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Introduction 

INTRODUCTION 

Le terme d'apoptose ou mort cellulaire programmée a été introduit en 1972 pour 
définir une forme de mort cellulaire morphologiquement, biochimiquement et 
moléculairement différente de la nécrose, seule forme de mort cellulaire connue 
jusqu'alors (Kerr et al., 1972). «Apoptose» est un nom qui signifie «chute» en grec 
ancien et qui a été utilisé en référence à la chute des feuilles des arbres en automne, la 
chute des pétales de fleurs qui se fanent, une métaphore pour une mort à la fois naturelle, 
inéluctable et programmée. Le terme apoptose désigne un tableau morphologique 
associant condensation cytoplasmique et chromatinienne, fragmentation de l' ADN 
(Acide désoxyribonucléique), bourgeonnement de la membrane plasmique et perte de 
l'asymétrie membranaire ; la synthèse de macromolécules est parfois requise et ces 
changement sont rapidement suivis de la phagocytose des cellules mortes (Ameisen, 
1999). 

L'apoptose est considérée comme un processus programmé en ce sens que 
lorsqu'une cellule reçoit un signal de mort ou perd un signal de survie, elle effectue 
plusieurs étapes intracellulaires stéréotypées aboutissant à sa dégénérescence. Ces étapes 
semblent codées dans le génome de la cellule puisque l'expression d'ARNm (Acide 
ribonucléique messager) nouveaux est très souvent nécessaire au déclenchement et à la 
poursuite de l'apoptose (Oppenheim et al., 1990). 

En effet, l'apoptose est un processus de mort cellulaire hautement régulé qui se 
déroule tout au long de la vie d'un organisme. Elle est essentielle au cours du 
développement du fœtus, entre autre pour sculpter les doigts et les orteils. Au cours de la 
vie adulte, elle est essentielle pour maintenir l'homéostasie des tissus et joue un rôle 
important dans le système immunitaire, que ce soit pour éliminer les cellules infectées 
par un virus ou encore pour détruire les lymphocytes auto-réactifs (Strasser, 2005). 

Il a été noté que toute anomalie de l'apoptose peut être responsable du 
déclenchement et de la progression de nombreuses pathologies. Une résistance accrue 
contre l'apoptose entraîne l'apparition de maladies comme les cancers ou syndromes 
lymphoprolifératifs; à l'inverse, un excès d'apoptose participe à l'émergence de 
maladies neurodégénératives chroniques (l'amyotrophie spinale, la sclérose latérale 
amyotrophique, la chorée de Huntington, la maladie d' Alzheimer, la maladie de 
Parkinson ...... ), syndromes d'immunodéficiences comme le SIDA (Syndrome 
d'immunodéficience acquise) (Groux et al., 1991 ; Mapara et al., 1993 ; Fisher, 1994 ; 
Griffith et al., 1995) et d'autres atteintes comme les accidents vasculaires cérébraux, les 
hépatites fulminantes ou alcooliques et enfin les lésions causées par des méningites 
(Thompson, 1995). 

Cependant, si l'apoptose paraît un phénomène cellulaire ayant des conséquences de 
grandes importances tant sur le plan physiologique que sur le plan pathologique, il est 
prépondérant de faire une approche biochimique afin d'élucider les mécanismes 
moléculaires impliqués dans ce processus de mort programmé. C'est dans cette optique 
que s'inscrit notre travail bibliographique ayant pour objectifs essentiels: d'aborder la 
question de l'apoptose par des généralités ; d'étudier les mécanismes biochimiques 
d'initiation et d'exécution de l'apoptose; ainsi de mettre en évidence l'impact de cette 
dernière, sur la physiologie et la pathologie de l'organisme. 
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Chapitre I Généralités 

1-1- Définition de l'apoptose 

L'apoptose est un cas de mort cellulaire programmée suivant une séquence 
d'évènements cellulaires bien précis, décrits en 1972 par Kerr, Wyllie et Curie. Elle 
concerne les animaux et constitue le cas le plus étudier de mort cellulaire programmée. 
Elle permet l'élimination d'une cellule sans provoquer de dommages aux cellules 
environnantes. Apoptose fait référence à la chute programmée des feuilles en automne 
(du grec apo pour éloignement, ptose pour chute) (Kerr et al. , 1972). 

Cette dernière est un type de mort cellulaire actif qui désigne une séquence de 
modifications morphologiques caractéristiques : condensation du cytoplasme et de la 
chromatine, fragmentation de la cellule et du noyau en corps apoptotiques qui vont 
ensuite relargués, et vont être phagocytés sans aucune réaction inflammatoire, par 
ouuosition à la nécrose aui est une mort incontrôlée. violente et rauide. se manifeste 

.L .L ... ... .L ... 

souvent comme un éclatement immédiat de la cellule provoquant 1 'effondrement de 
l'homéostasie interne et est associée à des réactions inflammatoires (Clarke, 1996). 

L'apoptose est une forme physiologique de mort cellulaire hautement régulée et elle 
est nécessaire à la survie des organismes typiquement multicellulaires. Ces derniers 
s'autodétruisent lorsque ceux-ci ne sont plus utiles, lorsqu'ils sont endommagés ou 
lorsqu' ils sont en dysfonctionnement. L'apoptose apparaît donc comme une fonction 
cellulaire normale, comme la division cellulaire ou la différenciation cellulaire (Meier et 
al., 2000). 

1-2- Nécrose et Apoptose 

L'apoptose et la nécrose sont différentes d'un point de vue mécanistique : la nécrose 
est la conséquence passive d'une agression de la cellule alors que l'apoptose est 
parfaitement intégrée dans les processus physiologiques normaux de la cellule (Groux et 
al., 1991 ; Mapara et al. , 1993; Fisher, 1994; Griffith et al., 1995) (Tab.1). 

La nécrose est considérée comme une mort cellulaire "désordonnée". En effet au 
cours de la nécrose, les cellules vont se gorger d' eau au point que cela va entraîner la lyse 
de leurs membranes plasmiques. Cette véritable explosion cellulaire conduit au relargage 
dans le milieu environnant du contenu cytoplasmique. Les organelles vont-elles aussi 
avotr tendance à gonfler. L'ADN nucléaire va être dégradé de manière "aléatoire" 
(Bicknell and Cohen, 1995 ; Dong et al. , 1997) par des endonucléases activées 
notamment par des sérines protéases (Dong et al. , 1997). Les fragments ainsi générés 
sont dépourvus d'extrémité 3 sortante. 

Par opposition, l'apoptose est un processus de mort cellulaire programmée rapide 
(quelques heures) et discrète mettant en œuvre une véritable machinerie interne de 
destruction de la cellule, procédant par différentes phases chronologiques (Kerr et al. , 
1972 ; Duvall and Wyllie, 1986) (Fig. l ). 
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Chapitre 1 Généralités 

Tab.1: Comparaison biochimique et morphologique entre l'apoptose et de nécrose (Thomas et 
al., 2004). 

Origine du 
terme 

Causes 

Morphologie 

Biochimie 

Nature 

APOPTOSE 
Du grec Apo "loin de" et ptôsis "chute" 

Mort cellulaire physiologique "naturelle" 
par suicide provoquer 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 del' 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 réactions 
inflammatoires, les corps apoptotiques 
non phagocytés peuvent provoqués une 
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 
phosphatidylsérines 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 la mitochondrie 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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NECROSE 
Du grec nekros "mort" 

Mort cellulaire pathologique 
"accidentelle" par meurtre 
provoquée 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 
requerrant 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). 

~·::--. ~ 1 .... .. - . ~ • • -J, 
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Mort bruyante par 
« explosion». 



Chapitre I Généralités 

1-3- Intérêt de l'apoptose 

L'apoptose est une réponse hautement conservée qui joue un rôle déterminant dans 
le développement (embryogenèse) et l'homéostasie tissulaire. Paradoxalement, elle 
contribue à la "sculpture du vivant" à l'image du modelage progressif de nos doigts 
"transformant une moufle en gant" (Ameisen, 1999). 
Elle est impliquée aussi dans le développement du système nerveux et participe 
notamment à l'élimination de cellules surnuméraires lors du développement 
embryonnaire (Groux et al., 1991 ; Mapara et al., 1993 ; Fisher,1994; Griffith et 
al.,1995). Au niveau du système immunitaire, elle participe au processus de sélection 
négative des lymphocytes (élimination des lymphocytes immatures auto-réactifs), 
configurant un système de défense spécifique capable de dialoguer avec le soi sans 
l'agresser. 

1-4- Caractéristiques de l'apoptose 

Les premières descriptions de l'apoptose ont attribué beaucoup d'importance aux 
aspects morphologiques des modifications que subissent les cellules pendant ce 
phénomène. Pendant longtemps, la seule façon d'identifier l'apoptose fut d'observer les 
bourgeonnements de la membrane cellulaire, la condensation de la chromatine dans le 
noyau et l'apparition des corps apoptotiques (Kerr et al., 1972 ; Duvall et Wyllie, 1986). 
Puis viennent la description moléculaire spécifique de l'apoptose, telle que la 
fragmentation intranucléosomale de la chromatine, des changements de la composition 
membranaire ou l'atteinte mitochondriale (Fig. 2). 

I-4-1- Les stigmates morphologiques 

Lorsqu'une cellule entre en apoptose, les premiers évènements d'atteintes 
structurales observables sont la ségrégation de la chromatine à la périphérie de 
l'enveloppe nucléaire, la condensation du cytoplasme malgré une intégrité apparente de 
la membrane plasmique, et la formation d'invagination des membranes plasmiques et 
nucléaires, donnant un aspect de bourgeon à la surface membranaire périphérique. 
L'apparition de ces modifications morphologiques s'accompagne d'un isolement de la 
cellule apoptotique des cellules voisines. L'évolution des invaginations membranaires 
aboutit à la fragmentation de la cellule en petits éléments, appelés corps apoptotiques, 
composés de membrane plasmique qui englobe du cytoplasme, des organites et parfois 
des fragments nucléaires. Ce n'est que dans cette deuxième étape du processus 
apoptotique qu'une altération morphologique d'organites cytoplasmiques peut être 
observée, telle que la dilatation du réticulum endoplasmique ou la désagrégation des 
polysomes (Kerr et al., 1972). 
Les corps apoptotiques sont rapidement phagocytés par les macrophages ou les cellules 
voisines avant l'altération des membranes dégradées par les lysosomes et réduits en 
résidus "non-reconnaissables", évitant ainsi toute réaction inflammatoire. 
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Chapitre 1 Généralités 

1-4-2- Les stigmates biochimiques 

De nombreux changements biochimiques sont observés dans les cellules 
apoptotiques. Il s'agit par exemple d'une modification des flux calciques responsables de 
l'activation de nombreuses enzymes, dont des nucléases qui induisent la fragmentation de 
l'ADN (Ucker et al., 1992; Wu et al., 2000), de l'activation de transglutaminases 
impliquées dans la réorganisation des éléments du cytosquelette menant aux 
invaginations membranaires et à la formation des corps apoptotiques, de l'activation de 
protéases à cystéine (les caspases ), de la production accrue des céramides ou encore de la 
génération de radicaux libres ....... (Gentile et al., 1992). 

1-4-2-1- L'externalisation de marqueurs membranaires 

Si l'intégrité de la membrane plasmique des cellules apoptotiques est préservée, la 
membrane est néanmoins modifiée. Elle perd en effet son asymétrie et expose un 
phosphatidylsérine (PS), sur le feuillet externe de la membrane. Les mécanismes d'une 
telle translocation sont encore mal définis, mais pourraient être liés à l'inhibition d'une 
translocase (qui transporte les PS sur le feuillet interne) et à la stimulation Ca+2-

dépendante d'une "scramblase" responsable du phénomène flip-flop des phospholipides 
(Bratton et al., 1997). Ce phénomène apparaît tôt dans l'apoptose et semble indépendant 
du type cellulaire. Un changement de l'expression de sucres est également observé à la 
surface des cellules apoptotiques ou de ces fragments (Duvall et al., 1985). Ces sucres 
sont reconnus par les récepteurs de la vitronectine et de la fibronectine des macrophages 
(Savill et al., 1990 ; Fadok et al., 1992). In vivo, l'expression précoce de ces différents 
marqueurs membranaires à la surface des cellules entrant en apoptose permet la 
reconnaissance des cellules apoptotiques et donc une élimination précoce afin d'éviter 
toute réaction inflammatoire. 

4-2-2- La fragmentation de l' ADN 

La mort par apoptose est caractérisée par un clivage de la chromatine nucléaire en 
fragments double-brins. L'activation de la première endonucléase décrite, une 
endonucléase calcium-dépendante, provoque la fragmentation de l' ADN au niveau des 
régions charnières entre les oligonucléosomes, sur lesquels s'enroule l' ADN, libérant 
ainsi des éléments nucléaires dont la taille est un multiple entier de 180-200 paires de 
bases (pb) et donnant ainsi un aspect d'échelle sur gel d'agarose (Wyllie, 1980). Cette 
"échelle d 'ADN" a longtemps été considérée comme une caractéristique de l'apoptose. 
Cependant, des résultats plus récents ont montré que l'apoptose pouvait s'accompagner 
de fragmentation de l'ADN en éléments de grandes tailles (50-300 Kpb), visibles 
uniquement en électrophorèse en champ pulsé (Cohen et al., 1992). 

Le clivage de l' ADN semble ainsi procédé par étapes successives : la première 
correspond à la fragmentation en éléments de grandes tailles due à l'activation 
d'endonucléases calcium-dépendantes, telles que l' ADNase II (Wu et al., 2000) et une 
nucléase de 40 KDa (DNAse 1-like endonucléase) (Ucker et al., 1992). La seconde étape 
fait intervenir des endonucléases magnésium et/ou calcium dépendantes, telles que 
l'ADNase 1 (Oliveri et al., 2001) ou CAD (Caspase Activated DNAse) (Enari et al., 
1998) aboutissant à la formation de fragments de petites tailles. 
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Chapitre I Généralités 

En revanche, des fragments de 100-300 Kpb (Kilo paires de bases) ont également été 
observés dans des cellules en nécrose (Bicknell and Cohen, 1995). La fragmentation 
d 'ADN ne peut donc être considérée comme caractéristique de l'apoptose que lorsqu'elle 
est associée à une morphologie typique de l'apoptose. 

1-4-2-3- L'atteinte mitochondriale 

Depuis la découverte de Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), protéine inhibant l'apoptose et 
située dans la membrane des mitochondries (Sentman et al., 1991 ), de nombreux auteurs 
ont mis en évidence l'implication des mitochondries au cours du processus apoptotique. 
Leur participation dans l'apoptose est associée à une transition de la perméabilité 
membranaire (MTP) (Membrane transition permeability) et un effondrement du potentiel 
transmembranaire mitochondrial (Li 'Pm), résultant de l'ouverture de mégapores 
mitochondriaux. 

Du fait de sa haute concentration en solutés, un gonflement osmotique progressif de 
la matrice est parfois observé, dont l'aboutissement ultime est la rupture physique de la 
membrane externe. L'ouverture de ces pores est décrite comme l'étape d'intégration du 
signal apoptotique et de non-retour de la cellule vers l'apoptose. La MTP peut en effet 
être induite directement par de nombreux facteurs apoptotiques tel que : le calcium, les 
espèces réactives de l'oxygène, un changement de pH (potentiel hydrogène) (Crompton, 
1999) et Bax (Bcl-2 Associated X protein), protéine pro-apoptotique de la famille des 
Bcl-2 (Marzo et al., 1998), mais également de façon indirecte par : des caspases, des 
céramides, la protéine p53 (suppresseur de tumeur), capables de moduler l'activité de 
protéines de la familles des Bcl-2. 

Les conséquences de l'ouverture des mégapores sont multiples: rupture du 
métabolisme énergétique, formation de radicaux libres lors du découplage de la chaîne 
respiratoire, libération de facteurs apoptotiques séquestrés dans la matrice, comme le 
cytochrome c, des caspases, AIF (Apoptosis Inducing Factor), augmentation de la 
concentration de Ca+2 intracellulaire ..... Cette altération des mitochondries se produit 
avant les changements biochimiques de la membrane plasmique et la fragmentation de 
l' ADN (Petit et al., 1997 ; Gross et al., 1999). 
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Chapitre II Biochimie de l'apoptose 

11-1- Déroulement de l'apoptose 

Au cours des dernières années, les recherches ont porté sur l'identification des 
éléments du programme de mort cellulaire. Cependant, malgré la découverte d'acteurs 
importants dans ce processus, peu d'éléments sont encore à notre disposition pour 
construire une image cohérente de la façon dont le programme apoptotique se déclanche 
et est régulé (Ameisen, 1999). 
Ceci est dû au fait que beaucoup de facteurs susceptibles d'induire l'apoptose (par 
exemple les protéines oncogéniques, les protéines suppresseurs de tumeurs, les facteurs 
de croissances et certaines cytokines) sont aussi capables de l'inhiber dans certains cas. 
La réponse biologique de la cellule résulte de l'intégration des différentes signalisations 
de l'environnement qui lui sont perceptibles en fonction de son génotype et de son 
phénotype à ce moment donné. 

Cependant, malgré l'extrême diversité des signaux intervenant dans l'exécution du 
programme apoptotique et sa régulation, on peut dégager des mécanismes généraux qui 
se sont conservés au travers de l'évolution et qui font intervenir des protéines dont 
l'expression conditionne la survie cellulaire comme par exemple des protéases 
intracellulaires spécifiques appelées caspases, des cytokines, les protéines de la famille 
Bcl-2, etc ... (Ameisen, 1999). 

Le processus apoptotique peut être divisé en trois phases chronologiques successives. 
Les deux premières dites d'initiation et de décision sont toutes les deux réversibles et 
modulables par des facteurs anti-apoptotiques. La troisième phase, dite d'exécution ou de 
dégradation protéique et nucléaire est irréversible et confère à la cellule les 
caractéristiques morphologiques et biochimiques de l'apoptose (Duneau, 2005) (Fig. 3). 

•!• La phase d'initiation 

Ou pré-mitochondriale, peut être déclanchée par des stimuli aussi variés que des 
radiations ionisantes (Farrell et al., 1998), une carence en facteurs de croissance, des 
drogues cytotoxiques, du glucose, des acides gras, des céramides ou des formes réactives 
de l'oxygène. Les cytokines, membres de la famille du TNF-a (Tumor Necrosis Factor 
alpha) ainsi que leurs récepteurs jouent un rôle particulièrement important dans le 
contrôle de cette phase d'initiation (Goldkom et al., 1998). 

•!• La phase de décision 

Ou mitochondriale, est l'étape au cours de laquelle les différents signaux de mort 
et/ou de survie sont intégrés par la cellule qui, en fonction de son état physiologique et de 
son contexte environnemental, va orienter la réponse vers la mort ou vers la survie. Cette 
intégration fait appel à un certain nombre de médiateurs intracellulaires anti-ou pro
apoptotiques tels que les caspases, les protéines de la famille Bcl-2, les céramides, etc 
(Duneau, 2005). 
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Chapitre II Biochimie de l'apoptose 

•!• La phase d'exécution 

Ou post-mitochondriale, tendent à devenir irréversible au cours de laquelle la cellule 
exécute la décision prise d'entrer en apoptose par une activation de protéase (les 
caspases) et de nucléas es : l'acquisition du morphotype apoptotique est contemporaine de 
cette phase (Duneau, 2005). 

11-2- Caenorhabditis elegans: un modèle d'étude 

La majeure partie de nos connaissances actuelles sur les mécanismes moléculaires de 
la régulation de l'apoptose provient des travaux menés sur le nématode "Caenorhabditis 
elegans". Ces recherches ont montré que sur les 1090 cellules produites durant le 
développement embryonnaire de C.elegans, 131 meurent, certaines moins d'une heure 
après le dédoublement cellulaire qui leur a donné naissance. Ces cellules meurent par 
apoptose. L'analyse de mutants génétiques de C.elegans a permis de mettre en évidence 3 
gènes qui jouent un rôle essentiel dans la régulation de cette mort cellulaire programmée. 
Ils ont été nommés : ced-3, ced-4, ced-9 (Ced: Cell death abnormal), (Fig. 4). Dans les 
mutants où soit ced-3 soit ced-4 sont incapable de fonctionner, l'ensemble des 1090 
cellules survit; à l'inverse, dans les mutants où ced-9 ne s'exprime pas, l'ensemble des 
cellules de l'embryon meurt. Les gènes ced-3 et ced-4 sont donc requis pour l'initiation et 
l'exécution de l'apoptose. 

Les homologues des gènes ced-3, ced-4 et ced-9 ont été identifiés chez les 
mammifères et correspondent chacun à une famille de gènes, ce qui aboutit à une grande 
diversification d'action de ces molécules pro ou anti-apoptotiques (Hengartner and 
Horvitz, 1994). 

11-2-1- Les homologues mammifères de ced-3 

Le gène ced-3 code pour une cystéine protéase homologue à l'enzyme de conversion 
de l'interleukine-1-~-humaine ou ICE (Interleukin-1 Converting enzyme), cette protéine 
rebaptisée plus tard caspase-1, constitue en fait le premier membre d'une famille de 
protéases nommées caspases (cysteinyl aspartyl proteases) (Yuan et al., 1993). 

11-2-2- Les homologues mammifères de ced-9 

Les homologues mammifères du gène ced-9 correspondent à une famille de gènes 
codant pour les protéines de la famille Bcl-2, régulateurs majeurs de l'apoptose 
notamment pour leur action au niveau de la mitochondrie (Hengartner and Horvitz, 
1994). 

11-2-3- Les homologues mammifères de ced-4 

L'homologue mammifère du gène ced-4 a été découvert en 1997 par l'équipe de 
Wang (Zou et al., 1997) et il correspond à l' Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-
1 ). L'Apaf-1 est un régulateur de l'apoptose au niveau des phases post-mitochondriales et 
son action est dépendante de son association au cytochrome c, pour former une structure 
particulière nommée apoptosome, elle-même responsable d'une activation en cascade de 
certaines caspases ( caspase3). 
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Chapitre II Biochimie de l'apoptose 

11-3- Les voies de l'apoptose 

Il existe deux grandes voies de signalisation aboutissant à la mort. La première 
appelée voie intrinsèque, met en jeu la mitochondrie qui occupe une place centrale dans 
les mécanismes de l'apoptose. La deuxième voie est initiée à la surface de la cellule par 
des récepteurs membranaires, c'est la voie extrinsèque ou voie des récepteurs de mort. 
Bien que les évènements initiaux menant à l'apoptose diffèrent dans chacun des cas et 
seront expliqués un peu plus loin, les deux voies 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 (Eamshaw et al., 
1999) (Fig.5). 

. ·:Ftu' . &8 . 
. \... '. 

,, ··.~ ... . -~ . . . . · ~itO · 

Fig. 5: Les deux voies principales du déclenchement de l'apoptose 
(Couzinet et al., 2002). 
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11-3-1- La voie extrinsèque 

La voie extrinsèque de l'apoptose est souvent appelée voie des récepteurs de mort 
cellulaire du fait que c'est la liaison entre un récepteur à la surface de la cellule et son 
ligand qui enclenche le processus (Fig.6). 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. A 
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 entrain de se 
produire (Debatin et al., 2004) : dans les cellules de type I, la caspase initiatrice ira 
activer immédiatement une caspase effectrice. Par contre 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 relargage de facteurs pro-apoptotiques de la 
mitochondrie, à l'activation d'autres caspases et à l'induction de l'apoptose (Opferman 
and Korsmeyer, 2003). 
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fig.6: Voie apoptotique des récepteurs de mort (Bomer, 2003). 
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11-3-1-1- Les récepteurs de mort 

a- Généralités 

De nombreux stimuli sont capables d'induire l'apoptose. Toutes fois il existe une 
famille de récepteurs spécialisés dans l'induction de la mort cellulaire programmée : les 
récepteurs de mort. Une fois stimulés, ces récepteurs induisent l'activation des caspases. 
Cette voie d'activation est impliquée dans l'élimination des cellules potentiellement 
dangereuses pour l' organisme et notamment les lymphocytes autoréactifs. 

Les récepteurs de mort appartiennent à la famille des récepteurs du Facteur 
Nécrosant des Tumeurs (TNF-R) (Tumor Necrosis Factor- Receptor) (Nagata, 1997). Les 
TNF-R peuvent promouvoir selon le contexte cellulaire, soit la survie, soit la mort soit les 
deux. Les membres de la famille du TNF-R sont des protéines transmembranaires de 
type I possédant dans leur domaine extracellulaire de une à six régions riches en cystéine, 
impliqués dans la liaison du ligand. Les récepteurs de mort possèdent dans leur partie 
intracellulaire une région conservée d'environ 80 acides aminés appelée domaine de mort 
cellulaire (DD) (Death Domain) (Tartaglia et al., 1993 ; Chaudhary et al., 1997; Nagata, 
1997). L'apoptose mediée par Fas (Fibroblast-associated) et TNF-RI n' est pas modifiée 
par la présence d'inhibiteurs de la synthèse d'ARN ou de protéines (Itoh et al., 1991 ; 
Y onehara et al., 1989). De plus, des cellules énuclées peuvent enclencher un programme 
de mort cellulaire après stimulation du récepteur Fas. Ces résultats suggèrent que les 
différents protagonistes, nécessaires à l'induction de l' apoptose, sont constitutivement 
présents et que l'activation du récepteur par son ligand ne fait qu'induire l'association des 
protéines préexistantes nécessaires à la transmission du signal apoptotique (Schulze
Osthoff et al., 1994). 

b- Des récepteurs à l'apoptose 

La voie des récepteurs de mort est initiée par des ligands de mort extracellulaires de 
la famille du TNF (Tumor Necrosis Factor) qui comprend une quinzaine de membres 
(TNFa, FasL (Fibroblast-associated ligand), CD30L (CD : Classe de Diversification), 
TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand), Lymphotoxine ..... . ) (Nagata and 
Golstein, 1995). Ces ligands sont, en grande majorité, des protéines transmembranaires 
de type II, qui présentent donc leur extrémité C-terminale du coté extracellulaire. 
(Kasibhatla et al., 1998). 

La fixation du ligand sur les récepteurs entraîne leur trimérisation. Grâce au domaine 
de mort (DD), les récepteurs trimérisés recrutent, dans le cytoplasme, une protéine 
adaptatrice telle que TRADD (TNF-R Associated protein with DD) ou FADD (Fas 
Associated Death Domain). Ces protéines adaptatrices se lient à la caspase-8 ( caspase 
initiatrice) pour former le DISC (Death Inducing Signaling Complex) ou casposome, via 
un domaine DED (Death Effector Domain). Le DED est nécessaire et suffisant pour 
induire l'apoptose (Chinnaiyan et al., 1996). La proximité de TRADD ou FADD stimule 
l'autoprotéolyse/activation de la pro-caspase 8. La caspase 8 activée est libérée du DISC 
et active alors les caspases effectrices 3, 6 et 7 pour amplifier le signal de mort. Cette 
voie peut être bloquée par : des protéines inhibitrices de l'apoptose (IAP) (Inhibitor 
Apoptosis Protein), par des inhibiteurs de caspases et par des FLIP (FLICE-inhibitory 
proteins) ; protéines homologues de la caspase 8 qui contiennent un domaine DED pour 
se lier à F ADD sans pouvoir servir d'intermédiaire entre le signal apoptotique et les 
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caspases effectrices. Ces FLIP ne sont pas des caspases initiatrices. 

11-3-1-2- Les acteurs cytoplasmiques de l'apoptose 

A-Apaf-1 

Apaf-1 (Apoptotic Protease-Activating Factor-1) est un homologue mammifère du 
gène ced-4, il est régulateur de l'apoptose au niveau des phases post-mitochondriales. 
Des embryons déficients en Apaf-1 meurent avant la naissance. Ils présentent une 
réduction importante de l'apoptose au niveau du cerveau et des altérations dramatiques 
des yeux et du visage (Cecconi, 1999). L' Apaf-1 s'est révélé indispensable à l'activation 
de la caspase9 et son action requiert absolument la présence du cytochrome c et de dATP 
(Li et al., 1997). En fait, le dATP va permettre un changement de conformation d' Apaf-1 
de telle sorte qu'il puisse lier le cytochrome c libéré de la mitochondrie. 
Ce pré-complexe peut alors recruter la procaspase 9 et ainsi conduire à son activation. Le 
complexe multimoléculaire ainsi formé est appelé apoptosome (Zou et al., 1999) (fig.7). 
Des études récentes ont montré que le clivage et donc l'activation de la procaspase3 était 
également dépendant de son recrutement à l'apoptosome (Zou et al., 1999) (Cain et al., 
1999) et que ce n'était donc pas un évènement cytoplasmique dû à la libération d'une 
caspase 9 active (Zou et al., 1999). La molécule Apaf-1 est composée de trois domaines 
distincts (Li et al., 1997; Zou et al., 1997): 

);> Les 85 acides aminés N-terminaux possèdent des homologies avec ced-3 et les 
caspases. Cette partie de la protéine est appelée domaine CARD (Caspase Reruitement 
Domain) (Hofmann et al., 1997). Elle permet l'interaction d'Apaf-1 avec les caspases (Li 
et al., 1997). Ces CARDs sont aussi présents dans certaines molécules adaptatrices 
contenant un domaine de mort cellulaire (DD) telle que RAIDD (RIP-Associated ICH-
1/CED-3-homologous protein with DD) (Duan and Dixit, 1997). 

);> Un domaine de 320 acides aminés présentant des homologies avec ced-4. Ce 
domaine comporterait également une séquence de liaison des nucléotides. 

);> Un domaine C-terminal contenant 12 répétitions tryptophane/acide aspartique 
(Neer et al. 1994). Ce domaine C-terminal semble être essentiel pour la régulation 
négative d' Apaf-l(Srinivasula et al., 1998). 

Pro-caspase 9 

- caspase 9 active -+ 
Activation en cascade (caspase 3 ... ) 

+ 
APOPTOSE 

Fig. 7: Représentation schématique de la formation de l' apoptosome 
(Slee et al., 1999). 
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B- Les caspases 

Certaines protéases ne sont pas simplement des enzymes de dégradation mais des 
molécules de signalisation hautement régulées contrôlant des processus biologiques 
critiques pour la cellule par le biais de protéolyses limitées et spécifiques. Une famille de 
protéases, les caspases, illustre parfaitement ce concept. En effet, de nombreuses études, 
menées plus particulièrement au cours de la dernière décennie, ont mis en évidence que 
ces protéases jouaient un rôle clef dans la signalisation de l'apoptose. Les caspases, 
présentes sous la forme de zymogènes inactifs et activées en réponse à des signaux 
apoptotiques induisent le démantèlement et la déstructuration de la cellule en clivant de 
façon spécifique des protéines cellulaires clefs (Alnemri et al., 1996). 

B-1- Nomenclature et différentes classifications des caspases 

Les caspases ont été impliquées dans l'apoptose avec la découverte du gène ced-3 et 
l'identification d'un analogue de son produit (CED-3) chez les mammifères, la protéase à 
cystéine ICE (Yuan et al., 1993). Ces travaux précurseurs ont conduit à l'identification 
d'un nombre croissant de protéases à cystéine, présentant des homologies de séquences 
avec CED-3. Ces protéases présentent une spécificité stricte de clivage de leur substrat 
après un résidu acide aspartique. Une nouvelle nomenclature proposée par (Alnemri et 
al., 1996) les regroupe désormais sous le nom de caspases. On connaît aujourd'hui 
14caspases différentes dont 11 chez les mammifères (Ferri, 2000). 
Différentes classifications de ces protéases ont été proposées en fonction du critère de 
comparaison (fig.8) : 

1) L'analyse phylogénétique des caspases a permis de définir trois sous familles : la 
famille de la caspase-1 (les caspases-1, 4, 5, 11), la famille de la caspase-2 (les caspases-
2, 9) et la famille de la caspase-3 (les caspases-3, 6, 7, 8, 10) (Alnemri et al., 1996). 

2) La deuxième classification proposée tient compte de la fonction des différentes 
caspases. Deux grands groupes ont été ainsi définis : les caspases impliquées dans 
l'inflammation, responsables de l'activation de cytokines et les caspases apoptogènes 
activées au cours de la transduction d'un signal de mort. Se distinguant par leur temps 
d'implication dans la voie de signalisation de l'apoptose, ces dernières ont été classées en 
deux sous-groupes : les caspases initiatrices, activées au cours de la phase d'initiation de 
l'apoptose (caspases-2, 8, 9, 10) et les caspases effectrices, activées en cascade par des 
caspases initiatrices et impliquées dans la phase de dégradation de l'apoptose (caspase-3, 
6, 7) (Alnemri et al., 1996). 

B-2- Les mécanismes d'activation des caspases 

La conversion de la caspase de l'état de zymogène en une enzyme mature nécessite 
au moins deux clivages protéolytiques limités au niveau des résidus acides aspartiques 
(Asp-x), flanquant chacun la grande sous-unité, libérant tout d'abord la petite sous unité 
puis la grande. Les éléments protéiques de l'enzyme ainsi libérés vont pouvoir 
s'assembler de sorte à former un hétérodimère actif de structure générale (p10/p20)2, 
dont le domaine catalytique contient la séquence consensus QACXG (Gln-Ala-Cys-X
Gly) (Walker et al., 1994) (fig.9). 
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Caspase Groupe 
Substra t 

préfér entiel 

4 1 (W!L)EHD-X!YVAD-X 

~ 
5 I (W/L)EHD-X 1 Activation de 

Famille de la I l I ') cytokines 
caspase-1 

1 1 \VE HD-X .,, 

'1 n .) 

7 n DEVD-X 
Caspases DEVD-X ] 

effectrices 
Fa'.:1ille _de }a ~ 1 6 III VEHD-XiVETD-N 

c,1spase-.) 
8 III 

Famille de la 
caspase-2 

LETD-X 

10 1lI IEXD-XJLEXD-X 

9 III LEI-ID-X 

2 II VDVAD-X!DEHD-X 

Fig.8: Les différentes classifications des caspases 
(Alnemri et al., 1996 ~ Thomberry et al., 1997). 

QACxG 

1 Caspases 
1 initiatrices 

Pro-domaine Pro-caspase 
in active -N . Asp 

i P20 

i 

Asp 
c 

>i:: 1er clivage PlO 

l 

QAGxG 

Caspase 
ma'llJre active 

Fig.9: Mécanisme général d'activation des caspases 
(Adapté de Couzinet et al., 2002). 
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B-2-1- L'autoactivation des caspases initiatrices 

L'autoactivation des caspases initiatrices implique l'oligomérisation des zymogènes, 
sous le contrôle de protéines adaptatrices. Ces molécules adaptatrices couplent les pro
caspases aux senseurs apoptotiques, tels que les récepteurs de mort ou la mitochondrie. Il 
en résulte une concentration locale élevée en pro-enzymes permettant la protéolyse inter
et intra-moléculaire (Kischkel et al., 1995). 

•!• L'activation des procaspases-2, 8, 10 

L'activation des caspases-2, 8 et 10 résulte de la stimulation de récepteurs 
membranaire de mort. En réponse à un ligand, le récepteur se trimérise et recrute des 
protéines adaptatrices par son domaine de mort DD. La procaspase-8 (Kischkel et al., 
1995) ou la procaspase-10 (Kischkel et al., 2001) oligomérisent par l'intervention de la 
protéine adaptatrice F ADD au niveau de leur domaine DED. F ADD, par son domaine 
DD, peut être directement couplé au récepteur Fas (Chinnaiyan et al., 1995) ou 
indirectement au TNF-RI par l'intermédiaire de TRADD (Hsu et al., 1995) (fig.10). Le 
complexe, ainsi constitué du récepteur, de FADD et du procaspase, est nommé DISC. Le 
recrutement de la caspase-2 au récepteur se fait par l'interaction séquentielle de TRADD 
sur le domaine CARD de la caspase (Hsu et al., 1995) avec d'autres protéines, sur les 
domaines DD, la sérine/thréonine kinase RIP (Receptor Interacting Protein) (Stanger et 
al., 1995) et la protéine RAIDD (Duan and Dixit, 1997) (fig.10). 

Procaspase 
8 ou10 

Fas 

D Domaine de mort{DD) 

D Domaine effecteur de mort (DED) 

TNF-R1 

~__o;TRADD 
FADO 

Procaspase 
8 et'IO 

Ill Domaine de recrutement des caspases (CARO) 

TNF-R1 

~ 
I TRADD 

RIP 

Pro caspase 2 

Fig.10: L'autoactivation des caspases initiatrices 2, 8 et 10 
(Rathmell et al., 1999). 
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•!• L'activation de la procaspase-9 

Le mécanisme de maturation de la caspase-9 est comparable à celui des caspases 
initiatrices 2, 8 et 10. Son activation dépend de la formation d'un complexe 
multiprotéique, l'apoptosome (Li et al., 1997) constitué du cytochrome c libéré de la 
mitochondrie, d' Apaf-1, d' ATP et de la procaspase-9 (Zou et al., 1999). 
Dans ce complexe, Apaf-1 joue le rôle de protéine adaptatrice. Il possède en effet une 
région de liaison CARD, impliquée directement dans le recrutement de la procaspase-9 
(Li et al., 1997). Lorsque les cellules sont quiescentes, Apaf-1, est séquestré à la surface 
de la mitochondrie (Zou et al., 1997) dans une conformation tridimensionnelle inactive. 
Dans un contexte apoptotique, le cytochrome c et l 'ATP lient l 'Apaf-1, induisant un 
changement conformationnel permettent de démasquer alors la région CARD : la 
procaspase-9 est ainsi recrutée. 

B-2-2- La transactivation des caspases effectrices 

Les caspases-3, 6 et 7, regroupées sous le nom de caspases effectrices ne peuvent pas 
être activées par un mécanisme d'autoactivation. En effet, ces protéases disposent d'un 
prodomaine court incapable d'initier leur oligomérisation et leur activation. Ainsi leur 
clivage protéolytique est pris en charge par d'autres caspases, généralement des caspases 
initiatrices. 
Des études, menées sur des extraits cellulaires (Srinivasula et al., 1996 ; Muzio et al., 
1997) ou sur des cellules de levures transfectées (Kang et al., 1999), ont en effet 
démontré que les caspases initiatrices sont capables d'activer efficacement les caspases 
effectrices. Dans ces systèmes, l'activation protéolytique des procaspases 3 et 7 par 
l'action directe des caspases-8 et 10 a été mise en évidence (Nagata, 1997; Stennicke et 
al., 1999). De même, la caspase-9 est capable d'induire l'activation des procaspases-3 et 
7 (Li et al., 1997 ; Srinivasula et al., 1998). 
Ainsi, les caspases-8, 9, 10 sont décrites comme les protéases gouvernant l'activation 
séquentielle des caspases effectrices dans l'apoptose mediée par les récepteurs ou par la 
mitochondrie. Ce type d'activation en cascade permettrait la régulation et l'amplification 
du signal apoptotique (Slee et al., 1999). 

B-3- Les substrats protéolysés par les caspases 

Le rôle fondamental des caspases est d'éteindre les systèmes de protection cellulaire 
en inactivant des protéines impliquées dans le maintien de l'intégrité cellulaire ou la 
résistance à l'apoptose et d'activer des protéines qui participent à la destruction cellulaire. 
L'action des caspases sur leurs différents substrats induit l'isolement des cellules 
apoptotiques des cellules environnantes, des perturbations du cytosquelette, des 
altérations de la réplication et de la réparation de l' ADN, la fragmentation nucléaire et 
enfin la désintégration générale de la cellule. C'est en ce sens que les caspases, 
notamment les caspases effectrices, sont considérées comme les acteurs moléculaires 
principaux de la phase de dégradation au cours du processus apoptotique (Tab.2). 
Les protéines cibles, clivées après un résidu Asp, regroupent des protéines impliquées 
dans la dégradation et la réparation del' ADN ou dans certaines cascade de signalisation, 
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des protéines cytoplasmiques, nucléaires, ou encore des protéines des membres de la 
famille du Bcl-2 (Lazebnik et al., 1994). 
La dégradation de l 'ADN est un phénomène associé à une baisse de la réparation de 
l'ADN. Par exemple, le clivage de la protéine PARP (poly (ADP-ribose) polymerase) 
conduit à une perte de l'activité de cet enzyme à réparer l' ADN (Lazebnik et al., 1994). 
Les caspases clivent également les protéines de la lamina nucléaire, telle que la lamine A 
(Takahashi et al., 1996), contribuant à la condensation chromatidienne observée lors du 
phénomène apoptotique. 
Des protéines du cytosquelette, telle que l'actine (Mashima et al., 1997) ou des protéines 
impliquées dans le remodelage du cytosquelette, comme Gas-2 (Growth arrest specific-2) 
(Brancolini et al., 1995), sont également clivées, menant à la déstructuration et au 
réarrangement du cytosquelette et au bourgeonnement de la membrane plasmique. Des 
protéines anti-apoptotiques de la famille des Bcl-2 sont également clivées. Cette 
protéolyse permet d'abolir leurs propriétés protectrices et de produire également des 
fragments capables d'induire l'apoptose (Bcl-2: Cheng et al., 1997) alors que le clivage 
de certains membres pro-apoptotiques potentialise leurs effets (Bid : Li et al., 1998). 

Tab .2: Substrats des caspases (d'après Earnshaw et al., 1999). 

EFFETS 
SUBSTRATS (supposés du clivage) 

Protéines associées au cytosquelette 
membranaire : -Réarrangement du cytosquelette, 
-Actine, ~-caténine, Cohesine, Cytokératine, bourgeonnement de la membrane 
Desmine, FAK (Focal adhesion kinase), Fordine, plasmique, isolement cellulaire. 
Gas-2 (Growth arrest specific-2), ROCK-1 (Rho-
associated coiled-coil protein kinase-1). 
Protéines du cytosquelette de l'enveloppe -Déstabilisation du cytosquelette 
nucléaire: nucléaire, condensation de la 
- Lamine A et B. chromatine. 
Protéines interragissant avec l 'ADN : 
-Inhibiteur de DFF40/CAD (DFF45/ICAD -Libération de DFF40/CAD, 
[ caspase-activated desoxyribonuclease]). fragmentation del' ADN. 
-PARP (poly-adenosyl-ribose polymerase), topo- -Inactivation, L'ADN n'est plus 
isomerase 1. réparé. 
-NuMA (nuclear protein that associates with the -Modification de la chromatine, 
mitotic avvaratus). altération de l'enveloppe nucléaire. 

Facteurs de transcription : -Inhibition de la transcription de 
-SRF (serum responsefacteur), STAT-1, NF-KB. gènes anti-apoptotique et/ou 

mitogéniques. 
Protéines régulatrices de l'apoptose : -Génération de fragments pro-
-Bax, Bcl-2, Bcl-xL, Bid. apoptotiques. 
Protéines de l'inflammation : -Libération d'Il-1 ~· 
-Pro-Il-1~. -Augmente le chimiotactisme des 
-Pro-Il-16. lymphocytes T. 
-Pro-Il-18. -Stimule la synthèse d'IFN-y. 
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B-4- Invalidation génique 

Etant donné le grand nombre de caspases ainsi que l'absence d'inhibiteur réellement 
sélectif d'une caspase donnée, l'implication individuelle de ces protéases apoptogènes 
dans la mort cellulaire programmée n'a pu être étudiée jusqu'à présent q'en générant des 
animaux déficients pour l'expression de certaines d'entres elles. A ce jour, seuls les gènes 
codant pour les caspases 1, 2, 3, 8, 9,11et12 ont été invalidés (Wang et al., 1998). 

);;>- Caspases 1et11 

Les souris caspases 1- et caspase 11- présentent un développement normal (Kuida et 
al., 1995 ; Li et al., 1995 ; Wang et al., 1998). Cependant, elles présentent une 
production défectueuse d'IL-la et b (IL:Interleukine), d'IL-18 et d'interféron-g. De plus, 
elles représentent une résistance accrue au choc septique. En fait, il semble bien établi 
que la caspase 1 (fig. 11) 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 
(caspase murine) (Wang et al., 1998). La caspase 11 présente des homologies avec les 
caspases humaines 4 et 5. 

);;>- Caspase 2 

Les souris caspase T présentent un développement normal jusqu'à l'age adulte et ne 
présentent aucun phénotype sévère (Bergeron et al. 1998). En revanche, la caspase 2 
semble être requise pour la mort des cellules germinales femelles. A la naissance, les 
souris déficientes présentent une diminution du nombre de motoneurones faciaux. Ceci 
nous indique que la caspase 2 n'agit pas simplement comme un effecteur positif de 
l'apoptose mais qu'elle est aussi capable, selon le type cellulaire, de retarder la mort 
cellulaire. En définitive, la caspase 2 est probablement essentielle pour l'apoptose des 
cellules germinales femelles mais elle peut toutefois, dans certaines situations, avoir un 
effet protecteur contre l'apoptose. De plus, l'action de la caspase 2 est dépendante du 
type cellulaire, du stade de développement, de l' épissage de son ARNm ainsi que de la 
présence ou de l'absence d'autres caspases (Wang et al. 1994). 

);;>- Caspase 3 

Les souris invalidées pour la caspase 3 (fig. 11) furent les premières à présenter des 
profonds bouleversements de l'apoptose (Kuida et al., 1996 ; Woo et al., 1998). Elles 
sont plus petites que les souris contrôles et meurent entre la première et la troisième 
semaine après la naissance. En revanche, la caspase 3 semble être requise pour l'apoptose 
des neutrophiles et des lymphocytes T activés (Woo et al., 1998). De plus, des études ont 
décrit que la caspase 3 était absolument nécessaire à la dégradation intemucléosomale de 
l' ADN ainsi qu'à la condensation de la chromatine (Woo et al., 1998). La caspase 3 
pourrait jouer un rôle différent selon le type de cellules et de stimuli considérés. 
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~ Caspase 8 

Les souris caspase 8- se développent normalement durant les 11 premiers Jours 
suivant la fécondation puis meurent, probablement des suites de malformations 
cardiaques importantes. Le cœur de ces animaux est hypotrophique, suggérant que la 
caspase 8 pourrait être impliquée dans la transmission des signaux de survie plutôt que 
des signaux de mort, au moins au niveau de cet organe. De plus, ces embryons produisent 
très peu de précurseurs myéloïdes (Varfolomeev et al., 1998). 
En définitive, la caspase 8 est un élément essentiel et non redondant de l'apoptose initiée 
par les récepteurs de mort, mais aussi elle joue un rôle essentiel (et à ce jour grandement 
incompris) dans le développement cardiaque et dans l'hématopoïèse (Varfolomeev et al., 
1998). 

~ Caspase 9 

Le phénotype de ces souris est semblable mais cependant plus sévère que celui des 
souris caspase 3-. Elles meurent au 16ème jour de développement. Elles soufrent de 
malformation cérébrale avec un excès cellulaire au niveau du système nerveux central. 
En définitive, le fait que les souris invalidées pour la caspase 3, la caspase 9 ou Apaf-1 
présentent toutes un phénotype très semblable, indique que ces molécules interviennent 
probablement dans une voie commune au cours de l'apoptose (Kuida et al., 1998; 
Hakem et al., 1998). 

Fig. 11: Structure tridimensionnelle des caspases 1 et 3 
(Eamshaw et al., 1999). 
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II- 3-2- La voie intrinsèque 

Alors que la voie extrinsèque de l'apoptose est déclanchée par des facteurs 
extérieurs à la cellule, la voie intrinsèque a pour éléments déclencheurs des insultes 
intracellulaires, comme l'augmentation du niveau des ROS (Reactive Oxygen Species) , 
des dommages à l'ADN, stress du réticulum endoplasmique, l'activation d'oncogènes 
etc ... (Opferman and 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 survie 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 largage de plusieurs protéines dans le 
cytosol, dont le cytochrome c, Smac/DIABLO (Second Mitochondria-derived Activator 
of Caspase/ direct IAP binding protein with low pl), -Omi/HtrA2 (Hight temperature 
requirement protein A2) et AIF (Apoptosis Inducing Factor). Bien que chacune ait son 
rôle à jouer dans l'apoptose, seulement le cytochrome c, Omi/HtrA2 et les protéines 
Smac/DIABLO ont un effet sur l'activation des caspases (Saelens et al., 2004) (fig. 12). 

11-3-2-1- Rôle de la mitochondrie dans l'apoptose 

Depuis une dizaine d'années, il est maintenant clairement établi que la mitochondrie, 
organite producteur de l'énergie de la cellule (ATP), joue un rôle clé dans l'apoptose. 
Son intervention dans ce processus ne s'explique pas par une « simple perte de fonction » 
ayant pour conséquence un déficit énergétique, mais est reconnue plutôt comme un 
mécanisme actif s'accompagnant de profondes altérations. On observe une modification 
de la perméabilité membranaire mitochondriale - liée à une dissipation du potentiel 
membranaire mitochondrial (6 'Pm) - et la libération dans le cytoplasme de protéines 
apoptogènes comme le cytochrome c. 
Le concept du mégapore mitochondrial appelé PTP (pore de transition de perméabilité) 
responsable du relargage de facteurs apoptotiques a été récemment décrit. Il se 
composerait d'un complexe polyprotéique des composants localisés dans les 2 
membranes mitochondriales (interne/externe), dans l'espace intermembranaire et dans la 
matrice mitochondriale. 
Le regroupement de différents travaux permet d'établir une configuration minimale au 
PTP qui regrouperait : la translocase des nucléotides adényliques (ANT (Adenine 
nucleotide translocase) : membrane interne), le canal anionique voltage-dépendant 
(VDAC (Voltage-Dependent Anion Chanel): membrane externe) et la cyclophiline D 
(Cyp-D : matrice). Ces protéines coopèrent pour former un pore responsable de la 
transition de perméabilité membranaire mitochondriale (Zoratti and Szabo, 1994 ; Marzo 
et al., 1998 ; Halestrap, 1999). 

11-3-2-2- Mécanisme de relargage 

Plusieurs modèles ont été proposés pour expliquer comment lors d'un signal de mort, 
l'ouverture du pore et la dissipation du 6'Pm peuvent être impliquées dans l'induction du 
relargage de molécules apoptogènes (Ly et al. 2003). 

Le premier modèle« PTP-induced mitochondrial swelling mode!» se caractérise par 
l'ouverture du VDAC et un gonflement de la matrice mitochondriale. Ce concept 
implique que l'agent apoptotique interagisse directement avec le PTP, provoquant son 
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ouverture, puis une dépolarisation rapide de la mitochondrie et un gonflement de la 
matrice, une rupture de la membrane externe mitochondriale et par conséquent le 
relargage des facteurs apoptogènes comme le cytochrome c, I 'AIF. 

Le deuxième modèle « PTP-non swelling mode!» ne mettrait pas en jeu le 
gonflement de la matrice. Des travaux ont montré à partir de mitochondries isolées que 
le relargage du cytochrome c peut être induit par de faibles concentrations de Bax 
recombinant ou de Bid tronqué, sans observer de gonflement de la matrice 
mitochondriale ou de rupture de la membrane externe mitochondriale (Jurgensmeier et 
al., 1998 ; Pastorino et al., 1999). Récemment, il a été montré que l' ouverture du pore 
(sans gonflement de la matrice mitochondriale) induit l'effondrement de 6. 'Pm par un 
processus de dissipation des protons. Ceci provoque un changement conformationnel de 
Bax et sa translocation à la mitochondrie, induisant le relargage du cytochrome c (De 
Giorgi et al., 2002). 

Le troisième modèle «formation of conducting channels mode!» mettrait en jeu des 
protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2. Ces protéines sont capables de s' insérer 
dans la membrane externe mitochondriale où une fois oligomérisées, elles forment des 
pores de façon autonome (Shimizu et al. , 2000 ; Antonsson et al., 2000 ; Korsmeyer et 
al. , 2000). Enfin, il est important de noter que Bossy-Wetzel et al, ont décrit un système 
où la libération du cytochrome c et l'activation des caspases pouvaient avoir lieu sans 
aucune dissipation de 6. 'Pm et dans lequel 1' ouverture du PTP est conséquente à la 
formation de l'apoptosome (Bossy-Wetzel et al., 1998). 

CYTOPLASME 

Orni/HtrA2 

NOYAU 

Dégradation de 
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1 > • ' ~ ! Voie caspases-ind<pendante 
1 Caspase- ~ 
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1 Caspase-9 ._ _____ J a a a a a ac caca cc •Apoptose 

fig. 12: Représentation des voies apoptotiques mitochondriales 
(Bellet, 2003). 
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11-3-2-3- Les protéines mitochondriales de l'apoptose 

Les protéines mitochondriales libérées lors du processus apoptotique sont regroupées 
sous le nom générique de SIMP (soluble inter membrane mitochondrial proteins) et 
possèdent toutes une activité pro-apoptotique. Elles sont associées soit à une voie 
mitochondriale caspase-dépendante, soit à une voie mitochondriale caspase-indépendante 
(Rosenquist, 2003). 

A- Les protéines de la voie caspase-dépendante 

A-1- Le cytochrome c 

Le cytochrome c a été identifié pour la première fois en 1930 par Keilin et coll 
(Keilin., 1930). Il est synthétisé dans le cytosol sous la forme d'apo-cytochrome c est 
transloqué dans la membrane externe de la mitochondrie. Il est ensuite transformé en 
holo-cytochrome c suite à son attachement à un noyau hème. 
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 et Bak (Bcl-2 
homologous Antagonist/Killer). 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. L'association entre le cytochrome c et l 'Apaf-1 facilite le 
recrutement d'ATP. La protéine Apaf-1 contient un domaine CARD dans la région N
terminal par lequel elle recrute la procaspase-9, ce qui mène à l'activation de la 
procaspase-9, selon le modèle de la liaison à une sous unité régulatrice. Ce complexe de 
lMDa, appelé apoptosome, contient sept molécules d'Apaf-1, de cytochrome cet caspase 
9 (Acekan et al., 2002). 

A-2- La protéine Smac/DIABLO 

La protéine murine Smac (Second Mitochondrial Activator of Caspases) et son 
homologue humain DIABLO (direct IAP binding protein with low pl) sont des protéines 
mitochondriales synthétisées sous la forme de précurseurs de 29 Kda (Kilo dalton); après 
protéolyse, elles deviennent des protéines matures de 23 Kda, pouvant être libérées en 
réponse à un stimulus apoptotique. Cette protéine, une fois synthétisée, est importée dans 
la mitochondrie. 

Au cours de l'apoptose, Smac/DIABLO est libérée et se lie aux IAPs empêchant 
leur action protectrice et permettant ainsi aux caspases contenue dans l' apoptosome de 
s'activer. Il est à noter que Smac/DIABLO est particulièrement abondante dans le cœur, 
le foie et les testicules et peu présente dans les autres tissus, impliquant l'existence 
probable d'autres protéines homologues (Verhagen et al., 2000). 
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B- Les protéines de la voie caspase-indépendante 

L'implication des caspases dans le processus apoptotique est bien établie. Certaines 
études, menées au sein du groupe de G.Kroemer, ont montré cependant que l'apoptose 
peut être induite sans la participation de caspases. Ce type d'apoptose semble être 
contrôlé par des facteurs protéiques libérés de la mitochondrie : AIF (Susin et al., 1996 ; 
Susin et al., 1999 ; Daugas et al., 2000) et Omi/HtrA2 (Faccio et al., 2000). 

B-1- La protéine AIF 

L 'AIF est une flavoprotéine, présentant des homologies avec des enzymes de type 
oxydoréductases de plantes ou de bactéries (Ameisen, 2002). Ce facteur est synthétisé 
sous la forme d'un précurseur de 67 Kda dont la partie N-terminale contient un domaine 
signal de localisation mitochondriale. Une fois induit dans l'espace intermembranaire 
mitochondrial, il est clivé et libère une protéine mature de 57 Kda. Cette protéine a une 
double fonction de NADPH oxydase et monodéhydroascorbate réductase 
mitochondriales, et de facteur apoptogène (Klein et al., 2002; Mate et al., 2002). Son 
activité oxydoréductase n'est pas essentielle à sa fonction apoptotique. Après un stimulus 
apoptotique, l' AIF est libéré par la mitochondrie, transloqué dans le noyau des cellules en 
apoptose et induit, en coopération avec des endonucléases (notamment l'endonucléase 
G), le clivage de l' ADN en fragments de haut poids moléculaires de 50 Kpb (Susin et al., 
1999). 

B-2- La protéine Omi/Htr A2 

La protéase Omi aussi appelée HtrA2 (Hight temperature requirement protein A2) a 
été identifiée comme une sérine protéase de 49 Kda, homologue à l'endoprotéase 
bactérienne HtrA2 (Faccio et al., 2000). Omi/HtrA2 est synthétisée sous la forme d'un 
précurseur de 49 kDa portant en position N-terminale un domaine signal de localisation 
mitochondriale. Une fois introduite dans l'espace intermembranaire mitochondrial, elle 
est clivée et devient une protéine mature de 3 7 kDa (Savopoulos et al., 2000). Après un 
stimulus apoptotique, Omi/HtrA2 est libérée dans le cytosol et peut induire une mort 
soit dépendante soit indépendante des caspases (van Loo et al., 2002 ; Verhagen et al., 
2002). En effet, Omi/HtrA2 présente une dualité fonctionnelle. Elle peut soit se lier et 
inhiber les IAPs déclanchant alors la cascade de caspases, soit elle dégrade, grâce à son 
activité de sérine protéase, des protéines intracellulaires nécessaires à la survie de la 
cellule. 

11-3-2-4- Les protéines de la famille Bcl-2 contrôlant la phase mitochondriale de 
l'apoptose 

Les protéines de la famille de Bcl-2 sont les principales actrices de la régulation du 
processus apoptotique. Bcl-2 a été le premier homologue de CED - 9 décrite chez les 
mammifères (Vaux et al., 1988). Si on se réfère à leur fonction biologique, les protéines 
de la famille de Bcl-2 peuvent être classées en deux sous familles : des protéines anti
apoptotiques, telles que Bcl-2 (Hockenbery et al., 1990), Bcl-xL (Boise et al., 1993), 
Bcl-W (Gibson et al., 1996) et des protéines pro-
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apoptotiques, telles que Bax (Oltvai et al., 1993), Bad (Bcl-2 Antagonist of cell death 
protein) (Yang et al., 1995), Bid (Wang et al., 1996). 

Tous les membres de la famille de Bcl-2, à l'exception de Bad et Bid, sont des 
protéines membranaires, présentes principalement dans la membrane externe 
mitochondriale mais également dans le réticulum endoplasmique ou la membrane 
nucléaire externe (Nguyen et al., 1993 ; Akao et al., 1994). A l'inverse, Bad et Bid sont 
des protéines cytosoliques dont la translocation vers la mitochondrie et l'insertion dans la 
membrane mitochondriale s'effectue au cours du processus apoptotique (Del Peso et al. , 
1997; Li et al., 1998; Wang et al., 1999). 

Des études structurales des protéines de la famille de Bcl-2 par diffraction de rayon X 
(Muchmore et al., 1996) ont permis de mettre en évidence leur mécanisme d'action et 
d'interaction réciproque. Leur structure tridimensionnelle se compose de 2 hélices a 
hydrophobes centrales, entourées de 6 à 7 hélices a amphipatiques de taille variable, le 
long desquelles sont répartis les domaines BH (Bcl-2 homology). Une longue boucle 
flexible et hydrophile est présente entre · les deux premières hélices, elle interviendrait 
dans la régulation des phénomènes de modifications post-traductionnelles des protéines 
de a famille de Bcl-2 comme la phosphorylation. Enfin, la proximité spatiale des 
domaines BHl , BH2 et BH3 et leur organisation à la surface de la protéine en une poche 
hydrophobe, permet de recevoir des peptides mimant le domaine BH3 des protéines pro
apoptotiques comme Bax ou Bad (Petros et al., 2004) (fig. 13). 

A) 

C) 

B) 

D) 

Fig. 13: Structures de Bcl-xL (A) et de Bcl-2 (B). 
(Adapté de Petros et al., 2004). 
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A- Le rôle des protéines de la famille de Bcl-2 

Le mécanisme prédominant par lequel les membres de la famille Bcl-2 régulent 
l'apoptose semble être le contrôle de la formation de l' apoptosome en modulant la fuite 
mitochondriale du cytochrome c. En effet, alors que Bcl-2 (Kluck et al., 1997) ou Bcl-xL 
(Vander Heiden et al., 1997) inhibent l'apoptose en bloquant directement la sortie du 
cytochrome c, la surexpression ou l'activation de Bax dans des cellules (Pastorino et al., 
1998) conduit à la libération du cytochrome c. Deux mécanismes de régulation de la 
libération du cytochrome c par les protéines de la famille de Bcl-2 ont été proposés, ces 
protéines contrôleraient l'ouverture des mégapores mitochondriaux en se liant avec une 
protéine constitutive de ce complexe: l'ANT (Marzo et al., 1998) induisant ainsi la 
transition de la perméabilité mitochondriale, l'effondrement de f:j, 'Pm et menant à la 
membrane externe mitochondriale. Mais la formation de grands canaux à cytochrome c 
est également proposée. L'équipe de Martinou a démontré récemment la capacité de Bax 
à polymériser (Antonsson et al., 2000) et à s'insérer dans la membrane mitochondriale 
pour former des grands canaux permettant le passage du cytochrome c (Antonsson et al., 
2001 ), sans gonflement osmotique ni rupture physique de la membrane (Martinou et al., 
1999). 

B- Classification des protéines de la famille Bcl-2 

Les homologues mammifères du gène ced-9 correspondent à une famille de gènes 
codant pour les protéines de la famille Bcl-2. L'alignement des séquences protéiques de 
la famille Bcl-2 a permis d'identifier quatre régions hautement conservées chez les 
mammifères appelées domaines BH: BHl à BH4. On peut ainsi classer les membres de 
la famille Bcl-2 en trois groupes (Adams et al., 1998 ; Tsujimoto and Shimizu, 2000) 
(Fig.14). 

• Le premier groupe « Bcl-2 like survival factors » rassemble les membres 
anti-apoptotiques. Ils contiennent les domaines BHl, 2, 3 et 4. On peut citer Bcl-2, Bcl
xL, Bcl-W. 

• Le deuxième groupe « Bax-like death factors» regroupe une partie des 
membres pro-apoptotiques et se caractérise par l'absence du domaine BH4 dans la 
séquence des protéines. On peut citer Bax et Bak. 

• Le troisième groupe « BH3-only death factors »fait partie des membres 
pro-apoptotiques. Les protéines de ce groupe possèdent uniquement le domaine BH3. On 
peut citer Bad, Bid, Bik (Bcl-2 Interacting Killer), Bim (Bcl-2 Interacting mediator of 
cell death), Bmf (Bc12 Modifying Factor), Noxa et Puma (p53-Upregulated Modulator of 
Apoptosis) 
Presque toutes les protéines de la famille Bcl-2 possèdent un domaine transmembranaire 
carboxy-terminal leur permettant de s'ancrer dans des membranes cellulaires. 
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Fig. 14: Les membres de la famille Bcl-2 (d'après Bomer, 2003). 
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B-1- Les anti-apoptotiques 

Les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W, et 
Mcl-1 (Myeloid Cell Lymphoma 1), Bcl-2, 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 anti-apoptotiques, on peut citer: 

~ Bcl-2 et Bcl-xL 

Bcl-2 a été initialement identifiée au point de coupure de la translocation dans les 
lymphocytes 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 condition 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 aboli. 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 
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), ce qui la rend inactive. 

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

B-2- Les pro-apoptotiques 

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

B-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 
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exprimée dans seulement quelques tissus particuliers (Hsu et al., 1997; Ha et al., 2001, 
Itoh et al., 2003). Peu de choses sont connues sur les mécanismes par lesquelles Bcl-xS, 
Bcl-GL, Bfk et Bok induisent l'apoptose. C'est cependant différent pour Bax et Bak. 

~ Bax et Bak 

Bax et Bak 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 ou 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 ou 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 seraient également capables d'induire l'activation de Bax (Cartron et al., 
2004). 

B-2-2- Les protéines à domaine BH3 seulement 

Comme leur nom l'indique, les protéines BH3 ont comme seule homologie avec les 
autres 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 and Strasser, 2000; Zong et 
al., 2001 ). Chacune des protéines BH3 réside dans un compartiment cellulaire distinct et 
répond à un stimulus apoptotique précis (Opferman and Korsmeyer, 2003). Suite à ce 
stimulus, elles se dirigent vers la mitochondrie ou elles interagissent avec les protéines à 
multiples domaines BH. Certaines protéines 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 anti-apoptotiques. 

~ Bid 

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 le granzyme B pour 
générer un fragment plus court, tBid (Truncated Bid = Bid tronquée) (Li et al., 1998 ; 
Barry et al., 2000). 
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Le rôle de Bid a été étudié surtout dans le contexte des récepteurs de mort cellulaire, 
ou 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). 

~ Bad 

Bad fut première protéine BH3 à être découverte en 1995 par le groupe de Stanley 
Korsmeyer (Yang et al., 1995). 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). 

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 trouvent 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). 

~ Bim/BOD (BOD = Bcl-2 Ovarian Death synonym de Bim) 

Les protéines Bim 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: BimEL (Bim isoforme extra-longue), BimL (Bim 
isoforme longue) et BimS (Bim isoforme courte). Toutes possèdent une queue 
hydrophobique, qui permet 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 !'isoforme BimEL, tandis que 
BimS est exprimée à de très bas niveau ou carrément indétectable (O'Reilly et al., 2000 ; 
Liu et al., 2002). Bim est capable de se lier à toutes les protéines anti-apoptotiques de la 
famille Bcl-2 (Chen et al., 2005). Jusqu'à maintenant, Bim a été impliquée dans 
l'apoptose des neurones suite à une réduction en NGF (Nerve 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 aussi connue sous le nom de BBC3 (Bcl-2 Binding Comonent 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 protéines p53 (Han 
et al., 2001 ; Nakano and Vousden, 2001 ; 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, -p, -8 et-y, par contre seulement les deux 
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premières contiennent un domaine BH3 (Nakano and Vousden, 2001). Lors de sa 
découverte, PUMA semblait être exprimée seulement suite à un stress causant une 
accumulation de p53, par exemple des agents transcriptionnels. 

Le rôle 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 trouvée exclusivement dans mitochondrie, grâce à son domaine BH3, ou elle 
démontre une très bonne affinité de liaison pour toutes les protéines anti-apoptotiques de 
la famille Bcl-2 (Nakano and Vousden, 2001 ; Chenet al., 2005). 

~ 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. Noxa 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 l' 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 un seul). Tout comme 
PUMA, elle possède un site de liaison pour p53 dans sa séquence promotrice. Noxa se 
trouve 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). 

C- Invalidation génique 

C-1- Bcl-2 

Les souris invalidées pour le gène de Bcl-2 sont viables. Cependant la majorité 
d'entre-elles meurent quelques semaines après la naissance. Les souries Bcl-2 
développent une insuffisance rénale sévère due à un nombre diminué de néphrons (Veis 
et al., 1993 ; Nakayama et al., 1994). De plus, les souris deviennent grises à l'age de 5 ou 
6 semaines, période qui correspond au deuxième cycle des follicules pileux. Cette 
hypopigmentation reflète la diminution de la survie des mélanocytes (Veis et al., 1993 ; 
Nakayama et al., 1994; Kamada et al., 1995). Bien que les souris Bcl-2 présentent une 
différenciation normale des lignages T et B, elles sont incapables de maintenir 
l'homéostasie du système immunitaire. Le thymus et la rate subissent une apoptose 
massive quelques semaines après la naissance (Veis et al., 1993 ; Nakayama et al., 1994). 

C-2- Bel-X 

L'invalidation du gène Bel-X est létale au jour 13 de développement embryonnaire 
(E13) (Motoyama et al., 1995). Les souris Bel-X présentent une apoptose massive au 
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niveau du cerveau, de la moelle épinière et du thymus. L'effet létal de l'invalidation de ce 
gène est probablement du à la mort cellulaire massive des cellules hématopoïétiques et 
des neurones (Motoyama et al., 1995). Contrairement à Bcl-2, la fonction de Bel-X 
semble être capitale pour la survie des lymphocytes immatures. 

C-3-Bax 

Les souris Bax sont viables, indiquant donc que Bax n'est pas essentiel pour le 
développement de l'organisme (Knudson et al., 1995). Les souris males invalidées pour 
Bax sont infertiles en raison d'une exacerbation des phénomènes apoptotiques au niveau 
des cellules germinales. Les ovaires des souries Bax présentent un excès cellulaire dans 
les follicules primaires, consécutif à un défaut d'apoptose. De plus, les neurones isolés à 
partir de ces souris peuvent proliférer en absence de facteur de croissance. En conclusion, 
bien que les neurones expriment la plupart des membres de la famille Bcl-2, il semble 
que la mort induit par la déprivation en facteur de croissance soit strictement dépendante 
de Bax (Deckwerth et al., 1996). 

C-4-Bcl-W 

Les souris Bcl-W sont variables. Alors que les femelles possèdent des fonctions 
reproductrices normales, les males sont infertiles. Les testicules se développent 
normalement mais la maturation des spermatozoïdes ne peut se faire jusqu'à terme en 
raison d'un grand nombre de cellules apoptotiques au niveau du tube séminifère (Print et 
al., 1998). 

11-4- Les protéines inhibitrices de l'apoptose 

Les virus ont développé diverses stratégies très efficaces afin d'inhiber la mort 
cellulaire et la libération de cytokines pro-inflammatoires par les cellules infectées dans 
le but d'achever son cycle de réplication et ainsi d'infecter de nouvelles cellules. À ce 
jour, de nombreuses molécules virales, cellulaires animales et même végétales (Thatte et 
al., 2000), ont été décrites comme ayant une activité inhibitrice de l'apoptose. 

11-4-1- p35 et CrmA 

P35 est une des protéines de baculovirus. Elle est capable d'inhiber une grande 
variété des caspases mais n'exerce pas d'effet inhibiteur sur le granzyme B. CrmA 
(Cytokine response modifier A) est issu d'un gène précoce du cowpox virus (virus de la 
vaccine). CrmA a un effet inhibiteur sur l'inflammation ainsi que sur le recrutement des 
macrophages au site de l'infection (Palumbo et al., 1989). Sa surexpression permet 
d'inhiber l'apoptose induite par la déprivation en facteur de croissance, CD95 ou le TNF 
(Gagliardini et al., 1994 ; Tewari and Dixit, 1995). CrrnA inhibe l'activité protéolytique 

des caspases 1, 8 et dans une moindre mesure la caspase 6. D'autres caspases, comme la 
3 ou 7, ne sont que peu affectées par cette molécule (Nicholson et al., 1995 ; Zhou et al., 
1997). Ces deux protéines virales (p35 et CrmA) sont des inhibiteurs compétitifs. Une 
fois clivées par une caspase, elles vont se lier à ces enzymes et ainsi empêcher la 
dégradation de nouveaux substrats (Komiyama et al., 1994; Bump et al., 1995). 
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11-4-2- FLIP, protéine ES, MC159 et MC160 

La stimulation des récepteurs de mort va conduire au recrutement de molécules 
adaptatrices puis au clivage de zymogènes de caspases initiatrices et enfin, à l'activation 
des caspases effectrices. Cette étape de recrutement peut être régulée par une protéine 
appelée, selon les auteurs FLIP (FLICE inhibitory protein). Elle contient deux domaines 
effecteurs de mort cellulaire (DEDs) qui vont lui permettre de se lier aux prodomaines 
des caspases 8 ou 10 et ainsi empêcher leur recrutement aux . récepteurs de mort 
(notamment Fas et TNF-RI) (Bump et al., 1995). FLIP a été décrit comme pouvant 
protéger de l'apoptose (Hu et al., 1997 ; Irmler et al., 1997 ; Srinivasula et al., 1997 ; 
Rasper et al., 1998) ou induire l'apoptose (Han et al., 1997 ; Inohara et al., 1997 ; Shu et 
al., 1997) selon la nature du transcrit et le type cellulaire considéré. La protéine ES (issue 
du virus équin de l'herpès de type Il), ainsi que MC159 et MC160 (issues du virus 
Molluscum contagiosum) utilisent une stratégie similaire afin d'inhiber l'apoptose. En 
effet, ces protéines possèdent, tous comme FLIP, deux DEDs qui leur permettent 
d'inhiber le recrutement des procaspases 8 et IO à leurs récepteurs (Duckett et al., 1996 ; 
Uren et al., 1996; Deveraux et al., 1997). 

11-4-3- Les IAPs 

Les IAPs (lnhibitor Apoptosis Protein) ont été décrites pour la première fois à partir 
de génomes de baculovirus, par l'équipe de Miller en 1993 (Crook et al., 1993). Cette 
découverte a permis d'identifier deux motifs conservés dans les IAPs : un domaine 
(répété 1 à 3 fois) appelé BIR (Baculovirus IAP Repeat) et un domaine d'interaction 
protéine-protéine contenant un atome de zinc nommé RING (RING finger). Toutes les 
IAPs possèdent le domaine BIR et il est essentiel à leurs propriétés anti-apoptotiques 
(Hinds et al., 1999 ; Miller, 1999) alors que seules quelques-unes des IAPs possèdent un 
domaine RING. On a identifié 8 IAPs chez l'homme et seulement 5 contiennent le 
domaine RING. XIAP (X-linked IAP) est le membre le mieux caractérisé. Les IAPs 
agissent soit en bloquant l'activation des procaspases, soit en inhibant l'activité des 
caspases matures. Enfin, l'activité des IAPs ne semble pas se limiter à l'inhibition des 
caspases car elles interviendraient dans la régulation du cycle cellulaire et dans des 
cascades de signalisation caspases-indépendantes (Levkau et al., 2001 ; Silke and Vaux, 
2001). 

36 





Chapitre III Apoptose en physiologie et pathologie 

111-1- Apoptose physiologique 

La mort cellulaire programmée fait partie intégrante de la physiologie normale d'un 
organisme. Ainsi au cours des nombreuses mitoses et différenciations cellulaires qui 
permettant de créer un organisme à partir d'un œuf. Elle permet l'élimination des 
structures inutiles, des cellules âgées ou endommagées et dans la dégénérescence des 
cellules surnuméraires (Wood et al., 2000). 
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 (Evan and 
Littlewood, 1998). Elle sculpte la forme interne et externe de l'embryon, puis la forme 
des bras, des jambes et elle élimine les tissus qui séparent les doigts, permettant leur 
individualisation (Meier et al., 2000) (Fig.15). De même au cours du développement des 
amphibiens, l'augmentation des quantités d'hormones thyroïdiennes circulantes induit 
l'apoptose des cellules de la queue et fait disparaître cet organe (Nishikawa and Hayashi, 
1995). La mise en place des systèmes nerveux et immunitaire fait également appel à 
l'apoptose, où elle assure qu'un nombre correct de cellules souches se différencie (Clarke 
et al., 1998). 

111-1-1- Développement du système nerveux 

L'apoptose s'avère un phénomène très important au cours du développement du 
système nerveux des vertébrés, puisqu'elle permet d'assurer l'établissement correct de 
toutes les connexions synaptiques entre les neurones, en évitant l'impossibilité 
moléculaire de programmer chacune génétiquement. En effet, le système nerveux en 
développement produit beaucoup plus de neuroblastes que ce qui est nécessaire pour le 
fonctionnement du cerveau adulte et donc, de 20 à 80% d' entre eux, selon la région, 
mourront avant la fin du développement. Par exemple, la moitié des neurones 
sympathiques et sensoriels générés au cours de l'ontogenèse meurent par apoptose (Raff 
et al., 1993). 

Les neurones subissent une sorte de sélection naturelle par une compétition entre eux 
pour l'obtention d'une quantité limitée de neurotrophines (facteurs de croissance, 
cytokines, etc.) libérées de façon paracrine par leur cible. Le premier facteur 
neurotrophique a été mis en évidence dans les années 1950 et a valu à Rita Levi
Montalcini et Stanley Cohen le prix Nobel pour la découverte du NGF (nerve growth 
factor). Ces chercheurs ont montré que le NGF améliorait la survie de certaines 
populations neuronales et permettait l'expansion de neurites et leurs connexions avec 
leurs cibles (Levi-Montalcini, 1987). Le signal de l'acquisition d'une quantité suffisante 
de neurotrophines au niveau des terminaisons synaptiques par le neurone en tentative 
d'implantation, est transduit au noyau comme un signal de survie. On croit que cette 
survie résulterait de l'inhibition des gènes effecteurs du programme d'apoptose dont la 
libre action conduit inévitablement vers la mort du neurone (Fig.16). 

C'est ainsi que des neurones qui naissent plus tôt, qui possèdent une plus grande 
vitesse de croissance axonale, qui développent plus de ramifications axonales, qui 
présentent un besoin métabolique moindre pour les neurotrophines ou qui expriment un 
plus grand nombre de récepteurs pour leurs neurotrophines, sont avantagés et survivent 
bien au détriment de leurs infortunés compétiteurs. Le résultat de ce processus de 
sélection des neurones les plus performants, est donc la maximisation d'efficacité des 
survivants et de leurs synapses tout en éliminant les erreurs de connection (Davies,1994). 
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Il est toutefois important de noter que l'effet des afférences neuronales, de molécules 
dérivées des cellules gliales ou de la matrice extracellulaire, d' interactions cellule-cellule 
avec des cellules non-neuronales et de l'activité électrique du neurone, représentent 
autant d'autres facteurs considérés comme étant impliqués dans la survie des neurones 
face à l'apoptose (Linden, 1994). 

Le processus apoptotique neuronal s'il n'est pas respecté durant le développement 
embryonnaire, peut conduire à des anomalies létales. Ceci a été démontré chez des souris 
déficientes en caspase 3 qui ont un développement cérébral anormal consistant en des 
hyperplasies variées associées à une anarchie cellulaire. Ces souris meurent au cours des 
trois premières semaines de vie (Kuida et al., 1996). 

Fig. 15: Mort par apoptose des cellules de la commissure des doigts durant le 
développement embryonnaire (Jacobson et al., 1997). 
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Fig. 16: Intervention de l'apoptose dans le développement du système nerveux 
(Clarke et al. , 1998). 
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111-1-2- Développement du système immunitaire 

L'efficacité remarquable de nos défenses contre la multitude des agents infectieux 
environnants est due à l'extraordinaire diversité des mécanismes de reconnaissance du 
système immunitaire. Chacun des quelques centaines de millions de lymphocytes qui le 
compose porte un récepteur qui lui est propre et qui lui permet de reconnaître un agent 
infectieux capté par les cellules de l'organisme. Pour créer cette diversité, l'organisme 
utilise la formidable puissance du hasard : il permet à un nombre limité de gènes de 
s'associer de toutes les façons possibles. 
Toutefois, cette solution crée un problème grave: un lymphocyte dont le récepteur a été 
produit à la suite d'une telle loterie risque de se tromper d'adversaire et d'attaquer les 
constituants de l'organisme. Chaque récepteur lymphocytaire doit être capable de 
distinguer les molécules qui appartiennent à l'individu (les molécules du soi) et qui ne 
doivent pas activer le système immunitaire, et les molécules des agents infectieux (le 
non-soi) qui doivent activer le système immunitaire: la survie de l'individu en dépend 
(Ameisen et al., 1994). 

La mort cellulaire programmée au niveau du système immunitaire, est essentielle à 
l'établissement du répertoire de lymphocytes et au maintien du pool de cellules 
lymphoïdes pendant toute la vie. Au cours de leur développement, les lymphocytes T et 
B réarrangent au hasard leur récepteur, générant de multiples clones, exprimant chacun 
un récepteur unique et spécifique. L'obtention de cette diversité requiert des mécanismes 
empêchant la reconnaissance d'auto-antigènes. L'élimination des cellules auto-réactives 
(sélection négative) est un point critique à la prévention de l'auto-immunité. Des travaux 
réalisés sur des souris génétiquement modifiées par la perte ou la surexpression de 
régulateurs de l'apoptose montre que l'échec d'apoptose dans les lymphocytes entraîne 
des maladies auto-immunes. 
L'inhibition de l'apoptose par l'expression de transgène de Bcl-2 ou la perte de Bim, 
empêche la sélection négative à la fois des lymphocytes T et B et permet donc la survie 
des cellules potentiellement auto-réactives (Marsden and Strasser, 2003). 

111-1-3- Apoptose chez l'adulte 

L'apoptose intervient aussi chez l'adulte, pour maintenir l'homéostasie cellulaire qui 
résulte d'un équilibre entre la prolifération et la mort cellulaire. Elle permet à l'organisme 
de contrôler le nombre de cellules et la taille des tissus. C'est le cas par exemple lors du 
renouvellement des kératinocytes de la peau (Weil et al., 1999) ou à la fin de la réaction 
immunitaire, où les lymphocytes T activés en surnombre, meurent par apoptose, de même 
que les lymphocytes dysfonctionnels ou autoréactifs. 

Donc, l'apoptose peut être activée par des signaux physiologiques normaux, intra- ou 
extracellulaires, mais aussi par des stimuli pathologiques. En effet, elle est responsable de 
l'élimination des cellules endommagées par un stress oxydatif, par des altérations 
génétiques, par un choc thermique ou par l'exposition à des agents génotoxiques 
(chimiothérapie et radiothérapie). Elle permet le bon fonctionnement du système 
immunitaire, les cellules infectées par des virus ainsi que les cellules tumorales étant 
détruites par apoptose, par les lymphocytes T cytotoxiques. 
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111-2- Apoptose pathologique 

Etant donné l'importance biologique de l'apoptose, on comprendra aisément que des 
dérèglements de ce processus ou de son contrôle, aboutissant à une mort cellulaire 
excessive ou insuffisante, sont à l'origine d'anomalies du développement et de certaines 
pathologies (maladies neurodégénératives (cas d'excès), cancer (cas d'inhibition) ........ ) 
(Follezou et al., 1999). 

Un excès d'apoptose dans le système nerveux central peut induire des maladies 
neurodégénératives caractérisées par une mort neuronale massive comme la maladie 
d' Alzheimer (Mattson, 2004), la sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Sathasivam et 
al., 2001) ou la maladie de Parkinson (Tatton et al., 2003). Au cours de la maladie 
d'Alzheimer, la perte neuronale découlant de l'apoptose des neurones conduit à une 
atrophie cérébrale. De même, le virus de l' immunodéficience humaine (VIH) active 
l'apoptose des cellules T-auxiliaires (TH) nécessaires à l'activation des lymphocytes T 
cytotoxiques responsables de la défense contre les virus (Roshal et al., 2001 ). 

Un déficit de l'apoptose peut aussi causer diverses affections telles que les maladies 
auto-immunes (arthrite rhumatoïde) qui se traduisent par une apoptose insuffisante des 
cellules auto-immunes réactives. Une absence d'apoptose peut également favoriser la 
survie et la croissance de cellules anormales, normalement destinées à mourir, et ainsi 
induire des processus de cancérogenèse (Thompson, 1995 ; Reed, 1999). Certaines 
cellules cancéreuses ont d'ailleurs développé des mécanismes de résistance aux processus 
physiologiques de l'apoptose (Igney and Krammer, 2002). 

Au cours du cancer, le blocage anormal de l'apoptose est important dans le 
développement des métastases, permettant à des cellules cancéreuses de se propager dans 
le corps sans s' autodétruire et de survivre dans un organe qui n'est pas le leur 
(Thompson, 1995 ; Evan and Littlewood, 1998). 

Il existerait aussi un lien entre le vieillissement, la sénescence et le processus 
apoptotique. Le vieillissement se caractérise par une altération progressive des capacités 
fonctionnelles de notre corps et par l'apparition de trois catégories de maladies graves : 
les cancers, les maladies cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives, tous liés à 
un excès ou un défaut d'apoptose (Johnson et al., 1999). 

111-2-1- Cancer et apoptose 

On a longtemps cru que la transformation cancéreuse d'une cellule résulterait 
uniquement de l'expression anormale de proto-oncogènes, des gènes qui déclenchent la 
multiplication cellulaire. 

Plusieurs découvertes ont remis en questions les gènes : premièrement le gène bcl-2, 
dont l'expression anormale est à l'origine des cancers lymphocytaires humains les plus 
fréquents, ne déclenche pas la multiplication cellulaire, mais inhibe le déclenchement de 
la mort. Deuxièmement, l'expression anormale de proto-oncogènes suffit, à elle seule, à 
déclencher la mort cellulaire. Ces gènes n'entraînent la multiplication cellulaire qu'à 
condition que d'autres gènes soient aussi exprimés pour bloquer la mort cellulaire. Ainsi, 
l'inhibition anormale de la mort cellulaire est une étape essentielle de la cancérisation 
(Thompson, 1995). 

La transformation cancéreuse peut être liée à l'inactivation anormale d'une autre 
famille de gènes, les anti-oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeurs, qui normalement, 
freinent la multiplication cellulaire. Or, le gène suppresseur de tumeur p53, dont 
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l'inactivation par mutation survient dans plus de la moitié des cancers humains, participe 
au déclenchement de la mort cellulaire. Comme l'activation du gène bcl-2, l'inactivation 
du gène p53 favorise la survie anormale des cellules. Le gène p53 veille à l'intégrité du 
génome cellulaire : lorsque survient une altération génétique, il oblige la cellule soit à 
interrompre sa multiplication et à réparer la lésion génétique, soit à déclencher sa mort. 
La plupart des traitements anticancéreux, de la radiothérapie aux chimiothérapies, 
agissent en forçant les cellules à s'autodétruire. Toutefois, l'accumulation d' altérations 
génétiques, en inhibant la mort, favorise la résistance aux traitements anticancéreux. 

Le blocage anormal des programmes de mort cellulaire participe aussi à la 
dissémination des cellules cancéreuses dans l'organisme, un des mécanismes qui font la 
gravité des cancers. Une cellule normale qui migre dans un organe autre que le sien s'y 
suicide, parce qu'elle n'y trouve pas les signaux de survie nécessaire au blocage de son 
programme d'autodestruction. En revanche, une cellule cancéreuse dont le programme de 
mort est bloqué, peut survivre en l'absence de signaux appropriés, et coloniser de 
nouveaux organes en formant des métastases (Thompson, 1995). 

111-2-2- Maladie alcoolique du foie 

Au cours de la maladie alcoolique du foie, la destruction hépatocytaire peut être le 
résultat d'une nécrose par toxicité directe de l'alcool et de ces métabolites, mais 
également d'une apoptose. La maladie alcoolique expérimentale induite chez le rat et 
chez le porc miniature s'accompagne d'une augmentation de l'apoptose hépatocytaire. En 
pathologie humaine, des corps acidophiles sont observés dans l' hépatite alcoolique et leur 
présence est prise en compte dans un score histologique de gravité de l'hépatite (Orrego 
et al., 1983). De plus, un article récent (Kawahara et al., 1994) suggère que les 
hépatocytes ballonisés et les corps de Mallory des lésions d'hépatite alcoolique seraient 
éliminés par apoptose malgré un aspect peu évocateur en morphologie standard. 

Différents inducteurs de l'apoptose hépatocytaire sont susceptibles d'intervenir au 
cours de l'hépatite alcoolique: le TNF alpha, le NO, les métabolites réactifs de 
l'oxygène, le TGF bêta-l(Transforming growth factor beta-1) secrété par les cellules 
périsinusoïdales activées et par les cellules de Küpffer (Kamimura et al., 1995), et la voie 
de Fas/FasL. La libération de TNF alpha par les cellules de Küpffer activées est due à 
l'endotoxinémie présente au cours de a maladie alcoolique du foie (Adachi et al., 1994). 
En outre, l'ingestion chronique d'alcool chez le rat induite une augmentation de 
l'expression des récepteurs hépatocytaires du TNF alpha (Deaciuc et al., 1995). 
Parallèlement à son rôle pro-apoptotique sur les hépatocytes, le TNF alpha entraîne une 
augmentation de la production de NO par induction de la NO synthase dans les cellules 
sinusoïdales (Harbrecht et al., 1994) et est susceptible d'activer Fas (French, 1996). Au 
cours de la cirrhose alcoolique, il a été montré par hybridation in situ une forte expression 
de Fas-L dans les hépatocytes. Fas-L pourrait soit être sous forme transmembranaire et 
induire la mort de la cellule voisine, soit être produit sous forme soluble et induire la mort 
hépatocytaire par un processus paracrine ou autocrine en interagissant avec Fas-R qui est 
exprimé à son niveau constitutionnel (Galle et al., 1995). D'autres mécanismes plus 
directement liés à l'alcool peuvent également intervenir. Les adduits de !'acétaldéhyde, 
produits ou cours du métabolisme intra-hépatique de l'alcool, seraient capables de 
retarder la progression du cycle cellulaire et d' induire une apoptose hépatocytaire 
(Zimmerman et al., 1993). 
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111-2-3- Stress oxydant 

Le stress oxydant, résultant d'un déséquilibre entre la production de radicaux libres 
dérivés de l'oxygène (ROS) et leur destruction par les défenses antioxydantes, est décrit 
aujourd'hui comme un mécanisme impliqué dans la réponse apoptotique (Chandra et al., 
2000 ; Andrieu-Abadie et al., 2001 ). 

Une faible concentration de H20 2 exogène, une espèce oxydante dérivée des ROS 
(Hampton and Orrenius, 1997 ; Goldkom et al., 1998) ou des peroxydes lipidiques 
(Sandstrom et al. 1994) sont en effet capable de provoquer l'apoptose des cellules en 
culture. Par ailleurs, de nombreux inducteurs de l'apoptose, comme le TNF-a (Liu et al., 
1998), peuvent altérer les défenses antioxydantes. D'autres inducteurs, tels que les 
céramides exogènes (Quillet-Mary et al., 1997), des drogues cytotoxiques comme la 
daunorubicine (Mansat-de Mas et al. 1999) ou encore le glucose (Kaneto et al., 1996) 
peuvent entraîner la formation de radicaux libres. De plus, de nombreux antioxydants 
cellulaires, comme la N-acétyl-L-cystéine (Liu et al., 1998), et des enzymes 
antioxydantes, comme la glutathion peroxydase (Nomura et al., 1999), ou la catalase 
(Sandstrom and Buttke, 1993) sont capable de prévenir l'apoptose. 

• Relation entre l'apoptose et le stress 

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 bat mot, cinq classes principales de dommages oxydatifs médiés par massif, soit par 
un mauvais fonctionnement des systèmes de réparation chez des sujets déficients en 
cofacteurs (zinc, thioredoxines) 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 la mise en route du suicide programmé des cellules par 
apoptose (Esterbauer et al., 1992 ; Cadet et al., 2002). 

• La formation des espèces radicalaires de l'oxygène (ROS) dans l'apoptose 

Les ROS peuvent être produits dans la cellule par différentes voies, la principal~ 
source étant la réduction d'une molécule d'02 en radical anion superoxyde (02 ). L' 0 2 

peut être formé dans certains organites cellulaires, comme les mitochondries lors d'un 
dysfonctionnement de la chaîne respiratoire (Kane et al., 1993). Divers travaux ont 
montré une production de ROS au niveau mitochondrial dans les cellules apoptotiques 
(Wong and Goeddel, 1988). Bien que les mécanismes moléculaires exacts mis en jeu 
dans le dysfonctionnement du transfert d'électrons restent mal définis, la formation de 
ROS pourrait notamment résulter de la libération du cytochrome c (Ghafourifar et al., 
1999). La libération mitochondriale du cytochrome c, observée dans de nombreux 
modèles apoptotiques en réponse à différents agents de mort, s'accompagnerait donc 
d'une production parallèle de ROS. D'ailleurs, la protéine Bcl-2, protéine capable de 
bloquer la fuite du cytochrome c, inhibe également la génération de ROS (Kane et al., 
1993 ; Cai and Jones, 1998). Des enzymes, comme les NO synthases (Binder et al., 
1999; Ghafourifar et al., 1999) ou les lipoxygénases (O'Donnell et al., 1995), peuvent 
également être responsable de la formation de ROS au cours du processus apoptotique. 
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Conclusion 

Conclusion 

Cette étude montre que l'apoptose est une forme active de mort cellulaire. Elle 
constitue une réponse de l'organisme à des stimuli physiologiques ou pathologiques 
provoquant un déséquilibre entre production et élimination de cellules. A partir de l'étude 
bibliographique que nous avons effectué sur l'apoptose, nous avons abouti à relever qu'il 
y a deux mécanismes exécutant cette mort programmée, à savoir la voie extrinsèque 
principalement constituée de récepteurs à domaine de mort activant des protéases à 
cystéine, les caspases, et une voie intrinsèque mettant en jeu la mitochondrie qui occupe 
une place centrale dans les mécanismes de l'apoptose. Ce phénomène de mort est 
totalement différent de la nécrose principalement par l'absence de l'inflammation. 

Dans cette étude il parait que les mécanismes d'exécution de l'apoptose sont assez 
complexes. Ils commencent par l'induction, la décision puis l'exécution. La première 
étape est caractérisée par des effecteurs ou inducteurs de signalisation de nature chimique 
tel que l'excès de stress oxydatif ou encore des signaux d'origine génétique. La deuxième 
étape est décisionnelle, dans ce cas la cellule est réparable ou non et la décision sera prise 
en fonction du degré de désorganisation cellulaire produite par les pro-apoptotiques 
d'origines diverses. Pour l'exécution, le processus fait appel à des protéases qui 
fragmentent et hydrolysent les macromolécules et conduit à la mort de la cellule. 

Il s'avère que dans cette étude, l'apoptose est un phénomène tant physiologique que 
pathologique. Elle joue un rôle déterminant dans l'embryogenèse, dans certains 
changements morphologiques et dans l'homéostasie cellulaire et tissulaire. Cependant, 
tout dérèglement pathologique du processus apoptotique dans le sens d' accélération ou 
d'inhibition, ainsi que la perte de son contrôle par des facteurs pro-apoptotiques, est à 
l'origine de nombreuses maladies comme les cancers, certains désordres immuns et les 
maladies neuro-dégénératives. 
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La mort cellulaire programmée, est un des processus par lesquels des cellules surnuméraires, dysfonctionnelles ou 
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et bien documentés dans ce mémoire. 

Les mots clés : Apoptose, mécanismes moléculaires, apoptose physiologique, processus 
pathologiques, cellules dysfonctionnelles. 

Summary: 

Programmed cellular death, is one of the processes by which cells supemumerary, dysfunctionals or ectopies, 
disappear from the body. So we knew from the mid-nineteenth century that the disappearance of a cell did not result 
from one simple inability to resist the passage of time or the aggressions of the environment, but rather of a capacity 
to destroy itself in a few hours, it is not that since Jess than thirty years that cellular death was considered by 
biologists Iike a fonction with whole share. · 
This death constitutes context of this study which show the biochemical, physiological and pathological 
characteristics of apoptosis. Indeed, much of knowledge concerning its definition, its molecular mechanisms of 
induction, decisiori and execution, sound importance in the embryonic development and the modeling of our bodies 
and its involvement in humans disease processes have been well reviewed and well documented in this memory. 
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