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STS Bso Analyses et Contrbles 2‘"" annee
NB : L objectlf de cette analyse n es‘l pas de recopier Iamcle mais de dégager avec
vos propres mots les idées fortes en se guidant du questlonnaire La ﬁgure 1a ete
supprimée.

%1 Définir les termes suivants :

-"Nécrose 7 - Caspases
- Apoptese - Famiille Bel-2
- Apoptoseme . |- Autophagie

Z La notion d'apoptose

2,4 Exphquer pourquoi | apoptose est un processus naturel dans la vie d'une cellule.
Justifier Ia réponse.

"2:2. Présenter les différents types de MCP mis en éwdence a ce jour. Détalller Ieurs
caracténsthues (similitudes et différences)

3. La mttochondne au coeur du mécanisme de I'apoptose

"31‘{ Préciser la structure de I'apoptosome et l'origine de ses principaux constltuants
Donner la fonction biologique de ce complexe

3.2. A l'aide d'un tableau, lister les principaux activateurs de IapOptose et Ies
principaux inhibiteurs. Préciser leur cible

‘3(3\ Quelles sont les principales _hypothéses expliquant le relargage par la
mitochondrie de ces régulateurs ? (réponse bréve exigée)

}‘AL Comment linterruption de la chaine respnratoure peut - elle favoriser le
mecanisme de mort cellulaire ?

4. Perspoctive de I'étude des mécanismes de I'apopto_é.e

Justlﬁer que |'étude de I'apoptose permet d' enwsager des solutions dans la lutte
contre le cancer
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La mort cellulaire programmée joue un réle crucial dans le bon
fonctionnement des organismes vivants ef son déréglement a été associé a
de nombreux processus pathologiques. S'il a été identifié trois types de mort
cellulaire programmée, toutes ont un effecteur commun : la mitochondrie.

En effet, cet organelle initialement considéré comme n'étant que Ja source
d'énergie de la cellule s'est révélé éire une redoutable machine a fuer

M&?

‘ée que la mort est essennelle au fonctionne-
ment normal et physiologique des organismes
pluticellulaices s'est imposce assez tard dans
- les consciences scienafiques: Cependant, dés
I'Antiquité, Galien avait remarqué que certaines struc-
tures Ctauent amenées a disparaitee au cours du
développement. ] avait ainst observé que le canal
artericl, peemettant la cicculation directe du sang entre
I"actére pulmonaire et 'aorte sans passer par les
poumons feetaux, avait une existence transitorre ct
disparaissait a la nawsance. Bien évidemment, Galien
ne parlait pas de mort cellularre, puisque le concept
de cellule n'existait pas encore. Cependant, presque
immediatement apres la «découverten de la cellule en
1839 par Schleden ct Schwann, les travaux de Vout
sur la métamorphose des amphibiens permirent
d'inerodure la notion de mort cellulaire. Le phéno-
méne de mort cellulaire fut étudié pendant un siécle
entice avant qu'ane explicanon sausfasante de sa fone-
aon ne soit donnée. Si I'observation de la mort
cellulaice pendant le développement embryonnaire
condusit certains scienuifiques a la détinie comme un
€venement programmé, d'autres la considérerent
conume unc réponse totalement passive de fa cellule a
des dommages externes.
€n 1972, Kerr, Wyllie et Currie proposérent une théore
de fa moer cellulure qui allaie réconcilier les deux écoles
de pensée (1). Ils detimrent ainsi-la necrose comme-une
moit.violente etacaidentelle imtiée par des stmul
tovirornementawe et resultant en-une désorganisation
rapide.de'homeostasie-cellulaire. Par opposition, ils
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designeérent sous le terme-dapoptose une. mortcelly-

laice-programmée et hautemene regulée. Du terme prec
designant la chute naturelle des feuilles a 'automne,
I'apoptose vint alors compléter avee la mitose cr 1
cronssance cellulaire les grandes f(\mtm:h plwsmln
giques de la cellule

La mortcellulaice programmée (MCP) jouc un ol

| caputal tout au long de la vie de lindividu. Ains, dis

les premieres érapes de fa vie, elle est impliquce dans
I3 sculpture de Pembryon, dans le developpement de
0N Systeme IMMUNILITe ou encore de son systeme ner-
veux. La MCP va ensuite jouer le role de gardien de
Fhomeostasie cellulaire, La derégulationsdesha-hiis

« estun facteur-determinanedansidesnombecuxscancen

Un dérautdiapoprose ot en effer 3 1 angimsadea fog
matondeseumeurssoldes o du developpementades
lewenmres, desymphomes. et de cerrunes maladics
detosemmuncs, tandis qu'un cxcls d'apoptose peut
produire des pathologies telles que Ie Sida, lices & une
disparition accrue des ceflules.

La classification. ..

Busee sur les alrérations morphologiques nbservées lors
de [a mort celluluire, la classification exablie par Clarke
en 1990 permet de subdiviser la mort cellulaire pro-
grammec en trots groupes (2).

La MCPdestypedrqui definat Iapoptose «dlassiques

wennfice par KLU et Wvﬂu ESL COTACIENISEL PATURL -,
condensatdn. de o cellale LR av- vead de san
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eytoplasme que de sornoyau. I"ADN sefragmente, la
chromatine'se condense et la-cellule se désintegre de
fagon controlée en petits morceaux-appelés corps apop-
torqucs phagocytes pas des cellules envaronnantes.
Différentes approches biochimiques ont permis de
mettre en évidence certaines proteases a-cysteine: fles
caspases) ainsi que certdines protéines contenues dans
la mitochondeie comme étant les-médiateurs-de-la MEP
de-typed. On connait maintenant 14-caspases dffé-
centes, nommees caspase-1, -2, -3, etc. L'acvation.en
cascade de-cette famille-de protéases-permet | ampll-
fication du signal.apoptotique. En effet, leuractiva-
ton conduit au clivage de dwerses protéines cellulaires
alongine de la plupart-des événements bochimiques
ou uwrphuloglquns caracténsant la MCP de type 1.
Par contraste, |a"NEPEtypesl] est marquée par. une
torme dc mort est wmwm"é’e principalement par la
{ormation-devacuelesautophagigues.cytosohques,
_amsique-par-upe-dilatanon-dessorganellesanesa-
eelitffiees. Bien qu'il existe une controverse sur 'origine
de ces vacuoles autophagiques, I'appareil de Golgi ou
sticulum endoplasmique ayant €t incn-
mines, celles-ervonebinalement fusionneraveeles
vsosomes-de-laceltuleonles elements eytoplasmigues
smuﬂwwnnrﬂewrcmegm&u
La MCP de type [l encore désignéc sous le terme anglo-
saxon de mort «necrosis-like» est caractérisce par une
absence d'imphcation des lysosomes. C'est un suicide
principalement cytosohique : les organelles intra-
cellulaires se dilatent et la membrane plasmique peut

ey

m Le relargage des protéines pro-apoptotiques.

se tompre selon les systémes. Dans certains cas, la
cellule morte va pouvoir également étre phagocytée.
Les MCPde type.Jl.et Ll semblent se dérouler sans
Lintervention des-caspases.

Bien que ce systeme de classification fournisse des outils
tres utiles dans 'étude de la mort cellulaire, 1l ne reflete
pas les interactions sophistiquées qui existent entre ces
différonts types d’apoptose. En effet, des recherches bio-
chimiques ont mis en évidence le tole central de la mi-
tochondrie dans la mort cellulaire. [nitialement consi-
dérée comme n'étant que la source d’énergie de la cellule,
la.mitochondrie s'est révélée étre-un régulateur clé dans
la.décision-de vie-ouwdemort. Des travaux ont mon-
tré que la mitochondrie ne se contentait pas seulement

de recevorr et d'intégrer des signaux de mort, mais

qu'elle était également capable d'cn génerer.

Le relargage des prulemes
mitochondriales apoptogénes

La mitochondrie dispose de plusieurs armes pour
indutre la mort cellulatre. Parmi elles, "un des mé-
canismes les mieux caractérisés est le relargage dans
le cytosol des protéines pro-apoptotiques qu'elle
contient (figure 1). Les mitochondries sont des orga-
nelles tres spécialisés composés d'une membrane
externe (ME) séparée d’une membrane interne (MI)
par un espace intermembranaire (EIM). Cest.dans

et EIM-que sont contenues de nombreuses protéines

impliquées-dansl'induction-de fa mort cellulaice. Ces

N
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[Membres antrapoptouquesj

Les mewbres de la famille Bcl-2.
Les membres de la fanufle Bel-2 sont de
puissants réqulateurs de la mort cellulaire

capables de moduler la permeabilité

de la mitochondrie. En fonction de leurs
domaines BH (Bcl-2 Homology domain),
ils sonl classes en deux calggories |

les membres pro- et anti-apoptotiques.

La plupart des membres de la [amille Bcl-2
possedent un domaine transmembranaire
(TM) necessaire a leur insertion dans

. Bcl-2,Bcl-XL,
Mcl-1
bﬂembres pro-apopiotidues
sous-famille *8H multi-domarn”

E Bax, Bak Bok

sous-famille “BH3-only’

les membranes intracellulaires.
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protéumes incluent aussi bien des effecteurs de la mort
independante des caspases que des activateurs des
caspases. Aprés upn stimulus apoptotigue, le cyto-
chrome ¢ — normalement imphqué dans la produc-
non d’énergie — va sorur de la mirochondre, former
un complexe avec les protéines Apaf-1 et procaspase-
9 en présence d'ATP pour constituer I’agggt_osome
(3). Ce complexe de haut poids moléculaire peut alors
actver les caspases cffectrices -3 et -7 déclenchant
une cascade protéolytique qui conduit au démanté-
lement de la cellule. 'apoptosome semble étre sous
la régulation des protéines de la tamille [AP ! nhi-
bitor of Apouptosisj. Ces protéines possedent la ca-
pacité de se Her aux formes acuviées des caspases-9
ct -3 (4), inhibanc de cette fagon leur activité pro-
téolytique qui pourrait étre dangereuse dans une cel-
lule samne. Lors de ["apoptose, les effets inhubiteurs
des [AP vont Etre antagonisés par les protéines mi-
[‘Mdrmles Smac/DIABLO {5) et Omi/HtrA2 (6) re-
larguees hors de la mitochondrie. Des travaux récents
ont montré que la protéine Omuy/HtrA2 pouvait jouer
un role direct dans la mort indépendante des caspases
grace a son acuvité de protéase a serine.

Dutre ces protéines capables de moduler L'activa-
tion des caspases, des protéines telles que AIF (Apop-
tosis Inducing Factor) et Endonucléase G (Endo G)
sont également relarguées hors de la mitochondrie
lors de la MCP. Ainsi, la flavoprotéine AIF transloque
de la mitochondrie vers le noyau od elle a été incri-
minée dans la fragmentation de haut poids molécu-
laire de I'AIXN (50 Kb) ainsi que dans la condensa-
tion periphérique de la chromatine observee dans
la MCP de type 1{7). La protéine mitochondnale Endo
(; parutipe également en coopération avec AIF A la
condensation de la chromatine et  la dégradanion du

Bid, Bad, Puma
Bmf

noyau (8). Bien que la participation relative de chaque
facteur dans la fragmentation de haut poids molé-
culaire etfou oligonucléosomale de PADN ne soit pas
claice, les activités combinées d’AlF et Endo G four-
nissentun moyen ¢fficace de détruire le noyau cel-
lulaire lors de Ta MCP.

Comment cela fonctionne-t-il ?

Si le relargage de ces facteurs micochondrnaux est d'une
importance critique dans la progression de fa mort cel-
lulaire, les mécanismes précis de leur sortie restent
controversés. Différents modéles out été proposés ct

Bim, Bik, Noxa,
Hrk

pourraient caexister, tmphquant pour la plupart la per-
méabilisation de la ME mitochondrnale. Une des hy-
pothéses postule 'ouverture d’un pore multiprotéique
mitochondrial appelé PTP (Permeabrlity Transition
Pore) composé majoritairement de la porine VDAC
(Voltage Dependent Anion Channel) de la ME et de la
protéine ANT (Ademmne Nucleotide Translocator) in-
sérée dans la ML Louverture de ce pore provoguerait
un gonflemeant de la matrice mitochondriale condui-
sanra la rupture de la ME et au relarguage aspécifique
des WW Eto frcncgcomenues dans I'EIM. Uag
aniation de ce modéle propose une coopération des
protéincs de la famille Bel-2 (B-cell leukemiatlym-
phoma-2) er plus paruculierement Bax avec les pro-
téines ANT et VDAC pour favoriser I'ouverture du
pore.
Un dernier modéle suggére plutot la formation d’un
pore dans la ME par certaines protéines de la famille
Bil-2. Les membres de cette famulle sont de puissants
régulateurs de la mort cellulatre qui peuvent nfluencer
positivement ou négativement la perméabilité de la
mitochondric (9). La figure 2 montre les membres pro-
et anti-apoptonques de cette famille, les derniers
possédant le domaine protecteur BH4 (BH pour
«Bcl-2 Homology»). Uhomologie de séquence entre
certains membres de la famille de Bel-2 et des toxanes
bactériennes capables de former des canaux membra-
n:'iflr"gs, telles que les colicines ou encore la toxine diph-
térique, a fourni la premiére preave de la régulacion
de la permeabihite mitochondriale par les protéines de
la famille Bel-2. Des érudes ultérieures sur la structure
de Bax, Bak et la forme tronguée de Bid {membres pro-
apoptotiques de la famille Bel-2) ont permis de réve-
lee cetee méme capacité a former des canaux. [acti-
vation de Bax ou Bak par les protéines «BH3-only»
comme Bid ou Bim permet leur oligomérisation dans
la ME et le relargage subséquent des protéines pro-
apoptotiques contenucs dans 'EIM (10). Ces altéra-
tions sont sous le contrdle néganf des protéines anti-
apuptotiques de la famille comme Bel-2 et Bel-X, (11).
Des rravaux récents ont montré un nouveau role au
mivean mitochondnal de la protéine p33. Cetee protéine
jaue un role prépondérant davs la regulanon de la MCP
¢t dans e maintien de I'intégrité du génome. p33 est
I'un des plus pusssants suppresseurs de tumeurs, fe gene
est d’ailleurs muté dans pres de la moitie des cas de
cancers humams. En réponse a un stress génotoxique,
p$3induit 'apoptose ou Parrér du cycle cellulaire,
empéchant ainsi la proliiération de ceilules ayant un
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m La chaine respiratoire mitochondriale

et la production de ROS.

Levasion d'électrons de la chaine respiratoire, sauven!

au niveau des complexes | et Ill, conduit a la formation
d'especes réactives de 'oxygene (ROS) Ces ROS. trés nocifs
pour 1a celiule, sont imphques dans les trois types de MCP
(@ coenzyme Q ; cytc cytochrome ¢ | e électron

vair e texte pour les autres abréviations)

ADN endommagé. Lorsqu’elle est stabihisée, pi 3 va
mduire la ranseription de nombreux génes pro-apop-
totiques tels que puma, noxa, bax, apat-1, killer/DRS
ou encore fas. Une équipe américaine a récemment
montré que p3 3 pouvair engager un processus apop-
tongue en actvane directement la protéune Bax pour
perméabibiser la mitochondrie. p3s pourrait egale-
ment taciliter le relargage des protewnes a «emuler-co-
main BH» et « BI3-only» séquestrées et inactivies
par Bel-X, (12).

Fission, fusion... et mort cellulaire

Le remodelage de la mitochondre pendant la mort
cellulawe pourratc constizuer une intertace entre voies
de mort et regulanon normale de la morphologie des
mitochondnes. Les mutochondries s'organisent en ctfet
en un reéseau dynanugue. Ce réseau inrerconnecte
constitue un systeme ués ethicace pour delivrer de éner-
gie entre les différenres ares de la cellule. Ainsi les
mitachandnies sabissent des dpsodes contnus de hission
et de fusion selon les besoms ¢nergéuques de la cellude,
Des travaux recents ont montre que les proteines deia
tamulle des dynamines controlant la dynanuque mito-
chondrnale jouaent également un réle impoertant dans
le controle de la MCP (13). La dimsinurtion spécifigace
de Pexpression des proteines Drpl et Fisl impliquees
dans la hssion muwochondriale inhibe fa more cetlulaire
alors que la duminution de la protéine Opa | imp iguée
dans la fusion nutochondriale Pavgmente.

AA DINCIHTHD A8 o COUDICD ARG

Interruption de la chaine de transport
des electrons et production d’especes
réactives de |'oxygéne (ROS)

La chaine respiratoire mitochondriale composée de
quatre complexes couplés a PATP synthase f0f]
tonctinnne grace au transfert d’électrons du NADH
ou du succnate a oxygene moléculare. Le transport
des électrons le long de la chaine respiratoirce s ac-
compagne J’une exclusion de protons de la matrice
mutochondriale vers I'EIM. Ce gradient électrochimique
genére un potenoiel transmembranaire mitochondrial
(AWm) nécessatre a 'activieé ATP synchase mais aussi
a limportarion des protéimes mitochondriales ou a
la régulation du transport des métabolites. Le paten-
tel transmembranaire nutochondrial est souvent uti-
fise comme un indicateur de la viabiieé cellutaire
puisque son mterruption a des répercussions drama-
uques sut la respiration mitochondriale, la production
d’énergie et par consequent la survie de la cellule.

I arrive tréquemment qu'un électron s'échappe de
[a chaine respiratoire, le plus souvent au niveau des
complexes Ler 1L0(18). La réacrion de l'electron re-
négat avee oxygéne moleculaire va engendrer des €1¢-
ments instables tels que les amons superoxydes ou les
radicaux hydroxyles qui, st tls ne sonr pas éiminés ra-
prdement par la cellule, vone causer des dommages
trs importants (peroxydanon des bpudes, Kstons de
"ADN) (tigure 3). Des miveaux disproportionnés de
ROS peuvent induire soir un renouvellement phy-
sinlogique des organelles paravtophagie, soit une des-
truction compiere de la cellule vaa un ou plusicurs
tvpes de MO a ainsi eeé montec gue L production
de ROS causée par la faiblesse de ta chaine de tras-
purt des electrons pouvait induire des altérations de
la ME et le refargage du cytochrome ¢. Selon sa
localisation, cetee protéine joue done un double role.
Lorsquelle est contenue dans la mitochondre, elle
participe a la chaine de transport des électrons et done
a fa survie de la cellule alors que forsquedle est localisee



dans le cytosol, elle participe 3 la constitution de
I'apoptosome et au déclenchement de la cascade apop-
totique (14). Des travaux récents onr monteé gu'une
sous-unite du complexe [ était clivée spécifiquement
par certamnes caspases lors de 'apoptose (15) ce qui
provoquerait, dans certains types de mort cellularee,
la chute du A¥m et la génération des ROS.

La praduction d’ATP

L'interruption’ de la chaine de transport des électrons em-
peche la production d'ATP, provoquant des perturba-
tons importantes de Pécat bio-énergétique de la cellule
difficilement compatibles avec la survie. Linhibition
de la production ’ATP est observée a la fors dans la MCP
de type ] et I Néanmoins, ce phénomene se produit re-
lativement tard dans la MCP de type | puisque le dé-
roulement du processus apoptotique nécessite de Péner-
gie & de nombreuses érapes (formation de apoptosome,
hydrolyse de macromolécules....). Aucontraire, la MCP
de type NI se caractérise par une chute trés precoce de la
synthise "ATP et se déroule dans des conditions de faible
niveau d'ATP cytosolique. Le miveau d’ATP semble étre
un facteur détermmant dans la decision du type de mort
quisera engagt. Awst la staurosporine (un inhibiteur gé-
néral des kinases) quiinduit normalement une mort cel-
lulaire de type [ va induire une mort de type 1l dans des
cellules deplecées en ATP (16).

Les différentes étapes qui gouvernent fa MCP de type
Il nécessitent également de I'énergie. Normalement,
autophagie est un processus impliqué dans le renou-
vellement physiologique des organelles 3gés ou
endommagés, parncipant au maintien de 'équilibre
entre synthese et dégradation protéique (17). Les signaux
quiinduisent le basculement d'une dégradation normale
des organelles vers une destruction autophagique com-
plete de la cellule ne sont toujours pas connus.
Cependant, étant donné la séquestration préférencielle
des nutochondries dans les vacuoles aurophagiques, if
semble plausible que celles-ci puissent dicter Pimpor-
tance de la degradavion avtophagique.

Guimaraes et Linden suggerent que la cellule pour-
rait repondre de fagon graduclle a la perméalblisa-
uon transitoire de fa nuitochondrie (18). Un nombre
it de mitochondries perméabilisées induirair la
dégradanion autophagique des organclles altéres, alors
guune permeabilisation plus importante induirait la
mare de la cellule par apoprose due au relargage Cy-
toplasiingue de molécules telles que ATF ou cyto-
chrome ¢. Enfin, une perméabilisation gendralisée des
mitochondeies promouvrair une mort cellulaire par
néerose, due a un découplage total de la chaine de
transport des électrons et une hydrolyse incontré-
lée de PATP par PATP synthase mitochondnale.

Conclusions et perspectives

Il semble doue qu'il n'y ait pas une mais plusieurs
tagons pour la cellule de mourie. Dans rous les cas,
la mitoehondric joue un réle central dans le suicide
u:ilumrt. (figure 4). Cet organelle dispose de plusiears
armes pour wier la cellule : relargage de protémes apop-
togenes, production de ROS et incerruption de la chaine
resprratoire et de la production d’ATP,

L constituent
. pour tuer les cellules tumorales. St les mécanismes

chute du Aym
production de ROS
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La mitochondrie au ceeur
de la mort cellulaire programmée,

Des études récentes suggerent une interdépendance plus
qu'une indépendance des différentes voies de MCP.
Atnsi, Papoptose et la nécrose paraissent bien plus éteoi-
tement hiées que ce que I'on pensait auparavant, lors-
qu’elles déhnissatent la dichotomie de la mort cellu-
laire. 1 a méme été montré que la nécrose pouvait se

substituer dans certaines conditions a I'apoptose lors

du developpement embryonnaire. De fagon similaire,
les relations eatre I'autophagie er 'apoptose se sont
revelées Gore assez complexes. Certaines drogues in-
dwsent simultanément une MCP par apoprose ct par
autophagie. $1 Putilisation précoce d'inhibiteurs de
I’ nutoph.u,u. comme la 3-methyladenine, inhibe la for-
macion des vacuoles autophagiques, elle inhibe aussi
la misc en place de 'apoprose (19). Ces résultars sem-
blent indiquer que les érapes précoces de la MCP de
type l pourraient étre parfois requises pour la MCP
de type [ L'un des exemples les plus intéressants de 'm-
teeaction entre les crons types de MCP est la répouse des
cellules MCF-7 au traitement par le camoxifene (20). En
ettet, selon la dose de la drogue unlisée, les trois types
de mort peuvent étre observés. Ainsi, I'activation
simultance de plusieurs vores de mart cellulaire pour-
rat consutuer un moyen efficace de détrure la cellule.
La plupare des traiitements utilisés en clinique pour
combattre les cellules cancéreuses provoque des aleé- |

{
%

rations penériques et une climination des cellules par ks

urre MOCP de type 1. Cependant, il arrive fréquemment
que les cellules cancéreuses présentent des anomabies

qut les rendent résistantes a la more dépendante des

caspases (mutation de p§3, surexpression de Bel-2...).
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