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MECANISMES DE REGULATION DE L'APOPTOSE: IMPLICATION
DANSLE TRAITEMENT DESCANCERS

MOLECULAR CONTROL OF APOPTOSIS: IMPLICATIONSIN CANCER THERAPY

Estelle Schmitt et Richard Bertrand

Apoptosis is a genetically controlled process of cell death. Defective control of apoptosis contributes to
malignancy and anticancer drug resistance. The two best-studied models of apoptosis activation, the mitochondria
pathway and the cell death receptor pathway will be described. Molecular control of apoptosis involves series of cell
death genes, primarily the Ced-9/ Egl-1/Bcl, Ced-4/Apaf-1 and Ced-3/Ice/caspase. The central role of the Ced-9/Egl-
1/Bclfamily members in controlling the mitochondria pathway of apoptosis has become eminently apparent.
Although, the precise molecular mechanisms triggered by apoptosis-inducing agents used in cancer therapy remain
unknown, most studies strongly suggest that the mitochondria pathway play the central role in cell death induced by
genotoxic drugs. Understanding the function and mode of action of the proteins of the Ced-9/Egl-1/Bcl family may
help develop new cancer therapeutic strategies to circumvent drug resistance.

L'apoptose est un processus de mort cellulaire contrdlé génétiquement. Des dérégulations de |'apoptose sont
impliquées dans la carcinogénése et constituent une nouvelle forme de résistance aux traitements anticancéreux.
Actuellement deux voies principales d'activation de |'apoptose sont décrites, la voie mitochondriale et la voie des
récepteurs de mort cellulaire. La régulation et I'activation de I'apoptose implique plusieurs familles de protéines dont
les protéines de la famille des Ced-9/Egl-1/Bcl, Ced-4/Apaf-1 et Ced-3/Ice/caspase. L'étude de la fonction et du
mode d'action des protéines de la famille des Ced-9/Egl-1/Bcl arévélé leur réle central dans le contréle de |'apoptose
mitochondrie-dépendante. Les mécanismes moléculaires par lesquels les agents anticancéreux transmettent les
signaux de mort cellulaire sont encore peu connus mais les études effectuées au cours des derniéres années suggerent
gue ces signaux convergent vers les mitochondries qui jouent un rdle central dans I'initiation de I'apoptose induite par
les drogues anticancéreuses. Une meilleure compréhension de la fonction et du mode d'action des protéines de la
famille des Ced-9/Egl-1/Bcl dans la mort cellulaire programmée devrait permettre d'améliorer I'efficacité des agents
cytotoxiques utilisés dans | e traitement des cancers ou de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

INTRODUCTION

L'apoptose ou mort cellulaire programmée,
est un processus de mort cellulaire physiologique qui
permet a l'organisme d'éiminer les cellules non
désirées ou endommagées et potentiellement
dangereuses. Elle joue un réle crucial dans le
développement des organismes pluricellulaires et le
maintien de I'homéostasie cellulaire qui résulte d'un
équilibre controlé entre la prolifération et la mort
celulaire (Kerr et a. 1972; Wyllie, 1987).
L'apoptose est un processus contrdlé génétiquement
qui est activé par des stimuli physiologiques
normaux, intra ou extracellulaires mais également par
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des stimuli pathologiques qui portent atteinte au bon
fonctionnement de la cellule tels que, par exemple,
une infection virale, un choc thermique, un stress
oxydatif ou des dommages induits a I'ADN. Des
dérégulations de I'apoptose, qui aboutissent a une
mort cellulaire excessive ou insuffisante, sont
impliquées dans certaines pathologies humaines telles
que les maladies neurodégénératives, le SIDA, les
maladies autoimmunes ou encore le cancer
(Thompson, 1995). La mort cellulaire par apoptose
est caractérisée par des atérations morphologiques
spécifiques. Parmi ces atérations on peut observer
une réduction du volume cytoplasmique, la
condensation de la chromatine au niveau de la
membrane nucléaire, une perte d'asymétrie de la
membrane plasmique et la fragmentation de I'"ADN.
Lacellule entiére finit par étre démantel ée sous forme
de vésicules ou corps apoptotiques qui contiennent le
cytoplasme, les organelles cellulaires ainsi que la
chromatine fragmentée. Contrairement aux cellules
nécrotiques qui déversent leur contenu dans le milieu
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extracellulaire, les cellules en apoptose sont
rapidement reconnues et phagocytées par les cellules
avoisinantes sans susciter de réaction inflammatoire
(Kerr et al., 1972; Savill, 1998; Wyllie et a., 1980).
L'apoptose est également caractérisée par des
altérations biochimiques majeures. Parmi  ces
altérations on peut observer une perte des fonctions
mitochondriales, la libération de facteurs pro-
apoptotiques mitochondriaux tels que le cytochrome ¢
ou I'AlF (apoptosis inducing factor) et enfin,
I'activation des caspases et la protéolyse de substrats
cellulaires spécifiques (Nicholson, 1999; Susin et al.,
1998).

En oncologie, l'intérét porté a I'apoptose
provient des observations indiquant que I'apparition et
la croissance des tumeurs ne sont pas uniguement la
conséquence d'une prolifération cellulaire excessive
mais sont le résultat d'un déséquilibre entre la
prolifération et la mort cellulaire (Martin and Green,
1995; Reed, 1999). Dans les thérapies
anticancéreuses, les radiations ionisantes ainsi que la
plupart des drogues utilistes en chimiothérapie
induisent I'apoptose dans les cellules tumorales. Des
altérations au niveau des génes impliqués dans le
contrdle de I'apoptose peuvent modifier la réponse
cellulaire aux agents anticancéreux et rendre les
cellules résistantes aux traitements (Hickman, 1996;
Reed, 1995; Schmitt et al., 1997). L'efficacité d'une
drogue dépend non seulement de sa capacité d'induire
des lésions toxiques dans les cellules malignes mais
également de la capacité des cellules de détecter et de
répondre aux dommages. Des drogues ayant des
mécanismes d'action différents peuvent induire la
méme réponse cellulaire qui aboutit a I'activation de
I'apoptose. Ainsi, un déréglement de I'apoptose ou de
son contréle peut aboutir a une résistance multidrogue
(Schmitt and Lowe, 1999). Dans cette revue nous
décrirons les principaes voies dactivation de
I'apoptose induites par les agents anti-cancancéreux.
Nous discuterons en particulier de la fonction et du
mode d'action de certaines protéines de la famille des
Ced-9/Egl-1/Bcl, une famille de protéines qui assure
un point de contréle majeur de la mort cellulaire
programmeée.

LA MORT CELLULAIRE PROGRAMMEE EST
UN PROCESSUS CONSERVE AU

COURSDE L'EVOLUTION

Des études génétiques réalisées chez le nématode
Caenorhabditis elegans ont permis didentifier quatre
génes centraux impliqués dans la régulation de
I'apoptose au cours du développement du nématode.
Parmi ces génes, ced-4 et ced-3 (cell death abnormal)
sont requis pour l'initiation et ['exécution de

I'apoptose. Le géne ced-9 agit en amont des génes
ced-4 et ced-3 et inhibe leurs activités pro-
apoptotiques. Récemment, le géne egl-1 (egg-laying
defective) a été identifié. Egl-1 agit en amont des
genes ced-9, ced-4 et ced-3 et régule négativement
l'activité de ced-9 (Metzstein et a., 1998). Des
analyses fonctionnelles et des études d'interaction des
produits de ces génes ont permis de définir un modele
d'activation de I'apoptose chez C. elegans. Dans ce
modéle, la protéine Ced-3 est la protéine effectrice de
I'apoptose. La protéine Ced-4 interagit avec Ced-3 et
permet |l'activation de Ced-3 et l'initiation de
I'apoptose. L'activation de Ced-3 par Ced-4 est
inhibée par la protéine Ced-9 qui séquestre Ced-4
et/ou le complexe Ced-4/Ced-3 au niveau des
membranes intracellulaires. Suite a un stimulus de
mort cellulaire, 1a protéine Egl-1 interagit avec Ced-9,
permettant ainsi I'activation de la protéase Ced-3 par
Ced-4 dans le cytoplasme (Metzstein et al., 1998)
(Figure 1).

L es homologues des génes ced-3, ced-4, ced-
9 et egl-1 ont été identifiés chez les mammiféres. La
protéine Ced-3 appartient a la famille des protéases a
cystéine ou caspases, dont on connait actuellement 14
membres. Ced-9 et Egl-1 présentent des homologies
avec le proto-oncongene Bcl-2 qui est le premier
membre identifié d'une grande famille de protéines
régulatrices de l'apoptose et enfin, Ced-4 est
I'homologue de Apaf-1 (apoptosis activating factor),
Flash et Nod-1/Card-4, identifiés récemment (Bertin
et a., 1999; Imai et a., 1999; Inohara et a., 1999;
Zou et al., 1997). Des études récentes ont révélé que
ces familles de protéines identifiées chez les
mammiféres, présentent également des homologies
fonctionnelles avec les protéines régulatrices de
I'apoptose du nématode, et suggérent que certains des
mécanismes fondamentaux de la mort cellulaire
programmeée sont conservés au cours de I'évolution.
En effet, dans les cellules de mammiféres, les Ced-
3/lcelcaspases sont les protéines effectrices de
['apoptose alors que les Ced-9/Egl-1/Bcl agissent en
amont et régulent I'activation des caspases. Apaf-1 et
Nod-1/ Card-4, homologues humains de Ced-4,
interagissent avec le précurseur de la caspases-9 et
I'activent. L'activation de la caspase-9 par Apaf-1 est
régulée négativement ou positivement par les
différents membres de la famille des Ced-9/Egl-1/Bcl
(Huetal., 1998; Li et a., 1998; Li et a., 1997; Luo et
al., 1998; Pan et a., 1998) (Figure 1). Si le schéma
général d'activation de I'apoptose est conservé entre
nématodes et mammiféres, la multiplicité des géenes
impliqués dans I'apoptose chez les mammiféres
augmente le niveau de complexité des mécanismes de
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régulation de la mort cellulaire programmée chez les
organismes supérieurs.

LES PROTEINES DE LA FAMILLE DES CED-
9/EGL-1/BCL

Aujourdhui plus de 19 membres de la
famille des Ced-9/Egl-1/Bcl ont été identifiées chez
les mammiféres. Certains exercent une fonction anti-
apoptotique analogue a Ced-9 mais d'autres ont une
activité pro-apoptotique. Ces protéines présentent
toutes des homologies avec Bcl-2 au niveau de
régions conservées appelées domaines BH (Bcl-2
homology domain). Les protéines anti-apoptotiques
Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A-1/Bfl-1, et Diva/Boo
présentent le plus dhomologies avec Bcl-2 et une
combinaison variable de domaines BH. Les protéines
pro-apoptotiques sont divisées en deux Sous-groupes.
Le premier groupe comprend Bax, Bcl-xS, Bak et
Bok/Mtd qui possedent au-moins deux domaines BH.
Le second groupe comprend les protéines Bad,
Bik/Nbk/mBIk, Bid, Hrk/Dp5, Bim/Bod, Noxa, Nip1,
Nip3 et les homologues Bnip3L/Bnip3a/Nix. Ces
protéines possedent un domaine d’homologie unique,
le domaine BH3 et sont les homologues fonctionnels
de Egl-1(Boyd et a., 1994; Chen et a., 1999; Inohara
et a., 1998; Matsushima et al., 1998; O'Reilly and
Strasser, 1999; Oda et al., 2000; Song et al., 1999;
Yasudaet al., 1999) (Figure 2).

La magjorité des membres de la famille des
Ced-9/Egl-1/Bcl possedent une extrémité C-terminale
hydrophobe qui leur confére une localisation
membranaire. Bcl-2 et Bcl-xL sont essentiellement
localisés au niveau de la membrane mitochondriale, la
membrane nucléaire et au niveau du réticulum
endoplasmique aors que Bax-aa surtout une
localisation cytosolique (Hsu et al., 1997; Krajewski
et al., 1993). Des expériences de déétion des
domaines C-terminaux de Bax-a et Bcl-2 suggerent
gue la localisation de ces protéines au niveau de sites
stratégiques dans la cellule, contribue a leurs
fonctions. Des études récentes mettent en évidence
une redistribution de la protéine Bax-a du cytoplasme
vers les mitochondries suite a un stimulus de mort
cellulaire. L'insertion de Bax-a dans la membrane
mitochondriale est nécessaire a son activité pro-
apoptotique et entraine la libération de cytochrome ¢
et l'activation des caspases. Cette transocation
implique.  une  homodimérisation  et/ou  des
changements conformationnels de la protéine et
semble étre favorisée par un facteur cytoplasmique
inhibé par Bcl-2 (Gross et a., 1998; Nechushtan et
al., 1999; Nomura et al., 1999). L'activation de la
protéine pro-apoptotique Bid au niveau du récepteur

de mort cellulaire CD95/Apo-l/Fas entraine
également une redistribution de Bid du cytoplasme
vers les mitochondries ol €elle exerce sa fonction (Li
et al., 1998; Luo et al., 1998). La protéine Bad, quant
a €le, exerce une activité pro-apoptotique en
interagissant avec Bcl-xL au niveau de la
mitochondrie. En réponse a I'lL-3, des signaux de
survie sont transmis dans la cellule. Ces signaux
entrainent la phosphorylation de Bad et la
trand ocation de la protéine de la mitochondrie vers le
cytoplasme ou elle est séquestrée par la protéine 14-3-
3 (Franke and Cantley, 1997). L'ensemble de ces
données suggére que le déplacement des protéines
Ced-9/Egl1/Bcl d'un compartiment cellulaire a un
autre, joue un réle essentiel dans leur fonction et
permet la transduction de signaux de mort cellulaire
du cytoplasme vers les sites dinitiation de I'apoptose
tels que la mitochondrie (Figure 3).

Les membres de la famille des Ced-9/Egl-
1//Bcl peuvent former des homodimeéres, ou des
hétérodiméres avec des partenaires spécifiques de
fonction opposée (Sedlak et a., 1995). Les domaines
BH-1 et BH-2 des protéines anti-apoptotiques et le
domaine BH-3 des protéines pro-apoptotiques sont
impliqués dans la formation d'hétérodiméres. D'aprés
['analyse de la structure de Bcl-xL et les homologies
de séquences entre Bcl-xL et les autres membres de la
famille, les domaines BH-1, -2 et -3 des Ced-9/Bcl
anti-apoptotiques forment une région hydrophobe en
forme de clé qui constitue le site d'interaction des
Ced-9/Egl-1/Bcl pro-apoptotiques (Muchmore et al.,
1996). Des expériences de mutagénése dirigée au
niveau des domaines BH-1 et BH-2 de Bcl-2 et Bcl-
XL, ainsi que des expériences de délétion du domaine
BH-3 de Bak ou Bad, montrent une corrélation entre
['activité anti- ou pro-apoptotique de ces protéines et
leur capacité de former des hétérodimeres. Lorsque la
protéine Bax-a est surexprimée, les cellules sont
davantage sensibles a un stimulus de mort cellulaire.
Quand les cellules surexpriment a la fois Bax-a et
Bcl-2 ou Bcl-xL, I'effet pro-apoptotique de Bax-a est
neutralisé par la formation d'hétérodiméres Bcl-2-
Bax-a ou Bcl-xL-Bax-a. La protéine Bad, quant &
elle, favorise Il'apoptose induite par Bax-a en
interagissant avec Bcl-xL et en restaurant ains
l'activité de Bax-a. Ces résultats ont suggéré un
modéele selon lequel le niveau dexpression des
protéines Ced-9/Egl-1/ Bcl pro-apoptotiques par
rapport aux protéines Ced-9/Bcl anti-apoptotiques
détermine la sensibilité des cellules a un stimulus de
mort cellulaire (Yang and Korsmeyer, 1996; Yang et
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al., 1995). Bien que lesinteractions entre les protéines
de la famille des Ced-9/Egl-1/Bcl jouent un réle
important dans leur fonction, dautres études de
mutations ou délétions des domaines BH, ains que
des études génétiques, montrent que Bcl-xL, Bcl-2,
Bak et Bax-a, peuvent réguler |'apoptose de fagcon
indépendante.

Plusieurs interactions directes ou indirectes
entre certaines protéines de la famille des Ced-9/Bcl
et des protéines non homologues ont été mises en
évidence, mais la signification biologique de ces
interactions est souvent peu ou pas connue. Suite a un
stimulus de mort cellulaire, la formation du complexe
Apaf-1/procaspase-9 au niveau de la mitochondrie
induit I'activation de la procaspase-9 et Il'initiation de
la cascade apoptotique. Certains travaux ont montré
une interaction entre la protéine anti-apoptotique Bcl-
xL et le complexe Apaf-1/ procaspase-9. Ces
résultats, ains que les études effectuées chez le
nématode C. elegans ont suggéré un modéle selon
lequel l'interaction Bcl-xL-Apaf-1  entraine la
séquestration du complexe Apaf-1/procaspase-9 au
niveau de la membrane mitochondriale et inhibe ains
I'activation de la cascade apoptotique (Hu et al., 1998;
Li et a. 1997). Des études plus récentes de
localisation intracellulaire des protéines Apaf-1, Bcl-
XL et Bcl-2, ont cependant remis en question ce
modele (Hausmann et a., 2000). D'autres travaux
mettent en évidence une interaction entre Bcl-2 et la
sérine/thréonine kinase Raf-1 ou les GTPases R-, H-,
N-, et K-Ras. Ces interactions provogquent le
recrutement de Raf-1 et des différentes formes de Ras
au niveau de la mitochondrie (Rebollo et al., 1999;
Wang et al., 1996). Bcl-2 interagit également avec la
protéine Bag-1, la protéine phosphatase calcineurine,
et p53-Bp2, une protéine de liaison a p53 (Reed,
1997). Au niveau du réticulum endoplasmique, Bcl-2
ains que Bcl-xL interagissent avec la protéine p28
Bap31 (Ng et al., 1997). Récemment, une interaction
directe entre la protéine pro-apoptotique Bax-a et les
protéines ANT (adenine nucleotide translocator) et
VDAC (voltage dependent anion channel) qui
composent les mégacanaux mitochondriaux a été
montrée. Ces interactions semblent favoriser
l'ouverture des mégacanaux et la libération de
cytochrome c, un événement précoce dans l'initiation
de l'apoptose (Marzo et al., 1998; Shimizu et al.,
1999; Shimizu and Tsujimoto, 2000). Au contraire, la
liaison des protéines anti-apoptotiques Bcl-xL et Bcl-
2 & VDAC semble favoriser la fermeture des
mégacanaux et empécher la libération du cytochrome
¢ (Shimizu et al., 2000; Shimizu et al., 1999).

L'analyse tridimensionnelle de Bcl-xL révéla une
analogie de structure avec les domaines de formation
de canaux ioniques de certaines toxines bactériennes
telles que la colicine A et E1 et la toxine diphtérique.
Le domaine dinsertion dans les membranes de Bcl-
XL est appelé domaine PFD (pore forming domain) et
est essentiellement constitué de deux hélices-a
hydrophobes situées entre |es domaines BH-1 et BH-2
de la protéine (Muchmore et a., 1996).

Par la suite, une série d'études électrophysiologiques
démontrérent la capacité de Bcl-xL, Bcl-2, et Bax-
o de former des canauix ioniques dans des membranes
artificielles. Ces canaux sont sensibles au potentiel
membranaire ainsi qu'au pH et démontrent des
caractéristiques dynamiques différentes. Les canaux
formés par les protéines anti-apoptotiques semblent
plus perméables aux cations alors que ceux formés
par les protéines pro-apoptotiques sont plus
perméables aux anions (Schendel et al., 1998). Bien
que l'activité de canal de Bcl-2, Bcl-xL et Bax-a n'ait
pas été démontrée in vivo, des études de mutation de
leurs domaines PFD respectifs suggerent qu'ele
participe a leur fonction. La localisation membranaire
des protéines Bax-a, Bcl-2 et Bel-xL et leur activité
potentielle de canal, permettent d'envisager
I'hypothése que ces protéines contrélent |'apoptose en
régulant les efflux d'ions au niveau des membranes
intracellulaires. Cette hypothése est supportée par un
certain nombre de données. Les protéines anti-
apoptotiques Bcl-2 et Bcel-xL inhibent I'apoptose en
stabilisant le potentiel transmembranaire des
mitochondries (AWm), alors que la protéine pro-
apoptotique Bax-a exerce |'effet opposé et favorise la
chute de AWm (Kroemer and Reed, 2000; Kroemer et
al., 1997). D'autres études mettent également en
évidence une corrélation entre l'inhibition de
I'apoptose par Bcl-2 et la régulation des flux
intracellulaires de calcium ainsi que la redistribution
cytosol/ noyau du glutathione (Voehringer et al.,
1998; Zhu et al., 1999).

LES PROTEINES DE LA FAMILLE DES CED-
3/ICE/ICASPASES

A ce jour 14 caspases (cysteinyl aspartate-
specific proteinase) ont été identifiées chez les
mammiféres. Les caspases peuvent étre divisées en
deux familles selon leur degré d'homologie avec
ICE/caspase-1 (interleukin-1 converting enzyme) ou
Ced-3/caspase-3. La premiére famille qui comprend
caspase-1, -4, -5, -11, -12, -13, et -14 semble
principalement impliquée dans le processus de
maturation des cytokines a I’ exception de la caspase-
12. Les caspases possédant une plus grande
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homologie avec Ced-3, c'est a dire caspase-2, -3, -6, -
7, -8, -9, et -10, jouent un rdle central dans |'apoptose
(Alnemri, 1997). Les caspases sont des protéases a
cystéine et possedent une séquence QACXG
conservée qui contient la cystéine catalytique. Elles
sont synthétisées dans les cellules sous forme de
précurseurs  inactifs  communément  appelés
procaspases. Les procaspases sont activées par un
clivage protéolytique au niveau d'au moins deux
résidus Asp conservés. Cette protéolyse libére la
grande et la petite sous-unité de |'enzyme et permet la
formation d'un hétérodimére catalytiquement actif.
Etant donné que les caspases clivent spécifiquement
leurs substrats au niveau d'un résidu Asp, €elles ont la
capacité de sautoactiver et/ou de sactiver
mutuellement, ce qui aboutit a une activation
protéolytique en cascade.

En plus de leurs sous-unités actives, les
procaspases possedent un prodomaine de longueur
variable a leur extrémité NH2-terminale. Ces
prodomaines permettent de diviser les caspases en
deux sous-groupes. Les caspases initiatrices de
I'apoptose (caspases-2, -8, -9, et -10) qui ont des
prodomaines longs et les caspases effectrices
(caspase-3, -6 et -7), qui ont des prodomaines courts.
Les prodomaines des caspases initiatrices contiennent
des séquences spécifiques dinteraction protéine-
protéine tel que le domaine CARD (caspase
recrutment domain) ou le domaine DED (death
effector domain). Ces séguences permettent aux
procaspases d'étre recrutées par des protéines
adaptatrices au niveau des complexes dinitiation de
I'apoptose. Le recrutement des procaspases initiatrices
au niveau de dtes gpécifiques entraine
I'oligomérisation des proenzymes et leur activation
par autocatalyse (Kumar and Colussi, 1999). Ainsi,
I'activation du récepteur de mort cellulaire
CD95/Apo-1/Fas entraine le recrutement de la
procaspase-8 par les protéines adaptatrices
Fadd/Mort-1 ou Fash pour former le DISC (death
inducing  signaling complex). L'interaction
Fadd/Mort-1/procaspase-8, qui implique les domaines
DED présents sur les deux protéines, permet
I'activation de la procaspase-8 et l'initiation de la
cascade protéolytique qui méne a l'apoptose. De fagon
similaire, la protéase Ced-3 de C. elegans et la
procaspases-9, se lient respectivement aux protéines
adaptatrices Ced-4 et Apaf-1 ou Card-4/Nod-1 par des
interactions CARD-CARD. Ces interactions
entrainent l'oligomérisation des protéases et leur
activation en présence de cofacteurs (Chinnaiyan et
al., 1997; Kumar, 1999).

Une fois les caspases initiatrices activées au niveau
des complexes dinitiation de I'apoptose, celles-ci

clivent et activent les caspases effectrices dans une
réaction en cascade qui amplifie le signal. Les
caspases effectrices clivent a leur tour des substrats
spécifiques dans la cellule, ce qui aboutit aux
changements morphologiques caractéristiques de
I'apoptose. Les substrats des caspases peuvent étre
inactivés par la protéolyse, c'est le cas, par exemple,
de certaines protéines impliquées dans le maintien de
I'intégrité du génome (PARP, ATM, DNA-PK), des
protéines du cytosquelette (fodrin, actin, lamine), de
Iinhibiteur ~ de  I'endonucléase  DFF40/CAD
(DFF45/ICAD) ou des protéines anti-apoptotiques
Bcl-2 et Bcl-xL. D'autres protéines cellulaires telles
que Bid ou la kinase MEKK1 peuvent étre activées
par les caspases et leur protéolyse contribue a
amplifier les signaux de mort cellulaires (Nicholson,
1999). L'activation des caspases a un niveau critique
apparait comme le point de non-retour du processus
apoptotique et le clivage protéolytique, par les
caspases, de substrats cellulaires, est nécessaire a
I'accomplissement de la phase ultime de I'apoptose.

LA MITOCHONDRIE

Les mitochondries jouent un réle centra
dans l'activation de I'apoptose. L'ouverture des
mégacanaux mitochondriaux dits "mitochondrial
permeability transition pores’, la perte du potentiel
transmembranaire mitochondrial (AWm) ainsi que la
transdlocation de protéines apoptogéniques de I'espace
intermembranaire mitochondrial vers le cytoplasme a
€té mis en évidence dans la plupart des cellules en
apoptose. Ces changements au niveau des
mitochondries sont des événements précoces qui
induisent I'activation des caspases suite a un stimulus
de mort cellulaire (Kroemer et al., 1997; Susin et al.,
1998). Parmi les facteurs apoptogéniques qui sont
relachés par les mitochondries on peut citer
cytochrome ¢, AlF (apoptosis inducing factor) ains
gue certaines procaspases telles que procaspase-9, -3
et -2 (Susin et a., 1999; Susin et al., 1998). Le
relachement de ces protéines ains que les autres
altérations observées au niveau des mitochondries,
sont régulés par les protéines de la famille des Ced-
9/Egl-1/Bcl (Vander Heiden and Thompson, 1999).

L'utilisation d'un systéme acellulaire a
permis au groupe de X. Wang de déterminer trois
facteurs nécessaires a l'activation de I'apoptose. Ces
trois facteurs sont la protéine mitochondriale
cytochrome ¢, Apaf-1, un homologue humain de Ced-
4 et la procaspase-9 (Li et a., 1997; Liu et al., 1996;
Zou et a., 1997). Dans un extrait cytosolique, en
présence de dATP, Apaf-1, cytochrome c et la
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procaspase-9 forment un complexe trimoléculaire,
appelé apoptosome, qui induit l'activation de la
procaspase-9. La liaison de cytochrome ¢ a Apaf-1
permet I'oligomérisation de Apaf-1 et le recrutement
de la procaspase-9 par des interactions entre les
domaines CARD présents chez les deux protéines.
L'agrégation de plusieurs molécules de procaspase-9
au niveau de I'apoptosome entraine |'activation de la
procaspase-9 par autocatalyse (Li et al., 1997,
Srinivasula et a., 1998). Une fois activée, la caspase-
9 amplifie le signal de mort cellulaire en activant les
caspases-3 et -7 qui a leur tour activent d'autres
caspases en aval dans la cascade apoptotique (Figure
3). L'activation en cascade des caspases induite par
cytochrome c¢ aboutit au clivage de substrats
spécifiques et a la fragmentation de noyaux exogenes
incubés dans I'extrait (Li et al., 1997; Slee et a.,
1999). L'activation de I'apoptose par le complexe
Apaf-1/ caspase-9 a également été mise en évidence
in vivo ains que dans les cellules en culture. Les
souris déficientes du géne apaf-1 ou caspase-9
présentent des anomalies développementales
majeures au niveau du systéme nerveux central, dues
aune diminution de la mort cellulaire par apoptose au
cours de la différentiation neuronale. Les thymocytes
dérivés des souris apaf-1 -/- ou caspase-9 -/-
démontrent une résistance a I'apoptose induite par
I'étoposide et les radiations ionisantes (Cecconi et a.,
1998; Hakem et a., 1998; Kuida et al., 1998; Y oshida
et al., 1998). D'autre part, la surexpression de Apaf-1
dans les cellules promyélocytiques humaines HL-60,
sensibilise les cellules & l'apoptose induite par le taxol
et |'étoposide en favorisant |'activation des caspases-9
et -3 (Perkins et al., 1998). Cytochrome c est localisé
dans I'espace intermembranaire de la mitochondrie et
sa translocation dans le cytoplasme est en général
nécessaire a l'activation des caspases €t I'initiation de
I'apoptose. La libération de cytochrome c, suite a un
stimulus de mort cellulaire, est controlée par les
protéines de la famille des Ced-9/Egl-1/Bcl. Les
protéines qui exercent une activité anti-apoptotique,
telles que Bcl-2 et Bcl-xL, inhibent la libération de
cytochrome c et |'activation subségquente des caspases,
alors que celles qui exercent une activité pro-
apoptotique, telles que Bax-a, Bak ou Bid, favorisent
sa libération (Kluck et al., 1997; Li et al., 1998; Luo
et al., 1998; Rosse et d., 1998; Yang et a., 1997). La
protéine anti-apoptotique Bcl-xL inhibe également
I'activation de la procaspase-9 en interagissant avec le
complexe cytochrome c/Apaf-1/procaspase-9 et cette
interaction est antagonisée par les protéines pro-
apoptotiques telles que Bax-a ou Bak (Hu et al.,
1998).

Le mécanisme par lequel cytochrome ¢ quitte I'espace
intermembranaire de la mitochondrie aprés un
stimulus de mort cellulaire est encore obscure.
L'ouverture des mégacanaux mitochondriaux et la
chute du potentiel transmembranaire (AWm) de la
mitochondrie sont des événements souvent associés a
la libération de cytochrome c et peuvent étre régulés
positivement ou négativement par les protéines de la
famille des Ced-9/Egl-1/Bcl (Kluck et al., 1997,
Rosse et al., 1998; Yang et al., 1997; Zamzami et al.,
1996). La chronologie des altérations mitochondriales
induites par un stimulus de mort cellulaire reste
cependant controversée et lalibération de cytochrome
C peut précéder ou succéder la chute du potentiel
transmembranaire de la mitochondrie, selon les
systémes utilisés (Goldstein et al., 2000; Kluck et al.,
1997; Yang et a., 1997; Zamzami et al., 1996).

Des études récentes suggerent que certaines
protéines de la famille des Ced-9/Bcl, telles que Bax-
a, Bak, Bcl-2 ou Bcl-xL, régulent la libération de
cytochrome ¢ en modulant I'activité des mégacanaux
mitochondriaux (Marzo et a., 1998; Shimizu et al.,
2000; Shimizu et al., 1999; Shimizu and Tsujimoto,
2000). Les mégacanaux mitochondriaux sont localisés
au niveau des sites dinteraction de la membrane
interne et externe de la mitochondrie. Ce sont des
complexes multiprotéiques dont les composants
centraux sont la translocase de nucléotides
adényliques (ANT) et le canal anionique voltage-
dépendant (VDAC) qui sont impliqués dans I'échange
ADP/ATP entre la matrice mitochondridle et le
cytoplasme. Suite a un stimulus de mort cellulaire, la
transition de perméabilité, caractérisée par |'ouverture
des mégacanaux mitochondriaux, induit la dissipation
du potentiel transmembranaire mitochondrial (AWm)
et larupture de I'homéostasie ionique et osmotique de
la mitochondrie. Ces événements entrainent le
gonflement de la matrice mitochondriale, la rupture
de la membrane externe et la libération de
cytochrome ¢ et dautres protéines localisées dans
I'espace intermembranaire mitochondrial (Vander
Heiden et al., 1997). Des études récentes suggerent
gue les protéines Bax-a et Bcl-2, favorisent ou
inhibent  respectivement la perte du potentiel
transmembranaire mitochondrial et la libération de
cytochrome c en interagissant avec la protéine ANT
des mégacanaux mitochondriaux et en modulant son
activité de cana (Brenner et al., 2000; Marzo et al.,
1998). D'autres travaux publiés récemment suggeérent
gue certaines protéines de la famille des Ced-9/ Bcl
régulent la  perméabilité des  membranes
mitochondriales et la
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libération de cytochrome c en interagissant avec la
protéine VDAC des mégacanaux mitochondriaux. En
effet, la recongtitution de I'activité canal de VDAC
dans des liposomes a permis de montrer que les
protéines pro-apoptotiques Bax-a et Bak favorisent
l'ouverture de VDAC et permettent le passage de
cytochrome c atravers le cana alors que les protéines
Bcl-xL et Bcl-2 maintiennent le canal dans une
conformation fermée, imperméable a cytochrome ¢
(Shimizu et a., 2000; Shimizu et al., 1999; Shimizu
and Tsujimoto, 2000). Une autre étude réalisée par le
méme groupe, montre que les protéines pro-
apoptotiques Bid et Bik qui possedent un domaine
BH-3 unique, induisent la libération de cytochrome ¢
indépendamment de la perméabilité de transition. Ces
résultats permettent de mieux comprendre les données
contradictoires concernant le réle de A¥m dans
l'initiation de I'apoptose. Selon le stimulus
apoptotique que percoit la cellule, différents membres
pro-apoptotiques de la famille des Ced-9/Egl-1/Bcl
transmettent le signd de mort cellulaire a la
mitochondrie. Le rel&chement de cytochrome c induit
par l'interaction de Bax-a ou Bak avec la protéine
VDAC est accompagné d'une perte du potentiel
transmembranaire de la mitochondrie. En revanche,
les protéines Bid et Bik induisent la libération de
cytochrome ¢ par un mécanisme alternatif
indépendant de l'ouverture des mégacanaux
mitochondriaux (Shimizu and Tsujimoto, 2000). La
protéine pro-apoptotique Bax-a possede la capacité
de former des canaux ioniques dans des membranes
artificielles (Schlesinger et a., 1997). De plus,
certains travaux montrent que I'addition de la protéine
recombinante Bax-a sur des mitochondries purifiées
entraine la libération de cytochrome ¢
indépendamment de l'activité des mégacanaux
mitochondriaux et sans induire une augmentation du
volume mitochondrial. Ces résultats suggérent
I'hypothése supplémentaire que la protéine pro-
apoptotiqgue Bax-a forme des canaux dans la
membrane mitochondriale, directement perméables a
cytochrome ¢ (Martinou et a., 2000). Laformation de
ces canaux pourrait également causer une instabilité
de la membrane externe de la mitochondrie en
diminuant la tension linéaire de la bi-couche
phospholipidique, ce qui favoriserait le reldchement
du cytochrome ¢ (Kroemer and Reed, 2000; Martinou
et al., 2000).

LESRECEPTEURSDE MORT CELLULAIRE
La liaison de ligands spécifiques sur certains

récepteurs exprimés a la surface celulaire peut
induire I'activation des caspases et la mort cellulaire

par apoptose. Ces récepteurs, appelés récepteurs de
mort cellulaire, congtituent une famille de protéines
qui  comprend CD95/Apo-l/ Fas, TNF-R1,
DR3/Tramp/W4dl-1/Apo-3/Lard, DR4/Trail-R1/Apo-2,
DR5/Trick2/Trail-R2 et DR6 (Ashkenazi and Dixit,
1999). Les récepteurs de mort cellulaire sont
caractérisés par la présence d'un domaine DD (death
domain) dans leur région cytoplasmique qui permet le
recrutement de protéines qui possedent des motifs
homologues. Les mécanismes de transduction des
signaux de mort cellulaire par les récepteurs stimulés
font I'objet de recherches intensives. A I'heure
actuelle, la cascade d'activation de |'apoptose induite
par le récepteur CD95/Apo-1/Fas est la mieux
caractérisée. L'activation du récepteur CD95/Apo-
1/Fas induite par le ligand FasL, entraine |'agrégation
du récepteur ala surface de la membrane cellulaire et
la formation dun complexe multiprotéique
intracellulaire appelé DISC, qui transmet le signal a
Iintérieur de la cellule. Le DISC comprend la
protéine adaptatrice Fadd/Mort-1 ains que la
procaspase-8. La protéine adaptatrice Fadd/Mort-1 est
recrutée au niveau du récepteur par des interactions
impliguant les domaines DD homologues présents sur
les deux protéines. La protéine Fadd/Mort-1 possede
un domaine DED (death effector domain) a son
extrémité N-terminale et recrute a son tour la
procaspases-8 par des interactions homologues DED-
DED. Des études récentes ont montré que
l'oligomérisation de pluseurs molécules de
procaspases-8 au hiveau de la protéine adaptatrice
induit I'activation de la procaspase-8 par autocatalyse
(Muzio et al., 1998). L'activation de la caspase-8 au
niveau du DISC initie la cascade d'activation des
caspases responsables de I'exécution du programme
de mort cellulaire. Récemment, deux types cellulaires
ont éé définis, concernant |'activation de |'apoptose
induite par le récepteur CD95/Apo-1/Fas. Dans les
cellules de type |, la quantité de caspase-8 activée au
niveau du récepteur est suffisante pour promouvoir
directement I'activation des caspases effectrices en
aval (caspase-3, -7 et -6) et générer les changements
morphologiques caractéristiques de I'apoptose. Par
contre, dans les cellules de type Il, la caspase-8
activée au niveau du DISC engage la voie
mitochondrial d'activation de I'apoptose qui amplifie
le signad de mort cellulaire initié au niveau du
récepteur (Figure 3). Dans les cellules de type I,
I'apoptose induite par I'engagement du récepteur
CD95/Apo-1/Fas est inhibée par la surexpression des
protéines Bcl-xL ou Bcl-2 et l'activité anti
apoptotique que celles-ci exercent au niveau de la



Rev. Bial. Biotech.

mitochondrie (Scaffidi et al., 1998). Plusieurs études
suggerent que le signal de mort cellulaire initié au
niveau du récepteur CD95/Apo-1/Fas est transmis aux
mitochondries par les protéines de la famille des Ced-
9/Egl-1/Bcl. Deux groupes indépendants ont montré
que la protéine Bid, qui possede un domaine BH-3
unique, est un substrat de la caspase-8 dans |'apoptose
induite par le récepteur CD95/Apo-1/Fas. Le clivage
de Bid par la caspase-8 au niveau du DISC entraine la
trandocation du fragment C-terminal de la protéine
(tBid) verslamitochondrie ou tBid induit la libération
de cytochrome c (Li et a., 1998; Luo et a., 1998).
Une autre étude suggére un modéle d'amplification de
la cascade apoptotique initiée par le récepteur
CD95/Apo-1/Fas qui implique la protéine Bax-a.
Dans ce modéle, I'activation du récepteur entraine la
redistribution de |a protéine Bax-a du cytosol vers les
mitochondries ou Bax-a induit la libération de
cytochrome ¢ (Murphy et a. 1999). Une
relocalisation des protéines pro-apoptotiques Bax-q,
Bad et Bcl-xS au niveau des mitochondries a
également été observée dans les cellules leucémiques
CEM traitées avec TNF-a (Jiaet al., 1999).

L'ACTIVATION DE L'APOPTOSE INDUITE
PAR LA CHIMIOTHERAPIE

Les recherches intensives menées au cours
de ces derniéres années ont permis de définir
davantage la fonction et le mode daction des
protéines de la famille des Ced-9/Egl-1/Bcl et des
Ced-3/Ice/Caspases dans les mécanismes d'activation
et de régulation de I'apoptose dans les cellules de
mammiféeres et de nombreuses éudes ont révélé le
role déterminant des protéines de la famille des Ced-
9/Egl-1/Bcl dans la mort cellulaire induite par les
agents cytotoxiques utilisés dans les thérapies
anticancéreuses. Des dérégulations de I'expression des
genes de la famille des ced-9/ egl-1/bcl modifient la
réponse et la sensibilité des cellules tumorales aux
traitements anticancéreux. La chimiosensibilité des
cellules tumorales en culture est augmentée par la
surexpression de protéines pro-apoptotiques telles que
Bax-a, Bik, Bak, aors que les cellules qui
surexpriment les protéines anti-apoptotiques Bcl-2,
Bcel-xL, Mcl-1 ou Bfl-1 présentent une résistance
accrue a l'apoptose induite par différentes drogues
anticancéreuses (Reed, 1995; Schmitt et al., 1999).
Des études d'expression des protéines Bax-a et Bcl-
xL dans des tumeurs humaines suggeérent également
que ces protéines régulatrices de I'apoptose modulent
la sensibilité des cellules tumorales in vivo aux
traitements anticancéreux (Bargou et a., 1995;
Krajewski et al., 1995; Olopade et al., 1997)

Les mécanismes d'activation de I'apoptose
par les agents anticancéreux sont encore peu connus
et font actuellement I'objet de recherches intenses.
Plusieurs études suggerent cependant que les signaux
de mort cdlulare qui émergent des Iésions
cytotoxiques générées par les drogues convergent
vers les mitochondries qui jouent un réle central dans
la phase d'initiation de I'apoptose.

- Les agents anticancéreux tels que les
inhibiteurs de topoisomérase | et Il (CPT et VP-16),
la doxorubucine, ou les antimétabolites 1-B-D-
arabino-furanosylcytosine  (cytarabine) et 2-
chloroadenosine induisent une perte du gradient
électrochimique de la mitochondrie (AYm) qui peut
étre inhibée par les protéines anti-apoptotiques Bcl-2
ou Bcl-xL (Decaudin et al., 1997; Kim et al., 1997).

- La trandocation de cytochrome c de la
mitochondrie vers le cytoplasme est observée dans
plusieurs lignées cellulaires traitées avec des agents
anticancéreux et l'inhibition de la libération de
cytochrome c par les protéines Bcl-2 ou Bcl-xL
bloque I'apoptose induite par les drogues (Kim et al.,
1997; Kluck et a., 1997; Yang et a., 1997).

- La surexpression des protéines Apaf-1 ou
caspase-9 sensibilisent les cellules a I'apoptose induite
par le taxol et |'étoposide alors que les cellules
déficientes du géne apaf-1 ou caspase-9 sont
résistantes a |'apoptose induite par des dommages a
I'ADN (Hakem et a., 1998; Kuida et a., 1998;
Yoshidaet a., 1998).

Certains travaux suggerent également que
I'activation du récepteur de mort cellulaire
CD95/Apo-1/Fas contribue a I'apoptose induite par
les agents anticancéreux. En effet, dans certains
modeéles cellulaires, les drogues anticancéreuses telles
gue I'étoposide, le cisplatine, la doxorubicine ou la
bléomycine, induisent une augmentation de
I'expression du récepteur CD95/Apo-1/Fas et/ou de
son ligand. Dans ces modéles, I'inhibition de la voie
de signalisation du récepteur par des anticorps
antagonistes, inhibe partiellement |'apoptose induite
par les drogues (Friesen et a., 1999). D'autre part,
dans certains systemes, les drogues semblent induire
I'agrégation et I'activation du récepteur CD95/Apo-
1/Fas, indépendamment de laliaison ligand-récepteur.
La contribution du récepteur CD95/Apo-1L/Fas dans
I'apoptose induite par les drogues est cependant
controversée par de nombreuses études qui
démontrent également que l'inhibition de la voie de
signalisation du récepteur ne modifie pas la
chimiosensibilité des cellules (Eischen et al., 1997;
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McGahon et al., 1998). Plus récemment, certaines
études ont démontré une augmentation de
I’expression de DR5/Trail-R2 suite a des dommages a
I’ ADN suggérant la participation de récepteurs autres
gue CD95/Apo-1/Fas dans |'apoptose induite par les
drogues (Wu et al., 1999). La contribution des
récepteurs de mort cellulaire a I'apoptose induite par
les agents anticancéreux reste a étre définie.
Cependant, l'augmentation de I'expression des
récepteurs et/ou des ligand a la surface des cellules
ainsi que 'augmentation du taux de ligand sécrété par
les cellules suite a un dommage a I'ADN pourrait
contribuer & amplifier le signal de mort cellulaire
induit par les agents anticancéreux en suscitant
I'activation des récepteurs de fagon autocrine ou
paracrine dans la population de cellules traitées.

CONCLUSION

Ces derniéres années ont connu une véritable
explosion des connaissances sur les mécanismes
d'activation et de régulation de la mort cellulaire
programmée. Les genes de la famille des ced-9/egl-
1/bcl codent des protéines régulatrices de la phase
d'engagement de |'apoptose et influencent la décision
d'une cellule s oui ou non elle va mourir suite & un
stimulus de mort cellulaire. Le point de contrdle
qu'assurent les protéines de la famille des Ced-9/Egl-
1/ Bcl en amont des altérations mitochondriales qui
initient l'activation des caspases et la phase
d'exécution de I'apoptose en fait des cibles d'intérét
pour le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques. L'inhibition des Ced/Bcl/Egl-1 anti-
apoptotiques  spécifiquement dans les cellules
tumorales par I'utilisation d'antisens ou par des
inhibiteurs synthétiques, ou inversement, |'activation
des homologues pro-apoptotiques, devrait améliorer
I'efficacité des agents cytotoxiques dans le traitement
des cancers.
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