moins étudiée que Bcl-2, il a été démontré 
que tout comme elle, Bcl-xL pouvait être phosphorylés par JNK et que cela menait à son 
inactivation (Kharbanda et al., 2000). 

5. 2. Les pro-apoptotiques 

Les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 se divisent en deux sous­
familles: Les protéines à multiple domaines BH et les protéines contenant seulement le 
domaine BH3. 

5.2.1.Les protéines à multiples domaines BH: Les membres du groupe des 
multiples domaines BH sont Bok, Bcl-xS, Bcl-GL, Bfk, Bak et Bax. Elles possèdent trois 
des quatre domaines BH, soit BHl, 2 et 3, sauf Bcl-xS qui contient seulement les 
domaines BH3 et BH4, et Bcl-GL et Bfk qui comprennent les domaines BH2 et BH3 
(Strasser, 2005). Bok, contrairement aux autres, semble être exprimée dans seulement 
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quelques tissus particuliers (Hsu et al., 1997, Ha et al., 2001, Itoh et al., 2003). Peu de 
choses sont connues sur les mécanismes par lesquels Bcl-xS, Bcl-GL, Bfk et Bok 
induisent l'apoptose. C'est cependant différent pour Bax et Bal<. 

• Bax et Bak: Bax ( Bel 2 Associated X protein) et Bak (Bcl-2 homologous 
Antagonist/Killer) sont des protéines très importantes dans l'induction du processus 
apoptotique mitochondrial puisque la délétion de ces protéines inhibe la sortie du 
cytochrome c de la mitochondrie (Wei et al., 2001). Bak est située dans la membrane 
externe de la mitochondrie où elle est maintenue dans un état monomérique inactif via 
son interaction avec la protéine VDAC2 (Voltage-Dependent Anion Channel 2) (Cheng 
et al., 2003). Bax est quant à elle maintenue inactive dans le cytosol des cellules saines 
(Tsuruta et al., 2004, Sawada et al., 2003). Suite à un stress apoptotique, elle est activée 
et est transloquée vers la mitochondrie pour s'insérer dans la membrane externe où elle 
forme des complexes multimériques pouvant servir de pores pour la sortie du cytochrome 
c (Basanez et al., 1999, 2002). Plusieurs mécanismes pourraient être responsables de 
l'activation de Bax. La protéine p53 s'associe avec Bax pour induire un changement de 
conformation et mener à son activation (Chipuk et al., 2004). Les protéines BH3 Bid, 
Bim et PUMA( p53-Upregulated Modulator of Apoptosis) seraient également capables 
d'induire l'activation de Bax (Cartron et al., 2004). 

5.2.2.Les protéines à domaine BH3 seulement 

Comme leur nom l'indique, les protéfo.es BH3 ont comme seule homologie avec 
les auqes membres de la famille Bcl-2 leur domaine BH3, un petit domaine de 9 à 16 
acides aminés (Strasser, 2005). Toutes peuvent induire l'apoptose lorsqu'elles sont 
surexprimées et cette apoptose est dépendante de Bax et/ou Bak et requiert un domaine 
BH3 intact autant sur Bax et/ou Bak que sur les protéines BH3 (Huang et Strasser, 2000, 
Zong et al., 2001). Chacune des protéines BH3 réside dans un compartiment cellulaire 
distinct et répond à un stimulus apoptotique précis (Opferman et Korsmeyer, 2003). Suite 
à ce stimulus, elles se dirigent vers la mitochondrie où elles interagissent avec les 
protéines à multiples domaines BH. Certaines proté.ines BH3 interagissent avec les 
protéines pro-apoptotiques Bax et Bak pour les activer, d'autres avec les protéines anti­
apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL pour les inactiver, et certaines seraient capables d'interagir 
autant avec les pro-apoptotiques qu'avec les antiapoptotiques. 

• Bid( BH3-Interacting Domain death agonist) 

La protéine Bid a été découverte en 1996 par le groupe de Korsmeyer (Wang et al., 
1996). Son gène se trouve sur le chromosome 22 humain et 6 murin (Footz et al., 1998). 
Elle est exprimée dans presque tous les tissus. Bid contient huit hélices-a organisées de 
façon à ce que deux hélices hydrophobiques centrales soient entourées par les six autres. 
Elle est régulée par un procédé de phosphorylation et de façon plus importante par un 
clivage. Le clivage de Bid est effectué soit par la caspase-8 ou la Granzyme B pour 
générer un fragment plus court, tBid (Truncated Bid = bid tronquée) (Li et al., 1998, 
Barry et al., 2000). Le clivage expose le domaine BH3, ce qui change . la charge de 
surface et l'hydrophobicité de la protéine, causant donc la translocation du fragment tBid 
vers la mitochondrie et son insertion dans la membrane externe (Donnell et al., 1999). 
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Bid est la protéine BH3 qui a le plus souvent été associée à l'activation de Bax et/ou Bak 
plutôt qu'à l'inhibition des membres pro-apoptotiques, bien qu'elle soit capable de s'y 
lier. 

- Rôle de Bid :Le rôle de Bid a été étudié surtout dans le contexte des récepteurs de 
mort cellulaire, où son clivage par la caspase-8 enclenche le sentier mitochondrial de 
l'apoptose . Cependant, Bid peut être clivée en aval de la mitochondrie par la caspase-3 à 
l' Asp-59 en réponse aux rayons UV, à la staurosporine, à la cycloheximide et à 
l'étoposide. Ce phénomène est une boucle d'amplification de l'apoptose qui suit la sortie 
initiale du cytochrome C (Slee et al., 2000). Bid serait également clivée par la calpaïne 
suite à des traitements au cisplatine (Mandic et al., 2002). 

• Bad (Bcl-2 Antagonist of cell Death protein) 

Bad fut la première protéine BH3 à être découverte en 1995 par le groupe de 
Stanley Korsmeyer (Yang et al., 1995). Le gène i~olé du rat compte quatre exons. Il 
existe deux variants d'épissage de l'ARNm de Bad dans les tissus de rat. Ceux-ci donnent 
naissance à deux protéines : Bad-a(S) et Bad-~(L). Elles diffèrent dans leur région c­
tenninal mais contiennent toutes deux le domaine BH3. Bad-a(S) est toujours plus 
abondante que Bad-~(L) ; donc lorsqu'il sera question de Bad, il sera sous-entendu que 
c'est à l'isoforme-a(S) que l'on fait référence (Hamner et al., 2001). La majorité de la 
régulation de Bad se fait au niveau post-traductionnel, majoritairement par 
phosphorylation, bien qu'elle puisse être clivée par les caspases, particulièrement la 
caspase-3, amplifiant ainsi sa fonction pro-apoptotique (Condorelli et al., 2001, Kim et 
al., 2002, Benetti et al ., 2003). 

- Rôle de Bad: En général, Bad a été impliquée dans l'apoptose induite par la 
déprivation en facteurs de croissance dans plusieurs types de cellules, particulièrement 
les neurones et les cellules du système immunitaire . La protéine Bad, lorsque 
déphosphorylée est capable d'agir seulement avec les membres anti-apoptotiques de la 
famille Bcl-2. La protéine Bad est considérée comme une facilitatrice de l'apoptose. En 
inactivant les protéines anti-apoptotiques se trouvant à la mitochondrie, elle les empêche 
de se lier à Bax et/ou Bak ce qui facilite la sortie du cytochrome C de la mitochondrie 
(Datta et al., 2002). Longtemps considérée comme une molécule apoptotique latente dans 
les cellules saines, de récentes études démontrent que Bad est en fait une protéine pro 
survie avant d'être une protéine pro-apoptotique, un peu comme le cytochrome C , qui est 
une protéine essentielle dans la mitochondrie, mais qui devient toxique quand elle est 
larguée dans le cytosol. En effet, Bad permettrait l'assemblage du complexe de la 
glucokinase, permettant ainsi l'utilisation du glucose par les cellules, lui attribuant ainsi 
un rôle clé dans le métabolisme (Danial et al., 2003). 

• Bim/BOD: (BOD = Bcl-2 Ovarian Death synonyme de B im.) 

Les protéines Bim (Bcl-2-Interacting Mediator of cell death )sont sans doute les 
plus complexes des protéines BH3 à cause de leur patron d'expression. On compte 18 
isoformes résultant d'épissage alternatif (Ley et al., 2005). Le patron d'expression varie 
selon l'espèce et le type cellulaire, cependant, trois isoformes sont plus communes : 
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BimEL( Bim isoforme extra-longue), BirnL( Bim isoforme long) et BimS( Bim isoforme 
courte). Toutes possèdent une queue hydrophobique, qui pennet l'insertion dans les 
membranes, et le domaine BH3. Bim est exprimée dans les lignées myéloïdes, 
lymphoïdes, épithéliales, neuronales, fibroblastiques et germinales, avec une 
prédominance pour l'isofonne BimEL, tandis que BimS est exprimée à de très bas niveau 
ou carrément indétectable (O'Reilly et al., 2000, Liu et al., 2002). BimEL et BirnL sont 
séquestrées par la chaîne légère 1 de la dynéine sur le réseau de microtubules de la 
cellule, ce qui n'est pas le cas pour BimS (Puthalakath et al., 1999, Day et al., 2004, 
Adachi et al., 2005). Leur capacité à causer l'apoptose diffère également, cela étant 
régulé soit par la liaison à la chaîne légère 1 de la dynéine ou à la suite de modifications 
post-traductionnelles. N'étant pas séquestrée par les microtubules, BimS est la plus 
dangereuse car elle peut aller directement à la mitochondrie suite à un stress apoptotique. 
BimL et BirnEL doivent être libérées de DLCl( Dynein Light Chain 1) avant de migrer 
vers la mitochondrie. JNK(c-jun N-terminal Kinase) est la kinase responsable de ce 
phénomène. 
Bim est capable de se lier à toutes les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 
(Chenet al., 2005). Bim serait également capable de 'se lier à Bax et Bak, cependant c'est 
une possibilité très controversée puisque son interaction avec Bakin vivo n'a jamais été 
démontrée, et les essaïs in vitro avec des peptides ne reflètent pas les concentrations de 
p:r;otéines retrouvées dans la cellule (Marani et al ., 2002, Strasser, 2005). 

- Rôle de Bim/BOD : Jusqu'à maintenant, Bim a été impliquée dans l'apoptose 
des neurones suite à une réduction en NG( Netve Growth Factor), mais son rôle le plus 
important est certainement dans le système immunitaire où Bim est requise pour induire 
l'apoptose des lymphocytes B et T auto réactifs (Putcha et al., 2001 ; Biswas et al., 2002 ; 
Bouillet et al., 2002). · 

• PUMA/BBC3 

PUMA( p53-Upregulated Modulator of Apoptosis)aussi connue sous le nom de 
BBC3( Bcl-2 Binding Component 3), a été identifiée en 2001 par trois groupes par la 
méthode de double hybride avec Bcl-2 comme appât et suite à un dépistage visant à 
identifier des gènes cibles de la protéine p53 (Han et al., 2001, Nakano et Vousden, 2001 
et Yu et al., 2001). 

Le gène humain de PUMA compte quatre exons et est situé sur le chromosome 19. 
Il existe quatre isoformes de la protéine PUMA chez l'humain soit PUMA-a, -~, -o et -y, 
par contre seulement les deux premières contiennent un domaine BH3 (Nakano et 
Vousden, 2001). Chez les rongeurs, la forme PUMA-a est la seule identifiée jusqu'à 
présent; par conséquent, lorsqu'il sera question de PUMA, il sera sous-entendu que l'on 
réfère à !'isoforme PUMA-a (Yu et al., 2001 ; Itoh, 2003). 

Lors de sa découverte, PUMA semblait être exprimée seulement suite à un stress 
causant une accumulation de p53, par exemple des agents causant des dommages à 
l'ADN comme l'étoposide, et qu'elle était sous son contrôle transcriptionnel. Le rôle 
d'exécutrice de l'apoptose induite par p53 lui a donc été attribué. Très peu de choses sont 
connues sur la régulation post traductionnelle de PUMA, aucune phosphorylation ou 
clivage n'ayant été démontré jusqu'à présent. Une fois exprimée, elle est tr.ouvée 
exclusivement dans mitochondrie, grâce à son domaine BH3, où elle démontre une très 
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bonne affinité de liaison pour toutes les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 
(Nakano et Vousden, 2001, Chenet al., 2005). 

PUMA pourrait également activer Bax puisqu'un peptide correspondant à la 
région BH3 de PUMA est capable d'interagir avec la première hélice-a de Bax, induisant 
ainsi un changement de conformation de Bax similaire à celui requis pour son activation 
(Cartron et al. , 2004). PUMA est impliquée dans l'apoptose induite par l'hypoxie, les 
agents endommageant l' ADN, le stress du réticulum endoplasmique, la déprivation en 
sérum et de façon plus importante. 

• Noxa: La protéine Noxa a été identifiée en 2000 par le groupe de Tanaka suite 
à des expériences de détection de l'expression différentielle des ARNm visant à trouver 
un facteur responsable de, l'apoptose dépendante de p53 en réponse à des dommages à 
l 'ADN. N axa est exprimée en faible quantité dans les tissus suivants : Le cerveau, le 
thymus, la rate, les poumons, les reins et les testicules de la souris, et son expression 
augmente considérablement suite à des dommages à r ADN. Son gène compte 3 exons, et 
contrairement à tous les autres membres de la famille Bcl-2, la protéine Noxa de souris 
contient deux domaines BH3 (la version humaine en contient uri seul). Tout comme 
PUMA, elle possède un site de liaison pour p53 dans sa séquence promotrice. Noxa se 
tr~:mve à la mitochondrie (Oda et al., 2000). Par contre, il est clair que Noxa est incapable 
de lier Bax suite aux dommages à l'ADN et qu'elle peut exclusivement lier les molécules 
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Kuwana et al., 2005) . Noxa est impliquée dans la 
réponse apoptotique suite à une infection virale (Sun et al., 2005). Finalement, Noxa peut 
être induite lorsque le protéasome est inhibé via un mécanisme indépendant de p53 (Qin 
et al., 2005, Femandez et al._, 2005). Aucune modification p_ost-traductionnelle n'est 
connue pour N axa. 

• Autres: Parmi les autres membres moins connus de la famille des protéines 
BH3 on retrouve Bmf (Bcl-2 Modifying Factor). Elle fonctionne un peu comme Bim, 
mais elle est située sur le moteur myosine de l' actine via son interaction sur la chaîne 
légère 2 de la dynéine (Day et al., 2004). Elle possèd~ également des isoformes issues 
d'épissage alternatif, Bmf-II et Bmf-III. Cependant ces isoformes n'ont pas d'effet pro­
apoptotiques (Morales et al., 2004; Zhu et al., 2005b). 
L'intervention des différents membres de bcl-2 dans le processus apoptotique et sa 
régulation est résumée par la figure9. 
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6. Les protéines intervenant dans l'exécution de l'apoptose 

6.1. Les caspases 
Le terme « caspase » fait référence à une famille de protéases, extrêmement 

conservées au cours de l'évolution, possédant une cystéine dans leur site actif et clivant 
leurs substrats après un résidu acide aspartique, d'où le terme caspase, Cystein-ASPartate 
proteASE. 
Le rôle des caspases est principalement exécutif, c'est-à-dire qu'elles vont s'attacher à 
éteindre les voies protectrices et à activer des molécules qui vont participer à la 
destruction cellulaire . 

a-Nomenclature : 

Comme nous l'avons déjà noté, ced-3 code pour une protéase à cystéine homologue à 
ICE (pour interleukin-1. converting enzyme) (Thomberry et al., 1992). Les protéases 
apoptogènes sont des protéases à cystéine qui possèdent une spécificité stricte de clivage 
de leur substrat après . un résidu d'acide aspartique. Cette spécificité de clivage n'est 
partagée qu'avec une seule autre protéase, le granzyme B (une sérine protéase présente 
dans les lymphocytes T .cytotoxiques). 

Une nouvelle nomenclature regroupe désormais les protéases apoptogènes sous le 
nom de CASP ASE (Alnemri et al., 1996) . Le C représente la cystéine du centre act et 
aspase définit la spécificité stricte de clivage des substrats de cette famille de protéases 
après un acide aspartique. À ce jour 14 caspases ont été identifiées mais il ne fait aucun 
doute que cette liste n'est pas e~austive. · 

b-Structure : 

Les caspases sont des enzymes extrêmement sélectives. Ainsi, une analyse sur gel bi­
dimentionnel d'extraits obtenus à partir de cellules vivantes ou bien de cellules en 
apoptose n'a révélé que de faibles modifications dans le profil global ( Robaye et al., 
1994; A.mess et Tolkovsky, 1995; Gerner et al., 1998; Kaufmann, 1989). Les protéines 
cibles doivent impérativement posséder un aspartate en position Pl (Sleath et al., 1990; 
Howard et al., 1991). Cet aspartate sera niché dans une poche (désignée site Sl) et sera 
ainsi alignée avec Argl 79, Gln283, Arg341 et Ser347 (numérotation correspondant à la 
caspase 1-). Cette structure est conservée chez toutes les caspases humaines (à l'exception 
de Ser347 qui est remplacée par une Thr dans la caspase 8) (figurelO)Toutes les caspases 
ont une structure très conservée comprenant, un prodomaine N-terminal de taille variable, 
un domaine qui deviendra après clivage la grande sous-unité (17-21 kDa ), qui porte le 
centre actif et un domaine qui deviendra après clivage la petite sous-unité (10-14 kDa). 

Certains membres de la famille des caspases possèdent un domaine de liaison entre 
la grande et la petite sous-unité. Les prodomaines sont variables, à la fois dans leur taille 
et dans leur séquence. Ainsi les caspases 3, 6 et 7 ont un petit prodomaine alors que les 
caspases 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12 et 13 possèdent un grand prodomaine. Les caspases à 
petits prodomaines sont souvent regroupées sous le nom de caspases effectrices. Ces 

. ' 

caspases sont activées par des caspases dites initiatrices. Les prodomaines semblent.jouer 
un rôle dans les interactions protéines-protéines. Ainsi ies prodomailles des caspases 8 et 
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10 contiennent des Domaines Effecteurs de Mort Cellulaire (ou Death Effector Domains : 
DEDs) qui sont des structures permettant la liaison de la caspase aux molécules 
adaptatrices FADD (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995 ,Hsu et al., 1995). 
Certaines autres caspases ( caspases 1, 2, 4 et 9) possèdent un Domaine de Recrutement 
des Caspases (ou Caspase Recruitment Domain ) CARD (Hofmann et al., 1997). Ces 
CARDs jouent un rôle dans l'interaction entre caspases ainsi qu'avec une grande variété 
de molécules adaptatrices ou régulatrices . 

c-Activation : 

La conversion de la caspase à l'état de zymogène en une enzyme mature nécessite au 
moins deux clivages au niveau de liaison Asp-X Ces clivages successifs ont lieu de 
manière séquencielle: Tout d'abord coupure entre la grande et la petite sous-unité (donc il 
y a libération de la petite 'sous-unité du reste de la molécule) suivie par la libération du 
prodomaine ( figure 11). La caspase va alors pouvoir s'assembler sous sa forme active, 
composée de deux grandes et de deux petites sous unités. Les caspases vont pouvoir 
s'autoactiver et/ou être . activées par d'autre caspases. Cette remarque introduit la notion 
de cascade d'activation. Ainsi une fois les caspases initiatrices activées, elles vont 
pouvoir cliver d'autres caspases encore à l'état de zymogène (notamment les caspases 
effectrices). Ce type d'activation en cascade permet probablement la régulation et 
l'àmplification du signal. Cette suite événenients est généralement divisée en trois étapes : 

Une étape d'induction qui est réversible 
Une étape d'exécution qui est régulable 
Une étape de dégradation qui est irréversible. 

Il est à noter que certaines protéases · n'ayant pas de spécificité pour un acide 
aspartique sont capables d'activer les zymogènes des caspases au moins in vitro (Zhou et 
Salvesen, 1997). Ce clivage intervient au niveau de sites alternatifs situés dans le segment 
de liaison entre ia grande et la petite sous-unité. De plus il a été décrit que la caspase 9 
pouvait être activée sans clivage (Stennicke et al., 1999). L'activation et l'activité des 
caspases peuvent être modulées de différentes façons (par phosphorylation, par exemple). 
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d~Substrats : 

Les protéines cibles regroupent des protéines cytoplasmiques, nucléaires, des 
protéines impliquées dans le métabolisme et la réparation- de 11ADN et des protéines 
kinases. De plus, des protéines impliquées dans la transduction du signal et dans 
l1expression de gènes, dans la régulation du cycle cellulaire, la prolifération dans les 
maladies génétiques ou des protéines de régulation de l1apoptose sont aussi substrats des 
caspases. 

Il est toutefois à noter que certains substrats ne sont pas clivés dans tous les types 
cellulaires. L1actine, par exemple (Mashima et al., 1997) dans les neurones (Villa et al., 
1998) et dans les thymocytes (Villa et al., 1998) mais pas dans les autres types cellulaires 
durant 11exécution du programme apoptotique (Song · et al., 1997; Rice et _al., 1998). De 
plus, certains substrats sont clivés à des sites différents selon le type cellulaire. Ainsi, la 
topoisomérase I a un pr<?fil de clivage différent selon qu1il s1agisse de cellules de cancer 
de poumon ou de cellules de cancer du sein (Samejima et al., 1999). Cette hétérogénéité 
pourrait soit refléter ·l1activation de caspases différentes, soit des variations dans 
l1accessibilité des substrats par les protéases, soit une combinaison de ces deux 
hypothèses. 

e-Invalidation génique : 

Etant donné le grand nombre de caspases ainsi que l1absence d'inhibiteur réellement 
sélectif d1une caspase donnée, l'implication individuelle de ces protéases apoptogènes 
dans la mort cellulaire programmée n1a pu être étudiée jusqu1à présent qu1en générant des 
animaux déficie.q.ts pour l1expression de certaines d'entre elles. A ce jour, seuls les gènes 
codant pour les caspases 1, 2, 3, 8, 9, 11 et 12 ont été invalidés. 

- Caspases 1 et 11: Il semble bien établi que la caspase 1 joue un rôle dans la régulation 
du système immunitaire mais pas ou peu dans les voies apoptotiques (Kuida et al., 1995; 
Li et al., 1995). Récemment, il a été décrit que la caspase 1 est activée par une interaction 
directe avec la caspase 11) (Wang et al., 1998). La caspase 11 présente des homologies 
avec les caspases humaines 4 et 5. 

- Caspase 2: La caspase 2 semble être requise pour la mort des cellules germinales 
femelles. De plus, les ovocytes de ces souris présentent une résistance à l'apoptose induite 
par des agents chimiothérapeutiques. A la naissance, les souris déficientes présentent une 
diminution du nombre de motoneurones faciaux. Ceci nous indique que la caspase 2 
n1agit pas simplement comme un effecteur positif de l1apoptose mais qu1elle est aussi 
capable, selon le type cellulaire, de retarder la mort cellulaire. Cette différence pourrait 
s1expliquer par la présence de deux formes de caspase 2 obtenues par épissage alternatif. 
En définitive, la caspase 2 est probablement essentielle pour l1apoptose des cellules 
germinales femelles mais elle peut toutefois, dans certaines situations, avoir un effet 
protecteur contre l1apoptose. De plus, l1action de la caspase 2 semble être dépendante du 
type cellulaire, du stade de développement, de l'épissage de son ARNm ainsi que de la 
présence ou de l1absence d1autres caspases (Wang et al., 1994). 
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- Caspase 3: La caspase 3 semble être requise pour l'apoptose des neutrophiles et des 
lymphocytes T activés (Woo et al., 1998). Elle est nécessaire à la dégradation 
intemucléosomale de l'ADN ainsi qu'à la condensation de la chromatine (Woo et al., 
1998). Il a été également décrit que les lymphocytes T périphériques de ces souris étaient 
insensibles à l'AICD (Activation Induced Cell Death ). Ainsi qu'à l'apoptose induite par 
un anticorps anti-CD3 (dirigé contre la partie monomorphique du récepteur T) ou un anti­
Fas (Woo et al., 1998).La caspase 3 pounait jouer un rôle différent selon le type de 
cellules et de stimuli considérés. 

- Caspase 8: La caspase 8 est un élément essentiel et non redondant de l'apoptose initiée 
par les récepteurs de mort, mais aussi qu'elle joue un rôle essentiel (et à ce jour 
grandement incompris) dans le développement cardiaque et dans l'hématopoïèse 
(Varfolomeev et al., 1998). 

- Caspase12 : Les souris invalidées pour la caspase 12 ne présentent aucun défaut apparent 
du développement. Les thymocytes de ces souris répondent de manière comparable aux 
cellules contrôles lorsqu'elles sont stimulées par un anticorps anti-Fas (Nakagawa et al., 
2000). Il semble donc que la caspase 12 ne soit pas essentielle pour l'apoptose induite par 
Fas ( apol = CD95) Des études par microscopie confocale suggèrent que la pro-caspase 
12 est principalement localisée dans le réticulum endoplasmique. La pro-caspase 12 est 
activée lorsque les cellules sont traitées avec des agents capables d'induire un stress du 
réticulum endoplasmique (RE) exemple Tunicamycine (Welihinda et al., 1999). 

En définitive, la caspase 12 semble être essentielle pour l'apoptose induite par 
un stress au niveau du RE ce qui en fait une cible pharmacologique potentielle. 

En fin, quelle que soit la caspase considérée, les effets sur l'apoptose sont à la fois 
dépendants du ty.pe cellulaire et du stimulus utilisé. Ainsi, le jeu de caspases impliquées 
est probablement différent selon l'effecteùr et le tissu considérés. · 

f-Régulation : 

Etant donné les effets dévastateurs que pourraient avoir une activation inopportune 
des caspases, il n'est pas surprenant que cette étape soit étroitement modulée. En fait, non 
seulement l'activation mais aussi l'activité et la production des caspases sont régulées à 
plusieurs niveaux. En fait, les connaissances avérées sur la régulation de l'apoptose sont 
résultats ·de plusieurs travaux de recherche élaborés sur une espèce de nématode, 
Cœnorhabditis elegans. 

En effet, la majeure partie de nos connaissances actuelles sur les mécanismes 
moléculaires de la régulation de l'apoptose provient de travaux menés sur le nématode 
Cœnorhabditis elegans (Hengartner et Horvitz, 1994). Ainsi, la sélection par mutagenèse 
chimique de larves présentant des défauts d'élimination des cellules au cours du 
développement a permis l'identification de 11 gènes impliqués dans la régulation de la 
mort cellulaire programmée chez C. elegans. Parmi cela, 3 furent identifiés comme des 
régulateurs clé de l'apoptose dans toutes les cellules somatiques, il s'agit de ced-3, ced-4 
et ced-9 (ced pour Cœnorhabditis elegans death). 
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ced-3 et ced-4 sont tout deux requis pour la mort cellulaire. En effet, une mutation 
conduisant à une inactivation de l'un ou l'autre de ces gènes aboutit au blocage de 
l'apoptose dans chacune des 131 cellules somatiques du ver. ced-9, pour sa part, à une 
fonction antagoniste de ced-3 et ced-4 en ce sens qu'il est capable de promouvoir la 
survie. Ainsi une perte partielle de fonction de ced-9 est létale, suite à une mort cellulaire 
exacerbée, alors qu'un gain de fonction de ced-9 conduit à un excès cellulaire. 

Le clonage de ces différents gènes a révélé que (Figurel2) 

- CED-3 code pour une protéase à cystéine homologue à l'enzyme de conversion de l'IL­
Ib (ICE, maintenant désignée comme caspase 1) (Yuan et al., 1993). 

- CED-4 code pour une protéine ayant des homologies avec la protéine humaine Apaf-1 
(Zou et al., 1997). 

- CED-9 code pour une protéine homologue à la protéine anti-apoptotique Bcl-2 
préalablement identifiée chez l'Homme (White, 1996). 

Il a été démontré que · CED-4 est capable d'interagir à la fois avec CED-3 et CED-9 
(Chinnaiyan et al., 1997). Ce résultat rend bien compte des différents niveaux de 
régulation entre ces protéines et leurs homologues chez les mammifères. Chaque famille 
sera analysée plus en détail dans la suite de ce manuscrit. 

6.2. Les trois phases de l'apoptose 

La diversité est grande des signaux, physiologiques et pathologiques, extra- ou 
intracellulaires, déclenchant la.mise en marche du programme apoptotique et intervenant 
dans sa régulatiop.. Mais quel que soit ce signal. L'apoptose est un processus qui dans ces 
grandes lignes, peut être décomposé en trois phases (figure 13). 

6.2.1. La phase d'initialisation: Ou pré mitochondriale elle est réversible est 
très variée, pendant la quelle se déroule la séquences des évènements biochimique qui 
dépend de la nature de l'inducteur. 

6.2.2. La phase de décision: Ou mitochondriale au cours de laquelle la 
cellule intègre , en fonction de leur génotype et de leur phénotype à ce moment donné , 
les différentes infonnations reçus et décide de s'engager ou non dans la voie d'apoptose 

6.2.3. La phase d'exécution: Ou post-mitochondriale, tendent à devenir 
irréversible, au cors de laquelle la cellule exécute la décision prise d'entrer en apoptose 
par une activation de protéases (les caspases) et de nucléases: l'acquisition du 
morphotype apoptotique est contemporaine de cette phase. 
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Fig12: Schéma simplifié représentant les protéines essentielles au programme de mort 
cellulaire chez C.elegans et chez les mammifères . 
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Fig.13. Les trois phases de l'apoptose 
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7. Les récepteurs et les ligants de récepteurs de mort cellulaire 

a. Les récepteurs 
De nombreux stimuli sont capables d'induire l'apoptose. Toutefois il existe une 

famille de récepteurs spécialisés dans l'induction de la mort cellulaire programmée : Les 
récepteurs de mort. Les récepteurs de mort appartiennent à la famille des récepteurs du 
Facteur Nécrosant des Tumeurs (TNF-R) (Nagata, 1997). Les TNF-R (tumor necrosis 
factor receptor) peuvent promouvoir selon le contexte cellulaire, soit la survie, soit la 
mort soit les deux. Parmi les membres de la famille impliqués dans la mort cellulaire, il 
convient de citer CD95 (Fas/AP0-1) (Itoh et al., 1991; Oehm et al., 1992), TNF-RI 
(Loetscher et al., 1990; Schall et al., 1990). 

Les membres de la famille du TNF-R sont des protéines transmembranaires de typeI 
possédant dans leur domaine extracellulaire de une à six régions riches- en cystéines, 
impliquées dans la liais,on du ligand). (Tartaglia et al., 1993; Chaudhary ·et al., 1997; 
Nagata, 1997). On prend pour exemple de ces rcepteurs le Fas. 

Le Fas: Le Fas (également appelé CD95 ou Apol) est le mieux décrit des récepteurs de 
mort, qui sont également caractérisés par la présence d'un domaine DD (Death Domain 
qui a été conservé au cours de l'évolution) intracellulaire cruci~l dans l'induction du 
signal pro-apoptotique. Le Fas est une protéine de 335 acides aminés et d'un poids 
moléculaire variant de 45 à 52 Kda (Oehm et al., 1992) suivant les études, probablement 
en raison de différences de glycosylation du récepteur (Keppler et al., 1999). De plus, des 
fonnes solubles du récepteur générées par un .épissage alternatif au niveau du domaine 
transmembranaire, ont été déc~ites et contribuent à la régulation de l'apoptose induite par 
FasL( ligand du Fas) (Cheng et al., 1994 ; Papoff et al ., 1999). 

Rôle de Fas : Le Fas joue un rôle capital dans la régulation des populations 
lymphocytaires B et T, non seulement en éliminant les lymphocytes périphériques 
autoréactifs, mais également en induisant l'apoptose des lymphocytes activés après leur 
prolifération en réponse à un antigène (Krammer , 2000). 

b. Les ligands 

La famille des ligands du TNF comprend une quinzaine de membres (TNF, FasL, 
Lymphotoxine, .. ), (Nagata et Golstein, 1995). Ces ligands sont en grande majorité des 
protéines transmembranaires de type II, qui présentent donc leur extrémité C-terminale 
du côté extracellulaire. Le domaine extracellulaire est composé d'environ 150 acides 
aminés et possèdent 20 à 25 % d'homologie avec les autres membres de la famille du 
TNF. Certaines de ces protéines, telle que FasL et TNF, existent également sous forme 
soluble. La forme soluble est obtenue par protéolyse induite par une famille de 
métalloprotéases membranaires. S'il semble bien établi dans le cas de FasL, que la 
trimérisation des formes membranaires soit responsable de l'oligomérisation et de 
l'activation du récepteur Fas, le rôle des formes-solubles est encore sujet à débat. De 
nombreuses études ont rapporté que des stress cellulaires pouvaient induire l'expression 
des ligands de mort, tel que FasL et donc induire l'apoptose (Kasibhatla et al., 1998). 
Le couple Fas/FasL joue un rôle prépondérant dans la cytotoxicité des lymphocytes T 
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(LTc). Ce mécanisme coopère pour permettre l'élimination de la cellule cible par un 
processus d'apoptose (Cohen, 1991; Golstein et al., 1991 ). 

Pro Côlspôlse 
8 OU'IO 

F<lS 

0 Oo1nnlne de 11101t 4DDt 

0 Oo111oine effecteu1 de 11101t 4DEDt 

TNF-R1 

Pro C<lSp<:lse 
a et10 

• Oonullne de 1 ec1 ut en1ent de- s. cn"&pns. e,,. 1 CARO t 

Pro CôlSp<ls• 2 

Fig.14. Activation des caspases par les récepteurs de mort. Fas et TNF-Rl peuvent 
recruter les caspases de trois manières di st inctes impliquant l'interaction avec les 
domaines de mort (DD), les domaines effecteurs de mort (DED) ou les domaines de 
recrutement des caspases (CARD), ( Rathmell et al., 1999). 

FADD : Fas associated protein with death domain. 
RIP : Receptor Interacting Protein. 
TRADD : TNF-RI associated protein with death domain. 
RAIDD : RlP-associated ICH- l /CED-3-homologous protein with death domain . 
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1. Les types des cellules qm subissent la mort cellulaire programmée 

Une très grande variété de cellules subit la mort cellulaire programmée. Celles-ci peuvent 
être regroupées en sept classes distinctes (Thomas et al., 2004). 

1.1. Les cellules nuisibles 

Au cours de la maturation moléculaire des récepteurs de l' antigène des cellules T, 
les cellules T immatures présentes dans le thymus réarrangent leurs gènes codant les 
chaînes a et ~ du récepteur. Beaucoup de récepteurs nouvellement identifiés se lient à 
des antigènes étrangers, mais d'autres interagissent avec les antigènes de soi. Les 
cellules dont les récepteurs reconnaissent les antigènes du soi sont potentiellement 
nuisibles et sont éliminées, par mort cellulaire programmée. Il est intéressant de noter que 
l<.t cyclosporine A qui inhibe l'apoptose dans les thymocytes, peut provoquer des 
maladies auto-immunes. 
Les cellules contenant l 'ADN endommagé ont tendance à accumuler les mutations, les 
cellules qui abritent des agent infectieux, sont aussi dangereuses pour l'organisme. Ces 
cellules sont éliminées par l'apoptose (Thomas et al., 2004). 

_1.2. Les cellules du développement défectueux 

Les lymphocytes T dont les récepteurs des cellules T sont incapables d'interagir 
avec l' éventail des glycoprotéines du CMH (complexe majeur d'histocompatibilité) 
exprimés dont une cellule donnée n'ont aucune efficacité dans la repense immunitaire. 
Ces cellules meurent par apoptose. Les lymphocytes B exprimant des anticorps dirigés 
contre les antigènes de soi ou produisant des anticorps dont l'affinité aux antigènes est en 
dessous d'un seuil critique, sont éliminées par apoptose (Thomas et al., 2004). 

1.3. Les cellules en excès 

L'apoptose joue un rôle extrêmement important dans le développement du cerveau. 
Les ganglions embryonnaires possèdent souvent beaucoup plus de neurones qu'il n ' en 
faut pour inp,erver leurs muscles cibles. Les neurones en excès qui n 'établissent pas de 
connexion appropriée n'exercent aucune fonction et sont par conséquent éliminées par 
apoptose jusqu'au 80% des neurones meurent de cette façon. Chez les souris dépourvues 
d'un des facteurs de mort essentiel l'organe le plus gravement affecté est le cerveau 
(Thomas et al., 2004). 

1.4. Les cellules obsolette 

L'élimination des cellules obsolètes s'observe le plus clairement chez les 
organismes, tels que les insectes et les amphibiens qui connaissent une métamorphose au 
cours de leurs développement, par exemple: L'apoptose déclenchée par une décharge de 
l'hormone thyroïdienne est responsable de la résorption de la queue de têtard. Les 
mammifères utilisent également l'apoptose pour éliminer les tissus obsolètes au cours de 
l' embryogenèse (Thomas et al., 2004). 
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1.5. Les cellules infectées par les virus 

Une partie au moins de la perte des cellules T auxiliaires CD4+ matures chez les 
personnes infectées par le VIHl semble résulter de l'apoptose. Lorsqu' elles sont 
exposées à des agents qui, normalement, stimuleraient la prolifération cellulaire, ces 
cellules, au contraire, subissent l'apoptose. Paradoxalement, il semble que beaucoup de 
cellules mourantes ne soit pas elles- mêmes infectées par VIH( human immuno­
deficiency virus) (Thomas et al., 2004). 

1.6. Les cellules inutiles 

Lors de développem~nt de nombreux vertébrés, les doits des mains et des pieds sont 
reliés par une palmure interdigitale. Les cellules de cette palmure n'occupent aucune 
fonction chez l'homme, ils sont alors éliminées par apoptose (Thomas et al., 2004). 

1.7. L'élimination chimiothérapeutique des cellules 

L'exposition des cellules cancéreuses à des nombreux agents utilisés en 
cl:iimiothérapie ne tue pas ces cellules sur le champ. Au contraire les cellules meurent 
parseque les produis provoquent des lésions intracellulaires qui agissent comme un signal 
commandant le déclenchement de l'apoptose (Thomas et al., 2004). 

2. L'ap,optose physiologique et pathologique 

L'apoptose occupe aujourd.'hui une part substantielle de la recherche en biologie 
cellulaire. Pourquoi ce champ attire-t-il autant l'attention des scientifique? les raisons 
sont multiples, mais l'une d'elles est le fait que l'apoptose est un point d'intersection 
entre les voies de signalisation cellulaire, la structure cellulaire , le cycle cellulaire et bien 
sur, les maladies humaines (Thomas et al., 2004). 

Des perturbations dans les mécanismes de contrôle o~ d'exécution du suicide cellulaire 
sont impliqués dans une variété d'anomalies du développement et de diverses 
pathologies. La recherche sur l'apoptose s'avère donc d'une importance capitale, puisque 
l'élucidation des mécanismes impliqués pourrait avoir des répercussions médicales 
importantes. C'est pour ça elle touche des domaines très variés de la médecine et les 
conceptions thérapeutiques s'en trouvent perturbées. Comme nous le savons, plusieurs 
maladies aiguës ou chroniques sont le résultat d'une perte excessive de certaines 
populations cellulaires. À l'opposé, plusieurs maladies sont caractérisées par un arrêt 
anormal de la mort cellulaire. 

2.1. L'apoptose physiologique 

La mort cellulaire ne se limite pas à la période embryonnaire mais elle intervient tout 
au long de la vie d'un organisme, de sa naissance à sa mort. 

L'apoptose assure le remodelage et le maintien de l'homéostasie tissulaire, c'est à dire 
la conservation du nombre et de la qualité des cellules qui les constituent. La mort 
cellulaire participe aux phénomènes de différenciation qui donnent naissance aux trois 
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types de tissus (mésoderme, endoderme et ectoderme) dont dériveront l'ensemble des 
cellules qui constituent notre corps. Elle joue un rôle essentiel dans la sculpture des 
métamorphoses successives de notre corps (Strange et al., 2001 ). Elle sculpte la forme 
interne et externe de l'embryon, puis la forme de nos bras, de nos jambes, elle élimine les 
tissus qui séparent les doigts, permettant leur individualisation (Meier et al. , 2000). 
L'apoptose participe à la construction de nos deux organes de régulation les plus 
complexes, notre cerveau et notre système immunitaire. 

La mise en place du réseau synaptique entre les neurones dépend d'un contrôle 
dynamique et séquentiel de la vie et de la mort. Une fois que le câblage des synapses est 
établi, la survie des neurones dépend de la capacité de ces connexions à faire preuve de 
leur fonctionnalité ; l'absence de circulation d'information nerveuse à travers une synapse 
entraîne l'autodestruction des neurones qui la composent. En quelques jours, plus de la · 
moitié des neurones mtiurent. Disparaissent ainsi les neurones dits « inutiles » ou 
«dangereux». Le contrôle de la vie. et de la mort cellulaire par dès signaux de 
l'environnement joue un rôle dans ces signaux d'auto-organisation, sélectionnant parmi 
toutes les interactions neuronales initialement possibles, celles qui réussissent à faire 
preuve de leur capacité à fonctionner (Verhage et al., 2000). Ce sont des mécanismes 
semblables qui permettent la sculpture et la complexité de notre système immunitaire. 

La mort cellulaire' permet l'adaptation du système immunitaire au soi, sélectionnant à 
P.artir de l'immense diversité initiale de lymphocytes, les 1 à 5 % qui ont fait la preuve de 
leur capacité à défendre l'organisme sans l'agresser et qui seront par la suite capables de 
combattre un microbe qui nous aura envahi. La mort cellulaire est aussi essentielle à la 
régulation de la réponse immunitaire. Les cellules immunitaires prolifèrent suite à la 
présence d'un agent étranger. Une fois éliminé, un grand nombre de cellules est détruit 
pour ralentir la réponse immunitaire qui · pourrait causer de graves dommages à 
l'organisme. (Meier et al., 200Ô). 

2.2. L'apoptose pathologique 

De très nombreuses maladies sont liées à des dérèglements de mécanismes qui 
contrôlent l'apoptose. Toute anomalie de l'apop~ose peut être responsable du 
déclenchement et de la progression de nombreuses pathologies caractérisées par un excès 
(maladie neurodégénérative) ou un défaut d'apoptose (cancer, infection virale, ... ). Le 
déclenchement anormal ou excessif de l'apoptose joue un rôle essentiel dans le 
développement de là plupart de ces pathologies. Citons les exemples des maladies 
neurodégénératives chroniques comme l'amyotrophie spinale, la sclérose latérale 
amyotrophique, la chorée de Huntington, la maladie d'Alzheimer, la maladie de 
Parkinson, les rétinopathies dégénératives et d'autres atteintes comme les accidents 
vasculaires cérébraux, les complications immunologiques ou neurologiques dues à 
l'infection par le HIV, les hépatites fulminantes ou alcooliques et enfin les lésions causées 
par des méningites (Thompson, 1995). 

Il existe une autre catégorie de maladies liées à une augmentation anormale du 
nombre de certaines cellules c'est le cas des cancers. Le blocage anormal de l'apoptose est 
important dans le développement des métastases permettant à des cellules cancéreuses de 
voyager à travers le corps sans s'autodétruire et de survivre dans un organe qui n'est pas 
le leur (Thompson, 1995 ). Il existerait aussi un lien entre le vieillissement, la sénéscence 
et le processus apoptotique. Le vieillissement se caractérise par une altération progressive 
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des capacités fonctionnelles de notre corps et par l'apparition de trois catégories de 
maladies graves :-Les maladies cardio-vasculaires, les maladies neurodégénératives et les 
cancers, tous liés comme nous l'avons vu à un excès ou un défaut d'apoptose (Johnson et 
al., 1999). 

De nombreux virus modulent la régulation des signaux apoptotiques, soit pour 
maintenir une infection virale latente soit pour maintenir viable la cellule hôte et ainsi 
augmenter l'efficacité de la réplication virale. La plupart des virus possèdent un ou 
plusieurs gènes permettant la synthèse de protéines dont l'effet est de réprimer à 
différents stades l'apoptose des cellules qu'ils infectent ; c'est le cas du virus de l'hépatite 
C (VHC), du virus Herpès sünplex type-1 (VHS-1 ), des papillomavirus, du virus Epstein 
Barr (EBV) et des adénovirus (Caraher et al., 1999). En empêchant la mort de ces 
cellules, les virus favorisent la survie de la cellule qu'ils infectent et donc leur propre 
survie, jusqu'à favoriser l'ÇJ.pparition de cancers pour certains. D'autres virus possèdent la 
capacité de déclencher l'apoptose des cellules qu'ils infectent, entraîna.Ilt des déficits 
cellulaires en particulier. immunitaire. Les virus peuvent alors se propager. Dans ce cas, 
on peut citer le HIV, le virus de l'hépatite B (VHB), les virus poliomyélitiques et le virus 
de la grippe (Johnson .et al., 1999). Quelque soit les moyens de réguler l'apoptose, les 
Virus parviennent toujours à leur fin. 

2.2.1. Le diabète et l'apoptose 

• Rôle de l'apoptose dans le diabète: 

Une apoptose des cellules ~ provoque une insulinopénie. Ce phénomène est observé 
dans le diabète de type II. L'apoptose des cellules ~ peut être induite. 

L'apoptose des cellules ~ observée dans le diabète de type I peut être prévenue par la 
protéine antagoniste au récepteur de !'interleukine 1. Il faudra sans doute à l'avenir de 
rechercher dans quelle mesure les facteurs de croissance pourraient restaurer une 
population de cellules ~ fonctionnelles, en s'opposant à leur autodestruction. De même, 
des molécules comme la glutamine ou des antioxydant comme l'acide 1-pyrrolidine 
carbodithioique (Caraher et al., 1999) ou la thioredoxi?e (Hotta et al., 1998) ont montré 
des effets anti apoptotiques dans ce type de diabète. On peut supposer qu'elle aurait une 
action similaire sur l'apoptose des cellules ~ du DNID. 

• Apoptose et complications du diabète : 

Ce sont les complications associées au diabète qui font toute la gravité de cette 
maladie. Les atteintes les plus morbides touchent les vaisseaux sanguins et le système 
nerveux central. A ces deux niveaux, on constate une exagération des phénomènes 
apoptotiques induits de façon indirecte par l'état diabétique. Ainsi, une des complications 
induite par le diabète NID (non insulino-dépandant) est la formation de plaques 
d'athéromes débouchant le plus souvent sur des cardiopathies obstructives aiguës. Il a été 
démontré (Fukumoto et al., 1998) qu'à ce niveau aussi des phénomènes apoptotiques sont 
impliqués. 

L'apoptose ·étant sous la dépendance de signaux intercellulaires comme les 
interleukines par exemple. Il faudra mieux appréhender les relations entre les différentes 
cellules des îlots de Langherans, afin de mieux identifier les signaux moléculaires qui 
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maintiennent en vie les cellules ~ . Plus que jamais, la vie d'un organisme pluricellulaire 
nous apparaît comme un état transitoire résultant d'un équilibre entre la pérennité des 
fonctions cellulaires et le nécessaire contrôle de leur croissance et de leur reproduction. 
2.2.2. Le stress et l'apoptose 

• C'est quoi le stress oxydant? 

Le stress oxydant est un excès des radicaux libres (ROL) résulte lorsqu'il y a un 
déséquilibre entre les antioxydants et les pro oxydants ( les pro oxydants produit soit par 
divers mécanismes physiolo'giques notamment l'activité mitochondriale, soit par des 
phénomènes toxiques exogènes (Yoshikawa et al.,2000), alors que les antioxydants sont 
des éléments utilisés par la cellule contre ces ROL et parmi ces éléments on. a la vitamine 
E (Tocophérone), vitamine C (ascorbate) l'ubiquinone et aussi les caroténoides ( Kinsky 
et al.,1989 ). · 

• Quelle est la relation entre le stress et l'apoptose? 

Bien que l'ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des êtres 
vivants, il s'agit d'une ·molécule très sensible à l'attaque par les radicaux de l'oxygène. Au 
b?-s mot, cinq classes principales de dommages oxydatifs médiés par massif, soit par un 
mauvais fonctionnement de ces systèmes de réparation chez des sujets déficients en 
cofacteurs (thioredoxines, zinc) ou atteints d'une anomalie génétique. Dans ce cas, les 
lésions non réparées vont perturber les mécanismes de réplication de l'ADN et entraîner 
soit des erreurs de lecture et de synthèse par des ADN polymérases translésionnelles 
infidèles aboutissant à une mutation ponctuelle dans le génome, soit une impossibilité de 
copie de l'ADN qui aboutira à ·1a mise en route du suicide programmé des cellules par un 
mécanisme appelé apoptose. (Esterbauer et al., 1992), (Cadet et al., 2002). 

• Généralités sur les protéines de stress 

Les protéines de stress, ou hsp (heat shock protein), forment une famille de protéines 
remarquablement conservée au cours de l'évolution. Elles exercent des fonctions 
essentielles .à la vie cellulaire et plus encore à la survie lors de stress d'origine chimique, 
physique ou métabolique. Ces protéines ont été classifiées en fonction de leur poids 
moléculaire respectif .Certaines hsps, comme hsp90, 70, 60 et 27 agissent comme des 
protéines. chaperonnes. Elles vont lier les peptides, les protéines ~n cours de synthèse ou à 
fort risque d'agrégation et vont ainsi permettre leur repliement correct et leur 
translocation dans les compartiments subcellulaires appropriés. Elles sont aussi capables 
de lier des protéines dénaturées afin de rétablir leurs fonctions (Gething et Sambrook, 

1992). , 
D'après ça on dit que le stress rest un des causes principales de mort cllulaire programee 
et qui aboutie à des autre complications plus graves. 
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Glossaire 

Apoptose (mort cellulaire programmée) : Processus actif d'autodestruction par 
fragmentation de certaines cellules aboutissant à leur phagocytose. Note: Cette mort 
cellulaire, contrairement à la nécrose, n'est pas consécutive à une agression mais 
génétiquement programmée. 

Bcl-2 : Régulateur de l'apoptose qui favorise la survie cellulaire en inhibant les adapteurs 
requis pour l'activation des protéases. 

Beta-amyloïde : Protéine impliquée dans la phase initiation et de progression de la , 
maladie d'Alzheimer. 

BH3: Un des 4 domaines d'homologie de Bcl-2. 

Caspases : Protéase hautement régulée. Coupe les protéines exclusivement après les 
résidus aspartate. Responsable de la régulation de la protéolyse durant l'apoptose 

Cytochrome C : Chrômoprotéine dont le groupement prosthétique est une porphyrine 
qui transporte des éle.ctrons en passant alternativement de l'état de ferroporphyrine (fer 
ferreux) à l'état deriporphyrine (fer ferrique)mphocyte CD4+e. 

Corps apoptotiques : Résultent de la fragmentation de l'ensemble de la cellule qui 
contiennent des organites cellulaires et des fragments de noyau entourés de membranes. 

DNA polymérase: Enzyme catalysant une .polymérisation, particulièrement celle des 
nucléotides, dans la formation des acides nucléiques à partir de matrices d'ADN ou 
d'ARN lors des processus de transcription et de réplication. 

Fluorochrome : Un colorant fluorescent caractérisé par deux spectres: son spectre 
d'absorption (de la lumière incidente) et son spectre d'émission de fluorescence. 

Homéostasie : Tendance de l'organisme à maintenir ses différentes constantes à des · 
valeurs ne s'écartant pas de la normale (l'homéostasie assure, par exemple, le maintien de 
la température, du débit sanguin, de la tension artérielle, du pH, des volumes liquidiens 
de l'organisme, de la composition du milieu intérieur, etc.). 

Inflammation : 1) Réponse fondamentale du corps humain envers une série d'agents 
exogènes ou endogènes. L'inflammation allergique prend une place très importante dans 
l'asthme, l'eczéma, la rhinite. 

2) Réaction thermique d'un tissu irrité ou infecté provoquée par la congestion sanguine 
qui s'accompagne d'oedème et parfois de douleur. Ensemble des modifications 
vasculaires, tissulaires et humorales produites chez les êtres pluricellulaires par toute 
atteinte à leur intégrité tissulaire. Réaction d'un tissu vivant à une lésion; caractérisée par 
la rougeur, la douleur, la chalelir, l'oedème et par des altérations histologiques. 

in vitro : Se dit d'un fait, d'une expérience ou d'une réaction qui se produit en milieu 
artificiel, en laboratoire sur une lame de verre ou dans de la verrerie de laboratoire. 



in vivo : Se dit d'un fait qui . évolue, d'une expenence ou d'une exploration qui est 
observée ou pratiquée dans l'organisme vivant. Note: La notion d'organisme vivant 
englobe l'atome des cellules, la cellule, la molécule, l'organe, l'appareil anatomique, le 
système physiologique et la structure anatomique. 

Lymphocytes: Leucocyte mononucléaire présent dans le sang, la lymphe, la moelle 
osseuse et les organes lymphoïdes. 

Macrophages : Cellule qui dérive d'un monocyte ayant quitté la circulation sanguine 
pour passer dans un tissu et qui joue un rôle important dans l'immunité grâce, notamment, 
à son pouvoir de phagocytose: 

Mitochondrie : Organite cytoplasmique constant dans toute cellule, de forme, taille et 
nombre variables, constitué d'une double membrane limitant une matrice amorphe, qui 
joue un rôle essentiel dan.s tous les phénomènes d'oxydation, qui emmagasine l'énergie 
cellulaire sous forme d'ATP et qui est susceptible de stocker certaines subst~ces. 

Nécrose : Processus de dégénérescence aboutissant à la mortification d'une cellule ou 
d'un tissu. Mortification cellulaire ou tissulaire. 

Néoplasme: Formation pathologique (plus ou moins volumineuse) de tissu nouveau qui 
ressemble (plus ou moins) au tissu normal homologue (adulte ou embryonnaire) aux 
dépens duquel elle s'est développée, qui a tendance à persister et à s'accroître après l'arrêt 
des stimulus qui lui ont donné naissance, et qui échappe aux règles biologiques de la 
croissance et de la différenciation cellulaire. ' 

l 

Oligonucléosomaux (oligonu~léosome): Résultent de la fragmentation de l'ADN entre 
les nucléosomes. 

Phosphatidylsérine: Phospholipide chargé négativement reconnu par les macrophages 
normalement confiné sur la face interne de la membrane plasmique. 

Pro-domaine : Domaine amino-terminal d'une caspase: 

SIDA : Stade ultime de l'infection par le virus de l'immunodéficience humaine (VIH), 
caractérisé par une diminution du nombre de lymphocytes T4 (taux inférieur à 200 par 
millimètre cube de sang) qui entraîne une déficience du système immunitaire, laquelle 
favorise le développement d'infections opportunistes redoutables et de cancers. 

Terminal transférase (TdT) : Enzyme capable d'ajouter un désoxynucléotide dans la 
partie 3'0H d'un brin d'ADN.De façon intéressante, PARP-1 est un substrat des caspases 
et subit un clivage dans son domaine de fixation à l' ADN ce qui isole la partie 
catalytique. 

· .. 
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Thème: Biochimie de l'apoptose 

L'apoptose est une notion plus ou moins récente dans les annales des laboratoires de recherche. Elle 
constitue un axe de recherche moléculaire appliquée tant à la physiologie qu'à la pathologie humaine et 
animales. Néanmoins, ('apoptose est peu documentée par les biologistes surtout du point de vue mécanismes 
moléculaires. 

Ce présent travail consiste en l'ulicidation des principes physiologiques et pathologique de l'apoptose 
et ses mécanismes moléculaires. En effet, beaucoup de connaissances concernant sa définition, son 
impotiance dans le développement empbryonnaire et modélisation de notre corps ainsi son implication dans 
les processus pathologiques chez l'homme ont été bien revues et bien documentées dans ce mémoire. 

En fait, l'apoptose s'avère constituer un événement biologique indispensable pour combattre les 
cellules cancéreuses et certaine lymphocytes autoréactives. Par contre des implications pathologiques de 
l'apoptose pouvant être envisagés dans les cas du cancer, des maladies neuro-dégénératives et également 
dans le cas du diabète, des maladies cardiovasculaires et les maladies infectieuses. 

Les mots clés : apoptose, cellules cancéreuses, mécanismes moléculaires, physiologiques et pathologique. 

Summary: 
The apoptosis is a more or less recent concept in an nais of the research laboratories. It constitutes a 

molecular research orientation applied as well to physiology as with pathology human and animal. 
Nevertheless, the apoptose is documented little by the biologists especially in regard to the molecular 
mechanisms. 

This present work consists of the ulicidation of the principles physiological and pathological of the 
apoptose and its molecular mechanisms. Tndeed, much of knowledge concerning its definition, its importance 
in the development empbryonnaire and modeling of our body. Thus its implication in the pathological 
processes in human, were well re-examined and documented in this memory. 

ln fact, the apoptose proves to constitute an essential to fight the cancerous cel ls and autoreactive 
lymphocytes. On the other hand pathological implications of the apoptose were considered in the cases of the 
cancer of the neuro-degenerative diseases and also in the case of diabetes and cardiovascular and infection 
diseases. 

Key words: apoptosis, cancerous cells, molecular mechanisms, physiology and pathology . 

• ~ · -1\ 4-i -1.:. 1\ W,j\J; -'I , '0··- 1\ · '\.Su...J\ ,~lb · 1\ Li)l:J\ , ·· -1\ .1.:. 1\ u - _11 :~t:ii.JI .::.al.Jill - ..r" 3 .. ~ y l,?"_.:)-i"-' (f- .. .. ../"""' - ë"'~ t?.~ .Y'"' 


