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RESUME

Le my¢lome multiple (MM) est une hémopathie maligne trés grave pour laquelle 1’intérét d’un
traitement par les rétinoides a été évoqué récemment. En effet, ’acide rétinoique tout trans (ATRA)
suscite actuellement de grands espoirs en chimiothérapie anticancéreuse depuis qu’il est déja utilisé
avec succes dans le traitement de la leucémie humaine a promyélocyte. Notre modéle expérimental, la
lignée myélomateuse humaine RPMI 8226, exprime ’ensemble des ARNm des récepteurs des
rétinoides (RARa, B, v, RXRa, 3, 7).

Dans cette étude nous avons démontré 1’effet inhibiteur de la prolifération et inducteur de
I’apoptose de I’ATRA dans ces cellules. Différents marqueurs de I’apoptose ont été analysés : des
marqueurs classiques tels que I’activation d’endonucléases et I’induction de la TGt, des événements
concernant des protéines qui sont des cibles directes de 1’action des caspases apoptotiques (PKC9,
lamine B) et d’autres événements tels que la translocation de la phosphatidyl-sérine.

En utilisant des rétinoides synthétiques, nous avons ensuite montré que les RARs et les RXRs
étaient tous deux impliqués dans les effets biologiques de 1’ATRA mais qu’un certain équilibre entre
leur activation respective était nécessaire pour produire ces effets. Pour étayer ces résultats, les
associations de I’ATRA avec des rétinoides sélectifs de chacune des sous-types de récepteurs (le
CD367, sélectif des RARs et le CD2425, sélectif des RXRs) ont été testés. L’association
ATRA+CD367 conduit de maniére surprenante a une modification du programme apoptotique induit
par ’ATRA. Nous avons également montré qu’un rétinoide sélectif des RARY, le CD437, est capable
d’induire un pourcentage élevé d’apoptose (85%) en quelques heures et a faible concentration, dans
les cellules myélomateuses.

Enfin, différentes associations de I’ATRA avec des agents tels que la dexaméthasone (Dex) ou
I’'IFNa., qui font partie du traitement de la maladie, ont été testés en raison de I’incidence que prennent
les traitements combinés dans le MM. Un des résultats les plus marquants est la modulation
significative des effets de I’ATRA par la Dex. En effet, les glucocorticoides diminuent I’intensité de
I’apoptose induite par ’ATRA et en plus en modifie le programme ce qui suggére un possible
antagonisme entre I’ATRA et la Dex.

Ces résultats montrent qu’utilisé seuls, les rétinoides ne provoquent pas suffisamment d’effet
intéressant pour leur utilisation dans le traitement du MM mais que 1’étude de leur association mérite

d’étre explorée davantage.

MOTS-CLES : apoptose, acide rétinoique, rétinoides de synthése, myélome multiple, dexaméthasone,

transglutaminase tissulaire.
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PRINCIPALES ABREVIATIONS

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNec : ADN complémentaire

AMPc : adénosine monophosphate cyclique

AP-1 : acivator protemn-1

AR : acide rétinoique

ARN : acide ribonucléique

ATRA : «all trans retinoic acid » : acide rétinoique tout trans

Bcl-2 : B-cell lymphoma leukemia-2

bp : paire de bases

BSA : sérum albumine bovine

CAM : camptothécine

cdc : cyclin dependant cell cycle

Ced : « C. elegans cell death protein »

CPP32 : Ced-like protein p32 = Yama = Apopaine = caspase 3

CRABP : «cellular retinoic acid binding protein » : protéine cytoplasmique liant 1’acide
rétinoique

DAB : diaminobenzidine

DABCO : 1,4-diazabicyclo(2,2,2)octane

DBD : « DNA binding domain » : domaine de liaison a ’ADN

Dex : dexaméthasone

DR : direct repeat

EDTA : acide tétraacétique éthyléne diamine

ER : « estrogen receptor » : récepteur aux oestrogenes

FADD : Fas-associated death domain protéine

FITC : complexe d’isothiocyanate de fluorescéine

FLICE : FADD-like ICE/MORT1-associated Ced3 homologue

GADDA4S : growth arrest and DNA damage inducible

GC : glucocorticoide

GR : « glucocorticoid receptor » : récepteur aux glucocorticoides.

HRE : « hormone responsive element » : élément de réponse aux hormones

3HT : thymidine tritiée

IAP : inhibitor of apoptosis protein

ICE : « IL-1P converting enzyme »

IFI : immunofluorescence indirecte

IFN : interféron

Ig : immunoglobuline

IP : iodure de propidium

Kd : constante de dissociation

KD : kilo Dalton

kpb : kilo paire de base

LBD : «ligand binding domain » : domaine de liaison au ligand

Mch-2 : mammalian Ced-3 homologue-2

MCP : mort cellulaire programmée



MGG : May-Griinwald Giemsa

MM : myélome multiple

MR : « mineralocorticoid receptor » : récepteur aux minéralocorticoides
NAIP : neuronal apoptosis inhibitor protein

PAF : paraformaldéhyde

PARP : poly ADP-ribose polymerase

PBS : phosphate buffered saline

PCA : acide perchlorique

PCR : polymerase chain reaction : réaction de polumérisation en chaine
PK : protéine kinase

PKC : protéine kinase C

PL : phospholipide

PR : « progesteron receptor » : récepteur de la progestérone

PS : phosphatidyl-sérine

9-cis RA : « 9-cis retinoic acid » : acide rétinoique 9-cis

RAR : « retinoic acid receptor » : récepteur de 1’acide rétinoique

RARE : « retinoic acid responsive element » : élément de réponse a 1’acide rétinoique tout trans
Rb : produit du géne de rétinoblastome

RNAse : ribonucléase

RT : « reverse transcriptase » : réaction de transcription inverse

RXR : « retinoid X receptor » : récepteur du rétinoide X

RXRE : « retinoid X responsive element » : élement de réponse des RXRs
SDS : sodium dodécyl sulfate

SVF : sérum de veau foetal

TCA : trichloroacétique

TCR : « T cell receptor » : récepteur de cellule T

TdT : terminal deoxynucleotidyl transferase

TGt : Transglutaminase tissulaire

TNF : « tumor necrosis factor »

TPA : 12-0 tétradecanolphorbol 13-acétate

TR : « thyroid receptor » : récepteur aux hormones thyroidiennes

Tris : Tnis hydroxymeéthyl aminoéthane

TUNEL : TdT-dUTP Nick End Labeling

VDR : « vitamin D receptor » : récepteur a la vitamine D

WAF1 : wild-type p53-activated fragment = CIP1 : Cdk inhibiting protein
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Chapitre I. APOPTOSE

A. DEFINITION

L’apoptose a été introduite en 1972 dans le vocabulaire biologique et médical par Kerr
et al, c’est un mot grec qui signifie « chute des feuilles en automne ». Ce terme imagé désigne une
forme particuliére de mort cellulaire, ou, chez ’animal, aprés de profonds remaniements structu-
raux et fonctionnels, la cellule apoptotique se détache de ses voisines pour étre détruite par des
macrophages.

Elle est directement impliquée dans le contrdle des populations cellulaires. Elle s’inscrit
donc dans I’évolution normale de la cellule au méme titre que la mitose ou la différenciation (mais
s’oppose a la sénescence qui dépend de 1’age et du potentiel de division de la cellule).

L’apoptose se distingue ainsi de la nécrose, non seulement sur le plan morphologique
mais aussi conceptuel. En effet, contrairement a cette forme de mort cellulaire passive et acci-
dentelle, ’apoptose dépend non seulement de signaux provenant de son environnement extérieur
mais aussi du terrain cellulaire ou elle se produit : ¢’est donc un processus cellulaire actif qui met
en action le métabolisme propre de la cellule. Cette constatation a permis d’introduire le concept
de mort cellulaire programmée (MCP). Bien que ces termes soient parfois utilisés comme syno-
nymes, il faut noter que I’apoptose n’est qu’une manifestation morphologique de la MCP, en effet
certains auteurs considérent que le processus de MCP n’implique pas toujours le phénomene de
I’apoptose (Schwartz et al, 1993).

Elle constitue un phénomeéne complexe puisque qu’elle est régulée par de multiples si-
gnaux activateurs ou inhibiteurs provenant d’autres cellules : facteurs trophiques, stimuli phy-
siologiques ou physico-chimiques dont les effets dépendent du type de cellule cible et de son stade
de développement. Elle est également régulée par un nombre important de génes, hautement con-
servés du nématode a I’homme. Leur liste continue de s’allonger chaque jour et leurs fonctions
restent encore a découvrir.

La variété importante de conditions physiologiques et pathologiques sous laquelle elle se
produit, ainsi que son extraordinaire complexité, justifient parfaitement 1’énorme intérét que sus-

cite son étude.
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B. ROLE ET IMPLICATIONS PHYSIOLOGIQUES

« Pendant que vous étes en train de lire ce manuscrit, des millions de vos cellules sont

en train de mourir. Relax | la plupart le font pour assurer votre survie | » (Duke et al, 1996)

En permettant I’élimination de cellules devenues indésirables (cellules lésées, en exces,
qui ne sont plus a leur place, reconnues comme étrangeres ou sénescentes), la MCP joue un role
central dans de nombreux processus physiologiques (Tableau I, Figure 1). Elle a été décrite aussi
bien dans le développement des plantes (Greenberg ef al, 1996) que dans des organismes aussi
variés que Bactéries, Insectes, Nématodes, Poissons, Amphibiens, Oiseaux, et bien sur, les

Mammiféeres (Ameisen ef al, 1995).

Tableau I : Physiologie de Papoptose

~ Processus physiologique Role de Papoptose  ~
- imphiqués e
Développement embryonnaire - disparition de la queue de I’embryon humam
et foetal - sculpture des membres
- ouverture du tube digestif
- remodelage des os et du cartilage
- différenciation sexuelle
- élaboration du systéme immunitaire
- élaboration du systéme nerveux central (synaptogenése)
- formation des reins
- formation du cristallin
Métamorphose - régression de la queue et des branchies des tétards au cours
et développement de leur métamorphose en grenouille
- disparition des glandes nutritives de la chenille
- maturation du nématode C.elegans.
Maintien de I’homéostasie - régulation de la croissance cellulaire
tissulaire - renouvellement cellulaire des tissus adultes normaux
(peau)
- élimination des cellules en fin de différenciation
Apoptose hormono-dépendante |- régression de 'utérus apreés la grossesse
ou systémique - régression de I’endométre lors de la menstruation
- régression des glandes mammaires aprés la lactation
- régression de la thyroide apres hypophysectomie
- régression de la prostate
Systéme de défense immunitaire |- autodestruction de la cellule infectée
- moyen d’action des lymphocytes T cytotoxiques
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Sculpture

Délétions de structure

Ajustement Elimination de cellules
du nombre de cellules dangereuses ou endommagées

Figure1:  Fonctions de la mort cellulaire programmée dans le développement
animal (d’apres Jacobson et al, 1997).

(AetB): Sculpture

(CetD): Délétion de structures indésirables

(E): Contrdle du nombre de cellules

FetG): Elimination de cellules non fonctionnelles, anormales ou qui ne

sont plus a leur place.
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Par exemple, au cours du développement embryonnaire et foetal, la MCP, telle un sculp-
teur, modele la forme de I’embryon par élimination de tissus. Ainsi, chez les Mammiféres et les
Oiseaux, elle sculpte les pattes, élimine les tissus interdigitaux et permet ainsi 1’individualisation
des doigts (I’atténuation de ce phénomeéne aboutit 3 la formation des pattes palmées chez les oi-
seaux aquatiques). Elle fait également disparaitre les tissus ancestraux _qui n’ont plus de fonction
dans I’espéce comme la queue de I’embryon humain.

De la méme maniére, dans la métamorphose des Batraciens, la MCP permet 1’élimination
des branchies et de la queue du tétard (Figure 1C), utile dans le développement mais qui dispa-
raissent lors de la métamorphose en grenouille (Wyllie ef al, 1980 et Arends et Wyllie, 1991).

La MCP participe également a ’émergence de fonctions. Lors de I’élaboration du sys-
téme immunitaire, elle permet I’élimination des lymphocytes T et B nuisibles ou inutiles : 95%
des cellules T meurent lors de leur maturation dans le thymus, soit parce qu’elles ne présentent
pas d’affinité pour les molécules du systéme majeur d’histocompatibilité autologue, soit parce
qu’elles reconnaissent un antigéne du soi. De fagon analogue, lors de ’organisation du systéme
nerveux central, plus de la moitié des neurones, produits en exces et établissant de mauvaises
connexions, meurent par apoptose (Ameisen, 1995).

Chez I’adulte, la taille des organes est contrélée par un équilibre entre les phénomeénes de
prolifération et de mort cellulaire, cet équilibre est lui-méme régulé par des facteurs de croissance
ou des hormones. C’est 1’apoptose qui assure partiellement cette homéostasie tissulaire ; et c’est
encore elle qui est impliquée dans la régression des hyperplasies tissulaires physiologiques,
comme celle de 1'utérus aprés la grossesse ou des glandes mammaires apreés la lactation.

Enfin, elle constitue aussi un mécanisme de défense eﬁicaée en permettant aux cellules
végétales (Arabidopsis thaliana) de répondre a une agression par un agent pathogéne (Greenberg
et al, 1994) et aux cellules animales, de lutter contre I’infection par un virus. Ainsi, en s’auto-
détruisant, la cellule infectée empéche le virus de se répliquer et d’infecter les cellules voisines
(Hacker et Vaux, 1994)

C. DESCRIPTION
1) Description morphologique

L’apoptose comporte une séquence d’événements orchestrés de maniére tout a fait parti-
culiére et caractérisée par des changements morphologiques qui la distinguent de la mort cellu-
laire par nécrose : la condensation et la fragmentation de la chromatine, la segmentation consécu-
tive du noyau, la rupture cellulaire aprés condensation et fragmentation cellulaires et enfin, la
génération de corps apoptotiques (Tableau II, Figure 2).
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Tableau II : Caractéristiques de la nécrose et de I’apoptose

e

_ ArorrosE

Conditions de survenue

pathologique

physiologique

Mode

passif

actif

Cible

groupe de cellules

cellule isolée ou groupe de
cellules

Cinétique

rapide

ereres——

condensation de la chromatine

aléatoire

marginale et en amas le long de

’enveloppe nucléaire

fragmentation de ’ADN

organites

au hasard (smear), tardive

en haut poids moléculaire et/ou
internucléosomique (échelle
d’ADN), précoce

maintien de Iintégrité

présente

absente

rupture précoce
(pénétration du bleu

maintien de ’intégrité

(exclusion du bleu trypan)

trypan)

augmente

diminue

diminue

augmente

gonflement puis désinté-
gration cellulaire

condensation et fragmentation
en corps apoptotiques

lyse

phagocytose des corps apopto-
tiques

Les études par microscopie électronique ont permis de révéler différentes étapes dans le

déroulement de 1’apoptose.

Arends er al (1991) les décrivent de fagon détaillée, permettant de suivre la chronologie

d’apparition du morphotype apoptotique :
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Figure 2 : Changements morphologiques essentiels dans ’apoptose, a droite et
dans la nécrose, a gauche (d’aprés Wyllie et al, 1980).

1) Cellule normale

2) Condensation chromatinienne et cytoplasmique d’une cellule en début
d’apoptose.

3) Fragmentation nucléaire et cellulaire

4) Phagocytose d’un corps apoptotique

5) Corps apoptotique phagocyté

6) Résidus apoptotique (apoptose terminale)

7) Gonflement d’une cellule en nécrose

8) Eclatement cellulaire
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a) Premiére étape

La premiére étape est caractérisée par la survenue brusque d’altérations nucléaires et
cytoplasmigques.

— Dans le noyau, la chromatine, qui, a 1’état normal, se présente en microscopie élec-
tronique sous I’aspect d’amas de volume variable, distribués irréguliérement contre la membrane
inteme du noyau, se condense pour former un croissant homogene plus ou moins volumineux. A
I’extréme, un anneau de chromatine condensée entoure (presque) complétement le noyau donnant
alors a la cellule un aspect ultrastructural typique de 1’apoptose. Par ailleurs, les fibrilles et les
granules nucléolaires sont dispersés dans le nucléoplasme alors que les centres organisateurs
nucléolaires restent intacts.

Cette description correspond a ce qui se produit dans la majorité des cas. Cependant il
faut noter qu’il existe plusieurs modes de déroulement de la fragmentation nucléaire dont la sur-
venue dépend de I'inducteur et du type cellulaire concemés.

— Dans le cytoplasme, les organites se rapprochent et s’agglomérent, particuliérement les
mitochondries, les filaments du cytosquelette et les ribosomes libres. La cellule prend un aspect arrondi
tandis que les desmosomes sont détruits et que les espaces mtercellulaires s’élargissent. Par contre, fait
essentiel aux stades précoces du déroulement, le réticulum endoplasmique et les mitochondries, en par-
ticulier I’ADN mitochondrial, restent mtacts. Ceci, contrairement a la nécrose, au cours de laquelle
apparait trés rapidement une profonde altération morpho-fonctionnelle des appareils de synthése et
énergétiques de la cellule. Dans les premiéres étapes, les lysosomes ne sont pas altérés et la membrane
plasmique reste imperméable aux colorants vitaux.

b) Deuxiéme étape

La deuxiéme étape, qui peut chevaucher la premiére, est marquée par ’apparition d’un
crénelage de la membrane nucléaire annongant une fragmentation nucléaire et cytoplasmique,
aboutissant a la formation de fragments cellulaires, plus ou moins volumineux, encore reliés entre
eux par des ponts cytoplasmiques. Dans ces fragments, on peut voir des reliquats nucléaires, des
organites apparemment encore intacts ou un mélange de débris nucléaires et cytoplasmiques plus
ou moins faciles a identifier, méme en microscopie électronique. A ce stade, la cellule voit son
volume considérablement diminuer et sa densité augmenter (perte d’eau en méme temps qu’un
maintien de I’intégrité des macromolécules). La surface cellulaire montre, quand on ’examine en
microscopie électronique a balayage, de volumineuses bulles cytoplasmiques déformant considé-

rablement la membrane plasmique. Ceci traduit d’importantes modifications du cytosquelette dont
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le réle dans le mécanisme de la fragmentation est encore mal connu. Les fragments cellulaires ou
corps apoptotiques se détachent les uns des autres et se séparent du tissu pour étre phagocytés

par des macrophages ou des cellules voisines.

¢) Troisiéme étape

La troisiéme étape, ultime conséquence de la phagocytose, est marquée par la dégradation
des corps apoptotiques. Cette dégradation provoque des lésions de la membrane plasmique avec
comme conséquences une perméabilité aux colorants vitaux et une destruction des reliquats cyto-
plasmiques et nucléaires par les macrophages. Fait essentiel, Ia disparition des corps apoptotiques
ne s’accompagne d’aucune réaction inflammatoire lymphocytaire et, a distance, d’aucun phéno-
mene fibrosant, ce qui distingue encore 1’apoptose de la nécrose. La mort apoptotique ne modifie
pas en effet ’architecture tissulaire.

2) Description biochimique

Bien que ces caractéristiques morphologiques de 1’apoptose soient bien conservées dans
de multiples organismes, le processus biochimique impliqué reste lui encore mal compris (cela
tient en particulier au fait que dans les tissus, la cellule en apoptose est isolée au sein des cellules
non apoptotiques et que, sauf exception, il est difficile d’isoler des corps apoptotiques a partir
d’un tissu ; on dispose en revanche de beaucoup plus d’informations a partir de cellules apoptoti-
ques provenant de cellules isolées ou en culture).

La réalisation du programme apoptotique est le résuitat de ’action coordonnée de plu-
sieurs effecteurs. Ce sont des enzymes catalysant des changements irréversibles dans I’ADN
(endonucléases/ DNAses) et dans les protéines (protéases, cf paragraphe D.3.a). Les liaisons
covalentes entre les protéines cellulaires par la transglutaminase tissulaire (TGt) constituent aussi
des réactions biochimiques irréversibles dans les systémes vivants (Fesus, 1996). Enfin,
I’externalisation des phosphatidyl-sérines (PS) sont des modifications biochimiques majeures de

la membrane plasmique, déclenchées au cours de I’apoptose (Martin ef al, 1995).

a) Endonucléases

La fragmentation de ’ADN est une caractéristique majeure de I’apoptose. Bien qu’elle
soit un processus concomitant de la condensation de la chromatine, plusieurs études indiquent
qu’elle se produirait indépendamment de cette manifestation morphologique. Son rdle le plus
probable serait d’une part de détruire les informations génétiques de cellules devenues indésira-

bles et donc agir comme une étape irréversible du processus de mort et d’autre part, de faciliter le
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clivage nucléaire avant la formation et la phagocytose des corps apototiques (Oberhammer ef al,
1993, Mundle et a/, 1996). Différents modes de fragmentation, impliquant ’activité de différen-

tes endonucléases endogenes, ont été mis en évidence dans des modeles cellulaires variés.

Dans la plupart des cas, ce processus s’effectue en deux étapes :

1) Une premiére fragmentation conduit a des fragments d’ADN de haut poids moléculaire
(700 et 300 a 200 kpb) dégradés ensuite en fragments de 30 a 50 kpb. De fagon intéressante, la taille
de ces larges fragments est corrélée avec celle des boucles (30-50 kpb) et des rosettes (200-300 kpb) de
chromatine (Figure 3). Enfin, elle a ét¢ mise en évidence assez tardivement (1991) grace a la technique
d’électrophorése en champ pulsé. Elle ferait intervenir des nucléases spécifiques.

2) Une seconde forme de fragmentation, internucléosomique, conduit a des fragments
multiples de 180 a 200 pb donnant un profil électrophorétique caractéristique en barreau
d’échelle. Dans les premiéres études et dans de nombreux modeles, elle a été pendant longtemps
la seule a pouvoir étre détectée (Bortner et al, 1995) et donc considérée comme le critere biochi-
mique majeur de I’apoptose (Wyllie ef al, 1980). Depuis, des modeéles ou elle n’est pas observée
ont été identifiés (Bortner, 1995). Elle semble actuellement presque toujours précédée par une
fragmentation plus grossiére de I’ADN en fragments de 300 et 50 kpb. Cette premiére étape per-
mettrait de faciliter ’accés de ’endonucléase impliquée dans la fragmentation intemucléosomique
(Cohen et al, 1993, Walker et al, 1991, Brown et al, 1993).

A cdté de ce schéma classique, des clivages ‘simple brin’ de I’ADN ont été mis en évidence
par Peitsch et al, 1993, Yoshida et al, 1993. La signification de ce processus n’est pas encore claire-
ment établie. Bortner e al (1995) émettent I’hypothése qu’il impliquerait une étape d’mduction de la
fragmentation mais ne prendrait pas une part active dans I’apoptose. Alors que Mundle et a/ (1996)
suggerent que les coupures ‘double brin’ résulteraient soit de coupures simultanées sur les deux brins
soit de coupures ‘simple brin’ a des mtervalles courts dans I’espace et dans le temps.

A T’heure actuelle, les nucléases impliquées dans ces différents types de fragmentation ne
sont pas encore caractérisées. Plusieurs candidates ont cependant pu étre proposées dans un mo-
dele déterminé. Il semblerait que leur expression varie en fonction du stade de differenciation
cellulaire, du type cellulaire ou tissulaire. De plus, elles seraient activées sélectivement par diffé-
rents stimuli (Mundle, 1996). Parmi elles, on trouve les endonucléases Ca>*/Mg”* dépendantes
(NUC-18, DNAse I), les endonucléases Mg”* dépendantes, les endonucléases Mn”* dépendantes
et les endonucléases acides (identiques ou similaires a la DNAse II) (Tableau III).
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Figure3:  Différentes voies possibles de dégradation observées pendant le
processus apoptotique (d’aprés Bortner, 1996).

1) L’ADN associé a la charpente nucléaire serait clivé au point A pour donner de
larges fragments.

2) Si les histones H1 sont supprimées au méme moment, le clivage en B se produit
pour donner a la fois de larges *fragments d’ADN et le clivage
internucléosomique de 1’ADN,

3) Si les histones H1 sont libérées plus tardivement, les larges fragments d’ADN
précéderont le clivage internucléosomique,

4) Enfin, si le clivage au point A est bloqué, seule la fragmentation
internucléosomique sera observée.
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Tableau III

Endonucléases impliquées dans la fragmentation de PADN
(d’apres Peitsch et al, 1994)

T

. Candidates | Tonnécessaires |  Localisation | Fragmen-
e - - | - cellulaire - tation
NUC-18 cyclophiline 7,5 |Ca® et Mg™ noyaux intemnucléo-
coupure de I’ADN inhibée par le Zn** | (thymocytes) somique
et génération
de larges
fragments
DNAse I coupure de 'ADN | 7,5 [Ca® et Mg*" et Mn™ | réticulum endoplas- | internucléo-
(32-37 KD) |sur des sites mique somique
hyperméthylés et enveloppe nu-
cléaire (lamine)
DNAse I coupure de ’ADN 5,5 |aucun localisation nucléaire | internucléoso
(29 KD) ubiquitaire mique
DNAse Ca** |// ND |aucun noyaux internucléoso
indépendante (cellules MCF-7) mique
(inhibée par
d’EDTA
et de novo-
biocine)
Nuc-1 /! 4,5 |inhibée parle Ca®*, |nématode ND
Mg?" et Mn>* C.elegans
Nucléase Vi ND |Ca*, Mg™ et inhibée |noyaux internucléo-
(22-26 KDa) par le Zn** (splénocytes) somique
Nucléases |/ ND |[Ca™ et Mg* noyaux internucléo-
(55 KDa) (cellules CEM-C7) | somique
Nucléase / 6 [Ca™ et Mg™, noyau (cellules internucléo-
(97 KDa) activée par Mn*", 5123tc d’hépatome) | somique
Co®" et Zn*" (basse (double et
concentration), simple brin).
inhibée par Zn**
(forte concentration)
Nucléase / ND |Ca* et Mg* noyaux ND
(110-130 (thymocytes)
KD)
Nucléase 1 ND |Mg* noyaux haut PM
(thymocytes) (300 kp)
Nucléase / ND |Mg* et facilitée noyaux haut PM
par le Ca® (thymocytes) (30-50 kp)
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La dégradation de I’ADN est toujours utilisée comme indicateur de I’apoptose, son réle y
est central bien que son importance dans ’initiation et la propagation de I’apoptose ait été écartée
au profit d’un role effecteur. En effet, les caractéristiques morphologiques typiques de I’apoptose
~ peuvent se produire en absence de clivage mtermucléosomique de I’ADN. De plus, elles peuvent

étre observées dans des cellules anucléées (Steller ef al, 1995).

b) Transglutaminase tissulaire

- La TGt est une enzyme a localisation cytoplasmique, dépendante du Ca*, qui constitue
un élément important parmi les effecteurs de ’apoptose. Elle appartient a une famiile de génes
codant pour des enzymes intra et extracellulaires et catalyse des modifications post-
traductionnelles de protéines par formation de liaisons isopeptidiques y-glutamyl-e-lysine a
Pintérieur d’un polypeptide ou entre différents polypeptides (Piacentini, 1995). Ces réactions
s’accumulent dans des cellules qui ne se divisent plus, comme les kératinocytes et les chondrocy-
tes et aussi dans les cellules évoluant vers I’apoptose (voir Piacentini, 1995). L’importance de ces
réactions confére aux structures formeées des propriétés physico-chimiques frappantes comme
Pinsolubilité au SDS et aux agents chaotropiques (Fesus ef al, 1989). Une étude biochimique de
ces structures a permis d’en caractériser les constituants (voir Piacentini, 1995) : des protéines
intracellulaires connues comme I’actine, 1’annexine I, la vinculine, la fibronectine et
I’involucrine, des protéines encore inconnues et de I’ADN clivé en oligonucléosomes. La TGt, en
étant responsable de modifications ultrastructurales du cytoplasme comme I’agglomération des
organites et sa densification, permettrait ainsi de stabiliser temporairement le cytoplasme des
cellules apoptotiques avant leur phagocytose et la formation des corps apoptotiques dont une des
caractéristiques majeures est la résistance de la membrane cytoplasmique (Fesus ef a/, 1989). Ce
phénomeéne favoriserait ainsi la prévention de la libération de composants intracellulaires endom-
magés dans 1’espace extracellulaire (enzymes, DNA, RNA et virus) et expliquerait pourquoi
P’apoptose est un événement immunologique silencieux, non associé a un processus inflammatoire
ou a la formation de cicatrices dans le tissu environnant (Piacentmi, 1995).

Cependant, I’action de la TGt n’est pas indispensable pour la survenue de la mort cellu-
laire car des études montrent que son inhibition par un nucléotide antisens provoque un change-
ment dans I’apparence morphologique des cellules apoptotiques mais n’empéche pas la mort.
D’autre part, elle est également compatible avec la survie cellulaire car la surexpression de son
géne n’est associée a aucune maladie impliquant une dérégulation de la mort cellulaire (Fesus
et al, 1996). Enfin, Szondy et son équipe montrent que I’induction et I’activation de la TGt font
partie de la voie biochimique de ’apoptose des thymocytes induite par la dexaméthasone,
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Pactivation du complexe TCR/CD3 et des dommages causés 4 I’ADN mais non de celle initiée
par la stimulation du récepteur Fas. De plus, I’absence d’activité de la TGt s’accompagne d’une
morphologie apoptotique moins organisée (Szondy et al, 1997).

Toutes ces observations montrent que la TGt est induite et participe a la plupart des cas
de mort par apoptose provoquées par différentes voies de signalisation et qu’elle joue un rdle
important dans la formation des corps apoptotiques.

¢) Modifications de la membrane plasmique

P-lusieurs mécanismes moléculaires distincts, quatre identifiés a ce jour, permettent la re-
connaissance des cellules de mammiféres évoluant vers I’apoptose. Ce sont des événements bio-
chimiques irréversibles, nécessaires pour la réalisation de la phagocytose, étape finale de
I’apoptose (Hart et al, 1996). La perte de I’asymétrie des phospholipides (PL) membranaires a la
surface de la cellule est un de ces mécanismes.

La phosphatidyl-sérine (PS) est un PL. membranaire chargé négativement, qui se trouve
normalement confiné dans le feuillet interne de la membrane plasmique. Des études récentes ont
montré que des PS apparaissent a la surface des cellules a des stades précoces de 1’apoptose (Van
den Eijnde et al, 1997). Cet événement est utilisé depuis peu comme marqueur de 1’apoptose,
détecté précocement, avant les cassures de ’ADN. Il est mis en évidence par I’annexine V
(couplée a la FITC par exemple), qui est une protéine dépendante du Ca*, se liant aux PL et qui
présente une forte affinité pour la PS (Koopman ef al, 1994). La perte d’asymétrie des PS de la
membrane intacte est indépendante du type cellulaire ou du stimulus apoptotique.

Deux enzymes seraient impliqués dans cet événement : I’inhibition d’une translocase et
I’activation d’une scramblase. La translocase a normalement pour rdle d’assurer la translocation
des PS du feuillet externe vers le feuillet inteme de la membrane. La scramblase redistribue ces
PS de fagon symétrique au niveau des deux feuillets (Martin et al, 1995, Verhoven et al, 1995).

L’externalisation des PS semble étre corrélée a I’activation des caspases. La maturation
de la scrambolase interviendrait par exemple aprés I’activation des caspases au cours de
P’apoptose induite par I’étoposide dans les cellules U937 (Naito et al, 1997) et serait donc sous
leur dépendance. L’action de la translocase pourrait étre contrebalancée par des protéines du
réseau protéique sous membranaire li€ au cytosquelette. Parmi elles, la fodrine, dont la protéolyse
permettrait I’extemnalisation rapide des PS, jouerait un role crucial dans 1’apoptose (Patel ez al,
1996).
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D. REGULATION DE L'APOPTOSE

Le devenir d’une cellule, la prolifération, la différenciation, la quiescence ou I’apoptose,
vont dépendre d’un certain nombres d’informations externes (la présence ou 1’absence de molé-
cules de signalisation, d’interactions avec d’autres cellules, ou avec un substrat), et

d’informations internes (génotype cellulaire, type cellulaire, stade de développement, stade dans le

cycle cellulatre, stade métabolique, présence ou non de dommage dans I’ADN, etc.). L expression
spécifique de génes inducteurs ou modulateurs de 1’apoptose, en réponse a ces différents signaux,

va permettre la mise en route ou non du programme (Williams et Smith, 1993, Figure 4A).

Dans ce chapitre, nous allons passer successivement en revue les signaux extemes les
plus connus de la modulation de 1’apoptose, les éléments impliqués dans la transduction du signal
de mort et les genes impliqués ou associés dans 1’exécution de ’apoptose. Enfin, nous étudierons
les principaux composants de la machinerie effectrice.

Malgré la diversité des éléments participant & la décision cellulaire en réponse a un si-
gnal, les grandes étapes impliquées dans le contrdle de 1’apoptose commencent a étre bien dé-
cryptées. Elles sont résumées dans un schéma d’aprés Thompson (1996, Figure 4B). L’idée géné-
ralement admise est que les différents signaux apoptotiques (1) convergent vers un premier point
de controle intracellulaire de I’apoptose assuré par les protéines de la famille Bcl-2 (2). Il méne a
Pactivation d’une cascade de protéases appartenant a la famille ICE (appelée désormais
CASPASES) (3). La protéolyse de cibles spécifiques entraine la réalisation du programme (4).

La cascade précise des événements, qui se succédent en réponse a un signal inducteur et
qui aboutit a ’apoptose, commence a étre bien documentée pour certains signaux externes comme
la liaison du ligand de Fas et du TNF sur leur récepteur (Nagata, 1997).

Jusqu’a présent, les recherches se sont focalisées sur les différents signaux de mort cel-
lulaire (Systéme Fas/TNF, retrait de facteurs de croissance du milieu de culture, glucocorticoides,
agents génotoxiques, certains produits d’oncogénes comme Myc, etc...), les différents membres de
la famille Bcl-2 et les protéases de type ICE. Mais les relations moléculaires entre ces étapes

restent 4 étre clairement établies.
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1) Régulation physiologique (réle des signaux externes)

A ce jour, il existe une myriade de signaux qui ont été décrits comme activateurs ou inhi-
biteurs de I’apoptose (Thompson, 1995, Tableau IV). Les signaux inducteurs de I’apoptose in-
cluent les activateurs physiologiques [comme les membres de la famille du TNF (Tumor Necrosis
Factor), la privation de facteur de croissance ou d’hormones], des inducteurs de dommages cau-
sés a la cellule [choc thermique, infection virales], des agents utilisés en thérapies [agents anti-
cancéreux ou rayonnements Y] et enfin des toxines.

Le mode d’action de ces signaux est complexe et leur effet dépend du type cellulaire
et de son stade de développement. Par exemple, un méme signal peut entrainer la mort ou la
prolifération selon 1’état de différenciation de la cellule. De plus, les inducteurs peuvent
cibler, de fagon spécifique, des compartiments particuliers de la cellule (la surface cellulaire,
le cytoplasme, le cytosquelette, le noyau et les voies de signalisation intracellulaires) et y
provoquer des perturbations irréversibles qui déclencheront le signal de mort (Wertz et al,
1996).

Ainsi, la régulation de 1’apoptose apparait aussi complexe que celle de la proliféra-
tion cellulaire, deux phénoménes qui semblent d’ailleurs souvent soumis au méme type de

controle.

a) Privation de facteurs de survie

Dans la plupart des tissus, la survie des cellules est dépendante de la présence cons-
tante de signaux de survie, apportés par les cellules environnantes ou la matrice extracellu-
laire. Ainsi, certaines cellules d’organes de Vertébrés meurent par apoptose si elles sont
cultivées individuellement, en absence de facteurs trophiques exogenes. C’est le cas des neu-
rones de Vertébrés en cours de développement dont la survie dépend de facteurs neurotro-
phiques, sécrétés par les cellules cibles, en 1’occurrence, celles qui sont sélectionnées pour
I’innervation. De la méme maniére, la survie des cellules endothéliales dépend de la présence
de FGF (Fibroblast Growth Factor). L’induction de I’apoptose en ’absence de ces facteurs
dé survie ne nécessite pas de nouvelles synthéses protéiques, ce qui suggére que les protéines
impliquées dans le suicide cellulaire sont exprimées de fagon constitutive. Une interprétation
possible est que la plupart des cellules de Vertébrés sont programmeées pour se suicider si
elles ne regoivent pas constamment, ou 2 intervalles réguliers, des facteurs de survie envi-

ronnementaux (Raff, 1992).
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Tableau 1V : Signaux activateurs et inhibiteurs d’apoptose (d’aprés Thompson, 1995).

 SIGNAUX INDUCTEURS D’APOPTOSE

Activateurs physiologiques - Inducteurs provoquant des | Agents thérapeutiques Toxiques
; Dommages = = i ‘
1. Familie TNF (ligand Fas, TNF) 1. Choc thermique 1. Agents anticancéreux 1. Ethanol
2. TGF (transforming growth factor B) [2. Infection virale cisplatine, doxorubicine, |2. peptide B-amyloides
3. Neurotransmetteurs (glutamate, 3. Toxines bactériennes bléomycine, méthotrexate,
dopamine, N-méthyl-D-aspartate) 4. Oncogénes (myc, rel, E1A) cytosine arabinoside,
4. Mangque de facteurs de croissance 5. Produits de génes suppresseurs vincristine
5. Perte d’attachement a la matrice de tumeurs (p53) 2. Rayons y
extracellulaire 6. Signal engendré par les 3. Rayonnement ultraviolet
6. Calcium cellules T cytotoxiques
7. Glucocorticoides 7. Oxydants
8. Céramides 8. radicaux libres
9. Privation d’éléments nutritifs-
antimétabolites
SIGNAUX INHIBITEURS D’APOPTOSE
Inhibiteurs physiologiques Produits de génes viraux Agents pharmacologiques
1. Facteurs de croissance 1. Adénovirus E1B 1. Inhibiteurs de la calpaine
2. Matrice extracellulaire 2. Baculovirus p35, IAP 2. Inhibiteurs des protéases a cystéine
3. Ligand CD40 3. Virus de la variole crm A 3. «promoteurs » de tumeur (PMA,
4. Acides aminés neutres 4. Virus d’Epstein-Barr BHRF1, LMP-1 phénobarbital, a-hexachlorocyclohexane)
5. Zinc 5. Virus de la fiévre porcine africaine LMWS5-
6. Oestrogenes HL
7. Androgénes 6. Herpésvirus y 1 34.5




b) Fas/TNF

Fas (ou APO-1, ou CD95) est une molécule de surface, identifiée en 1989, qui provoque
la mort des cellules qui I’expriment lorsqu’elle est reconnue par un anticorps. Elle appartient a la
famille des récepteurs au TNF (Tumor Necrosis Factor) et au NGF (Nerve Growth Factor). Elle
est constituée d’un domaine extracytoplasmique contenant trois régions riches en cystéine, et d’un
domaine intracytoplasmique, trés proche de celui du récepteur au TNF de type I, permettant la
transmission d’un signal apoptotique. Chez I’homme et la souris, un grand nombre de tissus ex-
priment Fas, mais a des degrés divers. Par contre le ligand Fas (Fas-L) est une protémne qui
s’exprime essentiellement a la surface des lymphocytes T.

La fixation de Fas-L sur Fas, présent a la surface d’une cellule infectée par un virus,
permet la transmission d’un signal de mort qui compléte celui dépendant des perforines et gran-
zymes dans le systéme de cytotoxicité médié par les cellules T. De plus, le développement de
maladies autoimmunes par les souris Ipr et gld, respectivement déficientes en Fas et en son li-
gand, suggere I’importance de ce systéme dans les processus d’élimination des clones T périphé-
riques autoréactifs. De méme, le fonctionnement exagéré du systéme cause la destruction cellu-
laire.

La cascade précise des événements qui se succédent en réponse a la liaison du ligand de
Fas et du TNF sur leur récepteur commence a étre bien documentée (Nagata, 1997, Figure 5). La
Liaison de Fas-L a Fas induit une trimérisation du récepteur Fas, qui recrute alors la caspase 8
(FLICE/MACH) par I'intermédiaire d’une protéine adaptateur, FADD/MORT-1 (FADD pour
Fas-Associated protein with Death Domain). L oligomérisation de FLICE provoquerait alors une
autoactivation de I’activité protéolytique et le déclenchement de la cascade des caspases. Les
membres des caspases activées peuvent cliver différents substrats, comme la PARP, les lamines
et ’actine, et ainsi causer des changements morphologiques dans la cellule et dans le noyau.

2) Transduction du signal

Le signal de transduction peut déclencher ’apoptose par I’activation d’un grand nombre
de voies communes a la signalisation d’autres processus (prolifération ou différenciation) : les
plus étudiées sont celles des kinases/phosphatases, et du Ca™ car elles interviennent a la fois
comme des signaux de régulation du processus apoptotique et comme des éléments effecteurs du
programme. D’autres voies existent, elles incluent I’AMPc, ’activation de ras, la formation de
céramides. Elles peuvent agir au sein d’une méme cascade d’événements. Nous nous limiterons a

’étude du role du Ca®* et des kinases.
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a) Calcium

Des travaux sur de nombreux modéles suggérent que 1’augmentation du Ca”* intracellu-
laire (par augmentation de I’influx de Ca®" provenant de I’extérieur, ou par mobilisation des
stocks intemes du réticulum endoplasmique ou de la mitochondrie) joue un réle important dans
I’initiation, la régulation ou ’activation de certains effecteurs de 1’apoptose (Mc Conkey et Orre-
nius, 1996). L’altération de I’homeéostasie calcique peut survenir en réponse a différents types de
signaux inducteurs selon le modele impliqué (par exemple dans les thymocytes induit par la
dexamethasone ou la privation d’IL-3 dans une lignée myéloide dépendante de ce facteur, Kaiser
et al, 1977 et Baffy et al, 1993 respectivement). Des études récentes montrent également qu’un
stress oxydatif pourrait modifier I’homéostasie calcique en provoquant 1’oxydation de sulfthydry-
les, présents dans les translocases 4 Ca®" (localisées dans la membrane plasmique, la mitochon-
drie et le réticulum endoplasmique (Orrenius et al, 1989).

L’élévation de Ca®* exercerait ses effets a différents niveaux de la cascade d’événements
menant a I’apoptose. Elle est nécessaire pour ’activation de certaines enzymes cytosoliques et
nucléaires qui sont des intermédiaires de signaux de transduction (protéines kinases et phosphata-
ses dépendantes du Ca®), des protéases (la calpaine), des endonucléases (dépendantes du Ca®* et
du Mg*, 1a DNAse I ) et de la transglutaminase tissulaire. Elle provoque également des change-
ments dans les flux d’eau et d’ions a travers la membrane plasmique, ce qui ménerait a la conden-
sation du cytosol (Mc Conkey et Orrenius, 1996).

Selon Mc Conkey et al (1996), deux théories permettent d’expliquer le role des altérations de
I’homéostasie calcique dans le déclenchement de I’apoptose : 1) la déplétion des stocks mtracellulaires
de Ca”" et probablement I'influx de Ca*" 3 travers la membrane plasmique permettrait 1’augmentation
soutenue du taux de Ca’* et agirait comme signal apoptotique, peut-étre en partie par Iactivation
d’enzymes clef de la machinerie effectrice ; 2) c’est la “vidange’ des stocks de Ca®* intracellulaire phutdt
que ’augmentation de Ca® qui déclencherait ’apoptose, peut-étre en brisant I’architecture intracellu-
laire et en permettant ainsi aux éléments clef de la machinerie intracellulaire d’avoir accés a leurs
substrats. Ces 2 modéles sont certainement tous deux impliqués.

Certaines apoptoses sont toutefois indépendantes du Ca®* (c’est le cas des cellules lym-
phocytaires humaines, CEM-C7, induites par la dexaméthasone, la novobiocine ou I’inhibiteur de

la topoisomérase II) (Alnemri ef al, 1990).

b) Kinase

La phosphorylation est de loin le mécanisme cellulaire le plus commun pour permettre

I"activation ou la suppression d’activité d’une protéine spécifique. Il est donc normal qu’elle soit
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un élément important dans le contrdle de la prolifération, la différenciation et I’apoptose. Il existe
un nombre important de résultats ayant montré 1’implication de la phosphorylation de protéines
dans I’apoptose. Cependant, les données sont souvent contradictoires et aucune hypothése quant a
ses effets (dans I’apoptose) n’a été émise a ce jour, les recherches étant encore a but « explora-
toire ».

L’implication des protéines kinases (PK) dans I’apoptose s’effectue a différents niveaux
dans la voie de transduction du signal de la membrane plasmique au noyau : pratiquement toutes
les voies de signalisation impliquent 1’action de protéines kinases (le Ca”", ras, la céramide,
AMPc, etc...), d’autre part, la plupart des protéines impliquées dans I’apoptose (p53, c-Myc et
Max, Bcl-2 et Bad) sont des protéines régulées par la phosphorylation. Enfin, la phosphorylation
faciliterait des modifications irréversibles de macfomolécules, comme la protéolyse des compo-
sants du cytosquelette, dont les modifications sont responsables de manifestaﬁons morphologi-
ques importantes (perte d’attachement, bourgeonnement cellulaire, fragmentation cellulaire ou
désintégration de 1’enveloppe nucléaire) (Gjertsen et Doskeland, 1995).

Différents types de PK sont impliqués dans I’apoptose : les Tyrosine-kinases, les Sé-
rine/Thréonine-kinases [Raf-kinases, MAPK-Kinases, MAP-kinases et kinases dépendantes des
cyclines, kinases dépendantes de second messagers (comme les PKC et kinases activées par la
céramide), kinases dépendantes de I’AMPc et kinases activées par les acides nucléiques, le stress
et le Ca®] (Gjertsen et al, 1995). Nous allons nous limiter aux cas des PKC et montrer combien,

pour ce seul exemple, les informations sont paradoxales.

Les PKCs sont des protéines kinases qui phosphorylent sur des résidus
Sérine/Thréonine, qui appartiennent a une méme famille et qui sont dépendantes des phos-
pholipides. A ce jour, plus de 11 isoformes ont été identifiées dans les tissus de Mammife-
res. Elles sont subdivisées en 4 groupes en fonction de leur dépendance au Ca®" et de leur
activation possible par les esters de phorbol (Tableau V, Goodnight e al, 1994): les PKCs
classiques ou conventionnelles (cPKC : a, BI, BII et v), dépendantes du Ca®* et activées par
le DAG et le TPA, les nouvelles PKCs (nPKC : §, €, n et 0), indépendantes du Ca®* et acti-
vées par le DAG et le TPA, et les PKCs atypiques (aPKCs : £, A) indépendantes du Ca®* et
de I’activation par le DAG et le TPA et enfin une nouvelle PKC atypique (naPKC : p). Ce
sont des composants importants des voies de transduction des signaux intra-cytoplasmiques.
Elles sont connues pour leur implication dans la prolifération cellulaire et 1’apoptose
(Nishizuka et al, 1992, Lucas et al, 1995).

Leur rdle dans la régulation de I’apoptose reste controversé. La plupart des études sont
basées sur ’utilisation d’activateurs de la PKC comme ’ester de phorbol (TPA) et d’inhibiteur,
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comme H7 et montrent que l’activation et I’mhibition peuvent soit prévenir soit induire
I’apoptose, en fonction de la cellule étudiée (Leszczynski, 1996). Les nombreuses observations
conflictuelles refletent d’une part la complexité de la famille des PKCs (les PKCs sont exprimées
de fagon et a des niveaux variables dans différentes cellules, tissus ou organes ; de plus une méme
1so-enzyme répondrait de maniére différente a un méme stimulus dans des tissus différents) (Hug
et al, 1993) et d’autre part la limite des approches expérimentales utilisées pour la démonstration
de 'implication des PKC dans la régulation de ’apoptose (aucun activateur ou inhibiteur de PKC
disponibles actuellement ne semble avoir d’effets spécifiques sur toutes les iso-enzymes en parti-

culier 1a PKC &) (Leszczynski, 1996).

Tableau V : Résumé des caractéristiques des isoformes de PKC
(adapté a partir de Tahayato, 1996, Goodnight, 1994, Nishizuka, 1995)

_ Groupes de PKCs F Actxvateurs | Isoformes | Expression tissulaire
cPKC dépendantes du Ca**, |a ubiquitaire
activée par DAG, TPA .
BI quelques tissus
Bl cerveau uniquement
y plusieurs tissus
nPKC indépendantes du Ca®™, |§ ubiquitaire
activées par DAG, TPA . cerveau et autres
n@) peau, poumon, coeur
0 muscle, cellule T, etc...
aPKC indépendantes du Ca™, |¢ ubiquitaire
mdépendantes de DAG, . .
TPA A plusieurs tissus
naPKC u cellules NRQ

Comme I’a présenté Leszczynski (1996) dans sa revue, un élément important pour la
compréhension des effets des PKC dans ’apoptose est la considération que ’activation et la
translocation simultanée des PKC sont suivis par une diminution de ’enzyme suite a sa dégrada-
tion protéolytique. De fagon intéressante, il présente les résultats de différents travaux suggérant
que la diminution du taux de PKC dans la cellule pourrait étre responsable de I’apoptose : Emoto
et al (1995) et Ghayur et al (1996) ont montré qu’une protéase ICE-like (CPP32) active la PKCS

par protéolyse partielle suite au traitement par différentes conditions (des dommages de I’ADN, le
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TNF et I’anticorps anti-Fas) et que cette réaction s’accompagne de 1’induction de I’apoptose dans
la cellule. Selon Leszczynski, cette situation ressemble a la premiére étape de la down-régulation
de la PKC. D’autre part, la down-régulation de la PKCS3 et de la PKC £ par I'utilisation de nu-
cléotides antisens semble étre corrélée a I'induction de ’apoptose (Leszczynski et al, 1995). En
fin, Pongracz et al, 1995 observent une diminution de I’expression de la PKC £ dans les cellules
U937 évoluant vers I’apoptose.

La question selon Leszczynski serait :A quelles altérations de ’activité de la PKC est la
cause de ’apoptose régulée par la PKC ? (i) 'inhibition de la PKC ?, (i1) la down régulation de
’expression de la PKC qui suit son activation ? ou (iii) ’activation de la PKC ? Des études sup-
plémentaires sont nécessaires pour répondre a ces questions et ainsi clarifier le réle des PKC dans

la régulation de ’apoptose.

Ilustration de ’implication des kinases et des protéases dans la modification des
Lamines au cours de apoptose

La lamina nucléaire est un réseau de protéines fibrillaires qui tapisse la face inteme de
I’enveloppe nucléaire des cellules en interphase. Elle est constituée principalement de trois protéi-
nes (de masse moléculaires voisines de 60 & 70 kda) qui présentent de fortes homologies avec les
protéines du cytosquelette. Elles s’associent pour former un réseau fibreux. Les lamines A et C,
protéines issues de deux épissages différents d’un méme ARN, forment la trame qui est reliée a
I’enveloppe nucléaire par I’intermédiaire de la lamine B. La lamine B a un rdle de fixation de la
lamina a la membrane interne de ’enveloppe nucléaire pendant ’interphase cellulaire. Elle a
également un role dans le maintien d’une localisation périchromatinienne des vésicules formées a
partir de I’enveloppe nucléaire lors de la mitose par son interaction avec une protéine du cytos-
quelette : la vimentine. Enfin, elle permet 1’association indirecte de la lamina a la chromatine par
Iintermédiaire d’autres protéines, notamment le récepteur de la lamine B (molécule qui présente
un site d’attachement a I’ADN). La lamina a ainsi un r6le d’organisation générale de la chroma-
tine pendant ’interphase des cellules et celle de la structure du noyau.

Au cours de la mitose, le noyau des cellules subit de profonds changements qui vont per-

mettre a la cellule de se diviser en deux cellules filles. Les membranes extemes et internes des
cellules en interphase se dépolymérisent réversiblement en début de mitose (nécessitant le désas-
semblage de la lamina nucléaire) : en prophase, la phosphorylation des lamines par le complexe
formé par la cdc2-cycline B entraine la dépolymérisation de la lamina en petits oligomeres de
lamines. Survient ensuite une désagrégation des membranes nucléaires de 1’enveloppe nucléaire
en petites vésicules dispersées dans le cytosol.. La lamine B reste associée a ces petites vésicules

de membrane. Pendant ce temps, la chromatine se condense et s organise en chromosomes. En fin
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de mitose, les chromosomes mitotiques condensés se résolvent de nouveau en chromatine. Cela
provoque la déphosphorylation des lamines et donc leur polymérisation en un réseau fibreux. Puis
il y a fusion des vésicules bordées de membranes qui reforment les membranes caractéristiques de
I’interphase.

Au cours de I’apoptose, le noyau cellulaire subit un certain nombre de changements :

certains sont communs a la mitose comme la condensation de la chromatine, d’autres différents,
comme le maintien initial de 'intégrité de ’enveloppe nucléaire dans ’apoptose. La aussi, les
modifications nucléaires nécessitent au préalable un remaniement des lamines : on trouve au ni-
veau des cellules apoptotiques un désassemblage de la lamina, mais il est ici irréversible car suivi

de leur dégradation. On a donc le schéma suivant :

KINASES PROTEASES
PKC ou p34 cdc2 ? caspase-6 (Mch-2) ?
LAMINE —  , REMANIEMENT _ |, DEGRADATION
DESASSEMBLAGE

Les modifications de la lamina au cours du déroulement de 1’apoptose s’illustrent par un
désassemblage suivi d’une dégradation. Ces remaniements sont nécessaires pour la fragmentation
et la condensation initiale de la chromatine puis la formation des corps apoptotiques (I’interaction
qui existe entre les chromosomes et ’enveloppe nucléaire a besoin d’étre rompue avant la réorga-
nisation de I’ADN et la formation des corps apoptotiques hypercondensés, cela n’est possible que
s’il y a un désassemblage des lamines qui sont reliées a I’ADN). Par contre, ces remaniements
sont indépendants de la fragmentation de I’ADN donnant ’échelle d’ADN. L’observation d’une
cellule apoptotique montre ainsi une chromatine condensée et fragmentée, recouverte d’une cou-
che de membrane associée aux lamines.

En ce qui conceme ’implication des kinases dans le remaniement de la lamina des cellu-

les apoptotiques, les données sont nombreuses. Leur réle apparait incontournable, en effet : 1) des
modifications nucléaires dans I’apoptose nécessitent le remaniement des lamines et des modifica-
tions de la matrice nucléaire, 2) ces événements ne sont possibles que s’il y a phosphorylation des
protéines constitutives de ces structures, 3) pour qu’il y ait phosphorylation, il faut donc
Pexpression d’une kinase appropriée, 4) son transport au noyau, 5) et enfin son activation.
Contrairement au cas de la mitose, la kinase impliquée dans la phosphorylation des lami-
nes au cours de ’apoptose n’a pas encore été clairement déterminée, plusieurs candidates exis-

tent, 1l semblerait que I’'implication d’une kinase particuliére soit dépendante du modéle cellulaire
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envisagé ainsi que du signal déclenchant. Tous ces parameétres ont été pris en compte pour es-
sayer d’établir la liste des candidats possibles pour la phosphorylation des lamines au cours de
I’apoptose. Dans la littérature, deux catégories de kinases ont été décrites comme jouant un role
dans la phosphorylation des lamines apoptotiques : les PKCs et la p34 cdc2.

Zauli et al (1996) a montré une activation et une accumulation (_ies PKCa et PKCC dans
le noyau de cellules HL-60 traiées par I’acide rétinoique. Il suppose que cette translocation per-
mettrait ]a transduction de signaux extemes et la phosphorylation de certains substrats comme les
lamines. Sachant que les cellules HL-60 induites par I’AR, entrent en apoptose lorsqu’elles ont
terminé leur processus de différenciation le long de la lignée granulocytaire, I’implication de ces
PKC serait probable.

D’autres PKCs ont été associées au processus du changement des lamines pendant
I’apoptose. Lord et al (1995) ont montré que ’utilisation d’activateurs spécifiques de PKCs en-
trainent I’induction de I’apoptose dans les cellules HL-60. La DOPPA (activateur spécifique de la
PKCBp) et la Bis A (activateur spécifique de la PKC3) provoquent 1’apoptose des cellules. Ces
deux PKCs sont exprimées, transloquées du cytoplasme au noyau et activées dans les cellules. De
plus, un double marquage a permis de montrer une colocalisation de la PKCP avec la lamine B et
une colocalisation de la PKCS avec les sites de réplication de I’ADN d’ou la suggestion du role
de ces PKCs dans le déroulement de I’apoptose nucléaire des cellules myéloides. De la méme
maniére Pongracz ef al (1994) ont montré que les cellules U937, traitées par 1’activateur de la
PKCB, la DOPPA, sont induites en apoptose. Ils posent la question de I'implication de la PKCP
dans la modulation morphologique nucléaire, la topologie de I’ADN et I'interaction avec les pro-
téines du cytosquelette au cours de 1’apoptose, mais aucun substrat n’a été défini dans ce travail.
Enfin, Knox (1993) a travaillé sur des cellules épithéliales et a montré que leur mduction en
apoptose est aécompagnée d’une augmentation de I’expression de PKCp ainsi que sa transloca-
tion au noyau, d’une down-régulation de bcl-2 et d’une diminution de I’expression de Ki-67.

Outre la PKCB, la PKCS3 est la deuxiéme PKC la plus probablement impliquée dans la
phosphorylation des lamines pendant 1’apoptose. En effet, outre I’étude de Lord efal, 1995,
Emoto et al (1995) ont fait la découverte intéressante de |’activation protéolytique de la PKCS
clivée par une protéase ICE-like dans les cellules U-937 induite en apoptose par des radiations
ionisantes. Le clivage permet I’obtention d’un fragment de 40 kDa (correspondant a la kinase
activée) a partir de la protéine de 78 kDa. Il montre que cet événement est sensible a la surexpres-
sion de bel-2 et belx qui sont des génes anti apoptose.

Enfin, une augmentation de I’expression de la PKCe a été démontrée par Iwato et a/

(1994) parallélement a ’apoptose des thymocytes induite par les glucocorticoides.
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La p34-cdc2 (complexée a la cycline B) est un enzyme qui phosphoryle sur des résidus
Serines/Thréonine qui joue un rdle important dans le déroulement de la mitose, lorsqu’elle est
activée par son association a la cycline B. Elle a notamment pour substrat la lamine B et permet,
en la phosphorylant, la dissociation de la lamina. Certains auteurs ont montré son implication
dans I’apoptose de certains modeéles. Shi ez al (1994) ont montré que I’activation prématurée de la
p34-cdc2 est nécessaire pour 1’obtention de la réponse apoptotique des-lymphocytes T cytotoxi-
que au granzyme (protéases). Ils supposent que I’initiation d’une mitose avortée par 1’activation
prématuree de la p34-cdc2 serait un mécanisme général pour I’induction de I’apoptose et parlent
du phénoméne de catastrophe mitotique dont les caractéristiques morphologiques sont similaires a
I’apoptose. Cependant Oberhammer ez a/ (1994) a montré que la condensation de la chromatine
pendant 1’apoptose des fibroblastes est due a une rapide protéolyse de la matrice nucléaire

n’impliquant pas ’intervention de la p34-cdc2.

3) Génes contrdlant Fapoptose

Plusieurs oncogenes participent a 1’aiguillage de la cellule vers un processus de prolifé-
ration, de différenciation ou d’apoptose, leur expression étant fonction de signaux transmis a la
cellule. On distingue le groupe des génes activateurs de 1’apoptose et celui des inhibiteurs
(Guidotti er al, 1995, Tableau VI). Leur nombre continue toujours de s’agrandir et la plupart
d’entre eux sont conservés du Nématode aux Mammiféres en passant par les virus.

Les produits d’oncogénes qui ont été impliqués dans la régulation de 1’apoptose, sont des
récepteurs membranaires, des facteurs de transduction, des kinases, des protéases ou des facteurs
de transcription. Certains, comme Bcl-2, sont essentiellement inhibiteurs de I’apoptose, tandis que
d’autres, tels que c-myc, sont aussi impliqués dans le controle de la prolifération. D’autres encore
agissent comme des points de controle ou le métabolisme cellulaire s’oriente soit vers la mort soit
vers la prolifération : c’est le cas de p53. La caractérisation de la fonction de produits d’autres
génes permettra de définir plus précisément le processus de la mort cellulaire au niveau biochimi-
que (White, 1996).

Dans notre revue, nous n’aborderons que le cas des génes les plus couramment étudiés

dans I’apoptose, a savoir ICE/ced-3, bcl-2, c-myc et p53.
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Tableau VI: Principaux génes activateurs ou inhibiteurs de I’apoptose

GENES INDUCTEURS OU EXPRIMES PENDANT L’APOPTOSE

Genes | Produit de génes , Effets - Références
c-myc facteur de trans- | active dans certains cas le programme Evan et al, 1992
cription apoptetique ]
c-fos facteur de trans- | induit ’apoptose quand il est exprimé de | voir Guidotti ez al,
cription facon continue 1995
fas/Apo- |récepteur mem- | la liaison du ligand induit I’apoptose voir Nagata et al,
1/CD95 branaire 1997
TNF-R1  |récepteur mem- |la liaison du ligand (TNFc) induit Smith e? al, 1994
branaire I’apoptose
reaper, hid | homologue a induit I’apoptose dans D. melanogaster White, 1994
Fas/TNF
famille protéases a cys- | initie la phase active de 1’apoptose voir Patel et al,
ICE téine 1996
ced-4 ? induit ’apoptose dans C-elegans Ellis et Horvitz,
1986
p53 facteur de trans- | induit 1’apoptose apres dommage causé a | Oren ef al, 1992
cription I’ ADN et perte de la fonction Rb
TGt transglutaminase | s’accumule dans les cellules apoptotiques | Fesus ef al, 1991
Grb-3 facteur de trans- | exprimé pendant ’apoptose dans certains | voir Guidotti ef al,
duction tissus 1995
Trpm2 clustérine, SGP-2 | exprimé pendant I’apoptose dans certains | voir Guidotti ef al,
tissus 1995
nur77 récepteur nu- son expression pendant I’apoptose initie la | Woronicz et al,
cléaire transcription de génes 1994
c-rel facteur de trans- | controle de I’apoptose dans les cellules B | Abbadie ef al, 1993
cription Wu et al, 1996
RP-2 récepteur mem- | exprimé pendant les phase précoces de voir Guidotti et al,
branaire I’apoptose 1995
~ GENES INHIBITEURS DE L’APOPTOSE ET GENES DE SURVIE 7
bel-2 famille Bcl-2 mmhibe le programme apoptique White et al, 1996
ced-9 famille Bcl-2 White et al, 1996
bel-xp famille Bcl-2 White et al, 1996
MCL-1 famille Bcl-2 White et al, 1996
Al famille Bcl-2 White et al, 1996
abl protéine kinase 2 | inhibe le programme apoptique comme Mc Gahon et al,
tyrosine Ber-Abl 1994
Dorsch et Goff,
1996
ras facteur de trans- | inhibe I’apoptose voir Hale et al,
duction 1996
raf proténe kinase a | inhibe 1’apoptose voir Hale et al,

sérine et thréo-
nine

1996
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a) ICE/Ced-3

i) Définition

Une analyse génétique chez le nématode C. elegans a permis d’identifier Ced-3 comme
étant le produit d’un des deux génes (I’autre étant ced-4) absolument nécessaires pour la réalisa-
tion de I’apoptose au cours du développement de cet animal. Ced-3 code pour une protéase a
cystéine qui présente une forte homologie de séquence avec ICE (pour Interleukin-1p Converting
Enzyme)/Ced-3, enzyme dont la fonction connue est ia maturation de la pro-IL-1B en IL-1, une
cytokine inflammatoire biologiquement active (Nicholson, 1996 et Kaufman, 1996). De nom-
breux travaux ont mis en avant un role essentiel d’ICE dans 1’apoptose.

Des études de clonage moléculaire ont permis récemment d’identifier plusieurs
membres homologues de la famille ICE et CED-3 et de définir une nouvelle famille de protéases
ICE-like. Elle inclut la CPP32/Yama/Apopain, Nedd2/Ich-1, TX/Ich-2/ICEH, ICE-rel-IlI, Mch2
et ICE-LAP3. De nouveaux membres continuent d’étre identifiés et une nomenclature uniforme a
récemment été proposée (la sélection du mot caspase est basée sur deux propriétés catalytiques de
ces enzymes : ‘C’ pour protéase a cystéine, ‘ASPASE’ pour leur capacité a cliver apres des rési-
dus d’acide aspartique et un numéro correspondant a 1’ordre de publication des différents ADNc,
Tableau VII).

Les caspases sont exprimées dans une large gamme de tissus et de lignées cellulaires.
Leur expression ectopique entraine I’apoptose dans une grande variété de cellules. Elles présen-
tent toutes les caractéristiques suivantes : elles possédent une séquence commune (QACRG)
contenant le site actif de I’enzyme, elles clivent leurs substrats protéiques au niveau de sites com-
portant des résidus aspartique (D) et elles sont toutes synthétisées initialement sous forme d’une
pro-enzyme qui est activée par clivage au niveau d’un résidu aspartate sur des sites ressemblant a
leurs propres cibles. Des phénomeénes d’automaturation et de transactivation entre certaines cas-
pases ont été démontrés. Cela suggére ’existence d’une cascade d’activations protéolytiques

(Figure 6A, Martins et Eamshaw, 1997).

ii) Cibles des protéases

1l est désormais établi que la protéolyse joue un rdle central dans I’initiation et la propa-
gation du processus apoptotique (Martin et Green, 1995, Takahashi et Earnshaw, 1996 et Patel,
1996). Parmi les protéases impliquées, les protéases a cystéine de la famille ICE jouent un role
essentiel D’autres protéases a cystéines sont également impliquées (Patel ef al, 1996) ainsi que
des protéases a sérine comme le groupe des fragmentines/granzymes, des calpaines et des protea-

ses du complexe d’ubiquitination.
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or

Tableau VII : Protéases de la famille ICE/CED-3

(d’apres Patel, 1996, Martin et Earnshaw, 1997, Nicholson et Thornberry, 1997)

Protéases

Superfamilles ‘S“é‘q‘ué‘nce il e
de protéases A Nouvelle ~-Anciens noms Site actif | ' de ' Substrats Inhibiteurs synthétiques:
cystéines nomenclature reconnaissance i i
ICE-like proteases caspase-1 ICE QACRG YVAD pro-IL1f3, pro-ICE Y VAD-aldéhyde,
pro-YAMA YVAD-cmk
caspase-4 ICErel-Il, TX, ICH-2 | QACRG WEHD pro-ICE , pro-TX
caspase-3 ICErel-11I, TY WEHD ?
Ced3-like proteases / ced3 QACRG DETD ?
caspase-3 CPP32, Yama, QACRG DEVD PARP, SREBP-1 ¢t SRBP-2 | DEVD-aldéhyde,
apopain Mch-2, Mch-6 DEAD-aldéhyde,
huntingtin, U1-70kDa, Y VAD-cmk,
DNA-PK TLCK, TPCK
caspase-6 Mch2 QACRG VEHD PARP, Lamin, CPP32
caspase-7 Mch3, ICE-LAP3, QACRG DEVD PARP, SREBP TPCK
CMH-1
caspasc-10 Mch4 QACRG / CPP32, Mch-3
caspase-8 MchS, FLICE, QACRG LETD CPP32, pro-TX DEVD-AMC,
MACH YVAD-AMC
caspase-9 Mcho, ICE-LAP6 QACRG LEHD PARP
NEDD-2-like proteases | caspase-2 ICH-1, NEDD-2 QACRG DEHD ?
Sérine protease granzyme B N/A IEPD CPP32, pro-Mch-3,

proMch4
proMchS5




Figure 6 :
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La cascade d’activation de telles enzymes entraine des clivages protéolytiques nombreux
qui ménent a des modifications irréversibles des protéines. La liste des substrats et des cibles
potentiels de ces protéases, principalement pour les protéases ICE-like, s’agrandit constamment
(Tableau VIII, d’aprés Patel er al, 1996 et Casiano et Tan, 1996). Elle inclut de nombreuses
protéines nucléaires et cytoplasmiques qui contribuent au maintien de Pintégrité structurale et
fonctionnelle du noyau ou de la cellule entiére (Figure 6B). Parmi elles, on trouve la polymérase
poly(ADP-ribose) ou PARP, la petite ribonucléoprotéine Ul de 70kda (U1-70kDa snRNP), les
lamines et la proténe kinase C& (PKCS). Pour certains de ces substrats , la protéolyse entraine

une perte de fonction. C’est le cas de la PARP qui ne pourra plus étre activée par des dommages

causés a ’ADN apres protéolyse (Kaufmann, 1996). De la méme maniére, le clivage des lamines
Joue en faveur de ’apoptose en dissociant les lamines de leurs protéines nucléaires associées
(lamin receptors) (Kaufmann, 1996). Il provoque ainsi la diminution de la rigidité de I’enveloppe
nucléaire et permet la formation de petits fragments nucléaires pouvant étre emballés dans des
corps apoptotiques. Pour d’autres substrats, la protéolyse va entrainer un gain de fonction. C’est le cas
de lIa PKCS ou de la kinase PITSLRE qui semblent étre activées aprés protéolyse (Kaufmann, 1996).
De plus, rappelons que les protéases sont elles-mémes activées par autoclivage.

En conclusion, les observations rapportées, principalement dans le domaine de la famille
ICE et celle des granzymes, suggerent fortement que les effets de nombreux clivages protéolyti-
ques sont directement impliqués dans la production de manifestations morphologiques typiques de
Papoptose. Les protéases sont donc bien des effecteurs de I’apoptose, comme 1’ont démontré de
nombreuses équipes. L’identification d’autres substrats fait actuellement ’objet de recherches
soutenues.

Exemple : Implication des protéases dans la dégradation de 'ADN : Différents événe-

ments apoptotiques nécessitent une activité protéasique. L’une d’elle est la génération de chroma-
tine clivée. Elle pourrait se produire par deux voies, la premiére faciliterait la libération de ’ADN
de la charpente nucléaire, permettant aux nucléases un meilleur accés a ’ADN. Il a été montré
que des protéases a sérine, régulées par le Ca®* sont associées a la charpente nucléaire et que leur
activation permet le clivage des lamines A et C, ce qui entraine la rupture de la structure nu-
cléaire. Cette rupture pourrait séparer la chromatine de ces protéines de la charpente et permettre
I’acceés des nucléases aux sites d’action. Une seconde voie est 1’activation des nucléases elles-
mémes, les libérant de complexes d’inhibition ou modifiant leur conformation. La mort rapide
causée par la libération de granzymes (sérine protéases) des lymphocytes T cytotoxiques et des
cellules NK dans des cibles inclut la fragmentation caractéristique de I’ADN, suggérant que la
libération de granzymes activerait des nucléases endogénes (Montague et Cidlowski, 1996)
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Tableau VIII: Principales cibles des protéases apoptotiques

(d’apres Patel ef al, 1996 et Casiano et Tan, 1996)

SUBSTRATS _ Signification _Fonctions normales | Conséquence du | Références
SR ' = 2 “clivage ki Ty
Nucléaires :
PARP polymerase poly - réparation de ’ADN | perte de fonction | Patel et al,
(ADP-ribose) - interagit avec chroma- | (116-»85 KD) 1996
tine dans la matrice
nucléaire
topoisomérase |/ - modification de la perte de fonction Kaufmann,
I topologie de I’ADN (170/180=>multiple) | 1996
- attache Ia chromatine a
Ia matrice nucléaire
endonucléase |/ clivage de ’ADN gain de fonction Patel ef al,
1996
histone H1 / structure de la chroma- | perte de fonction Patel et al,
tine 1996
U1-70KDa petite ribonucléoprotéine | - épissage d’ARNm réduction des trans- | Patel ef al,
U1 de 70kda (SnRNP) précurseur cripts actifs 1996
- association 4 la 70-»40 KD
matrice nucléaire ?
NuMA protéines de la matrice - formation de fuseaux | désassemblage nu- | Patel ef al,
nucléaire mitotiques cléaire 1996
- attache la chromatine a | 210-240-»160-180
la matrice nucléaire KD
lamine B - formation de désassemblage nu- | Patel ef al,
I’enveloppe nucléaire cléaire 1996
structure du noyau (68=>45et 21 KD | Zhivotosky
- attache la chromatine 3 | ou 67->46 KD) et al, 1996
1a matrice nucléaire
Rel facteur de transcription Zhivotovsky
de la famille NF-kB/Rel et al, 1996
PITSLRE-PK gain de fonction Patel et al,
1996
Cytoplasmiques . =
Rb protéine de prédisposi- | suppression de 1a crois- |arrét en Gl Patel ef al,
tion au rétinoblastome sance et protection con- 1996
tre la mort Wang, 1997
PKC3 protéine kinase Cd progression dans le arrét en G2-M Zhivotovsky
cycle (78kD IT 40 kD) et al, 1996
B-actine protéine du cytosquelette désassemblage Zhivotovsky
et al, 1996
fodrine protéine du cytosquelette | ancrage des filaments désassemblage Patel et al,
associée a la membrane | d’actine 4 la membrane 1996

plasmique
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b) Bel-2

i) Définition

Bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2) est actuellement le protooncogene le plus étudié
pour son role dans la régulation de 1’apoptose.

Le gene bcl-2 a tout d’abord été individualisé en raison de son implication dans la trans-
location chromosomique t(14;18) qui est retrouvée dans 90% des cas de lymphomes folliculaires
(Bakhshi ef al, 1985). Cette translocation place le géne bcl-2 sous le contrdle de ’activateur du
géne d’une chaine lourde d’immunoglobuline et provoque une expression constitutive élevée de
Bcl-2. L’incapacité des cellules, portant cette translocation, d’évoluer vers 1’apoptose, suggere
que, contrairement a d’autres oncogenes, Bcl-2 est un géne protecteur de I’apoptose.

Un homologue structural et fonctionnel de Bcl-2, ced-9, a été identifié chez le nématode
C. elegans par analyse génétique classique et met en relief la conservation de ce type de géne
dans le régne animal (Hentgartner ef al, 1994).

De nombreux travaux montrent I’importance et 1’implication de Bc¢l-2 dans la régulation
de I’apoptose, particuliérement dans les modéles ou Bcl-2 est normalement trés fortement exprimé
(c’est a dire dans certains tissus durant le développement embryonnaire (Lebrun et al, 1993), ou
chez I’adulte, dans les cellules souches, les cellules a durée de vie trés longue comme les lympho-
cytes B ou au repos et dans les neurones périphériques (Hockenbery et al, 1991). Cependant, il
existe des situations ou I’apoptose n’est pas inhibée par Bcl-2. Par exemple, la stimulation de
I’immunoglobuline de surface des cellules de la lignée B immature WEHI-231 déclenche un si-
gnal d’apoptose qui n’est pas inhibé par Bcl-2 (Cuende ef al, 1993). Aujourd’hui on sait qu’il
existe toute une classe de protéines homologues du produit du géne Bcl-2 qui régulent la mort cellulaire
programmée, soit en inhibant ce processus, soit en le stimulant (Larsen, 1996) (Tableau IX).

Outre cette parenté d’activité biologique, il existe une parenté structurale qui est fondée
sur la présence de domaines conservés appelé BH pour Bcl-2 Homology Domain : BH1, BH2,
BH3, BH4. Ces différents domaines sont nécessaires a la dimérisation des protéines de la famille

ainsi qu’a leur activité biologique (Larsen, 1996) (Figure 7A).

ii) Mécanisme d’action

Le mécanisme d’action exact de Bcl-2 est encore inconnu mais plusieurs processus y
participant ont €té suggérés ou mis en évidence.

1) Avec I’observation que les membres de la famille Bcl-2 forment des homo- ou hétéro-
dimeéres pouvant apparemment agir de facon opposée, 1’équipe de Korsmeyer a apporté une ex-

plication mécanistique quant a leurs effets différentiels dans la régulation de ’apoptose. Amsi,
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Tableau IX : Présentation des membres de la famille B¢l-2

_ Protéines des génes inhibiteurs de ’apoptose =~ | Queue | Origine
. : : ' : hydrophobe :

Bcl-2 B cell lymphoma/leukemia + mammifére
Bcel-xL + mammifére
Bel w + mammifére
Mcl-1 myeloid celle leukemia 1 + mammifere
Al + virus
NR-13 + virus
ASFV LMW5-HL - virus
EBV BHRF1 + virus
Ced-9 + nématode
Protéines des génes stimulateurs d’apoptose :
Bax Bcl-2 associated X protein + mammifére
Bak-1 Bcl-2 homologous antagonist/killer-1 + mammifére
Bak-2 Bcl-2 homologous antagonist/killer-2 ? mammifére
Bik Bcl-2 interacting killer + mammifére
Bcl-xS + mammifére
Bad - mammifére
Nbk Natural bom killer mammifeére
Protéines de génes a statut non défini S : ,
bfl-1 | ? mammifére

I’engagement ou non d’une cellule dans la voie de 'apoptose est le résultat d’un équilibre entre
les formes pro-apoptotiques (essentiellement Bax et Bak) et les formes anti-apoptotiques
(essentiellement Bcl-2 et Bel-xp) via des jeux multiples d’homo- ou hétérodimérisation (Oltvai

et al, 1996). De cette maniére, le niveau d’expression d’inhibiteurs ou d’activateurs de |’apoptose
dans une cellule, va déterminer la tendance de la cellule a entrer en apoptose, induite par divers
stimuli. Quand ’hétérodimére Bcl-2/Bax prédomine, les cellules sont résistantes a 1’apoptose.
Tandis que la prépondérance de ’homodimére Bax/Bax favorise la survenue de 1’apoptose,
I’homodimere Bcl-2/Bcl-2 lui n’a pas d’effet protecteur (Figure 7B).

2) Des interactions existent trés vraisemblablement avec d’autres protéines de la famille

Bcl-2 et/ou des protéines non apparentées (Larsen, 1996). Par exemple, Bcl-2/Bax et Bel-x;/Bax

peuvent interagir avec un troisiéme partenaire, Bad (Takayama et al, 1995). Cette protéine, con-

trairement a la plupart des autres membres de cette famille, ne possede pas de domaine d’ancrage
membranaire. Elle semble capable de dissocier deux hétérodimeéres précipités en s’associant avec
I'une et I’autre des protéines protectrices et libérant Bax. Ce déplacement abolit 1’activité protec-

trice de Bel-xy, alors qu’il est sans effet apparent sur celle de Bcl-2.
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Comparaison de la structure des protéines de la famille Bcl-2 (d’apres Zha et

al, 1996)
BH: Bcl-2 homology domain ; TM : domaine transmembranaire

Figure 7A :

BCL-X_ BCL-2
BCL-X_ BCL-2

. . cell survival

cell death

Figure 7B:  Bad est un régulateur négatif de ’apoptose (d’aprés Yang et Korsmeyer, 1996).

Bad déplace Bax des hétérodiméres Bcl2/Bax ou Belxy /Bax, permettant la formation
d’homodimeres Bax/Bax, qui favorise la mort.
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3) Outre le niveau d’expression de chacun des membres de la famille, un autre facteur

semble jouer un role trés important : c’est 1’état de phosphorvlation des protéines (Gajewski,

1996). Ainsi, la phosphorylation de Bcl-2 semble mhiber ses fonctions anti-apoptotiques. Par
contre, la phosphorylation de Bad, jouant un role essentiel dans sa localisation, aurait une fonc-
tion inverse. Une théorie récente avance que Bad, sous sa forme phosphorylée serait liée a la
protéine cytosolique 14-3-3 et serait ainsi séquestrée dans le cytosol. En revanche, Bad, sous sa
forme non phosphorylée, serait associé a Bcl-x; et de ce fait, serait localisée au niveau des mem-
branes intracellulaires. Bad serait ainsi la protéine cible des facteurs de survie. Ainsi, un des mé-
canismes par lesquels Bcl-2 et Bel-xL. permettent la survie impliquerait un réle de récepteurs
pour les signaux émis dans la cascade d’événements controlant 1’apoptose (Gajewski et Thomp-
son, 1996)

Un_autre mécanisme est suggéré par la structure 3D de Bcl-x;, récemment déterminée.

Cette analyse a révélé la présence de 2 hélices alpha hydrophobes centrales (Muchmore ef al,
1996). Cette structure tertiaire présente des homologies avec les domaines de translocation mem-
branaires de la colchicine et de la toxine diphtérique. Sachant que Bcl-2 et Bcl-x sont localisés
sur la membrane extemne de la mitochondrie, dans le réticulum endoplasmique, et la membrane
nucléaire, ils pourraient donc former un pore impliqué dans I’homéostasie des organites cellulai-
res, particuliérement dans la mitochondrie. Ils protégeraient ainsi les cellules contre des change-
ments électrochimiques qui se produisent sous des conditions physiologiques de stress. Bad inter-
férerait avec ’assemblage ou la fonction de tels pores, ce qui éliminerait la capacité de Bcl-2 et
Bcl-x; a protéger les cellules de la mort (Gajewski, 1996). Au niveau de la membrane mitochon-
driale, les protéines Bcl-2/Bcl-x; pourraient modifier la perméabilité a des protéines mitochon-
driales : le cytochrome ¢ ou le facteur AIF (Apoptotis Inducing Factor) qui sont des facteurs
apoptogéniques, sont libérés de 1’espace intermembranaire mitochondrial et fuient vers le cytosol.
Le cytochrome ¢ apparait dans le cytoplasme avant la dépolarisation de la membrane mitochon-
driale, qui est un phénomene assez tardif dans le déroulement de I’apoptose ; il induit ’activation
de la cascade des protéases ICE/Caspases, et avant tout de la protéase CPP-32. En revanche,
AIF, probablement une protéase de 50 kDa, est libéré plus tardivement, parallélement a la dépo-
larisation de la membrane mitochondriale, et semble agir directement et indépendamment des
caspases. Ce mécanisme d’action, encore largement incompris, reste a éclaircir (Kahn, 1997).
Outre la libération de AIF et du cytochrome c, il existe plusieurs conséquences de la modification
de la perméabilité mitochondriale : la rupture du potentiel transmembranaire mitochondrial, le
changement du potentiel redox principalement (avec la déplétion de glutathion réduit et hyperpro-

duction de I’anion superoxyde), la modification du métabolisme énergétique (déplétion de
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NAD(P)H, et d’ATP) et la compartimentalisation des ions (Kroemer, 1997). Ces processus favo-
risent eux-méme le systéme, créant ainsi une boucle rétroactive positive. Bcl-2 peut soit agir en
inhibant D’ouverture des pores ou rompre une ou plusieurs boucles rétroactives auto-
amplificatrices (par exemple, en influengant la libération du cytochrome c).

Le mécanisme exact par lequel Bcl-2 mhibe la modification de perméabilité est inconnu.

¢) c-Mye

L’oncogéne c-myc, une des clés de la régulation de la prolifération cellulaire, intervient
dans la régulation de I’apoptose. La premiére démonstration directe montrant que c-myc est im-
pliqué dans ’apoptose provient d’une étude réalisée sur une lignée cellulaire IL-3 dépendante
(32D.3). En effet, suite a une privation en IL-3, I’expression de c-myc est diminuée parallélement
a une accumulation de ces cellules en phase GO/G1 du cycle cellulaire, suivie d’une mort par
apoptose (Askew ef al, 1991). Par ailleurs, le groupe d’Evan a montré que dans des fibroblastes,
une forte expression de c-myc parallélement a une privation en sérum induisait 1’apoptose (Evan
et al, 1992).

La protéine agit comme un facteur de transcription. En effet, myc posséde un domaine de
transactivation et un domaine en hélice-boucle-hélice contenant un motif «deucine-zipper», lui
permettant de s’hétérodimériser avec la protéine Max. L’hétérodimére Max-Myc serait un régu-
lateur de I’expression de génes spécifiques impliqués dans le controle du cycle cellulaire et de
I’apoptose (Amati efal, 1994). Deux modeles permettraient d’expliquer la survenue de
1’apoptose induite par c-myc : selon le premier, ’apoptose survient lorsqu’il existe un découplage
entre des niveaux élevés d’expression de c-myc et la disparition de signaux mitogéniques. Selon le
second, c-myc induit a la fois un programme de prolifération et d’apoptose. L’orientation vers
I’apoptose serait le résultat d’'un manque de facteur de survie, comme des cytokines ou Bcl-2
(Yang et Korsmeyer, 1996).

Ainsi, ces observations suggérent que ’activation du protooncogéne c-myc, provoquant
sa surexpression, pourrait provoquer la mort quand les facteurs paracrines sont déplétés. Cepen-
dant quand il y a survenue simultanée ou additionnelle d’événements supprimant la mort, comme
la surexpression de Bcl-2, elle ménerait a la carcinogenése (Yang et Korsmeyer, 1996).

c-Myc jouerait donc un role trés important dans 1’aiguillage de la cellule vers le choix de

la prolifération ou de la mort.
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d) P53

La protéine P53 est une phosphoprotéine nucléaire, produit d’un géne suppresseur de tu-
meur. Son inactivation par mutation ou délétion génique, ou par liaison a une protéine virale
(antigéne T de SV40) ou cellulaire (MDM?2) est observée dans une grande partie des tumeurs
humaines (Solary et al, 1993).

Elle joue un role important dans la régulation de la prolifération, en particulier au cours
de la transition de la phase G1/S du cycle cellulaire. Ainsi, P53 controle la transcription de génes
spécifiques tels que GADD45 (Growth Arrest related to DNA Damage) et p21™V*FV“® qui con-
courent séparément & empécher la progression du cycle cellulaire de G1 a S (le géne p21™VAFV/<¥!
code pour une protéine qui, en se fixant a une kinase cycline-dépendante (Cdk-2), inhibe la répli-
cation de I’ADN). Cet arrét forcé en phase G1 permet a la cellule de réparer son ADN, évitant
ainsi la perpétuation de la mutation dans les cellules filles (Harrison ef al, 1995).

D’autre part, P53 est capable d’induire ’apoptose (Oren ef al, 1992). En effet, 1a surex-
pression de P53 sauvage dans une lignée myéloide murine induit une mort par apoptose. Cet effet
peut étre inhibé par I’'IL-6 (Yonish-Rouach ef al, 1991). Bien que les mécanismes impliqués dans
cette induction soient encore mal connus, il semble que le role de régulateur de la transcription
médié par P53 soit primordial. En particulier, P53 augmente 1’expression du messager de Bax,
parallélement a une diminution de celui de Bcl-2 (Miyashita er al, 1994). Comme on I’a déja
rappelé, I’équilibre Bax/Bcl-2 joue un role clé dans ’apoptose. De plus, P53 est capable de ré-
primer la transcription de c-myc mais aussi de c-fos et de c-jun.

Par ailleurs, il semble que 'implication de P53 dans le processus apoptotique soit dépen-
dant du type d’inducteur et que I’on puisse distinguer des voies dépendantes et indépendantes de
P53. Par exemple, des thymocytes murins déficients en p53 preésentent une résistance a 1’apoptose
induite par une irradiation ou par I’étoposide. En revanche, la sensibilité de ces thymocytes aux
glucocorticoides, a une stimulation du TCR ou aux ionophores calciques reste inchangée, indi-
quant bien qu’il doit exister plus d’un mécanisme de transduction du signal apoptotique dans les
tﬁyrnocytes. En conclusion, il semble que p53 soit surtout essentielle a I’initiation d’une mort par
apoptose induite par des cassures de I’ADN (White, 1996 ; Bettaieb et Laurent, 1997)

Ainsi la p53 agit physiologiquement comme un gardien du génome cellulaire, selon le
terme employé par Lane (1992). Si I’ADN est altéré, la p53 s’accumule et bloque le cycle cellu-
laire en G1 pour permettre au systéme de réparation de fonctionner. Si les lésions de I’ADN per-
sistent ou si la cellule ne recoit pas de signaux appropriés, la p53 pourrait induire I’apoptose. Si
la p53 est absente, mutée, ou inactivée, la cellule ne s’arréte pas pour réparer son génome. Mutations et

réarrangements chromosomiques s’accumulent alors et conduisent a la sélection de clones malins .

48



E. APOPTOSE ET PATHOLOGIE

Au regard de ces nombreuses implications physiologiques, il est logique que toute
dérégulation de ce programme de mort ait des conséquences néfastes sur I’organisme. De
nombreuses maladies sont en effet liées a I’incapacité de certains types cellulaires a entrer
en apoptose d’ou une survie néfaste pour 1’organisme (c’est le cas du cancer et des maladies
auto-immunes), inversement, un emballement du systéme entraine la mort inconsidérée de
cellules non vouées normalement a disparaitre (c’est le cas du SIDA et des maladies neuro-

dégénératives) (Tableau X).

1) Conséquences d’un excés d’apoptose

Le SIDA (Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise) induit par le virus HIV est sans
doute ’exemple majeur de déplétion cellulaire associée a une infection virale. Il entrainerait
la diminution de certaines populations cellulaires comme les lymphocytes T CD4+, princi-
pale cible de ’infection virale, et celle des neurones cérébraux. Il a été montré que CD4 agit
comme un récepteur pour l’attachement viral ce qui facilite I’infection par HIV au niveau
des LT CD4+. De facon surprenante, la plupart des cellules qui meurent pendant I’infection
par le virus ne sont pas forcément infectées. Des données récentes suggérent que la liaison
du produit viral soluble gp120 sur le récepteur CD4 agit comme une pré-stimulation des
lymphocytes T non infectés dont I’apoptose serait induite des ’activation du TCR (pour T
Cell Receptor) (Ameisen ef al, 1995).

Plusieurs maladies neurodégénératives sont associées a un exces de mort par apoptose :

Dans la maladie d’ Alzheimer, les neurones de I’hippocampe meurent prématurément par
apoptose ce qui entraine une perte progressive et irréversible de la mémoire et du ‘cognitif’. Bien
que ce qui provoque ce suicide précoce soit encore inconnu, il semblerait que le dépot de peptide
B-amyloide en soit responsable (Loo ef al, 1993).

Dans I’atrophie musculaire spinale, il semblerait que la perte de motoneurones au niveau
de la moelle épiniére soit liée a un défaut dans le géne qui code pour une protéine d’inhibition de
I’apoptose (NAIP pour Neuronal Apoptosis Inhibitor Protein), homologue d’un inhibiteur de
I’apoptose viral connu (IAP pour Inhibitor of Apoptosis Protein). La perte de I’effet protecteur
anti-apoptotique de NAIP permettrait peut-étre a ’apoptose des motoneurones de s’effectuer
(Bredesen, 1995).

49



Tableau X : Apoptose et pathologie

Maladies associées 2 l’inhibitibnide l’apoptose

Cancer

- lymphome folliculaire
- carcinomes avec des mutations p53
- tumeurs hormono-dépendantes :

- cancer du sein

- cancer de la prostate

- cancer de ’ovaire

Maladies autoimmunes

- lupus érythémateux systémique (LES)
- forme autoimmune de glomérulonéphrite
- diabéte de type I

Infections virales - virus de I’Herpes
- virus de la Variole
- Adenovirus
Maladies associées & une augmentation de I'apaptose
Maladie du systéme immunitaire - SIDA
Maladies neurodégénératives - maladie d’Alzheimer
- maladie de Parkinson
- maladie de Creuztfeld-Jakob

- maladie de Huntington

- sclérose latérale amyotrophique (SLA)
- rétinite pigmentaire

- dégénerescence cérébelleuse

Syndrome myélodysplasique

- anémie aplasique

Lésions ischémiques

- infarctus du myocarde
- congestion cérébrale
- lésions apreés reperfusion

Pathologies hépatiques provoquée par une toxine

- alcoolisme

Autres

- vieillesse
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2) Conséquences d’uh manque d’apoptose

Par ailleurs, certaines maladies pourraient étre associées a un défaut d’apoptose. C’est le
cas de nombreux cancers pour lesquels un défaut de mort cellulaire apoptotique aurait des consé-
quences tout aussi importantes que la croissance exagérée qui, au départ, était la seule a étre en-
visagée. Deux défauts génétiques, associés de fagon importante aux désordres prolifératifs (p53 et
bel-2, voir le chapitre I-G) sont a présent connus pour étre les régulateurs de ce processus. Quand

p53 n’est plus fonctionnel, 1’apoptose ne se produit plus, en partie a cause de la perte des points
de controle du cycle cellulaire et par défaut d’activation transcriptionnelle de génes qui vont pro-
mouvoir la mort (comme bax). La surexpression de protéines inhibitrices de la mort comme Bcl-
2, observée dans la plupart des lymphomes folliculaires en conséquence d’une translocation
chromosomique t(14 ;18), retarde également le processus d’élimination normal et méne a une
accumulation cellulaire.

Un autre exemple de défaut d’apoptose est illustré par les maladies autoimmunes, ou des
lymphocytes autoréactifs apparaissent pendant le développement ou consécutivement a une ré-
ponse immune. Le lupus érythémateux est une forme de maladie autoimmune qui impliquerait un
échec complet de ’exécution de I’apoptose. En effet, la plupart des auto-anticorps produits pen-
dant la maladie, reconnaissent des épitopes situés a ’'intérieur d’une série de polypeptides qui
sont les cibles de clivages protéolytiques au cours des processus apoptotiques normaux.

Enfin, des infections virales persistantes sont maintenues et se développent car la réponse
normale de la cellule hdte, qui devrait disparaitre par apoptose en réaction a I'infection virale, est
supprimée par les produits de génes viraux (comme la protéine E1B-19K, les IAP viraux ou la
protéine p35 du baculovirus chez les msectes)(Theodoro et Branton, 1996 et Cuff et Ruby,
1996).

Ainsi, en raison de I’'importance des conséquences produites par un mangue ou un exces
d’apoptose en pathologie humaine, il est primordial d’en mieux connaitre les mécanismes mole-

culaires afin de pouvoir développer des thérapies adaptées et efficaces contre toutes ces maladies.

F. APOPTOSE : SON IMPLICATION DANS LE TRAITEMENT DU CANCER

Comme on 1’a déja évoqué, le processus de mort cellulaire est maintenant connu comme
étant un composant important de la carcinogenése : la progression tumorale serait, dans de nom-
breuses circonstances, davantage la conséquence d’un taux diminué de mort cellulaire que d’une
prolifération augmentée (dans le lymphomes folliculaires par exemple). Quatre catégories

d’interventions non chirurgicales couramment utilisées dans le traitement de patients cancéreux,
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la chimiothérapie, le traitement par radiations, le traitement biologique et la thérapie génique im-
pliquent la mort par apoptose des cellules cancéreuses (Mc Donnell, 1995)

1) Les résultats récents concemant la chimiothérapie ont permis d’établir que la plupart
(sinon tous) les agents anticancéreux agissent en induisant 1’apoptose dans les cellules tumorales
in vitro et in vivo. Des avancées dans la connaissance des mécanismes impliqués pourraient per-
mettre I’identification de nouvelles cibles et le développement d’agents ahticancéreux plus spéci-
fiques (Hannun, 1997).

2) La thérapie biologique est basée sur ’utilisation de composants, comme des cytokines
ou des anticorps, dans le but de contréler la croissance cellulaire. En effet, certaines cytokines
spécifiques, qui mhibent la croissance cellulaire, induisent aussi ’apoptose (IL-4, IL-10, TGFB,
TNFa,). 11 est également possible de bloquer ou dépléter I’action d’une cytokine connue comme
étant nécessaire pour la croissance ou la survie d’un type de tumeur donné en utilisant des récep-
teurs de cytokine soluble, un antagoniste du récepteur, ou un anticorps monoclonal anti-cytokine
pour inhiber les interactions récepteur-ligand. La stratégie basée sur I’activation de I’antigéne
Fas/APO-1 est également un recours (McDonnell et al, 1995).

3) la thérapie génique est une stratégie impliquant la correction directe d’anomalies géné-
tiques anormales (dans le cas de défauts génétiques récessifs, le but est d’augmenter la fonction
de Ialléle normal pour produire le phénotype normal dans la cellule ; Dans le cas de défauts gé-
nétiques dominants, le but est d’abolir la fonction de génes anormaux). Par exemple, il est envi-
sagé d’utiliser un antisens de Bcl-2, ou de BCR/ABL, ou encore de remplacer la fonction sauvage
de p53 par un rétrovirus défectueux pour la fonction de réplication et exprimant la p53 sauvage

(Mc Donnell er al, 1995).
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Chapitre i :
LES RECEPTEURS NUCLEAIRES IMPLIQUES
DANS L'APOPTOSE ‘

A. GENERALITES
1) Définition

Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription dont I’activité est régulée par
un ligand (Wahli et Martinez, 1991). Ils constituent une superfamille, qui a ce jour, englobe plus
de 150 membres (Figure 8A). Elle couvre une large diversité d’espéces animales, du ver a
I'insecte et a ’homme. Leur structure, conservée dans 1’évolution, suggére qu’ils ont un rdle pri-
mordial en tant qu’intermédiaire entre une panoplie complexe de signaux extracellulaires et la
réponse transcriptionnelle qui en découle (Mangelsdorf ef al, 1995).

Le premier récepteur nucléaire cloné a été le récepteur aux glucocorticoides (GR) en
1985 (Hollenberg et al, 1985). Puis le clonage d’autres récepteurs nucléaires comme ceux des
oestrogenes (ER), de la progestérone (PR), et de la vitamine D (VDR) ont permis de mettre en
évidence les fortes homologies de structure entre toutes ces protéines. Cette notion de superfa-
mille confirme la notion de caractére commun du mécanisme d’action des hormones stéroides
mais aussi des vitamines liposolubles (vitammes A et D).

La superfamille des récepteurs nucléaires est composée de deux groupes principaux :
d’une part, celui comprenant les récepteurs aux hormones stéroides : oestrogénes (ER), progeste-
rone (PR), androgenes (AR), glucocorticoides (GR), minéralocortocoides (MR) et ecdystéroides
chez les Invertébrés et d’autre part, celui regroupant les récepteurs aux hormones non stéroidien-
nes, c’est a dire thyroidiens (TR), a la vitamine D3 (VDR) et aux rétinoides (RAR et RXR) prin-
cipalement (Figure 8B) (Mangelsdorf ef al, 1995).

La phylogénie de tous ces récepteurs est reprise dans la figure 8B. Contrairement aux
hormones hydrophiles et aux facteurs de croissance qui eux se lient a des récepteurs de surface
membranaires, ces hormones et vitamines, ligands de ces récepteurs, sont de petites molécules
liposolubles peuvent traverser la bicouche lipidique membranaire pour ensuite interagir avec leurs

récepteurs intracellulaires. Le complexe ligand-récepteur formé provoque une cascade
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d’événements dont le point culminant est la réponse cellulaire a 1’effet de I’hormone ou de la vi-
tamine : la liaison du ligand au récepteur induit un changement conformationel de la protéine, le
complexe formé devient alors compétent pour une fixation a des sites spécifiques de la chroma-
tine, appelés éléments de réponse ou HRE (pour « hormone responsive element ») : le récepteur
peut alors moduler la transcription par un processus non encore clairement établi.

Outre les récepteurs aux hormones stéroides, thyroides, des re'tinoi’des et de la vitamine
D, la superfamilie des récepteurs nucléaires comprend un nombre toujours croissant de récepteurs
dits orphelins, pour lesquels aucun ligand n’a été identifié. D autres types de signaux tels des
nutriments ou des intermédiaires du métabolisme pourraient cependant activer certains de ces
orphelins.

La mise en jeu de 'intéraction protéines-protéines (dissociation de corépresseurs, recru-

tement de coactivateur) fait 1’objet de recherche intense (Glass e al, 1997).

2) Organisation structurale

Les récepteurs nucléaires présentent tous la méme structure générale et se composent de
six domaines fonctionnels distincts notés de A a F (pour revues : Evans, 1988 ; Green et Cham-
bon, 1988, Figure 9A). Ils présentent des degrés de conservations divers, le domame C étant le
plus conservé (Figure 9B). Deux domaines, C et E, sont essentiels a leur fonction. Le domame C
ou DBD (« DNA binding domain ») est le domaine de liaison a ’ADN , il est composé de deux
domaines en doigts de zinc ; le domaine E ou LBD (« ligand binding domain ») est le domaine de
liaison des ligands, il assure la spécificité et la sélectivité de la réponse physiologique. Ces do-
maines C et E sont reliés entre eux par le domaine D qui contribue a la fois a la liaison de ’ADN
du ligand et de corépresseurs, mais conférerait également une flexibilité entre les deux domaines.
D’autres fonctions mettent en jeu plusieurs domaines a la fois, c’est le cas de la diménsation
portée par les domaines C et E. Deux motifs de transactivation (AF1 et 2 pour activation fonction
1 et 2) ont été caractérisés. L’un, localisé dans le domaine A/B, est dit constitutif ; le second est

ligand-dépendant et localisé dans le domaine E, c’est une région impliquée dans la liaison de co-

activateurs. Une séquence signal de transfert nucléaire a été identifiée dans le domaine D. Le
domaine F ne semble pas porter de fonction connue, il n’est d’ailleurs pas présent dans tous les
récepteurs (Mangelsdorf, 1995). Dans le cas du récepteur aux oestrogeénes, le domaine F serait

impliqué dans la liaison d’un ligand antagoniste (Montano ef al, 1995).
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NAME (#GENES) SPECIES HORMONE HALF-SITE CONFIGURATION

GR v CORTISONE AGAACA IR-3
J__{‘: MR v ALDOSTERONE AGAACA IR-3
PR v PROGESTERONE AGAACA IR-3
L AR v TESTOSTERONE AGAACA IR-3
EcR I ECDYSONE RGKTCA 1R-1
FXR v (FARNESOIDS) AGGTCA IR-1,DR-5
XR «f V. RGKTCA DR-4
VDR v VITAMIN D3 RGKTCA DR-3
XONR v RGKTCA DR
MB67 of % RGKTCA . DRs
CoF11A1.3 ]
TRap v THYROID HORMONE ~ RGGTCA IR-0, DR, ER-6,8
CeB0280.8 )
_F—::_— CeC284.2 1
COUP afy X% RGGTCA DRs, IRs
RXR (e LV 9-cRA, TERPENOIDS  AGGTCA DR-1
TR2-11ap INY AGGTCA DR-1
HNF-4 v AGGTCA DR-1
Tw % AAGTCA NR
CeF21D12.4 I
GCNF v TCAAGGTCA DR-0
e PPARGAYS?  V (EICOSANOIDS) AGGTCA DR-1
|| |—————— RARapy v RETINOIC ACID AGTTCA 1R-0, DR-2,5, ER-8
CNR14 ! '
€78 !
Rev-Etb .p v WAWNAGGTCA  NR, DR-2
E75A I WAWNAGGTCA NR
RORwfy v WWCWRGGTCA NR
— DHR3 1 WAWNAGGTCA NR
NGFIB 71V AAAGGTCA NR. DR5, IR-0.
E % FTZ-Flap v YCAAGGYCR  NR :
CeF11C1.6 I
EAR «p v TCAGGTCA NR
ER v ESTROGEN RGGTCA IR3
KNIRPS afy | TTAGTTCA NR
CeE2H1.6 |
CeF43C1.4 !
\__l_'l CeKOBA1.4 l
CoODR? 1
- CeZK418.1 !
CeF16H8.1 !

Figure 8A :  Membres connus de la superfamille des récepteurs nucléaires
(d’aprés Mangelsdorf et al, 1995).

CH3 CH,OH Ho GH2OH
OH OH c==0 c=o0 O—éH c=o0
/@@ )Qéjé . 2
HO o) o o] o)
Estradiol Testosterone Progesterone Cortisol Aldosterone
oM
. OoH I i NHp -
OH ]
HO o CHy ~— CH— COOH
HO
I
HO Ecdysone 1,25-dihydroxyvitamin D3 3,5,3'-L-triodothyronine
° HO OH
COOH o
R R "'\—/\/\[Lou
x NS
X [¢]
Ali-trans retinoic acid 9-cis retinoic acid ©O°H 15-deoxy-A™2.14 -prostagiandin J,

Figure 88 :  Structures de ligands connus pour les récepteurs d’hormones nucléaires
(d’apreés Mangelsdorf et al, 1995).
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AF-1 Transactivation AF-2
/Dlménsauon\ \

hRaRe [ a3 G o RNNNENNNNNN F
i i}
Liaison Liaison
al’ADN des ligands

Liaison d’un corépresseur Translocation nucléaire

Figure 9A : Domaines fonctionnels des récepteurs nucléaires

Figure 9B :

AB C D E/F
. 1 153 198 462
hRARa [ I ONA L l RETINOIDES I
‘ 1 8t 146 191 448
NRARS 2
1 155 200 454
hRARY I
1 102 169 232 456
hTRB { [e2%f | 35% ]
1 135 200225 462
hRXRa [ BER 7% |
124 200 427
hVDR U 47%[ | 27% |
5 421 486 528 777
hGR % [4sa] ] 15% |

Homologies de séquence des différents domaines de hRAR« et ceux des
autres membres de la superfamille des récepteurs nucléaires.
(d’apres Mangelsdorf et al, 1994).
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La liaison a ’ADN des récepteurs nucléaires est une étape cruciale du processus de
transduction du message hormonal. Ces récepteurs nucléaires se lient sous forme de diméres
a des séquences d’ADN appelées « éléments de réponse » ou HRE. Ces HRE sont présents
dans la région promotrice des génes cibles. Elles sont configurées en une variété de motifs
structurés différents qui leur conférent une spécificité et un caractére unique pour un dimeére
de récepteurs donné. Ainsi, les récepteurs stéroidiens se lient sous forme d’homodimeéres sur
des HRE qui se composent de deux séquences nucléotidiques de reconnaissance (AGGTCA)
orientées en palindrome. D’autres récepteurs ont comme partenaire le RXR avec lequel ils
forment des hétérodiméres et se lient 3 des éléments de réponse en répétition directe séparés
d’un nombre précis de nucléotides (Stunnenberg, 1993). Ainsi, un DRS (répétition directe
d’un élément de réponse, séparés de 5 nucléotides) et un DR2 serviraient d’HRE pour
I’hétérodimére RAR-RXR, un DR1 sert d’HRE pour I’homodimére RXR-RXR (Forman
et al, 1995).

La superfamille des récepteurs nucléaires peut étre divisée en 3 classes selon leurs
propriétés de liaison du ligand, de liaison a I’ADN et de dimérisation (Figure 10) : les ré-
cepteurs de classe I (récepteurs stéroidiens) se lient sous forme d’homodimeére sur des HRE
composés de deux séquences nucléotidiques orientées en palindrome. Les récepteurs de
classe II hétérodimérisent avec RXR et se lient a2 des HRE en répétitions directes (bien que
certains soient capables de se lier a des répétitions symétriques). Les récepteurs de classe III
(récepteurs orphelins monomériques) se lient sous forme de monomeéres a des demi sites
HRE. Toutefois, ces récepteurs orphelins peuvent dans certains cas s’hétérodimériser avec

RXR (Perlmann et Jansson, 1995).

3) Récepteurs nucléaires et apoptose

Vitamines et hormones se liant aux récepteurs nucléaires sont de puissants régulateurs du
développement, de la différenciation cellulaire et de la physiologie des organes. Leur dérégulation
peut également étre associée a de graves pathologies humaines {cancers hormono-dépendants,
leucémie aigué a promyélocytes), la plupart d’entre eux sont la cible de médicaments utilisés en
thérapeutiques. Ces effets s’exercent par une modulation de Ia prolifération, de la différenciation
ou de I’apoptose. L’implication des récepteurs nucléaires dans ce demier processus est tout a fait

variable.
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Récepteurs

Type Homodimeres
Récepteurs Stéroidiens
HRE Palindrome
Type I
Récepteurs des Rétinoides, Récepteurs
de la Vitamine D, et Hétérodimeres
des Hormones Thyroidiennes; \HRE Répétition Directe
NGFI-B
Type III Récepteurs
Récepteurs Orphelins Monomeres

NGFLB, ROR,... HRE Demi-Site

Figure 10:  Trois groupes de récepteurs suivant leur configuration sur ’ADN
(type I et I d’aprés Stunnenberg, 1993)
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D’une maniére générale, les résultats concernant les récepteurs aux hormones stéroides
ne sont ni clairs ni constants : leur action sur la régulation de I’apoptose varie en fonction du
modele utilisé (Streichert e al, 1997 et Low et al, 1997 pour I’exemple des ecdystéroides), si elle
existe, elle est souvent indirecte (Nagasue ef al, 1996 pour ’exemple des AR) ou la conséquence
d’une combinaison avec d’autres agents (Amett ef al, 1996 pour I’exemple des oestrogenes). Les
glucocorticoides représentent une exception puisqu’ils constituent un modéle spectaculaire
d’induction de I’apoptose dans les thymocytes (Iwata, 1995) comme nous le verrons plus loin.

Concernant les récepteurs non stéroidiens, le récepteur a la vitamine D est clairement im-
pliqué dans I’apoptose. En effet, de nombreux travaux montrent ’effet d’inducteur apoptotique
de cette hormone dans des modéles de tumeurs mammaires, principalement dans les cellules de la
lignée MCF-7 (Narvaez et al, 1996, Simboli-Campbell er al, 1997 et James et al, 1997 pour
exemples). Elstner et son équipe (1996) ont récemment montré que la combinaison d’un analogue
de la vitamine D3 avec le 9-cis-RA possédait une action synergique d’inhibition de la proliféra-
tion, d’induction de la différenciation et d’induction de ’apoptose dans la lignée cellulaire HL-60.
Ces effets de la vitamine D se révélent trés prometteurs dans le cadre du traitement de certains
cancers. Par ailleurs, la vitamine D peut avoir un rdle d’inhibiteur de 1’apoptose : 1’inhibition
antisens de ’expression du récepteur de la vitamine D induit I’apoptose dans les cellules mono-
blastoides U937 (Hewison et al, 1996). Les rétinoides sont également des régulateurs importants
de ’apoptose (ce sujet fait ’objet d’une revue particuliére dans ce chapitre).

Enfin, concemant le récepteur orphelin, nur77 (récepteur stéroidien orphelin, également
appelé NGFI-B, N10, NAK-1 et TR3) est impliqué dans ’apoptose de lignées cellulaires T
(thymocytes et hybridomes de cellules T) induites par activation du TCR. En effet, nur77 est
rapidement et fortement induit apres ’activation de thymocytes immatures. De plus, 1’expression
d’un antisens des transcrits nur77 empéche 1’apoptose de cellules T induite par leur activation
(Kastner et Chambon, 1995). D’autre part, il peut étre exprimé par d’autres cellules qui
n’évoluent pas vers I’apoptose. Il serait donc une molécule qui peut étre utilisée comme faisant
partie du mécanisme activateur de la machinerie induisant 1’apoptose mais ne déclenchant pas

I’apoptose dans tous les cas (Davis ef al, 1991).

B. RECEPTEURS DES GLUCOCORTICOIDES

Les glucocorticoides (GC) représentent une classe d’hormones stéroides qui jouent un
role fondamental dans le contrdle physiologique, prolifératif et développemental de divers tissus
animaux en régulant une diversité de genes et de processus pléiotropiques complexes (Gustafsson

et al, 1987). IIs ont également des applications médicales étendues pour leurs effets immunosup-
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presseurs, anti-inflammatoires, et dans certaines cellules, cytostatiques. Ils sont pour cela des
¢léments clefs dans le traitement de diverses maladies autoimmunes, de leucémies lymphoblasti-
ques, de lymphomes (Parillo et Fauci, 1979 ; Haynes, 1990) et du myélome multiple (Alexanian,
1983). En dépit de leur importance, 1’utilisation des GC dans ces conditions est encore empirique
et les mécanismes par lesquels passent ces effets bénéfiques restent a établir (Haynes, 1990).
L’induction de la mort cellulaire par apoptose semble étre un mécanisme important. Elle a été
décrite dans de nombreux modéles comme les thymocytes immatures, les cellules pré-B et imma-
tures et plusieurs lignées cellulaires leucémiques et myélomateuses (Iwata, 1995, Sarthou et al,
1995, Montague et Cidlowski, 1995 et Lichtenstein efal, 1995). L’involution thymique est
d’ailleurs un test pharmacologique classique de ’activité des GC. Cependant, les GC sont égale-
ment des mhibiteurs de I’apoptose dans d’autres modeles cellulaires comme les neutrophiles et les

hépatocytes.

1) Glucocorticoides et induction de I'apoptose

L’induction de ’apoptose par les GC dans les thymocytes immatures est un élément im-
portant du processus de sélection thymique auquel les GC participent activement (Iwata et al,
1995). C’est un modeéle spectaculaire d’étude de I’apoptose et un grand nombre d’expériences
|’utilisant ainsi que de nombreuses descriptions et analyses de 1’apoptose, basées sur son étude,
ont été effectuées (Montague et Cidlowski, 1995). Cependant, la cascade d’événements classi-
quement décrite lors de cette apoptose, induite par les GC dans les thymocytes murins, n’est pas
généralisable a tous les modeéles cellulaires (Smith ef al, 1995 ; Montague et Cidlowski, 1995).

Des expériences montrant que le RU486 (un puissant antagoniste de la dexaméthasone)
est capable d’mmhiber 1’apoptose induite par les GC, indiquent que la mort cellulaire passe bien
par le GR (Schwartzman et Cidlowski, 1994). Actuellement, deux modeles sont proposés pour
expliquer 1’induction de ’apoptose par les GC: 1) le modéle transcriptionnel dans lequel
P"activation de la transcription et en paxtiéulier I’induction spécifique de I’expression de « génes
de mort » par les GC jouerait un rdle primordial dans le déclenchement de la cascade apoptoti-
que ; 2) le modéle transrépressionnel, dans lequel interviendrait une inhibition de 1’expression de
génes impliqués dans la survie de la cellule, probablement par interaction protéine-protéine entre
le GR et d’autres facteurs de transcription tels que AP-1 (activator protein-1).

1) Afin de déterminer 1’implication du modéle transcriptionnel, des travaux ont été menés
pour caractériser les domaines du GR nécessaires a 1’induction de I’apoptose. Les résultats sont
controversés (Nazareth ef al, 1991 ; Dieken et Miesfield, 1992) et ne permettent pas de détermi-

ner de fagon générale si la fonction transactivatrice du récepteur est nécessaire ou non pour
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I’induction de I’apoptose. Aucune des nombreuses études entreprises pour 1’identification de gé-
nes dits « génes de mort », spécifiquement induits par les GC, et indispensables au déroulement
du processus d’apoptose (Osbome et Schwartz, 1994), n’ont pas débouché sur des résultats pou-
vant confirmer ce premier modele. Seuls quelques génes ont une expression modifiée par les GC
(Brichl er al, 1990) : parmi eux, les plus importants sont c-myc, c-fos et c-jun.

Dans des lignées de myélome multiple, ou la Dexaméthasone (Dex) agit comme un puis-
sant agent anti-tumoral, Bcl-2 semble jouer un role majeur dans la résistance a I’apoptose induite
par la Dex. En effet, Iinduction de I’apoptose dans des cellules sensibles a la Dex s’accompagne
en effet d’une diminution d’expression précoce des protéines Bcl-2 et P53. Par contre, les niveaux
de Bcl-2 et de P53 restent inchangés dans les lignées cellulaires résistantes a la Dex (Hu et Ga-
zitt, 1996).

Ces observations suggerent que les GC agiraient plut6t en réprimant 1’expression de cer-
tains geénes, en particulier ceux impliqués dans le cycle cellulaire comme c-myc plutdt qu’en in-
duisant celle de nouveaux génes. L’inhibition de ’expression de c-myc pourrait alors conduire a
I’induction de I’expression de genes, jusque la réprimés (Nazareth et Thompson, 1995). Par
ailleurs, il est possible que les GC augmentent directement I’expression d’une protéase, responsa-
ble de la dégradation d’un répresseur de protéines impliquées dans la réalisation de I’apoptose
(Montague et Cidlowski, 1995).

2) De fagon plus probable, les premiéres étapes de la cascade apoptotique induite par les
GC seraient corrélées a une répression transcriptionnelle de génes « de survie » plut6t qu’a une
activation de I’expression de génes « de mort ». En effet, les travaux de Helmberg er a/ (1995)
ont montré que des mutants de récepteurs des GC (défectueux pour l’activation de génes) sont
aussi efficaces que le récepteur sauvage lui-méme pour la répression de lactivité de AP-1,
I’inhibition de I’expression de c-myc et I'induction de I’apoptose. La répression transcriptionnelle
pourrait étre médiée par I'interférence avec d’autres facteurs de transcription, nécessaires pour la

survie cellulaire, tel que AP-1. (Helmberg ef al, 1995).

2) Glucocorticoides et inhibition de Papoptose

Dans certains modeles, les GC ont un effet inhibiteur de 1’apoptose. Par exemple, les GC
prolongent la durée de vie, normalement courte des neutrophiles via I’inhibition de I’apoptose
(Conrad Liles ef al, 1995). Le mécanisme par lequel les GC exercent cet effet reste a établir. Cox
et Austin (1997) ont montré qu’il impliquait nécessairement la stimulation continue de nouvelles

synthéses protéiques. Une élévation transitoire du niveau du Ca”* libre cytosolique, une modula-
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tion de I’expression de P53 ou Bcl-2 sont des événements qui inhibent également I’apoptose des
neutrophiles et qui pourraient étre des médiateurs des GC.

Chaya et al (1996) ont également montré 1’effet inhibiteur de la Dexaméthasone dans le
processus d’apoptose spontanée de lignées cellulaires d’hépatome de rat. Dans ce cas, la Dex
agirait en maintenant des contacts cellule-cellule, normalement nécessaires pour la survie de dif-
férents types cellulaires épithéliaux.

Enfin, alors que les GC, seuls, induisent fortement 1’apoptose des hybridomes de cellules
T, ils inhibent I’apoptose induite par I’activation du complexe TCR/CD3 en empéchant la régu-
lation positive de ’expression du ligand Fas (Iwata er al, 1992). Cet antagonisme serait médié
par 'interaction physique et fonctionnelle entre le GR et des facteurs de transcription tels que
AP-1 (Zacharchuk et al, 1990 dans Yang, 1993).

C. RECEPTEURS DES RETINOIDES
1) Les rétinoides

La vitamine A (ou rétinol) est la principale source naturelle des rétinoides. Elle intervient
dans de nombreux processus biologiques tels que la reproduction, la croissance, les mécanismes
de la vision, la différenciation des cellules épithéliales, les fonctions immunes et constitue pour
cela un facteur nutritionnel mdispensable. La déficience en vitamine A est d’ailleur