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Résumé 

 

La mort cellulaire programmée est un processus physiologique basique regroupant de nombreux 

types de mort dont le principal est l’apoptose. Un défaut de mort cellulaire est fréquemment 

impliqué dans les développements précoces de cancer et la résistance tumorale aux chimio- et radio-

thérapies. Une approche thérapeutique efficace consiste donc à restaurer ces voies de mort court-

circuitées dans les cellules tumorales.  

 

Dans ce contexte, les protéines kinases sont des cibles prometteuses pour le développement de 

nouvelles drogues chimiothérapeutiques. Parmi elles, les protéines kinases C (PKC) sont impliquées 

dans de nombreuses voies de signalisation contrôlant la prolifération cellulaire, la différenciation 

mais aussi l’apoptose. La staurosporine (STS), un puissant inhibiteur de protéines kinases, dispose 

non seulement d’une forte activité anti-proliférative, mais est aussi capable d’activer l’apoptose de 

nombreuses lignées cellulaires tumorales.  

 

Des travaux précédents au laboratoire ont montré que la STS induit l’apoptose de lignées 

dérivées de cancer du col de l’utérus (p53wt HPV+ vs p53mt HPV-), apoptose impliquant la voie 

intrinsèque ou mitochondriale.  

 

Nous avons montré que la protéine p53 joue un rôle primordial dans cette apoptose et ce, grâce 

à son activité transcriptionnelle ainsi qu’à son activité mitochondriale indépendante de la 

transcription. Par ailleurs, nous avons montré que les acteurs impliqués an aval de la voie 

mitochondriale entraînent la mort des cellules via des voies disctinctes, à savoir i) le cytochrome c et 

la cascade des cascades et ii) l’AIF et la voie indépendante des caspases médiée par PARP-1. Ces deux 

voies ne sont pas activées au même moment selon le statut de p53 (sauvage vs mutée). 

 

Les résultats présentés dans ce travail démontrent que la STS ou un de ses dérivés, notamment 

UCN-01, pourrait être utilisés, seuls ou en combinaison avec d’autres molécules, afin de proposer de 

nouvelles stratégies anti-cancéreuses visant à éliminer les tumeurs du col de l’utérus via l’activation 

de la voie apoptotique mitochondriale. 

 
 
 
Mots-clés : staurosporine, apoptose, p53, cytochrome c, caspases, AIF, PARP-1 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 Summary 

 

Programmed cell death is a group of basic physiological process, the principal one been 

apoptosis. A fault in this pathway is frequently complicated in both the development of tumors and 

their resistance to radio- and chemotherapy. However one effective therapeutic approach consists of 

restoring this pathway in tumors. 

 

With this context, protein tumors offer a processing target for drug development. In particular 

protein kinases C (PKC) are involved in several signaling pathways controlling proliferation 

differentiation and apoptosis. Staurosporine (STS) is a powerful inhibitor of proteins tumors capable 

of arresting proliferation and inducing apoptosis in numerous tumoral cell lines. 

 

Previous work in our laboratory has shown that STS induces apoptosis in cervical cancer lines 

(p53wt HPV+ vs p53mt HPV-) by the intrinsic apoptotic pathway. 

 

We have demonstrated that p53 plays a pivotal role in apoptose and its transcriptional activity is 

independent on its mitochondrial effect. In addition, we showed that cell death caused by 

mitochondrial effects can be achieved by molecules involved in two distinct pathways i) the 

cytochrome c and the caspase cascade and ii) AIF and a pathway independent of caspases mediated 

by PARP-1. The two routes are not activated at the same time according to the status of p53 (wild 

type vs mutant). 

 

The results presented here indicate that STS and more notably its derivative UCN-01 may be used 

in future alone or in combination with other molecules to open new fields from the therapeutic 

intervention of cervical cancers by activating the mitochondrial apoptotic pathway. 

 

 

Keywords: staurosporine, apoptosis, p53, cytochrome c, caspases, AIF, PARP-1  
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Deuxième cancer au monde chez la femme après celui du sein, le cancer du col de l’utérus 

est un réel problème de santé publique. En effet, près de 4 millions de femmes au monde en sont 

atteintes : chaque année, 471 000 nouveaux cas sont diagnostiqués et plus de 233 000 femmes en 

décèdent (Parkin et al., 2001). A l’heure actuelle, ce cancer est considéré comme la seule tumeur 

humaine quasi-totalement viro-induite (zur Hausen, 1999). En effet, le processus de carcinogenèse 

des cellules du col de l’utérus est étroitement lié à la présence de papillomavirus humains à haut 

risque (HPV HR). L’intégration du génome viral dans l’ADN de la cellule hôte entraîne la surexpression 

de deux protéines virales E6 et E7 impliquées dans l’immortalisation et la transformation tumorale 

de la cellule. En particulier, ces protéines interfèrent avec l’activité de deux protéines suppresseurs 

de tumeurs, respectivement p53 et p105, qu’elles inactivent. Dans les rares cas de cancer du col de 

l’utérus où les HPV ne sont pas présents, la protéine p53 est mutée au niveau du domaine de liaison 

à l’ADN, ce qui se traduit par son inactivation au niveau transcriptionnel. 

 

Les traitements précoces du cancer du col de l’utérus sont la chirurgie couplée à la 

radiothérapie et éventuellement la chimiothérapie. Néanmoins, ces traitements sont agressifs et 

d’une efficacité non optimales. C’est pourquoi différentes équipes de recherche se sont penchées sur 

la mise au point de vaccins à visée thérapeutique ou prophylactique alors que d’autres s’orientent 

vers la conception de nouveaux composés chimio-thérapeutiques plus efficaces et moins nocifs que 

les molécules actuellement sur le marché. La staurosporine (STS), puissant inhibiteur de nombreuses 

protéines kinases et drogue anti-proliférative (Gescher, 2000), pourrait être une bonne candidate 

pour traiter les lésions précancéreuses du cancer du col de l’utérus, voire le cancer du col lui-même. 

Cette molécule a été élaborée en 2000 par Reed et Tomaselli afin de restaurer les voies d’induction 

de l’apoptose court-circuitées lors de la transformation cancéreuse (Reed et Tomaselli, 2000).  

   

L’objectif lors de notre thèse est de préciser les différents mécanismes mis en jeu lors de 

l’induction de l’apoptose par la staurosporine dans des cellules dérivées de cancer du col de l’utérus 

(p53wt HPV+ vs p53mt HPV-). L’approfondissement des connaissances fondamentales est en effet 

indispensable pour envisager l’utilisation de cette molécule ou  de l’un de ses dérivés dans le 

traitement des cancers du col de l’utérus. 
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1. Mort cellulaire programmée 

1.1. Définition 

La mort cellulaire programmée ou « Programmed Cell Death » (PCD) est un processus physiologique 

basique. Partie intégrante de la physiologie d’un organisme, c’est un phénomène conservé au cours 

de l’évolution aboutissant à l’élimination de cellules endommagées, potentiellement indésirables ou 

agées, aussi bien lors du développement des animaux que pour le maintien de l’homéostasie 

tissulaire chez l’adulte. Ce processus de mort est contrôlé génétiquement en réponse à des signaux 

internes ou externes.  

Il existe différentes formes de mort cellulaire. Pendant de nombreuses années, une dichotomie 

existait entre la nécrose définie comme une mort cellulaire désordonnée, et l’apoptose décrite 

comme une mort cellulaire ordonnée. Cependant, dans les cellules eucaryotes, de nombreux autres 

types de mort ont été observés. Une  nouvelle classification des différentes formes de mort cellulaire 

a donc été élaborée par le Nomenclature Committe on Cell Death (NCCD) en 2005 (Kroemer et al., 

2005).  

Cependant, quelque soit sa forme, un défaut de mort cellulaire est fréquemment impliqué dans les 

développements précoces de cancer et la résistance tumorale aux chimio- et radio-thérapies 

(Thompson, 1995 ; Mashima et Tsuruo, 2005).  

Bien qu’il existe de nombreux types de mort cellulaire mettant en jeu différents mécanismes, tous 

sont caractérisés par le passage d’un point de non retour et par une définition universelle de la 

cellule « mourante » ou en train de mourir (Kroemer et al., 2005).  

 

1.1.1 Le point de non retour 

Le processus de mort cellulaire est réversible tant que la cellule n’a pas atteint le « point de non 

retour ». Ce point est différent de celui observé lors du cycle cellulaire et décrit par Pardee.  

Différents éléments peuvent caractériser le passage du point de non retour au cours de la mort 

cellulaire : l’activation massive des caspases, la diminution du potentiel membranaire mitochondrial 

(Green et Kroemer, 1998), une perméabilisation totale de la membrane mitochondriale externe 

(Green et Kroemer, 2004) ou l’exposition à la surface membranaire des résidus de 

phosphatidylsérines. Cependant, la présence d’un seul de ces éléments n’aboutit pas toujours au 

passage du point de non retour. En effet, les caspases peuvent aussi être activées dans des 

mécanismes non létaux et dans des voies de différenciation. La dépolarisation membranaire 

mitochondriale peut, quant à elle, être observée en absence de mort (de Graaf et al., 2004). De 

même, Yang et ses collaborateurs ont observé que l’externalisation des phosphatidylsérines était 

réversible dans les granulocytes neutrophiles (Yang et al., 2002). Une fois ce point de non retour 

dépassé, la cellule a pris la décision de mourir. 
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1.1.2 Définition d’une cellule mourante 

Quelque soit le type de mort impliqué, des critères moléculaires et morphologiques permettent de 

caractériser une cellule mourante (Kroemer et al., 2005) : 

- La perte de l’intégrité de la membrane plasmique ; 

- La fragmentation de la cellule, y compris de son noyau, en petits corps distincts plus 

communément appelés corps apoptotiques ; 

- L’élimination par phagocytose de ces corps apoptotiques par les cellules avoisinantes. 

Tout ceci aboutit, in fine, à la perte de la capacité de survie de la cellule. 

 

1.2. Nouvelle nomenclature 

Face à la diversité des formes de mort cellulaire mises en évidence au cours de la dernière décennie, 

une nouvelle nomenclature élaborée en 2005 et complétée en 2009 par le NCCD (Kroemer et al., 

2005 ; Kroemer et al., 2009) remplace celle de Clarke (Clarke, 1990) : on parle des « nouvelles voies 

de mort » où la mort programmée de la cellule est considérée comme un processus dynamique par 

lequel une cellule peut utiliser différents mécanismes pour mourir. Cette nouvelle nomenclature est 

basée sur les caractéristiques des mécanismes mis en jeu dans les différents types de mort cellulaire. 

On distingue principalement l’apoptose, l’autophagie, la nécrose (Figure 1) ainsi que la catastrophe 

mitotique. Ces 4 types seront détaillés par la suite. 

 

D’autres types de mort ont été décrits. Brièvement, on distingue : 

- La paraptose : présente en parallèle à l’apoptose. Elle se caractérise par une 

vacuolisation du cytoplasme, un gonflement des mitochondries mais aucune activation des caspases 

et aucune modification nucléaire telle que la picnose ou la fragmentation de l’ADN (Wyllie et 

Golstein, 2001). 

- La pyroptose : apoptose des macrophages en réponse à une infection par un pathogène, 

tel que Salmonella typhimurium. Contrairement à l’apoptose, elle implique l’activation de la 

caspase-1 par un large complexe supramoléculaire, le pyroptosome (Bergsbaken et al., 2009). La 

caspase-1 activée favorise la libération d’Il-1 et d’Il-18, ce qui résulte en des réponses inflammatoires 

locales et systémiques. 

- La pyronécrose : nécrose des macrophages infectés par Shigella flexneri associée à la 

libération d’HMGB-1, et d’Il-1β et est indépendant de l’activation de la caspase-1 (Willingham et al., 

2007). 

- L’entose : phénomène de cannibalisme cellulaire ou « cell-in-cell » observé dans des 

cellules tumorales épithéliales. Suite à une perte d’adhérence de la cellule à la matrice extra-

cellulaire, la cellule est internalisée dans une cellule voisine vivante. Cette internalisation est appelée 

entose et est suivie par la dégradation de la cellule internalisée par des enzymes lysosomiales 

(Overholtzer et al., 2007). 



 

 

19 
 

- L’anoïkis : déclenchement de l’apoptose de la cellule suite à la perte de contact de cette 

dernière avec la matrice extra-cellulaire. Cette mort est très proche de l’apoptose. (Frisch et 

Screaton, 2001). 

- La cornification : affecte spécifiquement l’épiderme, notamment les couches 

superficielles, et est plus communément appelée kératinisation (Candi et al., 2005). 

- Deux types de mort affectent spécifiquement le système nerveux : i) L’excitotoxicité 

caractérise la mort neuronale suite à l’hyperactivation du glutamate favorisant l’ouverture des 

canaux calciques suivie d’une augmentation du calcium cytosolique aboutissant à la mort (Orrenius 

et al., 2003) ; ii) la dégénération de Wallerian est une dégénération de la partie distale d’un axone 

suite à une section transversale. Cette mort est présente dans le système nerveux central et 

périphérique et n’affecte pas le neurone lui-même. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1 : Les différents types de mort 
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Les différentes formes de mort cellulaire peuvent être classées selon 4 caractéristiques (Galluzzi et 

al., 2007). i) La morphologie du processus de mort : la cellule présente-t-elle des caractéristiques 

propres à l’apoptose, la nécrose… ? ii) Les caractéristiques enzymologiques, qui font référence aux 

différentes enzymes impliquées à savoir nucléases, protéases (caspases, cathepsines, calpaines) ; 

iii) Les aspects fonctionnels, qui relatent si la mort est accidentelle vs programmée ou physiologique 

vs pathologique ; iv) Enfin, le caractère imunogène ou non de la mort. 

Pour tous ces types de mort, la mitochondrie est considérée comme l’exécuteur central. En effet, de 

multiples stimuli de mort convergent à la mitochondrie provoquant une dépolarisation de la 

membrane mitochondriale et la libération de multiples facteurs. Une fois libéré dans le cytosol, ces 

facteurs initient la mort programmée de la cellule (Galluzzi et al., 2007 ; Lorenzo et Susin, 2007). 

 

1.3. Autophagie 

1.3.1 Généralités 

L’autophagie est le plus ancien mécanisme de mort cellulaire programmée décrit en 1842 par Vogt 

qui étudiait le développement du système nerveux  et les métamorphoses des têtards en crapeaux 

accoucheurs (Alytes obstetricans). Processus catabolique permettant la dégradation lysosomiale et le 

recyclage des différents constituants cellulaires, l’autophagie est très conservée au niveau 

phylogénétique, de la levure aux mammifères. C’est un mécanisme de défense contre les stress aigus 

tels que la privation en nutriments ou en facteurs de croissance (Boya et al., 2005 ; Baehrecke, 2005) 

qui peut aussi entraîner la mort cellulaire. On parle alors de mort cellulaire autophagique ou mort 

cellulaire de type II (Shimizu et al., 2004). L’autophagie est donc, soit une adaptation au stress 

métabolique, soit une voie alternative de mort cellulaire. 

L’autophagie vient du grec et signifie « manger soi-même ». C’est un processus de cannibalisme de la 

cellule envers elle-même. Mort indépendante des caspases (Shimizu et al., 2004), la mort cellulaire 

autophagique existe sous 2 formes : i) la mort cellulaire à travers l’autophagie où l’inhibition de 

l’autophagie inhibe totalement la mort et ii) la mort cellulaire avec autophagie où l’inhibition de 

l’autophagie va modifier seulement les caractéristiques morphologiques de la mort mais ne changera 

pas l’issue finale de la cellule (Galluzzi et al., 2007).  

A l’heure actuelle, il existe 3 formes d’autophagie : la macro-autophagie, la micro-autophagie et 

l’autophagie dépendante des protéines chaperones ou CMA (chaperone-mediated autophagy) (Yang, 

et al., 2005). Dans ce travail, nous nous focaliserons sur la macro-autophagie, forme la plus 

importante et plus communément appelée autophagie (Maiuri et al., 2007b). 

L’autophagie se caractérise par l’isolement d’une structure membranaire, le phagofore, puis par la 

formation d’une vacuole, l’autophagosome qui séquestre de façon non sélective les constituants du 

cytoplasme (Figure 2). Délimité par une double membrane, l’autophagosome mature en vacuole 

dégradative pour fusionner avec les lysosomes formant ainsi l’autophagolysosome ou autolysosome. 

Les hydrolases lysosomiales dégradent le contenu de l’autophagosome (Kroemer et Jaattela, 2005). 

Les résidus cellulaires obtenus peuvent être réutilisés pour la synthèse de macromolécules 

nécessaires à la cellule ou pour couvrir les besoins énergétiques au niveau des mitochondries. Une 

des caractéristiques de l’autophagie est l’absence de condensation de chromatine (Galluzzi et al., 

2007). L’autophagie est impliquée dans différents processus tels que : i) le turn-over des protéines à 
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longue durée de vie, ii) le ciblage d’organites entiers, iii) le ciblage spécifique d’organites particuliers 

endommagés ou en surnombre. Dans ce dernier cas, on parle de mitophagie si l’autophagie cible les 

mitochondries ou de réticulophagie si elle cible le réticulum endoplasmique (Shintani et Klionsky, 

2004 ; Rubinsztein et al., 2007).  

 

 

Figure 2 : Schéma des caractéristiques morphologiques de l’autophagie  

(d’après Maiuri et al., 2007b) 

 

 

Au cours du temps, de nombreux termes ont été utilisés pour décrire les différentes protéines 

impliquées dans  l’autophagie telles que Aut pour autophagocytose, Aug pour autophagie et Vps 

pour vacuolar protein-sorting. En 2003 une homogénéisation des termes utilisés à été mise en place: 

les gènes et protéines impliquées dans ce processus sont dits respectivement ATG ou Atg pour 

Autophagy related-genes (Klionsky et al., 2003).  

 

1.3.2 Mode d’action 

Mis en évidence chez la levure, la plupart des gènes impliqués dans l’autophagie ont des orthologues 

chez les mammifères (Reggiori et Klionsky, 2002 ; Klionsky et al., 2003) et interviennent dans la 

formation de l’autophagosome (Yorimitsu et Klionsky, 2005).  

A l’heure actuelle, parmi les 11 gènes ATG identifiés, 8 sont impliqués dans 3 complexes distincts 

dont 2 systèmes de conjugaison (Ohsumi et Mizushima, 2004). Lors de la formation de 

l’autophagosome, les protéines Atg sont recrutées dans le cytoplasme et s’associent de façon 

transitoire avec la membrane. Le premier complexe, composé des protéines PI3K et Bécline-1 (cf ci-

dessous), produit la phosphatidyl inositol 3-phosphate qui recrute alors le premier des deux 

systèmes de conjugaison. Ces systèmes sont similaires à l’ubiquitinylation et la sumoylation des 

protéines (Ohsumi, 2001).  Le premier système, composé des protéines Atg5-Atg12, permet 

l’élongation de la membrane pré-autophagosomale et la formation de la membrane 

autophagosomale. Ce complexe permet aussi le recrutement du second système,  le sytème 

Atg8(LC3)-phosphatidylethanolamine (PE). La protéine Atg4 favorise la liaison entre ces 2 

partenaires. Seule une fraction du complexe reste associée à la membrane interne de 

l’autophagosome et est considérée comme un marqueur spécifique de l’autophagosome. Les 

fonctions exactes des différentes protéines Atg ne sont pas encore connues (Ferraro et Cecconi, 

2007).  
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L’autophagie est présente de façon basale dans les cellules des mammifères. Cependant, elle peut 

être régulée de façon complexe par de nombreuses voies. Plusieurs oncosuppresseurs régulent 

positivement l’autophagie alors que certaines oncoprotéines la régulent négativement (Lorin et al., 

2008) (Figure 3). La protéine clé de cette régulation est la protéine mTOR (mammalian Target of 

Rapamycin) qui inhibe l’autophagie en phosphorylant la protéine Atg13, dont l’orthologue chez le 

mammifère est encore inconnu. Une fois hyperphosphorylée, Atg13 ne peut plus interagir avec les 

protéines Atg1 et Atg17, inhibant l’induction de l’autophagie. La protéine mTOR est la cible de la 

rapamycine, considérée donc comme un inducteur de l’autophagie (Ravikumar et al., 2004). La 

protéine mTOR est régulée positivement par les oncoprotéines Ras, PKB/Akt et négativement par des 

protéines suppresseurs de tumeurs telles que p53 (Zeng et al., 2007). Le facteur de transcription 

NF-κB inhibe aussi l’autophagie en modulant l’état d’oxydoréduction de la cellule. A l’inverse, 

l’autophagie peut être ativée par la la protéine p27, protéine suppresseur de tumeur potentielle et 

inhibiteur du cycle cellulaire. De même, en cas de carence nutritionnelle et en réponse à l’interféron 

γ, la protéine suppresseur de tumeur DAPK (Death-Associated Protein Kinase), activent l’autophagie 

(Lorin et al., 2008). En plus de son rôle via l’inhibition de mTOR, la protéine p53 peut aussi activer 

l’autophagie en activant directement la protéine DRAM (Damage-Regulated Autophagy Modulator), 

protéine lysosomiale qui stimule l’accumulation des vacuoles autophagiques (Crighton et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Régulation de l’autophagie (adapté d’après Maiuri et al., 2007b) 

 

 

Une autre protéine régulatrice clé de l’autophagie est Bécline-1 (Liang et al., 1999), protéine 

importante pour la formation de l’autophagosome et dont l’orthologue chez le mammifère est 

Atg6/Vps30. Bécline-1 est une protéine à domaine BH3 seul (Oberstein et al., 2007) qui se lie par 

interaction avec les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 (Liang et al., 1998 ; Pattingre et 
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al., 2005 ; Maiuri et al., 2007a) au niveau du réticulum endoplasmique, organite clé pour la 

régulation de l’autophagie (Pattingre et al., 2005). La régulation de ces interactions passe par une 

perturbation compétitive entre les protéines à domaine BH3 seul et la phosphorylation de Bcl-2 

médiée par JNK-1 (c-Jun NH2-terminal Kinase-1). La phosphorylation de Bcl-2 libère Bécline-1, qui 

peut donc activer l’autophagie. Le ratio Bcl-2/Bécline-1 est un rhéostat maintenant l’autophagie à un 

niveau compatible à la survie plutôt qu’à la mort cellulaire. Compte tenu de son étroite relation avec 

Bcl-2, Bécline-1 joue un rôle clé en tant que suppresseur de tumeur endogène (Levine et Yuan, 2005). 

 

De part sa régulation complexe, une perturbation de l’autophagie peut être liée à certaines 

pathologies telles que le développement de maladies neuro-dégénératives, certaines formes de 

myopathies, le cancer et la progression tumorale (Yue et al., 2003 ; Gozuacik et Kimchi, 2004 ; 

Mizushima, 2005). Lors de la progression tumorale, l’autophagie peut être anti- ou pro-tumorale. En 

effet, les cellules cancéreuses peuvent avoir besoin de l’autophagie pour survivre en cas de carence 

métabolique, notamment dans la zone interne de la tumeur, zone où l’angiogenèse est faible 

(Cuervo, 2004). De plus il a été montré que l’autophagie protégeait certaines cellules cancéreuses 

des radiations ionisantes (Paglin et al., 2001). Les macromolécules ou organites endommagés 

seraient éliminés protégeant ainsi les cellules de l’apoptose et permettant aux cellules transformées 

de survivre (Alva et al., 2004). D’autre part, il a été montré qu’un défaut d’autophagie accélère les 

dommages génomiques, terrain favorable au développement cancéreux (Mathew et al., 2007). 

Cependant, certaines molécules utilisées lors du traitement anti-cancéreux peuvent induire la mort 

par autophagie. Par exemple, le tamoxifène, utilisé dans le traitement de certains cancers du sein, 

peut induire l’autophagie probablement via une surexpression de Bécline-1 par l’intermédiaire des 

céramides (Scarlatti et al., 2004).  

Selon le stade de la tumeur, ses altérations moléculaires, sa sensibilité à la mort et son micro-

environnement, l’autophagie peut donc être un mécanisme anti-tumoral ou un mécanisme de survie 

aboutissant à la progression tumorale. Dans ce contexte, il est important de développer des 

inhibiteurs chimiques ciblant en particulier certaines réactions mettant en jeu les protéines clés Atg. 

 

1.4. Nécrose programmée 

1.4.1 Généralités 

Longtemps, la nécrose a été associée à un processus passif et accidentel suite à un stress sévère ou 

aigu (déficit rapide en nutriments, variation de l’osmoralité, du pH ou de l’environnement) ou un 

stress physicochimique externe (chaleur, détergent, toxines ou irradiations) (Denecker et al., 2001).  

Cependant il a été montré que la nécrose pouvait aussi être prédéterminée génétiquement (Golstein 

et Kroemer, 2007a). En effet, cette mort est observée lors du développement des mammifères afin 

d’éliminer les chondrocytes responsables de la croissance longitudinale des os (Roach et Clarke, 

2000) et intervient aussi chez l’adulte pour le maintien de l’homéostasie tissulaire (Barkla et Gibson, 

1999). A l’heure actuelle, la nécrose peut être considérée comme une mort cellulaire programmée 

(Festjens et al., 2006). On parle de mort cellulaire par nécrose (Necrosis Cell Death ou NCD) ou mort 

cellulaire de type III. Cette mort est souvent considérée comme une voie de mort alternative 

(Golstein et al., 2003) et peut être subdivisée en 2 sous-types : i) la mort de type IIIA associée à une 
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fragmentation du noyau et ii) la mort de type IIIB associée à la dégénération du cytoplasme avec 

karyolyse (Clarke, 1990). 

La nécrose se définit par une destruction traumatique de la cellule suivie de la libération de 

composants intra-cellulaires. Deux définitions co-existent pour caractériser la nécrose. i) Une 

définition dite négative où la nécrose est une mort cellulaire ne présentant ni les caractéristiques de 

l’apoptose ni celles de l’autophagie (Denecker et al., 2001) ; ii) Une définition dite positive basée sur 

des critères morphologiques. La nécrose se caractérise par la rupture très rapide de la membrane 

plasmique permettant l’entrée dans la cellule d’eau et d’électrolytes. Cette entrée favorise le 

gonflement du cytoplasme, gonflement qui fait référence à l’oncose, ainsi que la dilatation des 

organites tels que les mitochondries, le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi (Okada et 

Mak, 2004). Toutes ces modifications perturbent la structure nucléaire où la chromatine va être 

condensée de façon modérée et dégradée par des protéases à sérine telles que les calpaines ou les 

cathepsines (Bicknell et Cohen, 1995 ; Dong et al., 1997). L’ADN nucléaire est quant à lui dégradé de 

façon aléatoire en fragments dépourvus d’extrémité 3’ (Higuchi, 2003). Le déversement du contenu 

cytoplasmique, notamment des cytokines, dans l’environnement extra-cellulaire est considéré 

comme un signal de danger par l’organisme : la nécrose est alors associée à un phénomène 

inflammatoire local (Festjens et al., 2006 ; Vanden Berghe et al., 2006) activant le système 

immunitaire inné. Les cellules nécrotiques peuvent donc promouvoir l’inflammation locale, terrain 

favorable à la croissance tumorale (Vakkila et Lotze, 2004). Cependant, il est à noter que 

contrairement à la nécrose accidentelle où la réaction inflammatoire est importante, la NCD limite la 

réaction inflammatoire. L’induction de ce type de mort pourrait donc être efficace contre l’infection 

virale et certains cancers (Festjens et al., 2006 ; Galluzzi et al., 2007). La clairance des cellules 

nécrotiques est propre. En effet, elles sont internalisées par un mécanisme de macropinocytose 

permettant leur prise en charge tardive mais incomplète par les phagocytes (Krysko et al., 2006).  

La chronologie et l’ordre entre ces différents évènements peuvent varier, ce qui est en faveur d’un 

système de boucle induisant la nécrose de la cellule par elle-même (Brookes et al., 2004). De plus, 

même si séparément ces évènements ne sont pas propres à la NCD, il semble que l’ensemble 

caractérise une cascade d’évènements programmée et organisée aboutissant in fine à la destruction 

de la cellule par nécrose (Golstein et Kroemer, 2007a). Aucun marqueur seul ne peut être utilisé pour 

caractériser la NCD excepté la perméabilisation de la membrane plasmique, observable uniquement 

par microscopie électronique (Galluzzi et al., 2007). Pour caractériser la nécrose, il faut donc 

combiner différents marqueurs (Krysko et al., 2008). 

D’autres voies de mort programmée par nécrose existent, notamment la nécroptose, mécanisme 

cellulaire de NCD induite par un stimulus apoptotique via l’activation des récepteurs de mort 

membranaires par leurs ligands spécifiques ou suite à un défaut dans l’exécution du processus 

apoptotique (Degterev et al., 2005). 

 

1.4.2 Mode d’action 

La transduction du signal lors de la nécrose se fait en multiples étapes et par différentes voies (Figure 

4). Par exemple, le TNF (Tumor Necrosis Factor) va se lier et activer son récepteur, TNF-R1 qui va 

selon le contexte cellulaire activer à son tour l’apoptose ou la nécrose. Le domaine de mort DD 

(Death Domain) du récepteur membranaire est un élément clé pour l’activation de la nécrose 

(Festjens et al., 2006). La protéine RIP-1 (Receptor Interacting Protein-1) est considérée comme 
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l’initiateur central de la nécrose induite par le TNF (Temkin et al., 2006). En effet, la protéine RIP-1 va 

inhiber l’ANT (Adenine Nucleotide Translocase) au niveau de la membrane mitochondriale, 

empêchant son interaction avec la cyclophiline D. Il en résulte un défaut des échanges ADP/ATP, 

déclenchant la mort cellulaire par nécrose. De plus, suite à des dommages de l’ADN, RIP-1 agit sur la 

protéine JNK qui va alors favoriser la dépolarisation de la membrane mitochondriale (Yu et al., 

2006a) aboutissant à la mort par nécrose. Dans ce dernier cas, la mort par nécrose est considérée 

comme une voie de sauvegarde lorsque les caspases sont bloquées ou lorsque les voies dépendantes 

des caspases ne peuvent être activées (Festjens et al., 2006). Il a été aussi montré que RIP-1 était 

nécessaire à l’accumulation des céramides suite à la nécrose induite par le TNF (Thon et al., 2005). 

Cependant, RIP-1 a une activité pleiotropique en fonction du contexte. En effet, dans des lignées 

Jurkat ou U937, le TNF active la caspase-8 qui va à son tour cliver RIP-1 la rendant inactive (Chan et 

al., 2003a ; Temkin et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Mécanisme d’action de la nécrose 

 

Une autre molécule importante dans la régulation de la NCD est la protéine PARP-1 (Poly(ADP-

Ribose) Polymerase-1) (Eliasson et al., 1997 ; Burkart et al., 1999). Un agent alkylant tel que le MNNG 

(N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine) entraîne une surexpression de PARP-1. Il s’en suit une 

déplétion de NAD+ et d’ATP, ce qui active les protéines TRAF-2 (TNF Receptor-Associated Factor-2) et 

RIP-1, activant à leur tour la protéine JNK. La protéine JNK modifie certains membres de la famille 

Bcl-2 (Maundrell et al., 1997 ; Yamamoto et al., 1999) notamment Bid via un mécanisme 
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indépendant des caspases (Deng et al., 2003). L’activité de la protéine JNK affecte l’intégrité de la 

membrane mitochondriale permettant la libération de protéines de l’espace inter-membranaires et 

induit in fine la nécrose de la cellule (Xu et al., 2006). La protéine PARP-1, tout comme la protéine AIF 

(Apoptosis Inducing Factor), décrite comme une molécule mitochondriale pro-apoptotique, peuvent 

aussi bien être impliquées dans la NCD que dans l’apoptose indépendante des caspases. Moubarak  

et ses collaborateurs ont mis en évidence que ces 2 protéines, ainsi que la protéine Bax, sont 

nécessaires à la nécrose suite à des dommages alkylants l’ADN par MNNG. La protéine AIF est alors 

tronquée (t-AIF) via un mécanisme dépendant des calpaines permettant in fine la condensation de la 

chromatine en stade I sans fragmentation oligonucléosomale de l’ADN (Moubarak et al., 2007). Cette 

équipe a aussi montré que cette mort était indépendante de p53. Néanmoins, un faible taux de p53 

facilite la NCD. Ainsi, en absence de p53 fonctionnelle, la glycolyse, qui utilise le pool de NAD+ 

cytosolique pour produire de l’ATP, est accrue. Or une surexpression de PARP-1 déplète rapidement 

ce pool. Dans les cellules cancéreuses, cette augmentation de la glycolyse est en partie responsable 

de l’effet Warbourg (augmentation de la glycolyse observée dans les cellules et les tissus cancéreux), 

favorisant l’adaptation des cellules cancéreuses à l’environnement en hypoxie (Gatenby et Gillies, 

2004). Ce phénomène contribue aussi à une sensibilité accrue des cellules cancéreuses à la glycolyse 

et ce, même en conditions aérobiques. Cette adaptation métabolique est dite glycolyse aérobique et 

est nécessaire à la progression maligne (Magistretti et Pellerin, 1999). Elle permet aux cellules 

cancéreuses une meilleure résistance à l’hypoxie mais les rend aussi davantage sensibles à la NCD. 

 

1.5. Catastrophe mitotique 

1.5.1 Généralités 

La catastrophe mitotique est une mort cellulaire programmée différée particulière intervenant 

pendant ou juste après une mitose défectueuse (Castedo et al., 2004a). Elle a été décrite en premier 

chez la levure Schizosaccharomyces pombe où les cellules entrent prématurément en mitose suite à 

une surexpression de cdc2 (cell division control 2) (Russell et Nurse, 1986). Cette mort est le résultat 

d’une déficience des différents points de contrôle du cycle cellulaire, en particulier ceux concernant 

la structure de l’ADN et l’assemblage du fuseau mitotique (Castedo et al., 2004a). La catastrophe 

mitotique est un procédé hautement conservé de la drosophile (Takada et al., 2003) à certains 

patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Ogawa et al., 2003). 

La catastrophe mitotique peut être activée par différents stimuli, physiques ou chimiques, 

notamment les agents modifiant la stabilité des microtubules (dépolarisation par la colchinice ou 

hyperpolarisation par les taxanes) ou les dommages à l’ADN (Roninson et al., 2001). Ainsi un défaut 

dans la progression et dans les systèmes de contrôle du cycle cellulaire peut stimuler la catastrophe 

mitotique. Les cellules cancéreuses, fréquemment dépourvues de points de contrôle du cycle 

cellulaire, sont donc des cibles potentielles pour l’induction de la mort par catastrophe mitotique. 

Aucun consensus n’existe concernant les caractéristiques morphologiques de la catastrophe 

mitotique. Au final apparaissent i) un micronucléi, le plus souvent il s’agit de chromosomes ou de 

fragments de chromosomes non distribués aux cellules filles, ii) une multinucléation traduisant la 

présence d’au moins 2 noyaux de taille similaire ou non et qui résultent d’une séparation 

défectueuse durant la cytocinèse iii) ainsi que des cellules géantes. Une synthèse incomplète d’ADN 
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ainsi qu’une condensation des chromosomes prématurée sont aussi observées (Ianzini et Mackey, 

1997 ; Mackey et al., 1988). Il en résulte une ségrégation chromosomale aberrante aboutissant à 

l’activation de voies d’auto-destruction et in fine à la mort de la cellule (Okada et Mak, 2004). 

Cependant, dans certains cas, des caractéristiques morphologiques de l’apoptose sont aussi 

observés, notamment la condensation de la chromatine en agrégats (Heald et al., 1993). 

A l’heure actuelle, 2 sous-types de catastrophe mitotique semblent exister. La catastrophe mitotique 

i) où la cellule meurt lors de la métaphase et indépendamment de p53 et ii) où la cellule meurt suite 

à une mitose défectueuse lors de l’activation du point de contrôle de la polyploidie et en partie 

dépendante de p53 (Castedo et al., 2004a). 

 

1.5.2 Mode d’action 

Le point de transition G2→M est caractérisé par le complexe CDK1 (Cyclin Dependent 

Kinase 1)/cyclineB. Active une fois déphosphorylée par CDC25C, la protéine CDK1 s’hétérodimérise 

avec la cyclineB formant le complexe MPF (Mitosis-Promoting Factor). Ce dernier va phosphoryler de 

nombreux substrats impliqués dans la décomposition de l’enveloppe nucléaire, la séparation des 

chromosomes, l’assemblage du fuseau ainsi que la condensation de la chromatine. Une fois en 

anaphase, ce complexe est détruit par le complexe APC (Anaphase-Promoting Complex) et la cellule 

entre en cytocinèse à la fin de la mitose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Représentation schématique de la catastrophe mitotique 
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Suite à des dommages de l’ADN, le point de transition entre la phase G2 et la phase M bloque la 

mitose afin de réparer des dommages ou si ces derniers sont trop importants, active l’apoptose de la 

cellule. Si le point de transition G2→M est défectueux, la cellule entre alors de façon prématurée en 

mitose, avant que l’ADN ne soit complètement répliqué ou réparé. Il s’en suit une mitose aberrante 

conduisant à la mort de la cellule par catastrophe mitotique (Castedo et al., 2004a). Cette mort est 

accompagnée d’une condensation de la chromatine, de la dépolarisation de la membrane 

mitochondriale, de la libération de la mitochondrie de facteurs apoptotiques, de l’activation de 

caspases et de la dégradation de l’ADN, c’est-à-dire les élèments clés de l’apoptose (Green et 

Kroemer, 1998 ; Zamzami et Kroemer, 2003). Les dommages de l’ADN sont détectés par des 

molécules senseurs appartenant à la famille des PI3K-related kinases (PI3KK), à savoir ATM (Ataxia 

telangiectasia mutated) et ATR (Ataxia telangiectasia- and RAD3-related). Une fois activées, ces 

protéines activent à leur tour respectivement Chk2 (Checkpoint kinase 2) et Chk1 (Checkpoint 

kinase 1) (Figure 5). Ces deux kinases phosphorylent CDC25C, laquelle s’associer alors à 14-3-3σ, 

molécule cible de p53. Cette association résulte en la séquestration de CDC25C dans le cytosol et en 

son inactivation. L’activation du complexe CDK1/cyclineB est ainsi empêchée et le cycle cellulaire 

s’arrête en G2 (Abraham, 2001).  

 

Ainsi, l’inhibition ou l’inactivation d’un des gènes intervenant dans la transition G2→M favorise la 

mort de la cellule par catastrophe mitotique (Okada et Mak, 2004). En effet, suite à des dommages 

de l’ADN, une déplétion de Chk2 entraine, en plus de l’arrêt en G2, l’activation de la caspase-2 

probablement au niveau du noyau. La caspase-2 favorise à son tour la dépolarisation de la 

membrane mitochondriale aboutissant à l’activation de la caspase 3 puis à la mort de la cellule 

(Castedo et al., 2004b). Dans ce cas, la catastrophe mitotique peut être considérée comme un cas 

particulier d’apoptose. En effet, l’inhibition des caspases peut prévenir ou au moins retarder la 

catastrophe mitotique. De façon surprenante, des inhibiteurs de la dépolarisation de la membrane 

mitochondriale tels qu’une surexpression de Bcl-2 prévient aussi la catastrophe mitotique (Zamzami 

et al., 1998). Une surexpression de Bcl-2 favorise aussi la division asymétrique des cellules, générant 

des cellules aneuploïdes (Kops et al., 2005). La catastrophe mitotique peut donc être considérée 

comme un mécanisme de lutte contre l’aneuploidie  (Castedo et al., 2004a ; Kops et al., 2005). 

Dans le cas d’une catastrophe mitotique dépendante de p53, la protéine p53, de part sa fonction 

transcriptionnelle, initie indirectement la dépolarisation de la membrane mitochondriale. En effet, la 

fusion de cellules non synchronisées active la synthèse des protéines cibles Bax et PUMA (p53 

Upregulated Modulator of Apoptosis) lors de la prophase (Roumier et al., 2003 ; Perfettini et al., 

2004). Ces protéines gagnent alors la mitochondrie afin de déclencher la dépolarisation de la 

membrane mitochondriale puis la cascade d’évènements aboutissant à l’activation de la caspase-3 

suivie de la fragmentation de l’ADN et de la mort de la cellule (Perfettini et al., 2004). 

La catastrophe mitotique est donc un phénomène complexe contrôlé par de nombreuses molécules 

telles que les différentes kinases impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire, p53 et ses 

différentes cibles (p21 qui intervient dans l’arrêt du cycle cellulaire en G1, Bax…), les caspases, les 

membres de la famille Bcl-2 mais aussi la survivine, élément clé pour le maintien de l’intégrité du 

fuseau qui doit se former rapidement dans les cellules en division. Faiblement exprimé dans la 

majorité des tissus adultes, la survivine est fortement exprimée dans les cellules à croissance rapide 

telles que les cellules transformées et les cellules cancéreuses humaines (Altieri, 2003). Un défaut de 

survivine favorise la catastrophe mitotique. En effet, la survivine est un substrat de CDK1 (Lens et al., 
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2003). A l’inverse, une surexpression de survivine confère une résistance des cellules cancéreuses à 

la mort cellulaire (Okada et Mak, 2004). 

 

1.6. Apoptose 

A ce jour, l’apoptose ou mort cellulaire programmée de type I est la forme de mort la mieux décrite 

et la mieux documentée (cf paragraphe 2). 

 

1.7. Choix d’un type de mort 

Les différents types de mort cellulaire programmée jouent tous un rôle important chez l’Homme, 

aussi bien physiologiquement que pathologiquement. 

La mort cellulaire programmée est un réseau moléculaire complexe impliquant plus de 150 gènes. 

Selon les cellules et les stimuli, un seul type de mort peut prédominer. Suite à une lésion ischémique, 

selon la localisation des cellules affectées, la mort cellulaire pourra se dérouler via l’apoptose ou via 

la nécrose. Dans le cas d’une infection par Salmonella enterica, les macrophages meurent par 

autophagie (Hernandez et al., 2003).  De plus, le contexte métabolique joue aussi un rôle important 

dans le choix du type de mort. Par exemple, un fort taux de glucose et d’ATP favorise l’apoptose. A 

l’inverse, un faible taux tend en faveur de la nécrose (Nicotera et al., 1999). Ceci peut s’expliquer par 

le fait que l’exécution de l’apoptose requiert la présence d’ATP (Leist et al., 1997). 

De nombreuses connections existent entre les différentes formes de mort permettant des 

permutations. Dans de nombreux cas, un type de mort n’est pas le seul à être activé. Souvent au 

minimum deux types peuvent être activés mais l’un prédomine sur les autres. Ainsi, si l’une des voies 

est inhibée, la cellule peut quand même mourir en activant une seconde voie, présente mais 

minoritaire. Un exemple de ce mécanisme est l’interconnection existant entre l’autophagie et 

l’apoptose (Figure 6).  

Contrairement à l’apoptose, mécanisme de démolition de la structure et des organites cellulaires 

rapide, l’autophagie est un phénomène plus lent et restreint au niveau spatial (Galluzzi et al., 2007). 

Les connections existantes entre ces 2 voies sont complexes et font intervenir des éléments propres 

à chacune ainsi que des éléments régulateurs (Shintani et Klionsky, 2004). En effet, il a été montré 

que suite à un faible stress oxydatif, l’autophagie, en tant que mécanisme de défense, pouvait 

précéder l’apoptose dans certains cas afin de rétablir l’homéostasie. Par la suite, l’apoptose est 

activée (Rodriguez-Enriquez et al., 2004). A l’inverse, l’addition de stéroïdes aux glandes salivaires de  

Drosophile active d’abord les caspases suivies de la formation des autophagosomes (Lee et 

Baehrecke, 2001). De plus, les membres de la famille Bcl-2 sont des éléments clés de la balance entre 

apoptose et autophagie. En effet, les protéines à domaine BH3 seul telles semblent exercer deux 

fonctions : i) elles induisent l’apoptose en se liant aux protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 

entraînant la dépolarisation de la membrane mitochondriale et ii) elles peuvent aussi se lier aux 

protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2, ce qui libére Bécline-1, activant ainsi l’autophagie 

(Maiuri et al., 2007b).  
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Figure 6 : La balance autophagie vs apoptose (Maiuri et al., 2007b) 

 

La balance apoptose vs autophagie est aussi contrôlée par la protéine autophagique Atg5. Une 

surexpression de Atg5 active l’autophagie des cellules HeLa et Jurkat, tout comme les traitements par 

la staurosporine ou CD95, connus pour induire l’apoptose de ces lignées. Cet effet est du au clivage 

de Atg5 par des calpaines en un fragment de 24kDa dénommé tAtg5 (truncated Atg5) (Yousefi et al., 

2006). La protéine tAtg5 a une activité pro-apoptotique et agit de façon similaire à t-Bid. En effet, 

tAtg5 est transloquée à la mitochondrie où elle se lie à Bcl-xL permettant la libération du 

cytochrome c (cyt c) et in fine la mort par apoptose de la cellule (Yousefi et al., 2006). Lors du 

traitement par la staurosporine, le clivage de Atg5 est aussi observé dans des cellules où l’apoptose 

est bloquée suite à une surexpression de Bcl-2. Les activités autophagique de Atg5 et pro-

apoptotique de tAtg5 sont indépendantes. 

Il a été montré qu’une inhibition de l’apoptose pouvait entraîner l’autophagie. En plus des protéines 

de la famille Bcl-2, une inhibition des caspases, protéases clés de l’apoptose, peut aussi entraîner une 

commutation de la mort au profit de l’autophagie. L’addition de z-VAD-fmk (z-VAD), inhibiteur de 

l’ensemble des caspases, sur des cellules Jurkat en apoptose inhibe l’apoptose au profit d’une mort 

par autophagie. Cet effet serait du à une inhibition combinée de plusieurs caspases, notamment la 

caspase-8 considérée comme pouvant être un suppresseur de l’autophagie (Yu et al., 2004) ainsi que 

d’autres protéases, probablement les calpaines (Madden et al., 2007). Dans des cellules U937 

traitées par les lipopolysaccharides, l’addition de z-VAD inhibe l’activité des protéases à cystéine et 

favorise l’autophagie. Cette dernière est atténuée si les cellules sont traitées par un siRNA Bécline-1 

(Yue et al., 2003).  

A l’inverse, l’inhibition de l’autophagie peut dans certains cas favoriser l’apoptose. Suite à la 

dépolarisation de la membrane mitochondriale, les mitochondries sont davantage la cible de la 

mitophagie (Rodriguez-Enriquez et al., 2006). Dans ce contexte, l’inhibition de l’autophagie favorise 

l’induction de l’apoptose via la voie intrinsèque (Kroemer et Jaattela, 2005). Cependant, les 

mitochondries doivent être fonctionnelles pour induire l’apoptose. En empêchant le turn-over des 

protéines à longue durée de vie, l’inhibition de l’autophagie peut modifier l’équilibre entre les 

protéines pro- et anti-apopotiques qui ont des demi-vies différentes (Boya et al., 2005). Dans des 

cellules HeLa ou HCT116 en carence nutritionnelle, l’autophagie permet de recycler les éléments 

nécessaires à la survie de la cellule. Une inhibition de l’autophagie entraîne rapidement la mort par 

apoptose (Gonzalez-Polo et al., 2005). Il est à noter que selon l’étape d’inhibition de l’autophagie, 

différentes alternatives existent. En effet, une inhibition lors des étapes précoces de l’autophagie 

active l’apoptose. Si cette inhibition intervient lors de la fusion des autophagosomes avec les 
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lysosomes, par des inhibiteurs de protéines lysosomiales telles que la chloroquine, une forme mixte 

de mort apoptose plus autophagie est observée (Gonzalez-Polo et al., 2005). 

Par ailleurs, il a été montré qu’une inhibition de l’activation des caspases, par inhibition chimique 

(Golstein et Kroemer, 2005) ou par élimination des activateurs des caspases tels que Apaf-1 

(apoptotic protease activating factor-1) (Kroemer et Martin, 2005), inhibait l’apoptose des cellules. 

Néanmoins, ces dernières meurent par nécrose. Ce même changement de phénotype a été observé 

en inhibant les étapes précoces de l’autophagie, les cellules meurent quand même mais cette fois-ci 

par nécrose. 

Face à la présence de caractéristiques propres à plusieurs types de mort, de nouvelles dénominations 

ont été élaborées telles que nécroapoptose ou aponécrose (Nicotera et Melino, 2004).  

Il est donc important de noter que la distinction des différents types de mort notamment en triade, 

apoptose vs autophagie vs nécrose, est loin d’être exhaustive. Par ailleurs, les différentes 

observations concernant la modification de la morphologie des cellules mourantes ont été réalisées 

principalement in vitro. Ainsi in vivo, les observations peuvent variées. 

Tous ces éléments sont en faveur de l’existence d’une frontière floue entre les différents types de 

mort cellulaire. Dans ces conditions, une taxinomie claire et précise est difficile à mettre en place. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

32 
 

2. Apoptose 

2.1. Historique et définition 

L’apoptose, ou mort programmée de type I (PCD I) (Clarke, 1990), fait partie intégrante de la 

physiologie d’un organisme. Processus actif de mort cellulaire conservé à travers les espèces, 

l’apoptose est présente chez tous les organismes multicellulaires (Steller, 1995 ; Cikala et al., 1999) : 

au cours des nombreuses mitoses et différenciations cellulaires aboutissant à la création d’un 

organisme à partir d’une cellule œuf, l’apoptose permet d’éliminer les cellules superflues ou 

potentiellement dangereuses. Lors de ce phénomène, la cellule elle-même dirige sa propre mort.  

Ce mécanisme a été décrit en premier par les histologistes. En 1885, Walther Flemming observa que 

des cellules en décomposition ainsi que des débris cellulaires entouraient les cellules épithéliales des 

follicules ovariens de mammifères. Il appela ce phénomène la chromatolyse en référence à la 

disparition du noyau fragmenté (Flemming, 1885). Quelques mois plus tard, Franz Nissen observa ce 

phénomène dans des glandes mammaires (Nissen, 1886) (Figure 7A). 

En 1914, Ludwig Gräper observa que les débris cellulaires étaient pris en charge par les cellules 

avoisinantes (Gräper, 1914).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Mise en évidence de l’apoptose au cours du temps.  

A) apoptose des glandes mammaires selon Nissen, étudiant en médecine en 1886 (Majno et Joris, 

1995) ; B) cellules de prostate de rat en apoptose suite à castration, microscopie électonique (Majno 

et Joris, 1995) ; C) cellules en apoptose phagocytées par un macrophage, microscopie à balayage 

(Chimini, 2004) ; D) cellules HeLa témoin (haut) et apoptotiques (bas) (12 h de staurosporine), 

microscopie confocale (rouge : mitochondrie ; bleu : noyau) (Nicolier, données non publiées). 

 

 

La mort cellulaire physiologique ou normale a d’abord été observée durant la métamorphose des 

amphibiens, puis au cours du développement aussi bien chez les invertébrés que chez les vertébrés 

(Weber, 1964 ; Lockshin et Zakeri, 2001). En 1971 et 1972, Kerr et ses collaborateurs ont décrit une 

mort cellulaire de même type dans divers tissus et types cellulaires : ces cellules présentaient des 

caractéristiques morphologiques similaires mais distinctes de celles observées dans des cellules 

nécrotiques (Kerr et al., 1972). Ils ont suggéré que ces caractéristiques communes pouvaient être le 
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résultat d’un programme endogène sous-jacent de mort cellulaire, qu’ils ont tout d’abord appelé 

« shrinkage necrosis » (Kerr, 1971) puis « apoptose » (Kerr et al., 1972). Le nom apoptose provient 

d’un ancien terme grec dont l’origine remonte à Hippocrate et fait référence à la chute programmée 

des feuilles à l’automne : « apo » pour éloignement et « ptose » pour chute (Esposti, 1998).  

 

L’apoptose est un suicide cellulaire discret qui met en œuvre une véritable machinerie interne de 

destruction de la cellule constituée de différentes phases parfaitement orchestrées (Duvall et Wyllie, 

1986). L’apoptose se différencie de la nécrose par le maintien de l’intégrité de la membrane 

plasmique, évitant tout déversement du contenu cellulaire et prévenant ainsi l’induction d’une 

réponse inflammatoire suite aux dommages infligés aux tissus avoisinants. 

 

2.2. Rôles physiologiques et pathologies 

2.2.1 Rôles physiologiques de l’apoptose 

Mécanisme très conservé au cours de l’évolution, l’apoptose est essentielle lors du développement, 

de l’établissement et du maintien de l’architecture tissulaire. En effet, elle permet la conservation du 

nombre et de la qualité des cellules (Evan et Littlewood, 1998).  

Au cours du développement, l’apoptose permet l’élimination des tissus, des organes transitoires ou 

des vestiges phylogénétiques. Par exemple, l’apoptose participe à la morphogenèse des doigts en 

éliminant les cellules de l’espace interdigital des doigts chez l’embryon (Wood et al., 2000) (Figure 8). 

Chez les amphibiens, l’augmentation de la quantité des hormones thyroïdiennes circulantes induit 

l’apoptose des cellules de la queue aboutissant à la disparition de cet organe (Nishikawa et Hayashi, 

1995). Au cours du développement embryonnaire, la synthèse excessive de neurones entraîne 

l’élimination par apoptose de 20 à 80% de ces derniers afin de créer un équilibre avec les cibles qu’ils 

innervent. La connexion neurone/cible se fait via le facteur de survie NGF (Nerve Growth Factor) 

produit par les cibles des neurones (Clarke et al., 1998). Tout neurone n’ayant pas établi de 

connexion nerveuse via son axone est éliminé par apoptose. Lors de la mise en place des systèmes 

nerveux  et immunitaire, l’apoptose assure la différenciation  d’un  nombre correct de cellules 

souches. Concernant le système immunitaire, seuls les lymphocytes portant des récepteurs aux 

antigènes spécifiques vont survivre. Le reste des cellules, c’est-à-dire les lymphocytes auto-réactifs, 

sera aussi éliminé par apoptose.  

L’apoptose intervient aussi chez l’adulte pour maintenir l’homéostasie cellulaire, résultat d’un 

équilibre entre la prolifération et la mort cellulaire (Jacobson et al., 1997). Lors de la menstruation, 

les cellules de l’endomètre sont éliminées par apoptose. L’apoptose permet aussi de renouveler les 

kératinocytes de la peau (Weil et al., 1999), et d’éliminer les lymphocytes T activés en surnombre, les 

lymphocytes dysfonctionnels ou auto-réactifs. Après la période d’allaitement et en absence du 

maintien du signal de prolifération/différenciation dû à la prolactine, les acini des glandes 

mammaires vont se résorber et perdre un nombre important de cellules épithéliales par un 

processus d’apoptose. 
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Figure 8 : Différenciation incomplète de deux orteils suite à un défaut d’apoptose 

 

L’apoptose peut être activée par des signaux physiologiques normaux, intra- ou extracellulaires, mais 

aussi par des stimuli pathologiques. Elle est responsable de l’élimination de cellules endommagées 

suite à un stress oxydatif, des altérations génétiques, la maladie, un choc thermique ou l’exposition à 

des agents génotoxiques (chimio- et radiothérapie).  

 

2.2.2 Pathologies liées à l’apoptose 

De part son importance biologique, un dérèglement de l’apoptose ou de son contrôle aboutissant à 

une mort cellulaire excessive ou insuffisante, est à l’origine d’anomalies du développement et de 

certains pathologies (Thompson, 1995). 

Un excès d’apoptose dans le système nerveux central peut induire des maladies neurodégénératives 

telles que la maladie d’Alzheimer (Mattson, 2004),  où la perte neuronale conduit à une atrophie 

cérébrale, la sclérose latérale amyotrophique (Sathasivam et al., 2001) ou la maladie de Parkinson 

(Tatton et al., 2003). De même, le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) sur-active l’apoptose 

de cellules T (CD4 et CD8) nécessaires à la défense anti-virale (Roshal et al., 2001). 

Un défaut d’apoptose peut aussi causer diverses affections telles que les maladies auto-immunes 

(arthrite rhumatoïde), caractérisées par une apoptose insuffisante des cellules auto-immunes 

réactives. L’absence d’apoptose peut aussi permettre la survie et la croissance de cellules anormales, 

qui devraient normalement être eliminées, terrain favorable au processus de cancérogenèse 

(Thompson, 1995 ; Reed, 1999). Certaines cellules cancéreuses ont d’ailleurs développé des 

mécanismes de résistance au processus physiologique d’apoptose (Igney et Krammer, 2002). 

 

2.3. Caractéristiques de l’apoptose 

Une cellule en apoptose active une série d’évènements biochimiques et moléculaires conduisant à 

des altérations morphologiques. Ces changements morphologiques spécifiques permettent 

d’identifier ce type de mort cellulaire. 
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2.3.1 Aspects morphologiques 

Lors de l’apoptose, les changements morphologiques observées sont la rétractation des 

pseudopodes, la diminution du volume cellulaire ou picnose, la condensation de la chromatine, la 

fragmentation de l’ADN ou karyorrhexis, peu ou pas de modification des organites cytoplasmiques et 

le bourgeonnement de la membrane plasmique, laquelle reste intacte jusqu’à la phase terminale du 

processus (Kroemer et al., 2005). Suite au bourgeonnement de la membrane plasmique, des corps 

apoptotiques se forment. Ces derniers sont le résultat d’une condensation cellulaire progressive. Ce 

sont de petites entités contenant des organites cytoplasmiques intacts ou des fragments nucléaires. 

Par la suite, les corps apoptotiques peuvent être éliminés par les cellules phagocytaires telles que les 

macrophages sans provoquer de processus inflammatoire dans les tissus (Emoto et al., 1997) (Figure 

9). En effet, la formation de corps apoptotiques avec une membrane plasmique intacte prévient la 

libération des constituants intracellulaires et donc la réaction inflammatoire. Les macrophages ne 

sont toutefois pas les seules cellules capables de phagocyter les corps apoptotiques. La phagocytose 

peut aussi se faire via les cellules épithéliales hépatiques (Dini et al., 1995) ou les fibroblates (Hall et 

al., 1994), ce qui permet le transfert horizontal d’ADN aux cellules vivantes avoisinantes (Holmgren 

et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Caractéristiques morphologiques de l’apoptose 

 

L’apoptose est donc une destruction en cascade rapide (quelques heures) de l’ensemble des 

structures et organites cellulaires (Danial et Korsmeyer, 2004 ; Green, 2005). L’un des points majeurs 

de l’apoptose est l’absence d’altération de l’intégrité de la membrane plasmique, ce qui permet 

d’éviter tout déversement du contenu cytoplasmique et prévient tout dommage infligé aux tissus 

alentours.  

  

2.3.2 Aspects biochimiques 

Au niveau biochimique, l’apoptose se caractérise par l’externalisation des résidus 

phosphatidylsérines de la membrane plasmique, la chute du potentiel membranaire mitochondrial et 

la libération de facteurs apoptogènes de la mitochondrie au profit du cytosol. L’apoptose implique 

aussi l’activation d’enzymes cataboliques particulières, en particulier des protéases telles que les 

caspases (cf chapitre 2.4.1). D’autres protéases peuvent intervenir, telles que les calpaines, les 

cathepsines lysosomiales ou les granzymes (Galluzzi et al., 2007). L’apoptose est donc un processus 

associé ou non à l’activation des caspases (Kroemer et al., 2005). Une autre caractéristique 

biochimique de l’apoptose est la dégradation de l’ADN avec un profil caractéristique dit « en 

barreaux d’échelle », de taille équivalente à des multiples de 180 à 200 paires de bases. Ces 
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fragments d’ADN résultent de l’activation de l’endonucléase CAD (caspase activated DNase)/DFF40 

(DNA fragmentation factor) qui coupe l’ADN entre les nucléosomes (Liu et al., 1997). Cependant ce 

profil seul ne peut être utilisé pour caractériser l’apoptose puisque celle-ci peut s’effecteur en 

absence de fragmentation de l’ADN (Kroemer et al., 2005). L’apoptose est aussi associée à la 

dégradation de certaines protéines cellulaires, telles que les lamines formant la membrane nucléaire 

ou la fodrine et la gelsoline dont le clivage conduit à une altération du cytosquelette, terrain 

favorable à la vésiculation membranaire. 

 

2.3.3 Evolution : de Caenorhabditis elegans aux Mammifères 

Les caractéristiques morphologiques et biochimiques de l’apoptose résultent de l’activation de 

mécanismes cellulaires complexes et variés. Les différents gènes contrôlant ces mécanismes ont 

d’abord été identifiés chez le ver nématode Caenorhabditis elegans (C.elegans) (Hengartner et 

Horvitz, 1994b). Les recherches effectuées montrent que sur 1090 cellules produites durant le 

développement embryonnaire de C.elegans, 131 meurent par apoptose et pour certaines d’entre 

elles, cette mort s’effectue moins d’une heure après leur naissance (Ellis et Horvitz, 1986 ; Sulston et 

Horvitz, 1977). L’analyse de mutants génétiques a permis de mettre en évidence 11 gènes impliqués 

dans l’apoptose dont 4 jouant un rôle clé dans la régulation de ce processus : ced-3, ced-4, ced-9 

(Caenorhabditis elegans death) et egl-1 (Egg-laying defective-1). 

Dans les mutants où ced-3 et ced-4 sont inactivés, la totalité des 1090 cellules survit. Les gènes ced-3 

et ced-4 sont donc requis pour l’initiation et l’exécution de l’apoptose. A l’inverse, dans les mutants 

ced-9 
-/-, l’ensemble des cellules de l’embryon meurt. Le gène ced-9 agit en amont de ced-3 et ced-4 

et code une protéine qui inhibe leurs activités pro-apoptotiques (Hengartner et al., 1992). Le dernier 

gène clé régulant l’apoptose est le gène egl-1 qui agit en amont des gènes ced-9, ced-4 et ced-3 et 

régule négativement l’activité de ced-9  (Metzstein et al., 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Activation de l’apoptose chez le vers nématode c.elegans 

 

Les analyses fonctionnelles des interactions des produits de ces gènes ont permis de définir un 

modèle d’activation de l’apoptose  (Figure 10). Ainsi, la protéine anti-apoptotique Ced-9 interagit 

avec la protéine pro-apoptotique Ced-4, empêchant l’activation de Ced-3. Suite à un stimulus de 

mort cellulaire, la protéine Egl-1 se lie à Ced-9, la rendant inactive et libérant la protéine Ced-4. Les 

protéines pro-apoptotiques Ced-4 et Ced-3 s’oligomérisent entraînant l’activation de Ced-3 puis la 

mort de la cellule. 
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Des homologues de ces gènes ayant des rôles similaires dans la régulation de l’apoptose ont été 

découverts chez les Mammifères (Figure 11). La protéine Ced-3 est une protéase à cystéine de 

56 kDa homologue à l’enzyme de conversion de l’interleukine-1-β humaine ou ICE (Interleukine-1 

converting enzyme) appelée par la suite caspase-1 (Yuan et al., 1993). La protéine ICE est davantage 

impliquée dans le déroulement du processus inflammatoire que dans l’apoptose mais elle a permis 

d’identifier une famille de protéases à cystéine, les caspases, enzymes clés de l’apoptose chez les 

Mammifères (cf chapitre 2.4.1). Synthétisée sous forme d’une pro-enzyme, la protéine Ced-3 

contient un pro-domaine et 2 sous-unités de 17 et 15 kDa.  Au sein du prodomaine, la protéine Ced-3 

possède un domaine CARD (Caspase recruitment domain), ce qui lui permet d’interagir avec d’autres 

protéines possédant elles aussi un domaine CARD, comme la protéine Ced-4. Cette association 

Ced-3/Ced-4 est nécessaire pour l’activation par protéolyse de Ced-4. L’homologue mammifère du 

gène ced-4 correspond à Apaf-1 (Zou et al., 1997). Le complexe formé par les protéines Ced-3 et 

Ced-4 est un complexe multiprotéique apparenté à l’apoptosome observé chez les Mammifères 

(Chinnaiyan et al., 1997 ; Ottilie et al., 1997). Les homologues mammifères du gène ced-9 

correspondent à une famille de gènes codant les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, 

régulateurs clés de l’apoptose notamment par leur action au niveau de la mitochondrie (cf chapitre 

2.4.3.2) (Hengartner et Horvitz, 1994a).  Le gène Egl-1 a quant à lui des homologies fonctionnelles et 

moléculaires avec les gènes codant les protéines pro-apoptotiques  à domaine BH3 seul de la famille 

Bcl-2 (cf chapitre 2.4.3.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 11 : Apoptose chez le vers nématode c.elegans et homologie avec les Mammifères 
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2.4. Différentes voies apoptotiques 

Nous avons observé précédemment la difficulté à établir une taxinomie ordonnée. La même 

problématique se pose concernant l’apoptose à proprement parler. En effet, l’apoptose caractérise 

un type de mort cellulaire particulier mais plusieurs sous-types co-existent. Ces sous-types 

présentent les mêmes caractéristiques morphologiques et se différencient par l’activation de voies 

distinctes pouvant interagir entre elles. Deux grandes voies d’activation de l’apoptose sont 

classiquement décrites : la voie dite extrinsèque ou des récepteurs de mort membranaires et la voie 

dite intrinsèque ou mitochondriale. Chaque voie comporte au minimum 3 phases distinctes : i) 

l’initiation, ii) la prise de décision/l’intégration et iii) la phase exécutive/la dégradation (Kroemer et 

al., 1997). 

 

2.4.1 Caspases, famille de protéases importantes  

2.4.1.1. Définition 

Les principales protéases impliquées dans la mort par apoptose dont l’archétype est Ced-3 identifié 

chez le ver nématode C.elegans (Yuan et al., 1993) sont regroupées au sein d’une même famille 

(Thornberry et al., 1992). Ces enzymes sont des protéases à cystéine caractérisées par une spécificité 

stricte de clivage de leurs substrats après un résidu aspartique (D). Depuis 1996, ces protéases 

apoptogènes sont regroupées au sein d’une même nomenclature sous le terme CASPASE (Cystein 

Aspartic Acid Protease) (Alnemri et al., 1996) où le « c » fait référence à la cystéine du centre actif 

(QACXG), pentapeptide très conservé et « aspase » à la spécificité stricte de clivage des substrats de 

ces protéases après un acide aspartique.  

A ce jour, 14 caspases ont été identifiées chez les Mammifères dont 10 ont des homologues chez 

l’Homme. Chronologiquement, la protéine ICE a été la première caspase identifiée et a été 

rebaptisée caspase-1. Parmi cette famille, au moins 8 caspases jouent un rôle important lors de 

l’apoptose (Shi, 2002). 

 

2.4.1.2. Structure des caspases 

Une structure très conservée comprenant 3 domaines caractérise l’ensemble des caspases. Le 

prodomaine situé à l’extrémité NH2-terminale est de taille et de séquence variable, le domaine qui 

deviendra après clivage la grande sous-unité (17 à 24 kDa) renferme le site actif de l’enzyme et le 

dernier domaine deviendra après clivage la petite sous-unité (10 à 14 kDa) (Figure 13). Les deux 

derniers domaines sont liés par un domaine de liaison. 

Selon leur fonction, les caspases peuvent être classées en 2 groupes (Figure 12) (Rupinder et al., 

2007). i) Les caspases dites inflammatoires  (caspases-1, -4, -5, -13, -14, -m11 et -m12) sont 

impliquées dans  la maturation des cytokines (IL-1β, IL-18) contenues dans les stocks intra-cellulaires 

(Tschopp et al., 2003). ii) Les caspases dites apopotiques transduisent et exécutent les signaux de 

mort. Ces dernières sont sub-divisées en 2 sous-groupes : les caspases initiatrices (caspases-2, -8 ou 

FLICE (FADD-like IL-1β converting enzyme), -9 et -10) sont impliquées dans l’initiation de l’apoptose 

en activant les caspases effectrices ou exécutrices (caspases-3, -6 et -7). Les caspases initiatrices 

peuvent aussi être répertoriées en 2 catégories selon la nature du stimulus : les caspases 
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extrinsèques, qui regroupent les caspases-8 et -10, et les caspases intrinsèques, qui regroupent les 

caspases-2 et -9. Dans notre étude, nous nous focaliserons sur les caspases dites apoptotiques 

(Kumar, 2007).  

 

La taille des prodomaines permet aussi de classer les caspases. Il semble que les caspases à 

prodomaine long activent celles à prodomaine court (Kumar et Colussi, 1999). Par ailleurs, les 

prodomaines semblent jouer un rôle important dans les interactions protéine/protéine. En effet, les 

prodomaines des caspases-8 et -10 abritent un domaine effecteur de mort (DED : Death Effector 

Domain) permettant un recrutement par les récepteurs à domaine de mort via des molécules 

adaptatrices FADD (Fas Associated Death Domain) (Boldin et al., 1995) ou TRADD (TNF R1-Associated 

Death Domain) (Hsu et al., 1995). D’autres caspases (caspases-2, et -9) ont des domaines CARD, 

domaine médiateur des interactions entre Apaf-1 et la procaspase-9  (Li et al., 1997). De même, la 

caspase-2 semble pouvoir s’associer aux récepteurs de mort via son domaine CARD avec la molécule 

adaptatrice RAIDD/CRADD (Duan et Dixit, 1997). Ainsi, les prodomaines  des caspases permettent de 

lier le stimulus apoptotique à l’activation des caspases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Classification des caspases (d’après Rupinder Rupinder et al., 2007) 

 

2.4.1.3. Activation des caspases 

Le mot caspase est un terme générique employé pour désigner l’ensemble des protéases à cystéine 

impliquées dans la mort cellulaire. Les caspases peuvent être retrouvées sous deux formes : par 

convention, le terme procaspase désigne la proenzyme inactive et le terme caspase l’enzyme sous sa 

forme active. Par commodité, le terme caspase peut aussi désigner une caspase inactive. 

La conversion de la procaspase en une caspase mature se fait par deux clivages successifs et 

séquentiels au niveau de la liaison D 296 (acide aspartique en 296)-X (Figure 13). La première 
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coupure a lieu entre la grande et la petite sous-unité et permet de libérer cette dernière du reste de 

la molécule et conduit à la perte du domaine de liaison. Le second clivage a lieu au niveau du résidu 

aspartique 119 et permet la libération du prodomaine. Présentes sous forme de dimères, les 

procaspases effectrices doivent être clivées afin de générer deux grandes et deux petites sous-unités. 

Les procaspases initiatrices existent quant à elles, sous forme monomérique et elles doivent se 

dimériser ou s’oligomériser pour être activées. Cette activation peut se faire sans clivage 

protéolytique (Salvesen et Abrams, 2004). 

La caspase s’assemblera sous sa forme active en homodimère, composé de 2 grandes sous-unités et 

de 2 petites sous-unités (Walker et al., 1994 ; Rotonda et al., 1996). L’activation des caspases conduit 

à des changements conformationnels de la protéine aboutissant à la formation du site de fixation du 

substrat à l’enzyme. Ce site de fixation est composé de 4 sites notés S1 à S4. Les sites S1 et S3 sont 

quasiment identiques pour toutes les caspases et les emplacements des sites S2 et S4 sont très 

conservés (Shi, 2002). La composition du site S4 détermine quant à elle la spécificité de la caspase 

pour les substrats. Une poche hydrophobe volumineuse en S4 est propre aux caspases-8 et -9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Activation en cascade des caspases 

 

Les caspases peuvent s’auto-activer (auto-activation) et/ou être activées par d’autres caspases 

(trans-activation) aboutissant à une activation en cascade des caspases. Ainsi la suite d’évènements 

conduisant à une apoptose dépendante des caspases comporte 3 étapes : une induction réversible 
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comprenant l’activation des caspases initiatrices ; une phase exécutive finement régulée mettant en 

jeu les caspases effectrices et une phase de démantèlement de la cellule avec clivage de nombreuses 

protéines cibles. 

 

2.4.1.4. Substrats des caspases 

Suite à leur activation, les caspases clivent un grand nombre de protéines cellulaires, aboutissant au 

démantèlement de la cellule puis à sa mort par apoptose. Les caspases ne s’engagent pas dans une 

digestion aléatoire mais sont des endopeptidases extrêmement sélectives. En effet, un certain 

nombre de protéines cellulaires sont des protéines cibles des caspases et leur clivage intervient au 

niveau d’une séquence tétrapeptidique P4-P3-P2-P1 très conservée. Le clivage a lieu après l’acide 

aspartique requis en P1. Ce résidu va se nicher dans la poche S1 de l’enzyme activée. On peut noter 

qu’une quelconque substitution en P1 diminue de 100 fois l’activité protéolytique de la caspase-1 

(Sleath et al., 1990). Certaines caspases peuvent aussi cliver après un résidu glutamate (E) (Hawkins 

et al., 2000 ; Srinivasula et al., 2002). La nature des résidus P2, P3 et surtout P4 définit l’affinité des 

caspases pour leur substrat (Garcia-Calvo et al., 1998). Pour l’ensemble des caspases des 

Mammifères, le résidu P3 est un résidu glutamate (E) (Thornberry et Lazebnik, 1998). Ainsi chez les 

Mammifères, le site préférentiel de clivage des caspases est X-E-X-D. De plus, la séquence de clivage 

peut être propre à une ou à plusieurs caspases (McStay et al., 2008). Ces différents acides aminés P1 

à P4 sont reconnus par les sites de liaison au substrat S1 à S4 situés sur l’enzyme active. Chaque site 

de liaison s’associe par de multiples interactions à un acide aminé du substrat, ce qui permet le 

clivage de ce dernier. 

Une centaine de protéines ont été décrites comme étant des substrats des caspases 

(http://www.casbah.ie) (Luthi et Martin, 2007 ; Timmer et Salvesen, 2007). Il s’agit de protéines 

impliquées dans la structure du cytoplasme et du noyau (fodrine, caténines, kératines, lamines), dans 

la transduction du signal, dans la transcription [SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding Protein), 

STAT1 (Signal Transducers and Activators of Transcription 1)], dans le contrôle du cycle cellulaire 

(p21, p27), dans la réplication (Topoisomérase I) et la réparation de l’ADN (PARP). L’un des premiers 

substrats des caspases identifié est la protéine PARP dont le clivage par la caspase-3 compromet son 

activité de réparation favorisant ainsi la mort de la cellule (Tewari et Dixit, 1995). La protéine PARP 

peut aussi être clivée par les caspases-7 ou -9. Ce clivage sépare le domaine de liaison à l’ADN de 

PARP de son domaine catalytique (D'Amours et al., 1999). Il en résulte une inhibition des réparations 

ainsi qu’une activité excessive de PARP, induisant un épuisement des stocks en NAD+ et donc un 

défaut de synthèse d’ATP. Ces évènements perturbent l’équilibre énergétique de la cellule 

(Simbulan-Rosenthal et al., 1999 ; D'Amours et al., 1999). Les conséquences fonctionnelles 

(activation ou inhibition) du clivage des protéines cibles sont donc très variables.  

Un grand nombre de substrats des caspases sont des protéines structurales dont le clivage est 

nécessaire au démantèlement de la cellule. Par exemple, le clivage de la vimentine par les 

caspases-3, -6 et -7 est en partie responsable du démantèlement des filaments intermédiaires (Byun 

et al., 2001) et celui  de la protéine acinus par la caspase-3 intervient dans la condensation de la 

chromatine (Sahara et al., 1999).  

Un des principaux mécanismes étudiés concerne l’activation de nucléases aboutissant à la 

fragmentation de l’ADN. La caspase-3 clive la sérine/thréonine kinase DNA-PK (DNA-Activated 

Protein Kinase) impliquée dans la fragmentation de l’ADN (Mandal et al., 1999). La nucléase 
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CAD/DFF40 coupe l’ADN génomique entre les nucléosomes en fragments multiples de 180-200 paires 

de bases. Cette nucléase est activée suite au clivage en 2 sites de sa forme inactive ICAD (Inhibitor of 

Caspase Activated DNAse)/DFF45 par la caspase-3 (Enari et al., 1998 ; Sakahira et al., 1998). Ce 

clivage permet la libération et la translocation au noyau de CAD/DFF40 (Liu et al., 1998) où elle induit 

la fragmentation de l’ADN génomique (Mitamura et al., 1998). 

D’autres substrats des caspases sont des régulateurs clés de l’apoptose et peuvent être activés ou 

inhibés par clivage. Le clivage de telles cibles, et donc l’activation de molécule pro-apoptotiques, 

peut amplifier le processus apoptotique. Tel est le cas lorsqu’une caspase initiatrice active par clivage 

les procaspases effectrices conduisant ainsi à une activation dite « en cascade des caspases ». De 

plus, la protéine pro-apoptotique Bid est activée suite à son clivage par la caspase-8 (Li et al., 1998 ; 

Luo et al., 1998). A l’inverse, le clivage des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL conduisant à 

leur inactivation, favorise la mort (Cheng et al., 1997 ; Xue et Horvitz, 1997). 

 

2.4.1.5. Régulation  des caspases 

Des modèles cellulaires où certaines caspases sont déficientes ont permis de mettre en évidence des 

voies de compensation pour l’activation des caspases (Zheng et al., 2000). Un déficit en caspase-3 

peut être compensé par la présence des caspases-6 et -7 alors qu’un déficit en caspase-9 est quant à 

lui compensé par les caspases-2 et -6 (Zheng et al., 2000). Une activation inopportune des caspases 

pourrait conduire à des effets dévastateurs. C’est pour cela que l’activation des caspases est soumise 

à une régulation étroite, qui se fait à différents niveaux : 

 

i) Au niveau transcriptionnel, les gènes des procaspases peuvent être transcrits et subir un 

épissage alternatif en plusieurs ARNm différents (Wang, L. et al., 1994 ; Fernandes-Alnemri et al., 

1995a, 1995b ; Boldin et al., 1996). Par exemple, les gènes des caspases-2, -3 et -9 peuvent générer 

des isoformes courtes [procaspase-2S (Droin et al., 2001), caspase-2L-Pro (Droin et al., 2000), 

procaspase-3S (Huang et al., 2001) et procaspase-9b (Seol et Billiar, 1999 ; Srinivasula et al., 1999) 

qui régulent négativement l’apoptose. Les procaspases sont détectables dans la plupart des types 

cellulaires mais les niveaux d’expression varient, notamment la procaspase-3 (Krajewska et al., 1997). 

Le niveau d’expression des procaspases est régulé au niveau transcriptionnel. Le taux d’expression de 

l’ARNm de certaines caspases, notamment la caspase-2, est modulé par un traitement à l’étoposide 

(Droin et al., 1998). Une méthylation du promoteur du gène de la caspase-8 diminue l’expression de 

cette protéine dans les neuroblastomes de l’enfant et induit une résistance de ces cellules à 

l’apoptose induite par la cytokine TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) (Teitz et al., 2000 ;  

Fulda et al., 2001).  

 

ii) Au niveau protéique, des variations d’expression existent aussi. L’expression des caspases-3 

et -6 est faible dans les cellules HeLa et CaSki et celle de la caspase-8 est faible dans les cellules SiHa 

voire indétectable dans les cellules C33A (Arechaga-Ocampo et al., 2008). 

Par ailleurs, des inhibiteurs naturels régulent les caspases (Callus et Vaux, 2007). Par exemple, la 

protéine p35, synthétisée par le baculovirus, peut inhiber de nombreuses caspases (caspases-1, -2, 

-3, -6, -7, -8, -9 et -10)  in vitro et in vivo (Miller, 1999) sans inhiber les protéases à sérine ni les autres 

protéases à cystéine. Codée par un gène précoce du virus de la vaccine (cowpox virus), la protéine 

CrmA (Cytokine response modifier A) est l’unique serpine (inhibiteur des sérines protéases) capable 
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d’inhiber les caspases-1 et -8  (Zhou et al., 1997). Une fois clivées par une caspase, ces deux protéines 

virales, p35 et CrmA, se lient aux caspases empêchant la dégradation de nouveaux substrats, ce sont 

donc des inhibiteurs compétitifs (Komiyama et al., 1994 ;  Bump et al., 1995). 

Les IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins) (Dubrez-Daloz et al., 2008) sont des protéines inhibitrices 

des caspases puisqu’en interagissant avec ces dernières, elles empêchent leur liaison avec leurs 

substrats (Shiozaki et al., 2003). Chez l’Homme, 8 IAPs ont été identifiées et sont caractérisées par la 

présence à l’extrémité NH2-terminal d’au moins un domaine BIR (Baculovirus IAP Repeats) de 70 kDa. 

Ces domaines sont essentiels pour lier et inhiber les caspases (Liston et al., 2003). Parmi elles, les 

protéines XIAP (X linked IAP), c-IAP1 (cellular-inhibitor of apoptosis protein 1) et c-IAP2 possèdent 

trois domaines BIR permettant d’interagir avec la procaspase-9, ce qui prévient son activation au sein 

de l’apoptosome mais elles peuvent aussi interagir avec les caspases-3 et -7. En plus de son rôle clé 

pour le maintien de l’intégrité du fuseau mitotique (cf chapitre 1.5.2), la survivine est une IAP 

abritant un domaine BIR et peut inhiber les caspases-3 et -7 (Ambrosini et al., 1998 ; Grossman et al., 

2001). De plus, il existe des inhibiteurs de ces IAPs. En effet, l’interaction des protéines Smac/DIABLO 

(Second mitochondria-derived activator of caspase/Direct IAP Binding protein with low pI), HtrA2 

(High temperature requirement protein A2)/Omi (Chai et al., 2000 ; Martins, 2002)  et  XAF1 

(XIAP-Associated Factor-1) avec les IAPs les inactivent. Contrairement à Smac/DIABLO ou à 

HtrA2/Omi, XAF1 n’a pas besoin d’un signal d’activation et peut constitutivement interagir avec XIAP 

(Liston et al., 2001). Exprimée dans la plupart des tissus normaux, XAF1 est présente en très faible 

quantité voire indétectable dans certaines cellules tumorales (Fong et al., 2000). 

Les protéines de stress ou de choc thermiques (HSP : Heat Shock Protein) sont activées en réponse à 

différents stimuli de mort et leur effet peut amplifier ou diminuer le signal de mort (Parcellier et al., 

2003). Chez les Mammifères, les HSPs sont divisées en deux groupes : les grandes HSPs telles que 

HSP90, HSP70 et HSP60 et les petites HSPs telles que HSP27. En plus de leur rôle de molécules 

chaperonnes (Bukau et Horwich, 1998), certaines HSPs jouent un rôle clé dans la régulation des 

caspases. La protéine HSP27 (Garrido et al., 2006a) peut séquestrer le cyt c cytosolique (Bruey et al., 

2000) bloquant alors la formation de l’apoptosome. La protéine HSP27 peut aussi inhiber l’activation 

de la procaspase-3 en se fixant directement sur cette dernière (Pandey et al., 2000a) et inhiber la 

redistribution de Bid  (Paul et al., 2002). Quant à elle, la protéine HSP70 (Garrido et al., 2006a) 

protège les cellules de l’apoptose en prévenant l’activation des caspases, les dommages 

mitochondriaux et la fragmentation nucléaire (Buzzard et al., 1998). En effet, HSP70 empêche le 

recrutement et l’activation de la procaspase-9 au sein de l’apoptosome (Beere et al., 2000 ; Saleh et 

al., 2000). HSP70 prévient aussi l’apoptose indépendante des caspases en se liant à AIF par une 

liaison ATP-indépendante et en inhibant la condensation de la chromatine induite par AIF (Ravagnan 

et al., 2001). Selon le stimulus apoptotique, la protéine HSP90 stimule ou prévient le signal de mort. 

Dans des conditions physiologiques, HSP90 inhibe l’apoptose induite par la staurosporine et prévient 

l’activation des procaspases en système acellulaire (Pandey et al., 2000b). HSP90 interagit 

directement avec Apaf-1 en bloquant son oligomérisation et le recrutement de la procaspase-9 

(Pandey et al., 2000b). HSP90 peut aussi stabiliser la protéine PKB (protéine kinase B)/Akt qui peut 

donc exercer sa fonction anti-apoptotique en phosphorylant plusieurs acteurs impliqués dans le 

contrôle de l’apoptose tels que Bad et la procaspase-9 (Sato et al., 2000). 

iii) Au niveau post-traductionel, des modifications, telles que la phosphorylation ou la 

S-nitrosylation peuvent moduler l’activité de certaines caspases. Par exemple, la phosphorylation au 

niveau de la sérine 196 de la procaspase-9 par la kinase Akt inhibe l’activité protéolytique de la 
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caspase-9 (Cardone et al., 1998). La kinase Akt est incapable de phosphoryler les procaspases-3, -6 ou 

-7. A son tour, la kinase Akt peut être inhibée par la staurosporine (Hill et al., 2001). L’activité 

optimale des caspases se produit donc dans un environnement réducteur et le moindre changement 

dans les conditions réductrices à l’intérieur d’une cellule peut rendre les caspases inactives. Le 

peroxyde d’hydrogène module le statut rédox de la cellule en oxydant des résidus cystéines des 

caspases, ce qui supprime l’activation des caspases et bloque leur activité (Hampton et Orrenius, 

1997). 

 

iv) Au niveau de la localisation sub-cellulaire, les caspases sont avant tout cytosoliques. 

Cependant, certaines d’entre elles ont été localisées dans des compartiments cellulaires, notamment 

la mitochondrie, le noyau, le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. La séquestration des 

procaspases dans certains compartiments subcellulaires pourrait les séparer de leurs substrats et 

leur relocalisation pourrait contribuer à accroître la spécificité avec laquelle telle ou telle enzyme 

clive un substrat donné. Présente dans l’espace intermembranaire mitochondrial dans la plupart des 

organes et des lignées cellulaires (Susin et al., 1999a ; Zhivotovsky et al., 1999), la procaspase-9 est 

transloquée au cours de l’apoptose dans le cytosol où elle est activée. Ces évènements sont bloqués 

par une surexpression de Bcl-2 (Susin et al., 1999b). La procaspase-3 est aussi présente dans l’espace 

intermembranaire mitochondrial de divers tissus et lignées cellulaires (Mancini et al., 1998) où elle 

est complexée aux protéines HSP60 et HSP10 (Samali et al., 1999). Lors de l’apoptose, la 

procaspase-3 est libérée dans le cytosol où elle est activée et cette activation est accélérée par 

HSP60 et HSP10 (Samali et al., 1999). Par la suite, la procaspase-3 et/ou la caspase-3 sont 

transloquées du cytosol vers le noyau (Nakagawara et al., 1997 ; Zhivotovsky et al., 1999 ; Kim et al., 

2000) où la caspase-3 pourra cliver ses protéines cibles, aboutissant à la condensation de la 

chromatine et à la fragmentation de l’ADN. Lors de l’apoptose induite par un engagement des 

récepteurs de mort membranaires, les procaspases-8 et -10 gagnent la membrane plasmique où elles 

participent à la formation du DISC (Death Inducing Signaling Complex) avant d’être activées par 

oligomérisation  (Ashkenazi et Dixit, 1998). La procaspase-8 a aussi été détectée dans les 

mitochondries (dans l’espace intermembranaire, dans la membrane interne, dans la matrice 

mitochondriale) et le noyau de fibroblastes humains et de cellules murines. Un signal apoptotique 

favorise la translocation de la procaspase-8 de la mitochondrie vers le cytosol où elle est activée (Qin 

et al., 2001). 

 

v) Enfin, des activateurs exogènes tels que le granzyme B peuvent amplifier le signal 

pro-apoptotique en activant directement les caspases. Le granzyme B est une protéase à sérine, 

aspartate spécifique, localisée dans les granules des cellules T cytotoxiques. La perforine et le 

granzyme B coopèrent pour induire l’apoptose dans les cellules tumorales ainsi que dans les cellules 

infectées par des pathogènes. La perforine perméabilise la cellule cible en formant des pores, 

permettant le passage du granzyme B dans le cytoplasme (Trapani, 2001). Le granzyme B active alors 

les procaspases initiatrices telles que la procaspase-8 mais aussi les caspases effectrices (Fernandes-

Alnemri et al., 1995a , 1995b ; Chinnaiyan et al., 1996 ; Darmon et al., 1996). Le granzyme B peut 

aussi cliver directement Bid (Sutton et al., 2000) et provoquer la libération du cyt c sous le contrôle 

de Bcl-2 et Bax (Pinkoski et al., 2001). Le granzyme B peut ainsi amplifier le signal apoptotique en 

activant directement les caspases ou en utilisant directement la voie mitochondriale (Atkinson et al., 

1998 ; Barry et al., 2000). 
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2.4.2 Voie des récepteurs de mort membranaires 

2.4.2.1. Présentation 

La voie apoptotique des récepteurs de mort membranaires ou voie extrinsèque est activée suite à la 

liaison spécifique d’un ligand à un récepteur de mort (DR : Death Receptor) présent au niveau de la 

membrane plasmique (Figure 14). Ces récepteurs de mort appartiennent à la famille des récepteurs 

du TNF. Ce sont des protéines trans-membranaires de type I (Nagata, 1997) comportant une partie 

extra-cellulaire riche en cystéine (Beutler et van Huffel, 1994) et une partie intra-cytoplasmique 

présentant un domaine de mort (DD). Ce domaine permet la transduction du signal de mort (Fesik, 

2000 ; Inoue et al., 2000). Actuellement, on distingue 6 récepteurs de mort capables d’induire la 

mort de la cellule (Vermeulen et al., 2005) : 

- DR-1, TNF-R1 ou CD120a; 

- DR-2, Fas, Apo-1 ou CD95 ; 

- DR-3, TRAMP, Apo-3  ou LARD ou WSL1; 

- DR-4 ou TRAIL-R1 (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand-Receptor-1)  ou Apo-2; 

- DR-5, TRAIL-R2, KILLER ou TRICK2 ; 

- DR-6. 

 

 Les ligands sont des protéines de type II et appartiennent à la famille du TNF qui compte plus de 20 

membres (Nagata et Golstein, 1995). FasL (Fas Ligand) et TRAIL peuvent aussi exister sous forme 

soluble  suite à la protéolyse de la forme membranaire respectivement par une métalloprotéase 

(Kayagaki et al., 1995) ou par une protéase à cystéine (Mariani et Krammer, 1998). La majorité des 

membres de cette famille active des signaux impliqués dans la réponse immunitaire, la 

différenciation et la survie. Seulement trois sont impliqués dans la mort : TNF-α qui active TNF-R1, 

FasL qui se lie à Fas et TRAIL qui active DR-4 et DR-5 (Igney et Krammer, 2002). Les ligands de mort 

sont exprimés dans divers types cellulaires afin d’éradiquer les cellules transformées (Locksley et al., 

2001). 

 

L’engagement d’un récepteur de mort peut conduire à l’apoptose dépendante des caspases (Enari et 

al., 1995 ; Longthorne et Williams, 1997). Après fixation du ligand spécifique, le récepteur se 

trimérise entraînant son activation. Il recrute alors des protéines intracellulaires par interactions 

homotypiques pour former un complexe multiprotéique (Locksley et al., 2001). Le domaine de mort 

intracytoplasmique du récepteur recrute une protéine adaptatrice possédant également un domaine 

de mort (FADD pour les récepteurs Fas, DR-4 et DR-5 ; TRADD pour le récepteur TNF-R1). En plus du 

domaine de mort, la molécule adaptatrice FADD possède aussi un domaine effecteur de mort (DED) 

permettant le recrutement des procaspases-8 ou -10. Le complexe ainsi formé est appelé le DISC ou 

casposome et permet l’activation autocatalytique de la procaspase-8/-10 en caspase-8/-10, laquelle 

est alors libérée. Selon la quantité de caspase-8 activée, deux issues sont envisageables (Ozoren et 

El-Deiry, 2002) (Figure 14) : 

 

- i) Si la caspase-8 est activée en grande quantité, on parle de cellules de type I 

telles que les lymphocytes (Scaffidi et al., 1998). Au sein du DISC, l’oligomérisation des procaspases-8 
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induit leur activation très rapide (dans les 5 secondes suivant la fixation du ligand) par 

autoprotéolyse (Martin et al., 1998 ; Salvesen et Dixit, 1999 ; Kidd et al., 2000). Le clivage de la 

procaspase-8 libère la sous-unité p18 lentement convertie en sous-unité active p16 (Scaffidi et al., 

1998). De grands agrégats ou clusters de ligand et récepteur se forment avant d’être au final 

internalisés, ces 2 étapes étant dépendantes de la caspase-8 activée et de l’actine (Algeciras-

Schimnich et al., 2002). La formation de clusters de ligands se fait dans une région de la membrane 

où les filaments d’actine sont déstructurés (Kulms et al., 2002). La caspase-8 active alors les caspases 

effectrices sous-jacentes telles que la caspase-3 et ce, dans les 30 minutes suivant l’interaction 

ligand/récepteur (Scaffidi et al., 1998). Le clivage de la procaspase-3 libère le fragment p20, lequel 

est par la suite converti en p17, sous-unité active (Fernandes-Alnemri et al., 1996). Une fois activées, 

les caspases effectrices vont alors cliver leurs protéines cellulaires cibles aboutissant in fine à la mort 

de la cellule.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : La voie des récepteurs de mort  
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- ii) Dans les cellules de type II telles que les hépatocytes, la quantité de 

caspase-8 activée est trop faible, rendant impossible une activation directe des caspases effectrices. 

Une très faible quantité de procaspase-8 est activée au sein du DISC, les clusters formés sont de 

petite taille, leur formation est indépendante de la caspase-8 et les complexes ne sont pas 

internalisés (Algeciras-Schimnich et al., 2002). L’activation des caspases-8 et -3 est alors plus tardive 

et génère des fragments de clivage différents : le clivage de la procaspase-8 libère p16, sans clivage 

intermédiaire, et celui de la procaspase-3 libère directement p17, sans passer par p20 (Scaffidi et al., 

1998). Dans ce contexte, le signal est amplifié par la voie apoptotique mitochondriale. La faible 

quantité de caspase-8 au niveau du DISC suffit au clivage de Bid, membre pro-apoptotique de la 

famille Bcl-2 et dont la séquence LETD est reconnue par la caspase-8, en t-Bid (Thornberry et al., 

1997). Ce dernier est alors transloqué à la mitochondrie (Gross et al., 1999 ; Li et al., 1998) où il 

permet l’activation de la voie apoptotique mitochondriale en agissant de concert avec Bax et Bak 

(cf chapitre 2.4.3.2) (Luo et al., 1998). Par ailleurs, la protéine Bid peut aussi être clivée par la 

caspase-3, ce qui peut constituer une boucle d’amplification du phénomène (Slee et al., 2000). 

 

L’engagement d’un récepteur de mort peut aussi générer un signal de survie via l’activation du 

facteur de transcription NF-κB ou de prolifération via l’activation des molécules ERK1/2 (Extracellular 

signal-Regulated Kinase 1/2) (Budd, 2002). De plus, par l’intermédiaire de la protéine RIP (cf chapitre 

1.4.2), l’engagement du récepteur de mort TNF-R1 peut conduire à la nécrose associée à la 

production d’espèces réactives à l’oxygène (Holler et al., 2000). 

 

2.4.2.2. Différents systèmes ligand/récepteur 

 

A l’heure actuelle, 3 systèmes ligand/récepteur impliqués dans l’apoptose sont décrits dans la 

littérature (Figure 15): 

 

• Système TNF-α/TNF-R1 

Concernant ce système, 2 types de complexe ont été décrits : 

- Le complexe I est un complexe membranaire composé de TNF-R1, TRADD-1, la kinase 

RIP-1, TRAF-2 et c-IAP1 qui active la signalisation de survie via NF-κB ; 

- Le complexe II est un complexe cytoplasmique dans lequel TRADD et RIP-1 dissociés 

du TNF-R1 s’associent à FADD et à la procaspase-8 conduisant à la mort de la cellule en l’absence 

d’activation de NF-κB (Micheau et Tschopp, 2003). 

 

• Système FasL/Fas 

Ce système semble jouer un rôle dans l’homéostasie du système immunitaire (sélection clonale des 

lymphocytes autoréactifs, limitation de l’expansion clonale…) et dans l’activité cytotoxique des 

cellules immunitaires (T et NK) (Krammer, 2000). Ce modèle est similaire au modèle TRAIL/TRAIL-R 

développé ci-dessous. 
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Ces deux systèmes FasL/Fas et TNF-α/TNF-R1 sont des voies d’activation importante pour le maintien 

de l’immunité. En effet leur activation permet l’élimination de cellules cancéreuses qui prolifèrent 

mais des effets toxiques sur les cellules normales sont observés, limitant ainsi leur développement en 

thérapeutiques. Dans ce contexte, le TNF-α a été approuvé seulement en traitement combiné avec 

une perfusion de membre isolé sur des tissus de sarcome mou (Grunhagen et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Les différents systèmes ligands/récepteurs de mort 
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• Système TRAIL/DR-4 ou DR-5 

Ce système est certainement le plus intéressant d’un point de vue thérapeutique. En effet, TRAIL 

induit spécifiquement l’apoptose des cellules tumorales, sans affecter la viabilité des cellules saines 

voisines (Wiley et al., 1995 ; Pitti et al., 1996). Bien que TRAIL et ses récepteurs DR-4/TRAIL-R1 et 

DR-5/TRAIL-R2 soient exprimés de façon constitutive dans la majorité des tissus, leur interaction 

induit rapidement la mort uniquement des cellules cancéreuses (Wiley et al., 1995 ; Pitti et al., 1996). 

Cette spécificité semble être liée à l’expression de récepteurs leurres (DcR : Decoy Receptor) 

présents à la surface de la cellule et qui lient TRAIL sans induire la cascade apoptotique car ils sont 

dépourvus de site catalytique (LeBlanc et Ashkenazi, 2003). A l’heure actuelle, trois récepteurs 

leurres ont été identifiés : DcR1 ou TRAIL-R3, DcR2 ou TRAIL-R4 et l’ostéoprotégérine circulante 

(OPG) (Falschlehner et al., 2007). Ces récepteurs leurres sont considérés comme un important 

mécanisme de contrôle de l’apoptose induite par TRAIL (Emery et al., 1998 ; Clancy et al., 2005). En 

effet, l’expression différentielle de récepteurs leurres entre cellules cancéreuses et cellules normales 

pourrait participer à l’induction sélective de l’apoptose médiée par TRAIL. Par ailleurs, il a été montré 

récemment que les récepteurs leurres inhibent différemment l’apoptose induite par TRAIL (Merino 

et al., 2006) : DcR1 entre en compétition avec les récepteurs agonistes et bloque ainsi la signalisation 

apoptotique de TRAIL alors que DcR2 est inclus dans le DISC aux côtés de DR-5 et inhibe l’activation 

de la caspase-8. Dans ce contexte, beaucoup de travaux sont menés afin d’utiliser le système 

TRAIL/TRAIL-R en thérapie anti-cancéreuse (Carlo-Stella et al., 2007 ; Huang et Sheikh, 2007). Par 

exemple, un recombinant TRAIL est actuellement en essai clinique de phase I (Camidge, 2007) et un 

anticorps monoclonal agoniste de TRAIL-R humain, le lexatumomabe, est en essai clinique de phase II 

(Marini, 2006).  

 

En plus de son rôle d’inducteur de l’apoptose, TRAIL est aussi impliqué dans les voies de signalisation 

de survie et de prolifération médiées par NF-κB, JNK ou les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) 

(Kimberley et Screaton, 2004 ; Kruyt, 2008)). Les radeaux lipidiques, connus pour favoriser la 

transduction du signal médiée par FasL (Cremesti et al., 2001 ; Chaigne-Delalande et al., 2008), sont 

des microdomaines de la membrane plasmique enrichis en sphingolipides et en cholestérol régulant 

la signalisation à la surface cellulaire (Simons et Toomre, 2000). Ces radeaux renferment différentes 

protéines clés dans l’apoptose, notamment FADD, procaspases-8 et -10, Bid, caspase-3, JNK  

(Fleischer et al., 2006) et Bad (Fleischer et al., 2004). Dans les cellules cancéreuses de poumon non à 

petites cellules (NSCLC) sensibles à TRAIL, les DISCs assemblés au sein des radeaux lipidiques 

permettent l’activation de la caspase-8 alors que les DISCs formés en dehors des radeaux favorisent 

le recrutement de c-FLIP (cellular-FLICE Inhibitory Protein) et RIP, aboutissant à l’activation d’un 

signal de pro-survie tel que l’activation de NF-κB ou ERK1/2 (Kruyt, 2008).  

 

2.4.2.3. Régulation 

 

La voie apoptotique extrinsèque est une voie multi-étapes dont chaque évènement est contrôlé par 

différentes protéines afin d’éviter toute activation inappropriée.  

Les inhibiteurs endogènes les mieux décrits sont les membres de la famille FLIP encore appelée 

CASH/Flame-1/CLARP/MRIT/usurpine. A l’heure actuelle, 3 variants issus d’épissage alternatif ont été 

décrits : c-FLIPL, transcrit le plus long, c-FLIPS, isoforme le plus court, et c-FLIPR (Golks et al., 2005). 
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Présentant 2 domaines effecteurs de mort, ces variants sont des isomorphes de la caspase-8 mais 

sont dépourvus de site actif (Irmler et al., 1997). Ils sont donc recrutés au niveau du DISC prévenant 

ainsi l’activation de l’apoptose (Xiao et al., 2002). Les variants c-FLIPS et c-FLIPR ont des fonctions 

similaires en bloquant le recrutement et l’activation de la caspase-8 au sein du DISC par inhibition 

compétitive avec la procaspase-8 (Falschlehner et al., 2007). Le rôle de la protéine c-FLIPL est quant à 

lui controversé. En effet, c-FLIPL peut être anti-apoptotique en agissant de façon analogue à c-FLIPS 

(Thome et Tschopp, 2001) mais elle peut aussi avoir une activité pro-apoptotique en facilitant 

l’activation de la caspase-8 cytosolique au sein du DISC (Chang et al., 2002 ; Dohrman et al., 2005). En 

effet, des souris déficientes en c-FLIPL présentent le même phénotype que celles déficientes en 

caspase-8 ou en FADD (Rasper et al., 1998 ; Yeh et al., 1998 ; Yeh et al., 2000). De plus, il a été 

montré que c-FLIP altère la formation du DISC au sein des radeaux lipidiques induisant une résistance 

des cellules NSCLC à l’apoptose induite par TRAIL (Song et al., 2007). 

La voie apoptotique extrinsèque est régulée aussi par de nombreux oncogènes tels que c-Myc. 

Répresseur transcriptionnel de c-FLIP, c-Myc facilite l’assemblage du DISC (Ricci et al., 2004b). De 

plus, c-Myc active l’expression de DR-5 et facilite l’activation de la caspase-8 (Wang et al., 2004). La 

protéine c-Myc inhibe la transcription de gènes régulateurs clés tels que Mcl-1 et c-IAP2, ce qui 

bloque l’activation dépendante de NF-κB et favorise la mort par apoptose induite par TRAIL (Ricci et 

al., 2007). D’autres oncogènes peuvent faciliter l’activation de la voie apoptotique extrinsèque, 

notamment  E2F-1, la cycline D1 ou des oncogènes viraux tels que  E1A de l’adénovirus (Nieminen et 

al., 2007). 

Certains composants spécifiques de la matrice extra-cellulaire peuvent aussi favoriser la mort par 

voie extrinsèque dans différents types cellulaires tels la glycoprotéine EMILIN-2 (Elastin Microfibril 

Interface-Located Protein 2) (Mongiat et al., 2007). Cette voie peut aussi être régulée par les 

protéines IAPs et HSPs (cf chapitre 2.4.1.5) ainsi que par des protéines kinases. En effet, l’activation 

de PKC (protéine kinase C) inhibe le recrutement de FADD au sein du DISC (Harper et al., 2003) et les 

protéines MAPK (Frese et al., 2003) et PKB/Akt (Thakkar et al., 2001) sensibilisent les cellules à 

l’apoptose induite par TRAIL. 

Dans les cellules de type II, la voie apoptotique extrinsèque est aussi régulée par les membres de la 

famille Bcl-2 (cf chapitre 2.4.3.2). Par exemple, Bax, membre pro-apoptotique, participe à l’apoptose 

médiée par TRAIL. En effet des cellules cancéreuses de colon déficientes en Bax sont résistantes au 

ligand TRAIL (LeBlanc et al., 2002). Par ailleurs, une sur-expression de Bcl-2, protéine anti-

apoptotique, inhibe l’apoptose induite par TRAIL (Fulda et al., 2002). Cependant, l’effet 

cytoprotecteur de Bcl-2 ne serait que partiel et uniquement dans le cas d’une faible dose de TRAIL 

(Rudner et al., 2005). Un autre membre anti-apoptotique de cette famille, Mcl-1, interagit avec t-Bid, 

empêchant son interaction avec Bax/Bak et donc l’amplification de la mort par la voie apoptotique 

mitochondriale (Clohessy et al., 2006). 
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2.4.3 Mitochondries, éléments centraux de l’apoptose 

2.4.3.1. Généralités sur les mitochondries 

Les mitochondries, du grec « mitos », fil, et « chondros », grain, sont les seuls organites de la cellule, 

à l’exception du noyau, qui possèdent leur propre ADN, suggérant une origine exogène : elles sont le 

résultat de l’endosymbiose d’une α-protéobactérie par une cellule eucaryote primitive (Andersson et 

al., 1998 ; Gray et al., 2001). Présentes dans toutes les cellules aérobies, les mitochondries 

emmagasinent sous forme d’ATP l’énergie libérée par l’oxydation enzymatique de molécules 

nutritives. Elles consomment 80% de l’oxygène respiré par une cellule et produisent 90% de l’énergie 

utilisée. Elles interviennent aussi dans d’autres fonctions telles que la thermogenèse, la synthèse des 

hèmes et des stéroides, l’équipement enzymatique particulier permettant des échanges importants 

avec le cytoplasme ainsi que des conversions enzymatiques notamment la β-oxydation des acides 

gras, le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative (Delbart, 2000). De part la relation entre 

nombre de mitochondries et consommation énergétique de la cellule, la quantité de mitochondries 

par cellule est fonction du type cellulaire et varie entre 1000 et 1600 formant un véritable réseau, le 

mitochondriome, à l’intérieur duquel les échanges énergétiques sont rapides. Ce vaste réseau est du 

au fait qu’une mitochondrie provient uniquement de la croissance puis de la division d’une autre 

mitochondrie déjà existante. Ainsi, avant la division cellulaire, la mitochondrie double sa masse puis 

se scinde en deux, on parle de fission mitochondriale. A l’inverse, les mitochondries peuvent aussi 

fusionner (Figure 16).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Les mécanismes de fission et fusion mitochondriales 

 

Les mitochondries sont constituées de 2 membranes, la membrane externe et la membrane interne, 

séparées par un espace, la chambre externe ou l’espace inter-membranaire. La chambre interne 

délimitée par la membrane interne est appelée matrice (Figure 17). 

 

La membrane externe est formée à 60% de protéines et à 40% de lipides. Elle contient de 

nombreuses protéines transmembranaires, les porines, qui forment des pores aqueux pour 

permettre le passage de métabolites hydrophiles de moins de 10 kDa par diffusion passive, tels que 

les anions, les cations, les acides gras, le pyruvate et les nucléotides. Le membre le plus connu de 

cette famille est le VDAC (Voltage-Dependant Anion Channel). La membrane interne est constituée à 

75% de protéines, dont certaines sont impliquées dans la chaîne respiratoire, principal acteur de 

conversion énergétique, et à 25% de lipides, dont les cardiolipines qui renferment 4 acides gras, ce 

qui rend cette membrane imperméable aux ions. Cette imperméabilité permet aux complexes I-IV de 

la chaîne respiratoire d’accumuler au travers de la membrane interne un gradient de protons 

nécessaire pour la phosphorylation oxydative (Mitchell et Moyle, 1965a, 1965b). Ce gradient de 

fusion mitochondriale

fission mitochondriale
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protons est à la base du potentiel membranaire mitochondrial (∆Ψm) et est utilisé par le complexe V 

de la chaîne respiratoire pour permettre la synthèse d’ATP. Le maintien de ce gradient étant vital 

pour la cellule, les échanges avec le cytoplasme, notamment de constituants de la matrice 

mitochondriale et de métabolites, sont hautement régulés via des pores très sélectifs dont 

l’ouverture/fermeture instantanée entraîne une perte partielle du ∆Ψm (Kroemer et al., 1998 ; 

Zoratti et Szabo, 1995). A l’inverse, une perte soutenue voire permanente du  ∆Ψm est considérée 

comme le point de non retour dans la cascade d’évènements aboutissant à la mort de la cellule 

(Zamzami et al., 1995) et est associée à un mécanisme de mort (Marchetti et al., 1996 ; Zamzami et 

al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Représentation schématique de la mitochondrie 

 

Le génome mitochondrial est extrêmement dynamique et majoritairement hétéroplasmique. Il est 

constitué de 37 gènes dont 13 codent des peptides appartenant à la chaîne respiratoire, 22 codent 

des ARNt et 2 codent des ARNr. Ainsi, environ 10% des protéines sont directement synthétisées, via 

un code génétique propre, à partir de l’ADN mitochondrial dans la matrice mitochondriale par les 

mitoribosomes, plus petits que les ribosomes (70S au lieu de 80S). Toutes les autres protéines 

mitochondriales, environ 1500, sont codées sous forme de précurseurs par le génome nucléaire. Un 

peptide signal de 15 à 30 AA situé à l’extrémité amino-terminale permet leur reconnaissance puis 

leur importation à la mitochondrie (Rusch et Kendall, 1995 ; Schatz et Dobberstein, 1996). Les 

protéines, dénaturées, traversent alors les membranes mitochondriales externes et/ou internes 

grâce à des translocases.  

 

Une fois transloqué dans le bon compartiment, le peptide signal est clivé par une protéase. A l’heure 

actuelle, 5 systèmes de translocases ont été caractérisés (Figure 18) (Baker et al., 2007). i) Au niveau 

de la membrane externe, le complexe TOM (translocase of the outer membrane), complexe 

multiprotéique comportant la sous-unité TOM40, permet l’importation depuis le cytosol de toutes 

les protéines. Selon leur destination finale, les protéines utilisent ensuite des translocases 

différentes. ii) Les protéines qui seront ancrées dans la membrane externe sont prises en charge par 

le complexe SAM (sorting and assembly machinery of the outer membrane) aussi appelé TOB 

(topogenesis of the outer membrane β-barrel protein). iii) Les protéines destinées à la matrice sont 

prises en charge au niveau de la membrane interne par le complexe TIM23 (translocase of the inner 

membrane externe

membrane interne

chambre interne ou matrice

chambre externe ou

espace intermembranaire 

≈ 3 µm
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membrane 23). La protéine chaperonne mtHsp70 se fixe à TIM23 grâce à la séquence PAM 

(presequence translocase-associated motor) pour transloquer les protéines dans la matrice 

mitochondriale où une protéase clive leur peptide signal. iv) Les protéines localisées dans l’espace 

intermembranaire et destinées à être en partie insérées dans la membrane interne via un domaine 

transmembranaire sont ancrées dans la membrane interne par TIM23 associé à TIM21 et le peptide 

signal sera également clivé par une protéase matricielle. v) Une fois dans l’espace intermembranaire, 

les protéines destinées à la membrane interne sont prises en charge par le complexe TIM22 qui 

facilite leur insertion dans la membrane interne. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Les différentes translocases mitochondriales (d’après Baker et al., 2007) 

 

Au cours de la mort, le rôle des mitochondries est indéniable : elles sont considérées comme une 

prison hautement surveillée renfermant un escadron de mort (Delbart, 2000). Lors de l’apoptose, 

l’intégrité des mitochondries est atteinte, le potentiel membranaire chute (↘∆Ψm), le transport des 

électrons au sein de la chaîne respiratoire est stoppé et des protéines situées dans l’espace 

intermembranaire sont libérées dans le cytosol. Cependant, la chronologie de ces différents 

évènements est loin d’être établie avec exactitude. De part leur rôle prédominant lors de l’apoptose, 

les mitochondries sont des cibles pharmacologiques potentielles pour de nouveaux traitements anti-

cancéreux. En effet les mitochondries sont à l’intersection des voies apoptotiques dites classiques et 

le processus de mort se déroule en 3 étapes détaillées ci-dessous (Kroemer et al., 1997). Des défauts 

lors des 2 premières phases peuvent stopper l’évolution du processus apoptotique alors qu’une 

défaillance lors de la 3° et ultime phase ne modifiera pas l’issue fatale mais peut changer les 

manifestations phénotypiques de la mort. 
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2.4.3.2. Phase 1 de la voie apoptotique mitochondriale : initiation  

 

L’initiation de la voie apoptotique mitochondriale est une étape hautement régulée par les différents 

membres de la famille Bcl-2 mais aussi par la protéine p53. 

 

• Famille Bcl-2 

Les protéines de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) sont de puissants régulateurs de la voie 

apoptotique mitochondriale dont le prototype, la proto-oncoprotéine Bcl-2, a été identifiée dans des 

lymphomes folliculaires de type B (Tsujimoto et al., 1985). Cette famille de protéines est composée 

actuellement d’une trentaine de membres décrits, dont certains préviennent (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, 

Mcl-1…) alors que d’autres induisent (Bax, Bak, Bad, Bid, PUMA…) l’apoptose (Willis et Adams, 2005). 

Ces protéines sont caractérisées par la présence de 1 à 4 domaines d’homologie BH (Bcl-2 Homology) 

communs et conservés dont la nature semble déterminer la fonction des membres de cette famille. 

Selon la présence des différents domaines BH, les protéines de la famille Bcl-2 ont été regroupées en 

trois classes (Figure 19). Les membres anti-apoptotiques possèdent les 4 domaines d’homologie BH : 

BH1, BH2, BH2 et BH4, alors que les membres pro-apoptotiques sont quant à eux divisés en deux 

catégories. Ainsi les protéines pro-apoptotiques à multi-domaines (Bax, Bak…) ne possèdent pas le 

domaine BH4 alors que certaines protéines pro-apoptotiques possèdent un seul domaine, le 

domaine BH3, et sont dites protéines à domaine BH3 seul ou « BH3 only proteins » (Bid, PUMA…). Le 

domaine BH3 semble être le domaine nécessaire à l’induction de l’apoptose par les protéines pro-

apoptotiques (Puthalakath et Strasser, 2002). Tous les membres de la famille Bcl-2, à l’exception des 

protéines à domaine BH3 seul, possèdent le plus souvent un domaine transmembranaire 

hydrophobe à l’extrémité carboxy-terminale permettant leur ancrage dans la membrane 

mitochondriale, la membrane du réticulum endoplasmique ou la membrane nucléaire externe 

(Schinzel et al., 2004). Dans les cellules viables, les protéines anti-apoptotiques ainsi que la protéine 

pro-apoptotique Bak sont insérées principalement dans la membrane externe de la mitochondrie, 

alors que les protéines pro-apoptotiques telles que Bax, Bid, Bad sont cytosoliques ou en périphérie 

de la mitochondrie. Lors de l’apoptose, ces dernières vont subir différentes modifications rendant 

leur extrémité amino-terminale accessible, ce qui permet leur translocation au niveau de la 

membrane externe mitochondriale où elles s’inséreront pour s’oligomériser et propager le signal de 

mort. 

 

La principale fonction de l’ensemble des membres de la famille Bcl-2 est le contrôle de l’intégrité de 

la membrane mitochondriale externe via la régulation de la formation et/ou l’ouverture de pores 

membranaires mitochondriaux permettant la libération de facteurs apoptogènes de la mitochondrie 

au profit du cytosol lors de l’apoptose (cf partie 2.4.3.3) (Skommer et al., 2007). La plupart de ces 

protéines peuvent former des homo- ou hétérodimères. Dans les conditions physiologiques, les 

protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL protègent la mitochondrie d’une chute du potentiel 

membranaire en séquestrant les protéines pro-apoptotiques présentes au niveau de la membrane 

mitochondriale, qui pourraient conduire à la dépolarisation de la membrane mitochondriale 

(Kroemer et al., 2007). Cette interaction s’effectue via les domaines BH1, BH2 et BH3 des protéines 

anti-apoptotiques et via le domaine BH3 des protéines pro-apoptotiques (Zha et al., 1996 ; Simonen 

et al., 1997). La protéine Bcl-2 prévient la translocation de Bax à la mitochondrie, se lie à l’extrémité 
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amino-terminale de Bak, empêchant l’oligomérisation de Bax/Bak et donc inhibe la perméabilisation 

de la membrane mitochondriale (Mikhailov et al., 2001 ; Mikhailov et al., 2003). Par ailleurs, les 

protéines à domaine BH3 seul jouent en rôle clé lors de l’apoptose. En effet, une fois activées, ces 

protéines vont i) lier et activer directement les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak, ces dernières 

vont alors s’oligomériser au niveau de la membrane mitochondriale et/ou ii) lier les protéines anti-

apoptotiques, les rendant inactives, les protéines à domaine BH3 ont alors un rôle dit de dé-

répresseurs. L’ensemble de ces évènements permet l’activation de la voie apoptotique 

mitochondriale. Dans ce contexte, la balance entre la vie et la mort de la cellule semble influencée 

par le type et la proportion de complexes pro- et anti-apoptotiques formés (Opferman et Korsmeyer, 

2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Classification des membres de la famille Bcl-2 

 

 

L’activité des différents membres de la famille Bcl-2 est régulée aux niveaux transcriptionnel et 

traductionnel par divers facteurs de survie ou de mort tels que p53. En effet la protéine suppresseur 

de tumeur p53 induit l’apoptose en activant l’expression des protéines pro-apoptotiques Bax, Bak ou 
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Bid et en bloquant l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL (Schuler et Green, 

2005 ; Yee et Vousden, 2005). En plus de p53, d’autres protéines sont impliquées dans la régulation 

de l’activité des membres de la famille Bcl-2. La protéine nucléaire Ku70, impliquée dans les 

réparations de l’ADN, peut inhiber la translocation de Bax à la mitochondrie (Sawada et al., 2003) 

alors que le récepteur orphelin TR3 peut être transloqué du noyau à la mitochondrie où il interagit 

avec Bcl-2, permettant aux membres pro-apoptotiques d’induire la dépolarisation de la membrane 

mitochondriale (Lin et al., 2004).  

En plus du processus de dimérisation permettant aux protéines de la famille Bcl-2 de s’activer ou de 

s’inhiber, d’autres modifications post-traductionnelles régulent leur activité. En effet, la 

phosphorylation de Bcl-2 au niveau de résidus sérine est associée selon les types cellulaires aussi 

bien à son activation (Ito et al., 1997) qu’à son inactivation (Haldar et al., 1995). L’activité de la 

protéine pro-apoptotique Bad est aussi dépendante de sa phosphorylation : en absence de stimulus 

apoptotique, activée par la protéine PI3K, la protéine kinase PKB/Akt phosphoryle Bad, cette 

dernière se lie alors à la protéine 14-3-3 qui la séquestre dans le cytoplasme. En réponse à un 

stimulus apoptotique, la protéine PKB/Akt est inactivée tandis que la calcineurine activée, 

phosphatase calmoduline-dépendante, déphosphoryle Bad, ce qui libère cette dernière de la 

protéine 14-3-3. Bad migre alors vers la mitochondrie et interagit avec Bcl-2, induisant l’apoptose 

(Datta et al., 1997 ; Fang et al., 1999). De plus, les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL peuvent 

être clivées par les caspases-3 et -1 lors de l’apoptose (Cheng et al., 1997 ; Fujita et al., 1998), 

éliminant le domaine BH4 ce qui rend ces protéines tronquées pro-apoptotiques. Récemment il a été 

montré que les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 pouvaient aussi être clivées par un 

dimère de caspase-9, rendant aussi les protéines tronquées pro-apoptotiques (Chen et al., 2007). 

Ainsi les membres de la famille Bcl-2 font partie d’un vaste réseau à l’intérieur duquel les différents 

membres sont connectés entre eux mais sont régulés per de nombreux facteurs environnementaux.  

 

• t-Bid 

Protéine à domaine BH3 seul de la famille Bcl-2, Bid (BH3-interacting domain death agonist) (Wang et 

al., 1996a) joue un rôle clé dans l’initiation de la voie apoptotique mitochondriale. En effet, elle 

permet de transmettre le signal de mort au niveau de la mitochondrie. 

La protéine Bid a été mise en évidence suite à son clivage en t-Bid (truncated-Bid), fragment p15 

carboxy terminal actif, par la caspase-8 en réponse à l’activation des récepteurs de mort (cf partie 

2.4.2.3). La forme tronquée t-Bid gagne alors la mitochondrie afin d’amplifier la réponse suite à un 

signal de mort (Li et al., 1998 ; Gross et al., 1999 ; Zamzami et al., 2000). A ce niveau, l’insertion de 

t-Bid à la membrane mitochondriale nécessite la présence de cardiolipines (Lutter et al., 2000). En 

plus des caspases, d’autres protéases peuvent tronquer Bid en t-Bid, notamment le granzyme B dans 

des cellules T cytotoxiques, les calpaines dans le cas d’ischémie/reperfusion, les enzymes 

lysosomiales, les calpaines ou d’autres protéases suite à des dommages de l’ADN (Yin, 2006). De part 

le nombre important de protéases pouvant l’activer, Bid est considéré comme une véritable 

sentinelle permettant d’activer la voie apoptotique mitochondriale afin d’initier ou d’amplifier la 

réponse de mort (Yin, 2006).  

Dans tous les cas, le clivage protéolytique de Bid est spécifique et limité au sein des hélices α2 et α3. 

Ce clivage entraîne un changement de conformation favorisant l’exposition du domaine BH3, 

domaine par lequel t-Bid interagit avec les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak  et qui aboutit à 

l’activation de la voie apoptotique mitochondriale (Yin, 2006). Une fois inséré dans la membrane 
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externe mitochondriale, ce domaine BH3 reste accessible (Oh et al., 2005). Dans ce contexte, la 

forme t-Bid est davantage efficace dans la transduction du signal que Bid. De plus, l’affinité de t-Bid 

pour la membrane mitochondriale externe est augmentée par la N-myristoylation du résidu glycine 

(G) en position 60. En effet t-Bid myristoylé a 350 fois plus d’affinité que t-Bid pour se fixer à la 

membrane mitochondriale externe et permettre in fine la libération du cyt c (Zha et al., 2000). Par 

ailleurs, le clivage de Bid est régulé par phosphorylation. En effet, la phosphorylation de la thréonine 

(T) en position 59 par la caséine kinase II inhibe le clivage de Bid par la caspase-8 (Degli Esposti et al., 

2003).  

Un élément clé dans l’initiation de la voie apoptotique mitochondriale est la régulation de 

l’expression de Bid par p53 : une surexpression de p53 entraîne une transcription accrue des ARNm 

de Bid dans diverses lignées cellulaires et chez la souris (Sax et al., 2002). Des fibroblastes déficents 

en Bid sont davantage résistants que des fibroblastes sauvages avec des dommages à l’ADN induits 

par l’adriamycine et le 5-fluorouracile (5-FU), connus pour stabiliser la protéine p53 endogène. Il 

semble donc que la régulation de Bid par p53 contribue aux mécanismes de sensibilité en réponse 

aux traitements chimiothérapeutiques.  

Par ailleurs, le rôle clé de t-Bid dans l’activation de la voie apoptotique mitochondriale est lié au fait 

qu’il permet la libération de la mitochondrie vers le cytosol du facteur apoptotique Smac/DIABLO, 

lequel va alors fixer XIAP, empêchant cette dernière d’inhiber l’activation de la caspase-3 (Li et al., 

2002) (cf partie 2.4.1.5). 

Impliquée dans le développement des leucémies promyélocytaires aigues en inhibant l’apoptose,  la 

protéine PLZF (promyeolocytic leukemia zinc finger), qui affecte la croissance des cellules myéloides, 

inhibe l’expression de Bid, ce qui pourrait expliquer la résistance des cellules Jurkat exprimant le 

gène PLZF lors de l’apoptose induite par une privation en sérum (Parrado et al., 2004).  

En plus de son rôle lors de l’apoptose, des fonctions alternatives de Bid ont récemment été mises en 

évidence. En effet Bid pourrait jouer un rôle dans la prolifération cellulaire en facilitant la transition 

G0/G1 (Bai et al., 2005) du cycle cellulaire. Par ailleurs Bid serait aussi impliqué dans l’arrêt du cycle 

cellulaire en phase S afin réparer les dommages à l’ADN (Kamer et al., 2005 ; Zinkel et al., 2005). 

 

• p53 

La protéine suppresseur de tumeur p53 dite « gardienne du génome » a été découverte en 1979 

(DeLeo et al., 1979). C’est un puissant facteur de transcription impliqué dans de nombreuses 

fonctions telles que le contrôle du cycle cellulaire, la différenciation cellulaire, le contrôle de 

l’intégrité du génome et la mort cellulaire  (Vogelstein et Kinzler, 1992 ; Levine, 1997). Protéine 

nucléaire de 53 kDa, p53 est constituée de plusieurs domaines fonctionnels : un domaine de 

transactivation (AA 22-42), un domaine de fixation à l’ADN (AA 100-293), un domaine de localisation 

nucléaire (AA 316-325) et un domaine d’oligomérisation (AA 319-366)  (Figure 20).   

 

 

 

 

 

Figure 20 : Structure de p53 
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Active sous forme de tétramère, p53 s’accumule dans le cytosol au cours de la phase G1 du cycle 

cellulaire et est transloquée dans le noyau au début de la phase S (Chowdhury et al., 2006). 

L’activation de p53 est contrôlée par sa biosynthèse mais aussi par de nombreuses modifications 

post-transcriptionnelles (Fuster et al., 2007). Les domaines carboxy- et amino-terminaux de p53 

contiennent plusieurs sites d’acétylation et de phosphorylation. A l’extrémité carboxy-terminale, ces 

modifications de conformation permettent la fixation du domaine de liaison à l’ADN sur l’ADN alors 

qu’à l’extrémité amino-terminale, les phosphorylations de certaines sérines contrôlent l’activité 

transcriptionnelle de p53 et son interaction avec d’autres protéines (Buzzard et al., 1998). Dans une 

cellule normale, MDM2 (murine double minute 2), principal régulateur négatif de p53 (Yang,  et al., 

2004), ubiquitinyle les résidus lysines situés à l’extrémité carboxy-terminale de p53, ce qui favorise la 

dégradation de p53 et maintient l’expression de cette protéine à un taux très faible. Suite à des 

lésions de l’ADN, la phosphorylation de p53 inhibe cette liaison p53/MDM2, ce qui favorise son 

accumulation et son activation. Par ailleurs, l’acétylation de p53 sur les résidus lysine (K) en position 

320 et 382 modifie les interactions entre le domaine carboxy-terminal et le domaine de liaison à 

l’ADN, permettant l’acquisition d’une conformation active. Une fois activée, p53 a pour fonction 

principale de réguler la transcription de nombreux gènes impliqués dans les mécanismes d’arrêt de la 

prolifération ou de mort cellulaire. Cette fonction a pour conséquence, un arrêt du cycle cellulaire 

et/ou une réparation des dommages de l’ADN ou la mort par apoptose de la cellule. La réponse 

cellulaire suite à l’activation de p53 sera donc fonction de la nature des gènes activés ou réprimés 

par p53 (Fuster et al., 2007). Concernant les gènes impliqués dans la voie apoptotique 

mitochondriale, la protéine p53 régule i) positivement l’expression de protéines pro-apoptotiques de 

la famille Bcl-2, à savoir Bid, Bax, PUMA et NOXA, impliquées dans la perméabilisation de la 

membrane mitochondriale lors de l’apoptose (Oda et al., 2000 ; Nakano et Vousden, 2001) et ii) 

négativement l’expression du gène anti-apoptotique Bcl-2. Les protéines PUMA et NOXA lient alors 

les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, rendant inactif ces inhibiteurs de l’apoptose.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Impact de p53 sur la voie apoptotique mitochondriale  

(schéma modifié à partir de Skommer et al., 2007) 
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Des modèles d’apoptose dépendants ou non de p53 ont montré qu’indépendamment de son rôle 

transcriptionnel, p53 se localise rapidement à la mitochondrie dès l’initiation du processus 

apoptotique dépendant de p53 (Marchenko et al., 2000 ; Mihara et Moll, 2003). Cette translocation 

est par ailleurs favorisée par l’ubiquitination de p53 par MDM2 (Marchenko et al., 2007). Une fois 

transloquée au niveau de la mitochondrie, p53 ubiquitinylée sera alors déubiquitinylée par la 

protéine mitochondriale HAUSP (herpes virus-associated ubiquitin-specific protease) afin de pouvoir 

exercer son activité apoptotique (Marchenko et al., 2007 ; Marchenko et Moll, 2007). A ce niveau, 

p53 forme des complexes avec les protéines anti-apoptotiques Bcl-xL et Bcl-2 (Mihara et al., 2003). 

Les protéines pro-apoptotiques telles que Bax et Bak, séquestrées par les protéines anti-

apoptotiques, sont alors libérées (Figure 21). L’interaction entre p53 et Bcl-2 se fait via le domaine de 

liaison à l’ADN de p53. En effet des p53 mutées au niveau du domaine de liaison à l’ADN ne peuvent 

lier Bcl-2 (Tomita et al., 2006). Par ailleurs, PUMA, cible transcriptionnelle de p53, semble coupler les 

fonctions nucléaires et cytosoliques de p53 (Chipuk et al., 2005). En effet, en absence de stress 

cellulaire, la faible quantité de p53 nucléaire est insuffisante pour activer l’expression de PUMA et au 

niveau du cytosol, p53 est séquestrée par Bcl-xL. L’activation d’oncogènes ou l’induction de 

dommages à l’ADN par les rayonnements ultra-violets augmente rapidement la quantité de p53 

nucléaire, laquelle active l’expression de PUMA. Cette dernière se lie alors à Bcl-xL, libérant p53 

(Chipuk et al., 2005) (Figure 21). De plus, p53 peut faciliter la translocation, l’ancrage puis 

l’oligomérisation de Bax au niveau de la mitochondrie, entraînant la perméabilisation de la 

membrane mitochondriale (Chipuk et al., 2004). La protéine p53 peut aussi interagir directement 

avec Bak, la libérant de la protéine anti-apoptotique Mcl-1, ce qui aboutit à l’oligomérisation de Bak 

suivie de la dépolarisation de la membrane mitochondriale (Leu et al., 2004). 

 

Par ailleurs, il a été démontré que 2 variants alléliques de p53 au niveau du résidu 72 (Arg/R ou 

Pro/P) se localisent différemment au niveau de la membrane mitochondriale (Dumont et al., 2003). 

En effet, la forme arginine se localise préférentiellement à la mitochondrie, entraînant une activité 

apoptotique plus importante comparée à celle observée avec la forme proline. La présence du 

polymorphisme Arg/Pro au codon 72, situé à l’extrémité amino-terminale de p53 semble jouer un 

rôle prépondérant dans l’activité apoptotique de p53 indépendante de son activité transcriptionnelle 

(Chipuk et Green, 2003 ; Chipuk et al., 2004). 

 

La transformation tumorale nécessite une stimulation de la prolifération ainsi qu’une inhibition des 

voies d’induction de l’apoptose (Malumbres et Barbacid, 2001 ; Green et Evan, 2002). L’inactivation 

de p53 semble être un facteur prédisposant à l’émergence des cancers (Donehower et al., 1992) et 

essentielle à la transformation tumorale (Mowat et al., 1985). Les mutations de p53 sont 

caractéristiques d’au moins 50% des cancers humains (colon, poumon, sein, cerveau) (Fuster et al., 

2007) et sont retrouvées dans 92% des cas au niveau du domaine de liaison à l’ADN (Soussi et al., 

2000). Dans les autres cas, bien que la protéine p53 soit sauvage, des mutations affectent les 

effecteurs en amont et en aval de p53 tels que Chk2, Bcl-2, Bax, Apaf-1 (Mullauer et al., 2001). De 

façon intéressante, l’activité mitochondriale de p53 joue un rôle clé dans l’apoptose des organes 

sensibles aux radiothérapies contrairement aux organes résistants à ces traitements (Erster et Moll, 

2004). Il semblerait donc que l’activité mitochondriale de p53 soit un élément clé dans la sensibilité 

des organes aux radiothérapies. 
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2.4.3.3. Phase 2 de la voie apoptotique mitochondriale :    

intégration/décision  

 

La phase d’intégration/décision fait suite à l’initiation de la voie apoptotique mitochondriale. Au 

cours de cette phase, la décision de mourir est prise et le point de non-retour est dépassé. Cette 

phase est caractérisée par l’augmentation de la perméabilité membranaire mitochondriale associée 

ou non à la formation et/ou l’ouverture de différents pores membranaires mitochondriaux (Kroemer 

et al., 2007).  

 

• Perméabilisation membranaire mitochondriale : MMP 

Les mitochondries sont de véritables carrefours connectant les signaux induisant la mort et ceux 

favorisant la survie. Ces signaux proviennent de différents organites, notamment le noyau, le cytosol, 

les lysosomes et le réticulum endoplasmique. Lorsque les facteurs pro-morts prédominent, la 

membrane mitochondriale se perméabilise. La perméabilisation de la membrane mitochondriale 

(MMP : mitochondrial membrane permeabilization) est une des caractéristiques de l’activation de la 

voie apoptotique intrinsèque et est considérée comme le point de non-retour dans la cascade 

d’évènements aboutissant à la mort de la cellule (Green et Kroemer, 1998 ; Green et Kroemer, 2004). 

Elle est observée dans des types cellulaires nombreux et variés, notamment les hépatocytes, les 

cellules épithéliales, les lymphocytes, les neurones et les ostéoblastes. Les mécanismes responsables 

de la perméabilisation de la membrane mitochondriale sont complexes et sont probablement le 

résultat de l’exécution coordonnée de plusieurs étapes. Cette perméabilisation est caractérisée par : 

i) la libération de molécules apoptogènes notamment le cyt c, AIF, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, 

EndoG ; ii) l’altération du potentiel membranaire mitochondrial, iii) une catastrophe bioénergétique 

avec notamment un arrêt de la phosphorylation oxydative et l’accumulation d’espèces réactives à 

l’oxygène (ERO). La cinétique de l’ensemble de ces évènements n’est pas clairement établie. En effet 

selon la nature de la membrane atteinte en premier, à savoir la membrane externe ou la membrane 

interne, les mécanismes responsables de la perméabilisation de la membrane mitochondriale 

diffèrent. 

 

• Perméabilisation de la membrane externe 

La membrane externe est, dans les cellules viables, perméable aux métabolites et solutés jusqu’à 

5 kDa et imperméable aux protéines, grâce à la présence du VDAC, protéine de la membrane externe 

la plus abondante. Lors de l’apoptose, la perméabilité de la membrane externe augmente, ce qui 

libère des protéines solubles retenues dans l’espace intermembranaire. Une fois dans le cytosol, ces 

dernières peuvent gagner le noyau ou le réticulum endoplasmique. 

 

� Perméabilisation de la membrane externe médiée par le VDAC 

Seul, le VDAC peut former un pore « alternatif » impliqué dans la perméabilisation de la membrane 

mitochondriale externe. En l’absence de signaux apoptotiques, le VDAC est ouvert grâce à la protéine 

Bcl-xL et il participe aux échanges d’ATP, de calcium et d’autres ions. Suite à un stimulus 

apoptotique, la fermeture du VDAC par les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 inhibe la 
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sortie d’ATP et de différents solutés qui s’accumulent dans la matrice mitochondriale. Il s’en suit une 

hyperpolarisation transitoire de la membrane mitochondriale interne suivie d’un déséquilibre 

osmotique et de la rupture de la membrane mitochondriale externe (Zhu et al., 2002 ; Bouchier-

Hayes et al., 2005). Les facteurs apoptogènes mitochondriaux sont alors libérés (Vander Heiden et 

al., 1999 ; Vander Heiden et al., 2000 ; Vander Heiden et al., 2001). 

 

� Perméabilisation de la membrane externe médiée par Bax/Bak 

L’implication des membres de la famille Bcl-2 dans la formation des pores membranaires a été mise 

en évidence grâce à des similarités structurales observées avec des domaines de plusieurs toxines 

bactériennes formant des pores (Muchmore et al., 1996). 

Ce modèle de pores est basé sur l’interaction directe des protéines de la famille Bcl-2 au niveau de la 

membrane externe. Les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 résident principalement au 

niveau de la membrane externe où elles protègent les mitochondries de la perméabilisation de la 

membrane en neutralisant les membres pro-apoptotiques de cette famille. 

Dans les cellules viables, la protéine pro-apoptotique Bak est associée à la membrane externe alors 

que la protéine pro-apoptotique Bax est sous forme de monomère, soit libre dans le cytosol, soit 

faiblement attachée à la membrane externe de la mitochondrie. Dans de nombreux modèles de 

mort, l’expression d’au moins une de ces deux protéines est nécessaire pour la perméabilisation de la 

membrane mitochondriale (Wei et al., 2001). Ainsi les fibroblastes murins déficients en Bax et Bak 

sont résistants à l’induction de la perméabilisation membranaire puis à l’activation de la voie 

apoptotique mitochondriale (Wei et al., 2001). Cependant dans ces conditions, la perméabilisation 

peut être induite par d’autres mécanismes notamment une forte concentration de Ca2+ ou par 

l’ouverture du pore VDAC/hexokinase (cf ci-dessous). 

Suite à l’induction de l’apoptose, Bax est transloquée à la mitochondrie où elle s’insére au sein de la 

membrane mitochondriale externe (Wolter et al., 1997). A ce niveau, seule ou en association avec 

d’autres molécules apoptotiques telles que Bak, t-Bid ou Bim, Bax participe par oligomérisation à la 

formation de pores membranaires mitochondriaux (Figure 22). Constituées d’une zone hydrophobe 

et d’une hélice α entourée de 5 hélices amphiphatiques (Schendel et al., 1998), ces protéines 

peuvent, après changement de conformation aboutissant à l’exposition de leur extrémité amino-

terminale, s’hétéro- ou s’homo-oligomériser et s’insérer dans la bicouche lipidique pour former des 

pores dans la membrane mitochondriale (Basanez et al., 2002) entraînant des discontinuités 

transitoires de la membrane externe (Korsmeyer et al., 2000 ; Roucou et al., 2002a ; Roucou et al., 

2002b ; Mikhailov et al., 2003). Ces canaux sont dépendants du pH, du voltage et ont une faible 

sélectivité ionique (Schlesinger et al., 1997). Les oligomères Bax et Bak ainsi formés se regroupent au 

niveau de la membrane externe. Ce phénomène est indépendant des caspases et est totalement 

inhibé par Bcl-xL (Nechushtan et al., 2001). 

Une fois formés, ces différents pores permettent la libération du cyt c mais le mécanisme exact est 

encore controversé.  
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Figure 22 : Les pores de la famille Bcl-2 

 

 

Lors de l’apoptose, les protéines pro-apoptotiques à domaine BH3 seul agissent selon 2 mécanismes : 

la protéine pro-apoptotique Bad est déphosphorylée, ce qui la libère de la protéine 14-3-3. Bad peut 

alors gagner la mitochondrie où elle interagit avec les protéines anti-apoptotiques, libérant les 

protéines pro-apoptotiques (cf partie 2.4.3.2). La protéine Bad facilite donc la formation de ces 

canaux. Les protéines t-Bid et Bim sont quant à elles des activateurs car elles interagissent 

directement avec Bax et Bak (Adams et Cory, 2007). La formation d’oligomères de protéines pro-

apoptotiques de la famille Bcl-2 est inhibée par les membres anti-apoptotiques de cette famille qui 

peuvent interagir directement avec les constituants des pores ou neutraliser les protéines pro-

apoptotiques à domaine BH3 seul  (Letai et al., 2002). 

En plus de former des pores chevauchant la membrane, les membres de la famille Bcl-2 participent 

aussi à la formation d’un autre type de pore au niveau de la membrane externe, le MAC 

(mitochondrial apoptosis-induced channel) (Figure 22). Différentes études ont montré que le MAC 

permettait la libération du cyt c dans les étapes précoces de l’apoptose et par des études 

immunologiques, moléculaires et pharmacologiques, il a été montré que Bax serait l’un des 

constituants de ce pore (Pavlov et al., 2001 ; Dejean et al., 2005 ; Martinez-Caballero et al., 2005 ; 

Dejean et al., 2006). 

 

� Détection de la perméabilisation de la membrane externe  

La localisation subcellulaire des protéines stockées physiologiquement dans l’espace 

intermembranaire peut être utilisée pour caractériser la perméabilisation de la membrane externe 

(Figure 24). Parmi l’ensemble des protéines, le cyt c et l’AIF sont considérés comme les prototypes 

des protéines apoptogènes libérées via la perméabilisation de la membrane externe, puisque seule, 

chacune peut déclencher, une fois libérée, l’apoptose nucléaire ( Zhivotovsky et al., 1998 ; Susin et 

al., 1999b). D’autres protéines peuvent aussi servir de marqueurs de perméabilité membranaire, 

notamment Smac/DIABLO et dans certains cas, certaines procaspases (cf partie 2.4.1.5.iv). 

Cependant, selon le modèle d’étude et/ou le stimulus apoptotique, ces protéines ne sont pas 
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libérées simultanément. En effet la libération du cyt c peut se faire avant, simultanément ou après 

celle de l’AIF. Différents pores semblent donc être impliqués (Saito et al., 2000). Il est à noter que les  

mécanismes de rétentions mitochondriaux peuvent aussi varier. En effet, le cyt c, fixé à la bicouche 

lipidique via les cardiolipines, est détaché de ces dernières suite à leur oxydation (Orrenius et 

Zhivotovsky, 2005) alors que l’AIF, aussi insérée dans la membrane interne, est clivée par les 

protéases telles que les calpaines afin d’être solubilisée (Polster et al., 2005). Dans ce contexte, 

l’étude de la localisation subcellulaire de plusieurs protéines de l’espace intermembranaire est 

conseillée. Cette détection peut se faire par western-blotting sur des fractions purifiées 

(mitochondrie, cytosol, noyau) ou par immuno-fluorescence en détectant une protéine d’intérêt 

marquée par un fluorochrome. Le compartiment mitochondrial peut d’autre part être caractérisé via 

une protéine mitochondriale, telle que HSP60, marquée à l’aide d’un fluorochrome différent de celui 

de la protéine d’intérêt ( Li, P. et al., 1997 ; Kohler et al., 1999 ; Susin et al., 1999a). 

La perméabilisation de la membrane externe peut aussi être caractérisée sur des cellules vivantes. 

Pour se faire, les cellules sont transfectées de façon transitoire ou stable par une chimère protéine 

d’intérêt-GFP (Green Fluorescent Protein). Une fois la protéine d’intérêt libérée dans le cytosol, la 

fluorescence diffuse, le signal est donc moins intense. Dans certains cas particuliers, la microscopie 

électronique peut être aussi utilisée pour visualiser, suite au gonflement de la matrice 

mitochondriale, les interstices de la membrane externe à travers lesquels la membrane interne va 

former des hernies  (Vander Heiden et al., 1999 ; Terauchi et al., 2005). Cette perméabilisation est 

irréversible et est associée à des dysfonctions de la mitochondrie ainsi qu’à la libération de facteurs 

apoptogènes. Cependant, aucun consensus n’existe quant à la participation de la rupture de la 

membrane externe lors de la perméabilisation membranaire. 

Malgré leur non-utilisation en test de routine dans les laboratoires de recherche liée à une moindre 

éfficacité, des tests biochimiques peuvent permettre de mettre en évidence cette perméabilisation 

membranaire tels que la diffusion des métabolites synthétisés par les enzymes de l’espace 

intermembranaire comme la phosphocréatine produit par la créatine kinase (Rostovtseva et al., 

2005). De même la disponibilité des enzymes respiratoires suite à l’administration exogène de leurs 

substrats (NADH oxydase avec NADH et cytochrome c oxydase avec le cyt c) peut permettre de 

quantifier l’état d’ouverture du pore VDAC.  

 

• Perméabilisation de la membrane interne 

La membrane interne est quasiment imperméable à tous les ions, notamment les protons. Ceci 

permet l’établissement par la chaîne respiratoire d’un gradient de protons qui sera utilisé par le 

complexe V de la chaîne respiratoire  pour la synthèse d’ATP. Ce déséquilibre de charge est à l’origine 

du potentiel membranaire mitochondrial (∆Ψm), dont le maintien est vital pour la cellule (Mitchell et 

Moyle, 1965a, , 1965b). Ainsi les échanges entre la matrice et l’extérieur sont contrôlés par des pores 

très sélectifs. Une perte transitoire du ∆Ψm à travers l’un de ces pores peut se produire dans les 

conditions physiologiques (Zoratti et Szabo, 1995 ;  Kroemer et al., 1998) mais une dissipation 

prolongée ou permanente du ∆Ψm est souvent associée à la mort cellulaire (Marchetti et al., 1996 ; 

Zamzami et al., 2005).  
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� Perméabilisation de la membrane interne médiée par le PTP 

Lors de l’apoptose, le principal mécanisme entraînant la perméabilisation de la membrane interne 

est la transition de perméabilité (PT : permeability transition), qui est une augmentation soudaine de 

la perméabilité de la membrane interne à des solutés de plus de 1,5 kDa grâce à l’ouverture d’un 

pore particulier, le PTP (permeabitity transition pore). L’entrée massive de solutés et d’eau (Hunter 

et al., 1976) entraîne l’augmentation du volume de la matrice mitochondriale, ce qui aboutit à une 

distension et une désorganisation des cristaux.  

La nature du PTP est encore source de débat mais un consensus tend en faveur d’un complexe multi-

protéique nommé le PTPC (permeabitity transition pore complex) (Figure 23). Ce canal non sélectif 

de haute conductance et dépendant du voltage est formé par diverses protéines : i) l’ANT, localisée 

au sein de la membrane interne, appartient à une famille de transporteurs mitochondriaux (Wohlrab, 

2005) et est considérée comme l’un des éléments principaux du pore car elle est vitale pour la cellule 

en permettant les échanges stoechiométriques ADP/ATP au niveau de la membrane interne et peut 

devenir létal en formant des pores (Halestrap et Brennerb, 2003) ; ii) le VDAC est localisé au niveau 

de la membrane externe et iii) la cyclophiline D (Cyc D), protéine de l’espace inter-membranaire 

(Crompton et al., 1999). L’assemblage de ces différents éléments se fait au niveau de points de 

contacts entre les membranes externe et interne (Zoratti et Szabo, 1994 ; 1995). D’autres protéines 

peuvent aussi participer à la constitution de ce pore, notamment la créatinine kinase localisée au 

niveau de l’espace intermembranaire et l’hexokinase cytosolique  (Beutner et al., 1998 ; He et 

Lemasters, 2002 ; Bernardi et al., 2006). Différents niveaux d’ouverture du PTP semblent exister : une 

conformation à faible conductance où la perméabilité est très limitée et une conformation à haute 

conductance. Dans les mitochondries saines, le PTP fluctue rapidement entre ces deux niveaux de 

conductances (Petronilli et al., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Le pore de transition de perméabilité ou PTP 
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L’ouverture du pore peut être induite par différents effecteurs physiologiques tels que le calcium, la 

diminution de la concentration en adénine nucléotides ou en phosphates inorganiques, la production 

de radicaux libres oxygénés ou le changement de pH (Crompton et al., 1999). Par ailleurs le pore peut 

être ouvert en présence des membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, tels que Bax, Bak et t-Bid. 

L’ouverture du pore entraîne une dissipation du potentiel membranaire mitochondrial (↘∆Ψm), un 

déséquilibre chimique entre la matrice mitochondriale et le cytosol, un découplage de la 

phosphorylation oxydative provoquant un gonflement osmotique de la matrice mitochondriale, ce 

qui favorise la libération des molécules apoptogènes par le PTP (Ichas et Mazat, 1998 ; Ly et al., 

2003). Cependant il semble que différentes isoformes de VDAC interagissent différemment avec les 

membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2. En effet, la protéine VDAC-2 séquestre Bak, prévenant 

ainsi son activation et donc l’apoptose (Cheng et al., 2003) : VDAC-2 est dont plutôt anti-apoptotique. 

Dans d’autres modèles, l‘isoforme VDAC-1 interagit directement avec Bax (Pastorino et al., 2002) et 

est donc davantage pro-apoptotique. 

L’ouverture de ce méga-canal peut être inhibée par des inhibiteurs spécifiques du PTP (Figure 23) tels 

que la cyclosporine A (CsA) (Halestrap et al., 1997 ; Charlot et al., 2004) et la sanglifehrine A (Clarke 

et al., 2002) (ligands de la cyclophiline D), l’acide bongkrékique (ligand antagoniste de l’ANT ; 

(Halestrap et Brennerb, 2003)) et les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 qui peuvent 

interagir avec le VDAC (Shimizu, S. et al., 2000). 

Le rôle exact du PTP lors de la perméabilisation de la membrane mitochondriale est controversé. En 

effet le gonflement de la matrice mitochondriale n’est pas toujours observé dans des cellules en 

apoptose et la libération du cyt c précède souvent la dissipation du ∆Ψm et peut même avoir lieu en 

absence de cette dernière (Goldstein et al., 2005 ; Martinez-Caballero et al., 2005). Par ailleurs il a 

été montré qu’une inhibition des caspases pouvait protéger les cellules de la chute du ∆Ψm (Bossy-

Wetzel et al., 1998 ; Waterhouse et al., 2002 ; Ricci et al., 2003 ; Bouchier-Hayes et al., 2005). En 

effet les caspases-3 et -7 sont des médiateurs de la dépolarisation de la membrane mitochondriale 

lors de l’apoptose (Lakhani et al., 2006). L’ouverture dépendante des caspases du PTP pourrait 

amplifier la boucle par laquelle la libération précoce du cyt c induirait les modifications au niveau 

mitochondrial et conforterait l’hypothèse selon laquelle la libération du cyt c précède la dissipation 

du ∆Ψm (Bossy-Wetzel et al., 1998). 

Par ailleurs, lors de l’apoptose, le rôle de la membrane interne, caractérisé par la chute du ∆Ψm, est 

lui aussi controversé. Selon les modèles d’étude, cette dissipation peut avoir lieu quelques minutes 

après la perméabilisation de la membrane ou peut nécessiter l’activation des caspases (Green et 

Kroemer, 2004 ; Ricci et al., 2004a). Par ailleurs, l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de constituants 

de la membrane interne impliqués dans les pores membranaires, tels que la cyclosporine A et l’acide 

bongkrekique, confirme l’implication de la dissipation du ∆Ψm et donc de la membrane interne lors 

de l’apoptose (Marchetti et al., 1996 ; Zamzami et al., 1996 ; Charlot et al., 2004). 

 

� Détection de la perméabilisation de la membrane interne 

Dans les conditions physiologiques, la concentration en cations dans la matrice mitochondriale est 

deux à trois log plus importante que celle observée dans le cytosol. Ainsi, pour mesurer le ∆Ψm, 

différents fluorochromes cationiques peuvent être utilisés (Metivier et al., 1998 ; Castedo et al., 

2002), tels que DIOC6(3) (3,3’-dihexyloxacarbocyanine iodide) (λémission : 552nm, vert), MitoTrackerRed 

ou CMXRos (λémission : 599nm, rouge), TMRM (tétramethylrhodamuinemethylester, λémission : 580nm, 

orange) et JC-1 (5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodide, 
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λémission fonction de son oligomérisation). Pour l’analyse cytométrique, DIOC6 et MTRed sont très 

pratiques car une faible dose est suffisante (Metivier et al., 1998) alors que la rhodamine n’est pas 

recommandée. Quant à la sonde JC-1, elle s’insère dans la membrane mitochondriale sous forme de 

monomère (λémission : 527nm, vert) ou sous forme d’agrégats (λémission : 590nm, rouge) si elle est 

fortement concentrée traduisant un fort ∆Ψm. Ainsi le ratio fluorescence vert/fluorescence rouge 

donne une indication du ∆Ψm. L’ensemble de ces fluorochromes peut être utilisé pour étudier la 

dissipation du ∆Ψm lors de l’apoptose. 

La perte transitoire du ∆Ψm observée dans les conditions physiologiques peut aussi être mesurée via 

la méthode de quenching de la calcéine. Cette méthode repose sur la charge des cellules entre la 

sonde fluorescente calcéine et de son quencher, le cobalt  (Co2+) (Huser et al., 1998) (Figure 24). En 

effet sous forme d’esters acétoxyméthyle, la calcéine est localisée dans divers compartiments 

cellulaires, notamment les mitochondries alors que son quencher, le cobalt, est à l’extérieur de la 

matrice mitochondriale puisque la membrane interne est imperméable aux ions : la fluorescence 

ponctuée marque donc la présence de la calcéine dans la mitochondrie. A l’inverse, suite à la 

perméabilisation de la membrane interne, Co2+ pénètre dans la matrice mitochondriale et abolit le 

signal fluorescent. Grâce à  cette méthode, il a été montré que suite à des dommages à l’ADN ou à 

une activation de p53, la translocation à la mitochondrie de Bax précédait légèrement ou était 

simultanée à la perméabilisation de la membrane interne (Pastorino et al., 1999 ; Scorrano et al., 

2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 24  : Détection de la perméabilisation des membranes externe et interne  

(d’après Kroemer et al., 2007) 
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Pour obtenir des informations supplémentaires sur la perméabilisation de la membrane interne, la 

microscopie électronique peut aussi être utilisée afin de visualiser l’augmentation du volume de la 

matrice suite à l’entrée massive des solutés et d’eau. Il s’en suit une distension et une 

désorganisation des cristaux ainsi qu’une diminution de la densité des électrons dans la matrice. Ce 

procédé a été utilisé in vivo lors de l’apoptose d’hépatocytes induite par Fas ou par une déplétion en 

glutathion (Feldmann et al., 2000 ; Haouzi et al., 2001). 

 

Les protéines Bax et Bak peuvent donc médier la perméabilisation de la membrane mitochondriale 

en agissant ou non avec les protéines du PTP. Dans ce contexte, 2 mécanismes sont responsables de 

cette perméabilisation: la perméabilisation de la membrane externe médiée par Bax et indépendante 

de la membrane interne et la perméabilisation médiée par le PTP impliquant les membranes externe 

et interne. Ces 2 mécanismes permettent la libération de molécules apoptogènes de l’espace 

intermembranaire et in fine la mort de la cellule par apoptose. Le ou les mécanisme(s) responsable(s) 

du passage des molécules de l’espace intermembranaire mitochondrial vers le cytosol restent 

toutefois controversés et dépendent probablement du contexte cellulaire. Cependant, ces 2 modèles 

semblent coexister au sein des cellules en apoptose. En effet la contribution du PTP à la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale médiée par Bax semble liée à la concentration de 

Bax ainsi qu’à son état d’oligomérisation (Pastorino et al., 1999). En effet, une grande quantité de 

Bax administrée à des mitochondries isolées entraîne la perméabilisation de la membrane via le PTP 

puisque la cyclosporine A inhibe cet évènement. Il s’en suit un gonflement de la membrane 

mitochondriale suivie de la libération du cyt c. A l’inverse un faible taux de Bax ne provoque ni 

gonflement de la membrane mitochondriale ni dépolarisation. Par ailleurs il a été montré que lors de 

la nécrose, la perméabilisation membranaire impliquerait davantage le PTP alors qu’elle nécessiterait 

les membres de la famille Bcl-2, indépendamment du PTP, lors de l’apoptose (Baines et al., 2005 ; 

Nakagawa et al., 2005 ; Kroemer et al., 2007). Toutefois, dans de nombreux modèles, la mort 

cellulaire par apoptose est inhibée par la cyclosporine A (Halestrap et al., 1997 ; Charlot et al., 2004) 

et l’acide bongkrékique, inhibiteurs du PTP (Zamzami et al., 2005). 

 

• Rôle de la fission et de la fusion mitochondriales  lors de la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale 

 

Une autre source de débat dans la perméabilisation de la membrane mitochondriale est le rôle des 

protéines de fission (fragmentation discrète de l’organite en plusieurs entités) et de fusion 

(élongation des mitochondries formant un large réseau interconnecté) mitochondriales (Perfettini et 

al., 2005). Ces protéines, notamment celles de la fission mitochondriale, ne semblent pas être 

impliquées mais peuvent, dans certains cas, accélérer la perméabilisation (Alirol et Martinou, 2006 ; 

Cereghetti et Scorrano, 2006). Les cristaux, responsables des repliements complexes de la membrane 

interne, forment des structures lamellaires et tubulaires qui communiquent avec l’espace 

intermembranaire via des jonctions serrées, créant une barrière. La majorité du cyt c (~85%) est 

contenue dans cet espace. Le cyt c doit donc migrer vers l’espace intermembranaire pour pouvoir 

être par la suite libéré de la mitochondrie au profit du cytosol. Le remodelage des cristaux permet 

l’élargissement des jonctions, la suppression de la barrière de diffusion et la translocation du cyt c 

(Scorrano et al., 2002). Différentes protéines impliquées dans la dynamique (fusion et fission) jouent 
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un rôle lors de la réorganisation des cristaux au cours de l’apoptose. Par exemple, la protéine de 

fission Drp1 (Dynamin-related protein 1) est nécessaire à la libération optimale du cyt c (Germain et 

al., 2005). De plus, les jonctions serrées semblent être maintenues par la protéine Opa1 (optic 

atrophia 1) (Frezza et al., 2006), protéine de la membrane interne impliquée dans la dynamique 

mitochondriale (Chen et Chan, 2005 ; Perfettini et al., 2005). L’activité protéolytique de Opa1 est 

médiée par PARL (presinilin-associated rhomboid-like), protéase à sérine localisée au niveau de la 

membrane interne et dont l’orthologue chez la levure est impliquée dans la fusion mitochondriale 

(Cipolat et al., 2006). Une fois clivée, Opa1 est libérée dans l’espace intermembranaire. Les 2 formes 

d’Opa1 forment des oligomères qui préservent les jonctions serrées dans une configuration tête-

bêche (Cipolat et al., 2006 ; Frezza et al., 2006). Lors du remodelage des cristaux, c’est-à-dire lorsque 

les mitochondries sont exposées à Bid ou suite à un gonflement osmotique, ces oligomères sont 

perturbés. De nombreuses relations ont été établies entre la dynamique mitochondriale et 

l’apoptose (Perfettini et al., 2005 ; Youle et Karbowski, 2005). Dans ce contexte, il serait intéressant 

de mieux cerner les relations et les rôles entre la fusion mitochondriale qui se déroule aussi lors de 

l’apoptose, le remodelage des cristaux et les différents constituants des pores membranaires. 

 

 

2.4.3.4. Phase 3 de la voie apoptotique mitochondriale : 

exécution/dégradation  

 

La grande variété de protéines stockées au sein de l’espace intermembranaire des mitochondries et 

libérées dans le cytosol au cours de l’apoptose indique le rôle clé de ces organites lors de l’exécution 

de l’apoptose.  

En réponse à un stimulus apoptotique, la libération de diverses protéines semble suivre un ordre 

selon le type cellulaire et/ou le stimulus apoptotique. Cependant, de manière générale, le cyt c, 

HtrA2/Omi et Smac/DIABLO (Saelens et al., 2004) seraient libérés en premier suivis par l’AIF et 

l’endonucléase G (EndoG) (Arnoult et al., 2003 ; Penninger et Kroemer, 2003). Au cours de cet 

exposé, nous nous focaliserons sur l’étude de 2 protéines impliquées dans des voies apoptotiques 

distinctes : le cyt c avec la voie apoptotique mitochondriale dépendante des caspases et l’AIF, facteur 

impliqué dans la voie apoptotique mitochondriale indépendante des caspases. 

 

• Le cytochrome c et la voie apoptotique dépendante des caspases 

 

� Le cytochrome c 

Codé par un gène nucléaire, le cytochrome c (cyt c), décrit en 1930 par Keilin (Keilin, 1930) est une 

protéine de petite taille d’environ 13 kDa synthétisée sous la forme d’un précurseur inapte à 

l’induction de l’apoptose, l’apocytochrome c. Pendant son transfert à la mitochondrie, il se lie avec 

un hème via la cytochrome c lyase. On parle alors d’holocytochrome c ou de cytochrome c. Au niveau 

mitochondrial où 2 pools de cyt c résident (Ott et al., 2002), il est localisé au niveau de l’espace 

intermembranaire. Une minorité, environ 15%, liée par interactions électrostatiques et hydrophobes, 

participe activement à la chaîne respiratoire en transférant les électrons du complexe III (cyt c 
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réductase) au complexe IV (cyt c oxydase) (Ravagnan et al., 2002). La majorité du cyt c, environ 85%, 

faiblement attachée à la membrane interne via de faibles interactions électrostatiques avec les 

cardiolipines, lipides membranaires, est facilement mobilisable. Les cardiolipines semblent 

nécessaires à l’ancrage du cyt c à la membrane mitochondriale interne. Ce pool ne participe pas à la 

chaîne respiratoire mais semble davantage impliquée dans l’activité peroxydase du cyt c (Kagan et 

al., 2004).  

En plus de son activité vitale pour la survie de la cellule, le cyt c est aussi impliqué dans la mort 

cellulaire programmée de nombreux organismes (Xenopus Laevis, souris, Homme…)  (Li et al., 1997 ; 

Ameisen, 2002). Un défaut de cyt c étant léthal pour l’organisme, la mise en évidence du rôle du cyt c 

lors de l’apoptose a été difficile. En 1996, il fut montré comme étant nécessaire à l’activation de la 

caspase-3 (Liu et al., 1996). Par la suite, l’invalidation du gène codant le cyt c a confirmé son rôle 

primordial lors de l’apoptose (Li et al., 2000). Un modèle de souris exprimant un mutant cyt c noté 

allèle KA a été mis au point. Dans ce modèle, le cyt c exerce pleinement sa fonction physiologique au 

niveau de la chaîne respiratoire alors que sa fonction lors de l’apoptose est défectueuse (Hao et al., 

2005), ce qui permet de mieux caractériser le rôle apoptotique du cyt c. Les anomalies observées 

chez ces souris sont comparables à celles décrites chez les souris déficientes en caspase-9 ou en 

Apaf-1. Les deux activités (transport des électrons et activation des caspases) sont dues à des 

domaines de la protéine différents et donc répondent à des principes biochimiques distincts. En 

effet, la substitution de l’atome de fer au niveau de l’hème abolit l’activité de transfert des électrons 

du cyt c mais n’affecte pas la fonction pro-mort (Kagan et al., 2004). Par mutagenèse dirigée, le 

résidu lysine (K) en position 72 a été montré comme étant essentiel pour l’activité pro-apoptotique 

mais pas pour la fonction respiratoire (Sharonov et al., 2005). 

 

� La libération du cytochrome c et sa régulation 

Aucun consensus n’existe quant à la libération des différentes protéines de l’espace 

intermembranaire, à savoir sont-elles libérées simultanément ou ont-t-elles des cinétiques et donc 

un ordre de libération différents ? En effet, dans certains modèles, la libération du cyt c est un 

évènement précoce qui précède la libération des autres facteurs apoptogènes de l’espace 

intermembranaire (Arnoult et al., 2003). Ce délai peut être lié au fait que la libération des autres 

protéines, notamment AIF et Endo G, nécessite d’autres étapes telles que la maturation de l’AIF au 

sein de l’espace intermembranaire (Otera et al., 2005) ou son clivage par des calpaines (Uren et al., 

2005). Une fois libérée dans le cytosol, l’AIF peut soutenir la libération du cyt c (Dumont et al., 2000 ; 

Cregan et al., 2004). Les différences observées quant à la libération du cyt c peuvent en partie 

s’expliquer par sa fixation à la membrane interne mitochondriale, suggérant que dans certains 

modèles, la perméabilisation de la membrane mitochondriale est suivie de la libération de l’AIF alors 

que le cyt c est encore attaché à la membrane interne. Dans ce contexte, la perméabilisation de la 

membrane mitochondriale est suivie de la libération notamment de Smac/DIABLO avant celle du 

cyt c (Uren et al., 2005).  

La libération du cyt c est considérée comme l’une des étapes clés de la voie apoptotique 

mitochondriale (Li et al., 1997) mais est sujette à controverse. En effet, l’équipe du Pr Green a 

montré que cette libération était rapide (5 minutes) et totale et qu’elle précédait la chute du 

potentiel membranaire mitochondrial (Goldstein et al., 2000a, 2000b). Dans certains modèles, la 

libération du cyt c semble être médiée par le PTP car cette libération est inhibée par la CsA (Scorrano 

et al., 2002 ; Zhao et al., 2003 ; Karpinich et al., 2006). A l’inverse, dans d’autres modèles, cette 
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libération est médiée par d’autres types de pores car ni la CsA (Eskes et al., 1998 ; Brustovetsky et al., 

2005) ni un déficit en Cyc D (Baines et al., 2005 ; Nakagawa et al., 2005) n’affectent cette libération. 

Par ailleurs, il a été montré que la libération du cyt c pouvait être simultanée à la chute du ∆Ψm 

(Heiskanen et al., 1999). Cependant une libération de cyt c précédant la chute du ∆Ψm tend aussi en 

faveur de la co-existence de 2 pools de cyt c dans la mitochondrie. Le cyt c lié aux cardiolipines 

permettrait d’assurer la respiration mitochondriale lors de la libération du premier stock pour 

maintenir la production d’ATP nécessaire à la formation de l’apoptosome (Martinou et al., 2000).  

De nombreux travaux confortent l’hypothèse selon laquelle la libération du cyt c est biphasique 

(Scorrano et al., 2002 ; Garrido et al., 2006b). La perméabilisation de la membrane mitochondriale 

entraîne une première vague de libération du cyt c. Cette vague affecte le pool minoritaire de cyt c, 

celui soluble ou faiblement lié à la membrane mitochondriale interne. Par la suite, la seconde vague 

de cyt c va être libérée et concerne le principal pool de cyt c, celui séquestré par les cardiolipines (Ott 

et al., 2002  ; Orrenius et Zhivotovsky, 2005). Dans ce modèle, la première vague de cyt c libérée 

permet la libération complète du cyt c, via 3 boucles d’amplifications (Figure 25). 

 

 

 

Figure 25 : Les boucles d’amplification permettant la libération biphasique du cyt c   

(d’après Garrido et al., 2006b)  

A) Amplification liée à la production des ERO et l’oxydation des cardiolipines.  

B) Amplification liée à l’activation des caspases.  

C) Amplification liée à la mobilisation du Ca2+ du réticulum endoplasmique 
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La première boucle d’amplification est la production des ERO et l’oxydation des cardiolipines (Figure 

25A). Lors de l’apoptose, le transport des électrons peut être perturbé, ce qui favorise la production 

par les complexes I et III de la chaîne respiratoire des ERO, molécules très réactives. Les cardiolipines, 

particulièrement riches en acides gras insaturés, sont des cibles privilégiées des ERO. Du fait de la 

demi-vie courte des ERO, les cardiolipines sont les seuls phospholipides de la membrane 

mitochondriale à être oxydés précocement lors de l’apoptose. Le cyt c lié aux cardiolipines peut aussi 

les oxyder (Kagan et al., 2005). Les cardiolipines oxydés ont une moindre affinité pour le cyt c, lequel 

se détache et devient soluble dans l’espace intermembranaire (Orrenius et Zhivotovsky, 2005). De 

plus, les cardiolipines oxydés favorisent l’assemblage et l’activité du PTP (Kagan et al., 2004 ; 

Nakagawa, 2004).  

La seconde boucle d’amplification est liée à l’activation des caspases (Figure 25B). La caspase-8 peut 

activer la libération du cyt c par l’intermédiaire de t-Bid en favorisant la formation de pores 

membranaires Bax et/ou Bak. Par ailleurs la caspase-2 peut aussi favoriser la libération du cyt c en 

activant Bax directement (Park et al., 2007) ou indirectement via t-Bid (Gogvadze et al., 2006). Des 

siRNA caspase-2 bloquent la libération du cyt c induite par un stress génotoxique (Lassus et al., 

2002). La caspase-2 peut aussi induire la libération du cyt c en interagissant avec le pool lié aux 

cardiolipines (Gogvadze et al., 2006) ou indépendamment de son activité enzymatique en altérant la 

fonction respiratoire (Robertson et al., 2004). Toutefois, la majorité des études ont montré, grâce à 

l’utilisation d’inhibiteurs de caspases, que la libération initiale du cyt c était indépendante des 

caspases (Goldstein et al., 2000b), ce qui permet le maintien de la chaîne respiratoire qui 

approvisionne ainsi la cellule en ATP, lequel est nécessaire pour l’activation subséquente des 

caspases dans le cytosol. Une fois activées, les caspases pénètrent dans la mitochondrie par les pores 

membranaires pour bloquer totalement la chaîne respiratoire, telle la caspase-3 qui clive la sous-

unité de 75 kDa du complexe I, empêchant le transfert des électrons du complexe I au complexe II 

(Ricci et al., 2004a). L’ensemble de ces phénomènes pouvant aboutir in fine à la mort de la cellule.  

La troisième boucle d’amplification concerne la mobilisation du calcium stocké dans le réticulum 

endoplasmique (Figure 25C). Le cyt c libéré précocement lors de l’apoptose peut lier au niveau de la 

membrane du réticulum endoplasmique les récepteurs à l’IP3 (inositol 1,4,5-triphosphate), ce qui 

favorise la libération du calcium du réticulum endoplasmique au profit du cytosol (Boehning et al., 

2003). Ce calcium active alors le PTP, ce qui résulte en la libération du cyt c. Les protéines Bax, Bak et 

Bcl-2 sont aussi présentes au niveau du réticulum endoplasmique où elles vont respectivement 

faciliter ou inhiber la libération du calcium (Oakes et al., 2005 ; Hanson et al., 2008). 

Quelquesoit la boucle d’amplification, la libération du cyt c est un phénomène hautement régulé (Ow 

et al., 2008). Parmi les régulateurs, la protéine t-Bid participe au remodelage des cristaux (Scorrano 

et al., 2002) ce qui permet la libération maximale et facilite la mobilité du cyt c à l’intérieur des 

mitochondries (Gillick et Crompton, 2008). Un autre régulateur de la libération du cyt c est la fission 

mitochondriale (Martinou et Youle, 2006). En effet, la perméabilisation de la membrane 

mitochondriale externe ainsi que la libération du cyt c sont atténuées chez des souris déficientes 

pour la machinerie de fission mitochondriale. La quantité de cyt c libérée avant le recrutement des 

protéines de fission est suffisante pour permettre la formation de l’apoptosome. La fission 

mitochondriale permet d’amplifier la perméabilisation de la membrane externe et la libération du 

cyt c par un rétrocontrôle positif. La mitogaligine, protéine mitochondriale codée par le gène Galig 

(galectin-3 internal gene) induit la mort cellulaire en favorisant la libération du cyt c suite à son 

interaction avec les cardiolipines (Gonzalez et al., 2007). Cette libération de  cyt c est inhibée par une 
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sur-expression de Bcl-xL mais n’est pas modifiée suite à la sur-expression de Bcl-2 (Duneau et al., 

2005).  Par ailleurs, il semble que la quantité de cyt c libérée influence les évènements en aval 

(Khodjakov et al., 2004). En effet une concentration seuil qui varie selon le type cellulaire semble 

nécessaire pour permettre l’activation subséquente de la caspase-9.  

 

� L’apoptosome 

Une fois libéré dans le cytosol, le cyt c permet l’assemblage d’un complexe protéique de grande taille 

(700 kDa), l’apoptosome. Ce complexe est une plate-forme moléculaire constituée du cyt c, de la 

molécule adaptatrice Apaf-1, de la procaspase-9 et d’ATP/dATP (Bao et Shi, 2007) (Figure 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Formation de l’apoptosome 

 

 La protéine Apaf-1 est une protéine cytosolique d’environ 130 kDa. Elle comporte un domaine CARD 

à l’extrémité amino-terminale, un domaine ayant une forte homologie avec CED-4 et un domaine 

contenant 12 à 13 motifs répétés WD-40 permettant la liaison avec le cyt c à l’extrémité carboxy-

terminale (Zou et al., 1997). La liaison du cyt c à Apaf-1 facilite l’association des nucléotides 

ATP/dATP à Apaf-1, ce qui expose le domaine CARD d’Apaf-1. Apaf-1 peut alors s’oligomériser 

rapidement. L’apoptosome ainsi formé permet de recruter la procaspase-9 via une interaction entre 

les domaines CARD (Adrain et al., 1999 ; Jiang et Wang, 2000). La structure 3D de l’apoptosome est 

un heptamère avec des rayons et un centre, on parle de roue de la mort (Acehan et al., 2002). 

L’activation de la caspase-9 est liée à la dimérisation médiée par interaction entre les domaines CARD 

et non à son clivage protéolytique (Riedl et Salvesen, 2007). La caspase-9 active alors une cascade de 

caspases via le recrutement de caspases effectrices sous-jacentes (caspase- 3, -6 et -7) qui sont à leur 
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tour clivées pour devenir actives (Slee et al., 1999). Ces caspases contribuent au démantèlement de 

nombreuses structures cellulaires, notamment les mitochondries. En effet elles peuvent accéder à 

l’espace intermembranaire suite à la perméabilisation de la membrane externe où elles dégradent 

les principaux constituants du complexe I de la chaîne respiratoire, stoppant le flux d’électrons au 

niveau de la membrane interne mitochondriale (Ricci et al., 2004a). Mais la principale activité des 

caspases effectrices est d’activer des nucléases et des hélicases. Dans le cytosol, les caspases-3 et -7 

vont activer CAD/DFF40 en clivant son inhibiteur ICAD/DFF45. CAD est alors transloquée dans le 

noyau où elle participe à la fragmentation oligonucléosomale de l’ADN (Liu et al., 1997 ; Sakahira et 

al., 1998). La caspase-3 clive aussi ACINUS (apoptotic chromatin condensation induced in the 

nucleus) qui condense alors la chromatine (Sahara et al., 1999). Les caspases effectrices vont aussi 

cliver HELICARD, hélicase cytosolique contenant un domaine CARD. Dépourvue du domaine CARD, 

HELICARD gagne alors le noyau où elle accélère la dégradation de l’ADN induite par Fas (Kovacsovics 

et al., 2002). Ainsi, CAD, ACINUS et HELICARD agissent en aval des caspases pour réorganiser la 

chromatine des cellules en apoptose. Deux autres facteurs libérés de la mitochondrie participent 

aussi à la condensation de la chromatine nucléaire et la fragmentation de l’ADN : Endo G et AIF (cf 

partie ci-dessous).  

 

� Régulation de l’apoptosome 

L’apoptosome peut être régulé à différents niveaux par de nombreuses protéines (Figure 27) (Fadeel 

et al., 2008), notamment les IAPs (cf partie 2.4.1.5) qui inhibent la mort cellulaire en inhibant 

l’activité protéolytique des caspases (Fesik et Shi, 2001). Les protéines Smac/DIABLO et HtrA2/Omi, 

libérées de la mitochondrie suite à la perméabilisation de la membrane mitochondriale (Cain et al., 

2002 ; Saelens et al., 2004), interagissent, une fois dans le cytosol, avec les IAPs  via un domaine de 

liaison aux IAPs en extrémité amino-terminale, ce qui les inactivent. 

 

De plus le taux de nucléotides empêche la formation de l’apoptosome par un mécanisme 

d’interaction direct avec le cyt c (Chandra et al., 2006). Ainsi les pools de nucléotides intra-cellulaires 

sont des facteurs de pro-survie. Une concentration intra-cellulaire physiologique de potassium (K+) 

supprime la formation de l’apoptosome et cette inhibition est levée en présence d’une grande 

quantité de cyt c (Cain et al., 2001). Les niveaux physiologiques de calcium préviennent l’activation 

de la caspase-9 mais ne semblent pas avoir d’effet sur l’assemblage de l’apoptosome (Bao et Shi, 

2007). D’autres protéines peuvent aussi affecter l’activité de l’apoptosome, notamment les protéines 

de choc thermique HSP27, HSP70 et HSP90 (cf partie 2.4.1.5). De plus, l’oncoprotéine ProT 

(prothymosine-α), impliquée dans la prolifération cellulaire, empêche la formation de l’apoptosome 

(Jiang et al., 2003) alors que la protéine suppresseur de tumeur PHAP1 (putative HLA-DR-associated 

protein-1) facilite l’activation de la caspase-9 (Jiang et al., 2003)  et de la caspase-3 (Hill et al., 2004). 
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Figure 27 : Régulation de l’apoptosome 

 

 

• L’AIF et la voie indépendante des caspases 

 

� L’AIF 

L’AIF ou apoptosis-inducing factor, clonée en 1999 par l’équipe de G.Kroemer (Susin et al., 1999b) est 

une protéine bi-fonctionnelle qui joue un rôle important aussi bien dans une cellule saine que dans 

une cellule en apoptose. Seule, elle est capable d’induire l’apoptose de noyaux isolés malgré 

l’absence d’activité caspase (Susin et al., 1999b). Cette protéine est la première à avoir été identifiée 

dans un mécanisme de mort en absence de caspases et est considérée, à l’heure actuelle, comme le 

principal effecteur de la mort cellulaire indépendante des caspases, mort nommée « apoptosis-like 

cell death » (Leist et Jaattela, 2001). 

Codée par le gène nucléaire « programmed cell death 8 » localisé sur le chromosome X, l’AIF est une 

protéine conservée phylogénétiquement et constituée de différents domaines : i) à l’extrémité 

amino-terminale, 2 séquences d’adressage à la mitochondrie, ii) une séquence intermédiaire 

composée du domaine de fixation au cofacteur FAD (flavine adenine dinucleotide) et iii) à l’extrémité 

carboxy-terminale, le domaine de liaison au NADH (nicotinamide adenine dinucleotide reduced) ainsi 

que 2 sites de localisation nucléaire (Susin et al., 1999b). 
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L’AIF est synthétisée sous la forme d’un précurseur cytosolique d’environ 67 kDa. Grâce aux 

séquences d’adressage à la mitochondrie, ce précurseur est alors transloqué dans la matrice 

mitochondriale avant de retourner dans l’espace intermembranaire (Otera et al., 2005). A ce niveau, 

la séquence d’adressage à la mitochondrie est clivée par une protéase (Otera et al., 2005), l’AIF est 

alors ancrée à la membrane interne (Zhu et al., 2003 ; Uren et al., 2005) via un segment 

transmembranaire situé entre les résidus 67-87. L’extrémité amino-terminale est exposée dans la 

matrice et l’extrémité carboxy-terminale se situe dans l’espace intermembranaire (Otera et al., 2005) 

(Figure 28). 

Dans une cellule saine, l’AIF a une activité oxydo-réductase, caractérisée par les domaines de liaison 

au FAD et au NADH, qui transfère les électrons au niveau du complexe I (Vahsen et al., 2004 ; Urbano 

et al., 2005) et du complexe III (Vahsen et al., 2004) de la chaîne respiratoire. Dans les cellules saines, 

la fonction d’oxydo-réduction confère à l’AIF une fonction physiologique vitale (Miramar et al., 2001). 

En effet, une perte d’expression de l’AIF favorise la production d’ERO via le défaut de transfert 

d’électrons au niveau du complexe I de la chaîne respiratoire, (Apostolova et al., 2006). En retour, 

cette production d’ERO augmente la sensibilité des cellules au stimulus apoptotique (Perier et al., 

2005). Des études sur des souris déficientes en AIF ont confirmé le rôle protecteur de l’activité 

oxydo-réductase de l’AIF contre la production d’ERO (Joza et al., 2005). 

De plus, l’AIF est nécessaire pour le développement embryonnaire puisqu’une ablation totale du 

gène est létale (Joza et al., 2001). En effet, l’AIF semble impliquée dans la première vague de mort 

cellulaire lors de la morphogenèse chez les Mammifères. Dans ce contexte, in vivo, le seul système 

viable abritant une protéine AIF mutée est la souris dite Harlequin (Hq), chez laquelle l’expression de 

l’AIF est réduite de 80% par rapport à l’expression de la protéine AIF sauvage (Klein et al., 2002). 

Toutefois, ces souris Hq présentent une dégénérescence du système nerveux, la dégénérescence de 

la rétine conduisant à la cécité. 

 

� Libération de l’AIF 

Comme le cyt c, l’AIF est aussi un effecteur de mort dans la cellule en apoptose. La majorité des 

études ont montré que la libération de l’AIF est un évènement indépendant de l’activation des 

caspases (Susin et al., 1999a ; Susin et al., 1999b ; Susin et al., 2000 ; Yu et al., 2002) alors que dans 

certains cas, cette libération est prévenue par des inhibiteurs de caspases (Arnoult et al., 2003). La 

contribution de l’AIF dans l’induction de la mort cellulaire semble fonction des espèces, du type 

cellulaire et du stimulus apoptotique (Cregan et al., 2004). 

La fonction létale (activité pro-apoptotique nucléaire) de l’AIF, qui est portée par l’extrémité carboxy-

terminale (Cheung et al., 2006), est indépendante de sa fonction d’oxydo-réduction (activité vitale 

mitochondriale) (Loeffler et al., 2001 ; Miramar et al., 2001). Suite à un stimulus apoptotique, l’AIF 

est libérée de la mitochondrie au profit du cytosol puis est transloquée au noyau. Cette libération se 

fait en 2 étapes successives (Figure 28). Tout d’abord, une protéase clive près de 100 AA, ce qui libère 

l’AIF de la membrane interne, puis, une fois soluble dans l’espace intermembranaire, l’AIF est libérée 

de cet espace au profit du cytosol suite à la perméabilisation de la membrane mitochondriale 

externe (Otera et al., 2005 ; Uren et al., 2005). Ces étapes de maturation peuvent expliquer la 

libération précoce du cyt c dans certains modèles alors que l’AIF est retenue (Uren et al., 2005). 

Toutefois, dans d’autres cas, l’AIF est libérée avant le cyt c, ce dernier étant retenu par les 

cardiolipines (Zhu et al., 2003 ; Uren et al., 2005). De plus, il semble qu’un pool d’AIF mature mobile 

soit présent dans la matrice mitochondriale (Cregan et al., 2004 ; Modjtahedi et al., 2006). Plusieurs 
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études ont montré que la libération de l’AIF était moins rapide que celle des autres facteurs 

apoptogènes libérés simultanément, notamment le cyt c, Smac/DIABLO, Endo G (Munoz-Pinedo et 

al., 2006). Cette libération plus lente tend en faveur de la nécessité d’une maturation de l’AIF 

(Munoz-Pinedo et al., 2006). 

L’AIF soluble est nommée aussi t-AIF (truncated-AIF) (Polster et al., 2005 ; Yuste et al., 2005). Le 

clivage de l’AIF pour obtenir la forme soluble pro-apoptotique est spécifiquement réalisé par deux 

familles de protéases à cystéine, différentes des caspases, les calpaines et les cathepsines (Figure 28). 

Le clivage de l’AIF au niveau des résidus 102 et 103 par les calpaines est dépendant du calcium alors 

que le clivage par les cathepsines est indépendant du calcium (Yuste et al., 2005).  

Impliquées dans de nombreux mécanismes régulés par le calcium, notamment la transduction du 

signal, la prolifération cellulaire, la fusion membranaire et la mort cellulaire programmée (Goll et al., 

2003), les calpaines sont une famille hétérogène de protéases à cystéine (Goll et al., 2003 ; Saez et 

al., 2006) fonctionnant sous formes d’hétérodimères. Le membre le plus étudié est la calpaine I ou 

μ-calpaine. Les calpaines sont activées suite à la fixation de calcium, ce qui entraîne un clivage 

autocatalytique à l’extrémité amino-terminale. Les calpaines sont impliquées dans la mort cellulaire 

programmée de type I (Toyota et al., 2003) et de type III (Moubarak et al., 2007). Elles régulent 

positivement et négativement la mort programmée de type I ou apoptose. En effet, les calpaines 

peuvent d’une part cliver les caspases-3 et -12 ce qui active l’apoptose et  d’autre part dégrader p53 

ainsi que les caspases-7 et -9, ce qui inhibe l’apoptose (Goll et al., 2003). Les protéines pro-

apoptotiques Bax (Cao et al., 2003) et Bid sont aussi activées par les calpaines (Chen et al., 2001). 

Une fois clivée, t-Bid favorise la perméabilisation de la membrane externe via la formation de pores 

membranaires, les calpaines cytosoliques peuvent alors intégrer l’espace intermembranaire (Figure 

28). A ce niveau, la calpaine I clive l’AIF en forme soluble (Polster et al., 2005). Cette connexion entre 

calpaines/protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2/AIF a été confirmée dans un modèle 

d’ischémie cérébrale focale (Culmsee et al., 2005).  

Quant aux cathepsines, elles sont principalement présentes au niveau des lysosomes où elles sont 

inactives. Lors de leur transfert dans le réticulum endoplasmique, elles sont clivées pour devenir des 

cathepsines matures (Turk et al., 2000). Cette famille regroupe des protéases à cystéine mais aussi 

des protéases à sérine et à acide aspartique (Turk et al., 2000). Les cathepsines sont impliquées dans 

la régulation de l’apoptose. La libération des cathepsines des lysosomes au profit du cytosol précède 

la chute du potentiel membranaire mitochondrial (Kagedal et al., 2005). Les cathepsines peuvent 

cliver Bid en t-Bid (Stoka et al., 2001). Ce dernier favorise alors la dépolarisation de la membrane 

mitochondriale externe aboutissant in fine à la libération de l’AIF (Yacoub et al., 2006). En effet 

OSU-03012, inhibiteur de la kinase PDK-1 (phosphoinositide-dependent kinase-1), entraîne la mort 

de diverses cellules transformées via  la libération de l’AIF médiée par la cathepsine B et Bid (Yacoub 

et al., 2006) et la trichostatine A entraîne l’apoptose des cellules Akata (lymphome de Burkitt) à 

travers la libération de l’AIF médiée par la cathepsine B (Son et al., 2006). Cependant, les cathepsines 

peuvent entraîner la mort de la cellule en absence de Bid (Houseweart et al., 2003).  

Le clivage de l’AIF par les calpaines et les cathepsines peut expliquer l’inefficacité du z-VAD, 

inhibiteur générique de l’ensemble des caspases, sur la libération de l’AIF (Arnoult et al., 2003) 

puisque cette libération est considérée comme un phénomène indépendant de l’activation des 

caspases. Toutefois, le z-VAD peut aussi inhiber les calpaines et les cathepsines. Dans ce contexte, la 

libération de l’AIF serait influencée par le z-VAD en fonction du pool majoritaire présent au sein de la 

mitochondrie, à savoir forme soluble vs forme ancrée dans la membrane mitochondriale interne. Ce 
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dernier pool ne pourrait donc pas être converti en un pool soluble puisque les calpaines et les 

cathepsines sont inactivées par le z-VAD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Localisation sub-cellulaire et régulation de la libération de l’AIF  

(complété d’après Modjtahedi et al., 2006) 

 

� Translocation de l’AIF au noyau 

Une fois dans le cytosol, l’AIF est transloquée au noyau grâce à 2 séquences de localisation nucléaire 

(Susin et al., 1999b ; Ye et al., 2002). A ce niveau, l’AIF interagit avec l’ADN et/ou l’ARN (Vahsen et al., 

2006) pour condenser la chromatine d’une manière indépendante des caspases et fragmenter l’ADN 

en fragments de haut poids moléculaire de 50 kpb (Susin et al., 1999b ; Ye et al., 2002). Des protéines 

AIF mutées au niveau de l’extrémité carboxy-terminale affectant la structure tertiaire de la protéine, 

telles que les protéines K510A et R584A, ne peuvent interagir avec l’ADN (Susin et al., 1999b ; Ye et 

al., 2002). Il semble donc que l’état de conformation de la protéine AIF permette sa liaison à l’ADN. 

La liaison de l’AIF à l’ADN nécessite aussi du magnésium (Mg2+) et est stimulée par l’addition de 

NADP+. L’AIF ne présente pas de propriété d’endonucléase (Susin et al., 1999b ; Ye et al., 2002). C’est 

pourquoi une fois dans le noyau, l’AIF recrute ou active une endonucléase pour faciliter la 
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condensation de la chromatine et la fragmentation de l’ADN (Ye et al., 2002 ; Krantic et al., 2007) 

(Figure 28). L’interaction entre l’AIF et l’Endo G, DNAse d’origine mitochondriale libérée aussi lors de 

l’apoptose indépendante des caspases, a été démontrée chez C.elegans (Wang et al., 2002). Chez les 

Mammifères, cette interaction a été observée dans le cas de catastrophe mitotique indépendante 

des caspases (Niikura et al., 2007). Diverses études ont montré que l’AIF formait avec la 

cyclophiline A le dégradosome,  DNAse active qui participe à la chromatinolyse (Cande et al., 2004 ; 

Zhu et al., 2007). D’autres endonucléases activées indépendamment des caspases telles que la 

L-DNase II (Samejima et Earnshaw, 2005) peuvent aussi coopérer avec l’AIF. 

 

� Régulation de la libération et de la translocation nucléaire de l’AIF 

Différentes protéines sont impliquées dans la régulation de la libération suivie de la translocation 

nucléaire de l’AIF (Ravagnan et al., 2001) (Figure 28). 

L’un des régulateurs clés de est la protéine chaperonne HSP70 (Beere et al., 2000 ; Ravagnan et al., 

2001 ; Daugaard et al., 2007) qui lie l’AIF dans le cytosol, empêchant sa translocation au noyau in 

vitro (Ravagnan et al., 2001) et in vivo (Matsumori et al., 2005).  

Les protéines de découplage mitochondrial (UCP : uncoupling proteins) ont un effet protecteur en 

réduisant les chutes du ∆Ψm (Maragos et al., 2003), et par conséquent inhibe la libération de 

facteurs apoptogènes de la mitochondrie, notamment l’AIF.  

Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL suppriment le clivage de la forme insérée de 62 kDa 

qui fournit la forme soluble de 57 kDa (Otera et al., 2005). 

 

� Libération de l’AIF par la voie médiée par PARP-1 

Récemment a été mis en évidence un nouveau mécanisme responsable de la libération de l’AIF via 

l’activation de PARP-1 (Yu et al., 2002) (Figure 28).  

Principale isoforme de la famille PARP, la protéine PARP-1 aussi appelée poly(ADP-ribose)synthétase 

ou poly(ADP-ribose)transférase est une enzyme nucléaire présente chez les eucaryotes. Cette 

enzyme est activée suite à des dommages à l’ADN pour permettre leurs réparations. PARP-1 se lie à 

l’ADN lésé et forme des homodimères. PARP-1 catalyse alors le clivage de NAD+ en nicotinamide et 

ADP-ribose. Ces derniers sont alors utilisés pour synthétiser des polymères de PAR (poly(ADP-ribose)) 

qui vont se fixer sur de nombreuses protéines nucléaires telles que les histones, les ADN 

polymérases, les topoisomérases, les facteurs de transcription (Shall et de Murcia, 2000 ; Smulson et 

al., 2000) et PARP-1 elle-même (Oliver et al., 1999). Les polymères de PAR sont rapidement dégradés 

par PARG (poly(ADP-ribose)glycohydrolase). Après avoir lié l’ADN endommagé, l’activité de PARP-1 

est augmentée de 500 fois, ce qui entraîne une consommation énergétique excessive, caractérisée 

par une déplétion en NAD+ et en ATP. Il en résulte une altération des enzymes impliquées dans la 

glycolyse, le shunt des pentoses phosphates et le cycle de Krebs. Si les dommages à l’ADN sont 

limités, ces derniers sont alors réparés (Shall et de Murcia, 2000 ; Haince et al., 2005). Les cellules 

survivent et les niveaux cellulaires de NAD+ sont restaurés en recyclant le nicotinamide avec deux 

molécules d’ATP. A l’inverse, si les dommages sont trop importants, la cellule ne peut pas réparer les 

lésions. La sur-activation de PARP-1 entraîne une déplétion trop importante des pools énergétiques 

NAD+ et ATP, qui conduit à la mort de la cellule. 

La protéine PARP-1 est aussi présente au niveau de la mitochondrie (Du et al., 2003). La relation 

entre PARP-1 et la libération de l’AIF et été établie grâce à des inhibiteurs de PARP-1, à l’ablation 
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génétique de PARP-1, et à l’aide d’anticorps neutralisant l’AIF qui inhibent la mort cellulaire induite 

par des agents alkylants l’ADN (Yu et al., 2002 ; Xu et al., 2006 ; Moubarak et al., 2007). Observée en 

absence de l’activation des caspases, cette voie médiée par PARP-1  induit la mort de la cellule suite 

à la libération de l’AIF de la mitochondrie au profit du cytosol suivie de sa translocation au noyau. En 

effet l’utilisation d’inhibiteurs de l’activité de PARP-1 abolit la libération de l’AIF dans divers types 

cellulaires (Du et al., 2003 ; Czapski et al., 2006). A l’heure actuelle, 2 hypothèses semblent coexister 

pour expliquer le rôle de PARP-1 dans la libération de l’AIF (Figure 28) : 

 

i) L’activation de l’enzyme PARP-1 résulte en une déplétion en NAD+ (Alano et al., 

2004). Cette déplétion énergétique entraîne des changements structuraux de la mitochondrie, la 

dépolarisation de la membrane mitochondriale, la production d’ERO, la dégradation des cardiolipines 

et la mobilisation du Ca2+ intracellulaire. L’ensemble de ces évènements favorisent  l’ouverture et /ou 

la formation de pores membranaires (Hong et al., 2004), suivie de la libération de l’AIF, libération qui 

précède celle du cyt c ainsi que l’activation des caspases (van Wijk et Hageman, 2005) ; 

 

ii) La protéine PARP-1 contrôle la libération de l’AIF via son activité enzymatique. Dans 

le cytosol, PARP-1 permet la synthèse grâce au NAD+ de polymères de PAR (Haince et al., 2005) de 

grandes tailles et possédant des embranchements. Ces polymères sont rapidement dégradés dans le 

cytosol et le noyau par PARG. Les polymères de PAR sont donc de plus petite taille, libres et ils 

s’accumulent alors à la surface de la membrane des mitochondries. A ce niveau, les polymères de 

PAR induiraient la libération de l’AIF de la mitochondrie au profit du cytosol (Yu et al., 2006b ; Heeres 

et Hergenrother, 2007). Ainsi la mort médiée par PARP-1 passerait par les polymères de PAR (Yu et 

al., 2006b) qui constitueraient le véritable signal de mort (Andrabi et al., 2006). Le mécanisme exact 

liant les polymères de PAR et la libération de l’AIF est inconnu. Deux hypothèses sont proposées : a) 

la dépolarisation de la membrane mitochondriale est due à la nature très chargée des polymères de 

PAR ou b) les polymères de PAR se lient via une protéine de la membrane mitochondriale, ce qui 

permet in fine la libération de l’AIF (Yu et al., 2006b). La protéine Iduna, nouvellement caractérisée 

par l’équipe de Dawson, qui lie et neutralise les polymères de PAR dans le cytosol, semble être un 

régulateur clé de cette voie apoptotique médiée par PARP-1 (Golstein et Kroemer, 2007b), voie 

nommée parthanatose et caractérisée par la condensation du noyau en très petite taille (Yu et al., 

2006b).  
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3. Les chimiothérapies 

3.1. Généralités sur le cancer 

Le mot cancer vient du grec « karkinos » (dont dérivent carcinome, carcinologie, carcinogenèse) qui 

signifie crabe. Hippocrate, célèbre médecin généraliste de banlieue dans la Grèce des années 400 

avant J-C avait comparé à un crabe et à ses pinces la tumeur cancéreuse et ses ramifications 

s’agrippant au tissu sain. Le cancer n’est pas une maladie nouvelle : des cancers du nasopharynx 

diagnostiqués sur des momies égyptiennes datant de plus de 2 000 ans avant J-C se sont avérés 

identiques aux cancers du nasopharynx observés actuellement en Afrique. Face à l’augmentation de 

l’espérance de vie, le cancer est considéré comme la maladie du siècle car sa fréquence croit avec 

l’âge. Aujourd’hui, les cancers représentent, en France, la première cause de mortalité chez l’homme 

et la seconde chez la femme, après les affections cardiovasculaires : un homme sur trois et une 

femme sur cinq meurent d’un cancer, soit 140 000 décès par an. 

La plupart des cancers ont une origine sporadique c’est-à-dire qu’ils surviennent au hasard (99% des 

cas de cancers). Cependant, exposés à un environnement similaire, tous les individus ne courent pas 

le même risque. Cette différence interindividuelle est liée à la variation génétique : i) les gènes de 

prédisposition majeure sont responsables des formes familiales de cancers (environ 1% des cas de 

cancers) et augmentent fortement la probabilité d’apparition d’un cancer. Deux types de 

mécanismes sont alors observés : le plus souvent, il s’agit d’inhibitions germinales c’est-à-dire mono-

alléliques d’un gène suppresseur de tumeur tels que pRB dans le rétinoblastome ou BRCA (breast 

cancer) dans le cancer familial du sein. Plus rarement, il s’agit de mutations germinales activatrices 

d’un oncogène : par exemple, la mutation du proto-oncogène c-ret à l’origine des formes familiales 

de cancers médullaires de la thyroïde et des néoplasies endocrines multiples de type 2A et 2B. Suite 

à une translocation chromosomique induite par des génotoxiques, ce gène est aussi impliqué dans 

certains cancers papillaires de la thyroïde. ii) Les gènes de prédisposition mineure augmentent 

faiblement mais significativement la probabilité d’apparition d’un cancer. Ce sont surtout des gènes 

impliqués dans l’activation ou la détoxication de génotoxiques ou dans le métabolisme hormonal 

(œstrogènes, androgènes, vitamine D…). 

 

Au plan mondial, le cancer du col de l’utérus est le cancer le plus fréquent après celui du sein avec 

230 000 décès et 470 000 nouveaux cas par an (Bosch et al., 1995). Il représente 10% des cancers 

féminins (Ferlay et al., 2001) et sa fréquence augmente avec l’âge, de 20 à 50 ans, pour se stabiliser 

par la suite. Les taux d’incidence de ce cancer varient de façon très importante à travers le monde : 

son incidence diminue dans les pays industrialisés notamment en  Amérique du Nord, en Australie, 

au Moyen Orient et dans certains pays européens tels que l’Espagne, l’Italie et l’Angleterre mais 

demeure préoccupante dans les pays les plus pauvres tels qu’en Amérique Centrale, dans le sud de 

l’Afrique, en Amérique du Sud (sauf l’Argentine) et en Inde (Ferlay et al., 2001). L’induction d’environ 

20% des cancers humains, est liée, de façon directe ou non, à des agents infectieux à potentiel 

oncogénique. Parmi ces agents infectieux, les papillomavirus humains (HPV : human papillomavirus) 

à haut risque alpha sont les agents étiologiques du cancer du col de l’utérus (zur Hausen, 1999 ; 

Mougin et al., 2003). En effet ils sont responsables de plus de 99,7% des cancers du col de l’utérus  

(Walboomers et al., 1999 ; Munoz, 2000). Ces virus appartiennent à la famille des Papillomaviridae 



 

 

81 
 

dont plus de 100 types différents ont été identifiés (Munoz et al., 2004). Ces virus sont classés selon 

leur potentiel à transformer des cellules normales en cellules atypiques conduisant au 

développement de lésions cervicales intra-épithéliales (CIN) puis de cancers du col de l’utérus (Kjaer 

et al., 1996 ; Brown et al., 1999). Parmi les HPV retrouvés dans la muqueuse génitale, une quinzaine 

a été classée à haut risque oncogénique, tels que les HPV 16 et 18 qui sont responsables de plus de 

70% des cancers invasifs du col de l’utérus (Clifford et al., 2003). L’infection par un HPV haut risque 

est nécessaire mais pas suffisante pour induire des lésions (pré-)cancéreuses du col de l’utérus. En 

effet, seules les infections persistantes par un même type d’HPV haut risque constituent un facteur 

de risque de développement d’un cancer. La persistance de l’infection est influencée par plusieurs 

facteurs liés à l’hôte (mise en place de réponses immunitaires au niveau génital), à l’environnement 

et au virus (génotype, charge virale, intégration virale). L’acquisition du phénotype malin par la 

cellule épithéliale infectée est liée à l’intégration de l’ADN viral dans le génome de la cellule hôte 

suite à sa linéarisation qui s’effectue le plus souvent dans le gène E2. Dès lors, la protéine E2, dont la 

fonction est d’inhiber l’expression des deux oncoprotéines virales E6  et E7, n’est plus fonctionnelle. 

Il en résulte la surexpression de ces deux oncoprotéines virales fortement impliquées dans 

l’immortalisation et la transformation tumorale de la cellule. En effet, les effets combinés de ces 

deux oncoprotéines entraînent entre autre la dégradation de p53 et pRb via le protéasome, 

abrogeant des points de contrôle du cycle cellulaire et inhibant l’apoptose. 

 

La chimiothérapie des cancers a connu une forte progression au cours de la seconde moitié du XX° 

siècle mais depuis quelques années, de nouvelles molécules visent à atteindre les mécanismes même 

de l’oncogenèse au lieu de se contenter d’inhiber la prolifération cellulaire. Face au nombre croissant 

de cancers, des moyens importants sont accordés à la recherche d’une meilleure compréhension des 

mécanismes de la carcinogenèse et à la mise au point de nouvelles modalités thérapeutiques 

permettant in fine d’améliorer les courbes de survie. 

 

3.2. Généralités sur la chimiothérapie 

Avec la chirurgie et la radiothérapie, la chimiothérapie reste l’une des armes thérapeutiques 

prépondérantes contre le cancer.  

Tant que le cancer reste une maladie localisée, la chirurgie, souvent associée à la radiothérapie, reste 

la principale arme anti-cancéreuse capable de conduire à la guérison du patient. La chimiothérapie 

trouve sa place lors de la dissémination de la maladie cancéreuse ou pour la prévenir. En effet, en 

termes de durée et de qualité de vie, la chimiothérapie peut apporter des résultats non négligeables. 

Dans ce contexte, on distingue (Roberr et Hoerni, 2001) : i) les cancers chimiocurables c’est-à-dire 

guérissables par chimiothérapie seule sont peu nombreux et comptent les leucémies aigües, certains 

lymphomes et les cancers embryonnaires de l’enfant et de l’adulte ; ii) les cancers chimiosensibles 

pour lesquels la chimiothérapie permet une rémission partielle voire complète notamment dans le 

cas de cancers du sein, de l’ovaire, du côlon et récemment du poumon ; iii) les cancers 

chimiorésistants c’est-à-dire très peu sensibles à la chimiothérapie tels que les cancers du rein et du 

pancréas ainsi que les mélanomes malins. La chimiothérapie a une place prépondérante dans des cas 

métastatiques où elle sera palliative car incapable de guérir. Néanmoins, les progrès réalisés au cours 

de ces dernières années permettent l’utilisation de la chimiothérapie en situation adjuvante pour 
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éradiquer, de façon « aveugle », la présence de cellules métastatiques indétectables au moment du 

traitement locorégional à visée curative dans le cas de cancers du sein, de côlon ou du poumon. En 

condition néo-adjuvante, c’est-à-dire précédant l’acte médical, la chimiothérapie peut faciliter 

l’efficacité de la chirurgie dans certains cas de cancers du sein inflammatoires, des voies 

aérodigestives supérieures, du rectum (Robert, 2006). 

La première activité anticancéreuse d’une molécule chimique a été mise en évidence au cours de la 

seconde guerre mondiale. L’exposition à du gaz moutarde (sulfure de bis 2-chloroéthyle), agent 

alkylant, a entraîné des syndromes aplasiques. Le premier cas de courte rémission après traitement 

par un agent anticancéreux a été obtenue chez un patient atteint de lymphome (Gilman, 1963). 

Depuis de nouvelles molécules dotées d’un pouvoir antitumoral ont été découvertes de manière 

fortuite, telles que le cisplatine dans les années 1970 ou à l’issue d’un criblage systématique (in vitro 

et in vivo) de substances naturelles ou synthétiques telles que la staurosporine. Une substance 

antitumorale, anticancéreuse ou antinéoplasique se définit comme une substance cytotoxique qui 

détruit de façon sélective les cellules transformées. Certains de ces agents anticancéreux se trouvent 

sous forme d’une proforme qui, une fois métabolisée dans la cellule, va conduire à la formation 

d’intermédiaires capables d’interagir avec leur cible. La classification des différents agents 

anticancéreux est basée sur leur mécanisme d’action. Les agents anticancéreux peuvent être 

considérés comme des agents antimitotiques dans la mesure où quelque soit leur cible, ils 

conduisent dans la majorité des cas à un blocage de la division cellulaire. 

 

3.3. Les chimiothérapeutiques classiques 

A l’heure actuelle,  une cinquantaine de médicaments sont utilisés dans le cadre de la chimiothérapie 

classique à visée antiproliférative globale. Ces médicaments agissent en dernier ressort sur la 

multiplication cellulaire et sont classés en 4 classes mécanistiques (Robert, 2005) : 

 

3.3.1 Les agents formants des adduits covalents avec l’ADN 

L’ADN est la cible privilégiée des agents alkylants classiques, famille d’agents anticancéreux 

possédant deux groupements chloroéthyle et qui forment des intermédiaires réactionnels déficients 

en électrons. Ces intermédiaires établissent des liaisons covalentes fortes avec des groupements 

riches en électrons, les groupes nucléophiles (groupe hydroxyles, sulfoxydes, amines ou phosphates) 

contenus dans l’ADN ou les protéines. Cette liaison avec un composé électrophile inhibe la 

transcription et la réplication de l’ADN, les lésions cellulaires sont donc létales. Ces agents libèrent 

aussi des radicaux libres entraînant des cassures de la chaîne d’ADN et ont un pouvoir leucémogène. 

Parmi ces agents on distingue le cyclophosphamide, le chlormétine, l’ifosfamide, et le melphalan. 

Certains comme le cyclophosphamide ne sont pas actifs eux-mêmes, mais par le produit de leur 

oxydation microsomiale dans le foie sous forme de 4-hydroxy-cyclophosphamide en déséquilibre 

avec son tautomère sans anneau, l’aldophosphamide. Le 4-hydroxy-cyclophosphamide est peu 

polaire et pénètre facilement dans la cellule, à la différence de l’’aldophosphamide, dégradé et 

excrété par les urines. L’ensemble de ces agents est regroupé sous le terme de moutardes azotées.  
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Les nitrosourées (carmustine, lomustine) nécessitent quant à elles d’être catabolisées pour être 

actives et leurs catabolites se comportent comme des agents alkylants. Ces agents passent la barrière 

hémato-méningée. Les mécanismes de réparation des lésions de l’ADN qu’ils induisent font 

intervenir l’enzyme de réparation, O6-akylguanine-DNA transférase. Leur toxicité est hématologique 

retardée et cumulative. 

Les agents alkylants sans groupement chloroéthyle sont aussi appelés les tétrazines. La dacarbazine, 

dont la toxicité est digestive et hépatique, est utilisée pour traiter la maladie de Hodgkin, les 

sarcomes des tissus mous et le mélanome. La procarbazine (natulan) inhibe la polymérisation de 

l’ADN et est aussi utilisée dans la maladie de Hodgkin, malgré sa toxicité digestive et hématologique. 

Les sels de platine ont été découverts en 1965 grâce à leur capacité  d’inhiber la croissance des 

bactéries d’Escherichia coli au contact d’électrodes de platine, sous forme de complexes comprenant 

des ions ammonium et chlore (Rosenberg et al., 1965). Le cisplatine (CIS : dichlorodiamino platinum), 

responsable de cette inhibition de croissance, s’est avéré avoir aussi une activité anti-tumorale à 

l’encontre de différentes tumeurs chez la souris (Rosenberg et al., 1969). Le cisplatine fut testé en 

clinique dès 1970. Son importante activité antitumorale et la possibilité de prévenir sa toxicité rénale 

en ont fait un des agents anticancéreux les plus utilisés en thérapie des cancers. Il est actif contre les 

cancers du testicule et de l’ovaire, de la vessie, du col de l’utérus, du cou, de la tête et des poumons 

(Hill et Speer, 1982).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Le cisplatine 

 

 

Molécule plane (cis[PtCl2(NH3)2]) (Figure 29) composée d’un atome de platine, de deux atomes de 

chlore en position cis et de deux amines, le cisplatine est un agent alkylant bifonctionnel, capable de 

s’hydrolyser dans la cellule et de former des complexes actifs. Après diffusion passive dans les 

cellules, où la concentration en chlore est faible (4mM), les atomes de chlore sont remplacés par des 

groupes hydroxyles, l’équilibre se déplaçant alors vers les dérivés aqueux, plus réactifs que le 

cisplatine natif (Figure 30) (Zheng et al., 1997). 

 

Ces complexes très réactifs chargés positivement vont former des liaisons covalentes avec les 

groupements nucléophiles des macromolécules (ADN, ARN, groupements thiols des protéines) : ce 

sont des adduits (Rosenberg et al., 1967). Dans un premier temps, des adduits monofonctionnels 

entre le platine et les guanines/adénines de l’ADN se forment. Dans un second temps apparaissent 

des ponts intrabrins (ponts entre des bases d’un même brin de l’hélice) et des ponts interbrins (ponts 

entre des bases de deux brins de l’hélice) ( (Fichtinger-Schepman et al., 1985 ; Eastman, 1986). 
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Figure 30 : Activation du cisplatine en milieu aqueux 

 

Le cisplatine peut aussi se lier à l’ADN mitochondrial, interagir avec les phospholipides et 

phosphatidylsérines de la membrane plasmique, perturber le cytosquelette et la polymérisation de 

l’actine (Jamieson et Lippard, 1999). De même, le cisplatine se lie rapidement aux protéines 

plasmatiques telles que l’albumine, la transferrine et la gamma-globuline (Gullo et al., 1980). 

Toutefois, l’implication des adduits cisplatine/protéine dans la cytotoxicité du cisplatine n’a pas été 

démontrée. 

Ainsi, l’activité anti-tumorale du cisplatine est principalement due à sa liaison à l’ADN (Gonzalez et 

al., 2001). Celle-ci n’est pas toujours suffisante pour induire la mort de la cellule cible (Salles et al., 

1983). La cytotoxicité du cisplatine est accrue (10 fois) lorsque les cellules sont traitées en fin de 

phase G1, juste avant l’étape de réplication (Fraval et Roberts, 1979 ; Dornish et al., 1987). 

D’autres dérivés de sel de platine sont utilisés tels que le carboplatine (paraplatine) dans le cas de 

cancers de l’ovaire mais il est myélotoxique et faiblement neuro- et néphro-toxique et l’oxiplatine 

(eloxatine) dans le cancer du colon qui est faiblement émétisant et hématotoxique mais très 

neurotoxique. 

 

3.3.2 Les antimétabolites 

Les antimétabolites sont des pièges enzymatiques : ils bloquent l’activité enzymatique et donc 

inhibent la synthèse des constituants de l’ADN. Ces agents sont des analogues structuraux ou des 

faux substrats qui présentent de fortes analogies de structure avec des métabolites naturels de la 

cellule (analogues des purines tel que la fludarabine, des pyrimidines tel que le 5-fluorouracile ou de 

l’acide folique tel que le methotrexate). Une compétition inhibitrice entre métabolites naturels et 

antimétabolites bloque la multiplication cellulaire. 

Entre les années 1950 et 1970, le 5-fluorouracile (5-FU) a été la seule drogue a montré une efficacité 

relative dans les cancers du côlon et du rectum, efficacité fonction de la dose et du mode 

d’administration (Bruckner et Motwani, 1991). C’est un analogue de structure des pyrimidines où un 

radical fluoré est inséré à la place d’un radical hydrogène en position 5. Le 5-FU est activé par 
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différentes enzymes de la voie métabolique. Après sa pénétration dans la cellule, il se lie aux sucres 

ribose ou déoxyribose pour former un pseudo nucléotide phosphorylé, sous forme de 5-FdUMP ou 

5-FUTP. La forme 5-FdUMP est essentielle à l’activité du 5-FU car elle entre en compétition avec le 

dUMP, substrat naturel de la thymidine synthétase (voie de synthèse de la thymidine). En présence 

de méthylène tétrahydrofolate (mTHF), un complexe tertiaire se forme par liaisons covalentes ce qui 

inhibe totalement la thymidilate synthétase et donc la synthèse de thymidine monophosphate. Il y a 

alors une déplétion complète de thymidine monophosphate indispensable à la synthèse de l’ADN. Le 

5-FU est donc principalement actif au cours de la phase S du cycle cellulaire. Les autres modes 

d’action du 5-FU, plus accessoires, sont l’incorporation dans l’ARNm via le 5-FdUTP et une inhibition 

fonctionnelle des glycosyltransférases qui reconnaissent les nucléotides formés à partir du 5-FU 

(Pinedo et Peters, 1988). Utilisé en monothérapie, le 5-FU a été considéré comme un traitement de 

référence des cancers colorectaux, mais actuellement, il est souvent associé à d’autres agents 

anticancéreux tels que l’irinotécan, l’oxaliplatine et le raxelitrexed afin d’accroître son efficacité 

thérapeutique. Il est aussi associé à l’acide folinique afin de stabiliser le complexe ternaire formé par 

le FdUMP, la thymidilate synthétase et le méthylène tétrahydrofolate (Bleiberg et Hendlisz, 2002). 

 

3.3.3 Les poisons du fuseau mitotique 

Ce terme regroupe les agents anticancéreux extraits de plantes qui en se fixant à la tubuline vont 

bloquer la cellule en mitose (blocage du fuseau chromatique assurant la séparation des 

chromosomes) et perturber le maintien du cytosquelette. Les alcaloïdes de la Pervenche (alcaloïdes 

purs tels que vincristine et vinblastine ou semi-synthétiques tels que vindestine et vinorelbine) sont 

considérés comme des agents antimitotiques vrais inhibant la polymérisation des dimères de 

tubuline indispensable à la formation et à la croissance des microtubules. Malgré leur toxicité 

hématologique (vinorelbine), muqueuse et surtout neurologique, ces agents sont utilisés dans le 

traitement de tumeurs hématologiques lymphoïdes, les tumeurs pédiatriques ainsi que les cancers 

du sein et broncho-pulmonaire. Les taxanes (dérivés de l’if) ont une action inverse dans la mesure où 

ils bloquent la dépolymérisation des microtubules nécessaire lors de l’anaphase, les cellules sont 

alors bloquées en métaphase. Parmi les taxanes, le paclitaxel (taxol) est utilisé dans le traitement 

des tumeurs de l’ovaire, du poumon et du sein et le doxetaxel (taxotère) est préconisé dans les cas 

de tumeurs mammaires, pulmonaires, de la sphère ORL et de la prostate. 

 

3.3.4 Les inhibiteurs des topoisomérases 

Les topoisomérases sont des enzymes assurant la spiralisation/déspiralisation de l’ADN indispensable 

lors de la réplication en créant des coupures transitoires de l’un (topoisomérase I) ou des deux 

(topoisomérase II) brins.  

Les inhibiteurs des topoisomérases II empêchent la séparation de la topoisomérase II et de l’ADN et 

créent des complexes de clivage caractéristiques. Le cycle cellulaire est arrêté en phase G2. Les 

cellules en G0 possèdent très peu de topoisomérase II, elles sont donc peu sensibles à ces agents. Les 

deux principaux agents hémisynthétiques de cette famille dérivent de la podophyllotoxine et sont 

l’étoposide (VP-16) utilisé en traitement des lymphomes, des tumeurs germinales, bronchiques et le 

ténoposide (VM-26) utilisé pour traiter des lymphomes. 
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Les inhibiteurs des topoisomérases I provoquent aussi une coupure définitive de l’ADN mais un seul 

brin est affecté. Le cycle cellulaire est aussi arrêté en phase G2. Les cellules tumorales possèdent 

davantage de topoisomérases I que les cellules saines. Parmi ces agents, le topotecan est 

myélotoxique mais est utlisé dans le traitement du cancer de l’ovaire alors que l’irinotecan est 

administré dans le cas de cancers digestifs, malgré une toxicité digestive immédiate ou différée et 

une toxicité hématologique modérée. 

 

3.4. Les nouvelles chimiothérapies : thérapeutiques ciblées 

Le manque de spécificité et l’efficacité parfois limitée de la chimiothérapie classique ont amené au 

développement de nouvelles stratégies plus prometteuses : les thérapeutiques ciblées, c’est-à-dire 

dirigées contre les anomalies moléculaires présentes et supposées jouer un rôle dans la 

transformation néoplasique et le maintien du phénotype transformé. Ainsi, ces nouvelles 

thérapeutiques ciblent les protéines impliquées dans le contrôle de la prolifération et de la mort 

cellulaire et non celles impliquées dans l’exécution de ces programmes. C’est donc la cause de 

l’anomalie à l’origine du cancer et non plus l’effet qui en résulte qui est traitée. Les thérapeutiques 

ciblées sont particulièrement efficaces lorsque l’anomalie ciblée est déterminante pour l’oncogenèse 

telle que la translocation bcr/abl dans la leucémie myéloïde chronique (LMC). A l’inverse dans les 

cancers épithéliaux où les anomalies moléculaires s’accumulent, les thérapeutiques ciblant une seule 

anomalie pourront n’avoir qu’un effet transitoire, souvent très utile mais non décisif, telle que le 

trastuzumab dans le traitement des cancers du sein (Médicament, 2008).  

L’efficacité des thérapeutiques ciblées est directement liée à la présence de la cible active dans la 

tumeur à traiter. Dans ce contexte, une sélection des patients doit être effectuée et ce, sur des 

critères non plus histologiques comme pour les thérapeutiques classiques mais sur des critères 

moléculaires. 

 

3.4.1 Les voies de signalisation liées aux facteurs de croissance 

La compréhension de la biologie des cancers a permis de caractériser les mécanismes fondamentaux 

impliqués dans l’oncogenèse (Hanahan et Weinberg, 2000) dont les principaux sont : i) les voies de 

signalisation liées aux facteurs de croissance, ii) la perte du contrôle du cycle cellulaire et iii) la 

dérégulation de l’apoptose. De plus, l’altération des capacités de réparation de l’ADN est responsable 

de l’instabilité génétique. Dans tous les cas, des altérations génétiques de type « gain de fonction » 

(oncogènes) ou « perte de fonction » (gènes suppresseurs de tumeurs) peuvent être observées. 

 

3.4.1.1. Présentation des voies 

Les facteurs de croissance tels que l’EGF (Epidermal Growth Factor) sont impliqués dans le 

développement et le fonctionnement de nombreux tissus, tels que la peau, la glande mammaire et le 

système nerveux. Ces facteurs se fixent sur des récepteurs membranaires ubiquitaires spécifiques à 

activité tyrosine kinase appelés ErbB (d’après leur analogie avec un oncogène du virus de 

l’erythroblastose aviaire) ou HER (Human EGF Receptor related). Suite à la fixation du ligand, le 

récepteur ne se dimérise plus, puis s’autophosphoryle sur des résidus tyrosine. Cette 
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autophosphorylation est nécessaire au recrutement et à l’activation d’une grande variété de 

protéines de signalisation impliquées dans des voies de transduction du signal telles que la voie des 

MAP kinases et celle de la PI3K.  

Les MAP kinases sont des protéines kinases activées en cascade. Une fois le ligand fixé, les résidus 

tyrosine du récepteur sont phosphorylés, ce qui permet l’ancrage de la protéine Grb2. Cette dernière 

recrute alors la protéine Sos, facteur d’échange qui favorise le passage de la forme Ras-GDP inactive 

à la forme Ras-GTP active. La protéine Ras (Rat sarcoma), membre de la famille des petites 

protéines G, permet l’activation de la sérine thréonine kinase Raf, laquelle phosphoryle et active 

MEK/MAPKK, qui phosphoryle et active ERK/MAPK. Cette dernière phosphoryle et active à son tour 

des facteurs de transcription notamment c-jun et c-fos, impliqués dans la mitose et c-Myc, impliqué 

dans la prolifération et la différenciation cellulaire. 

Une fois recrutée et activée, la protéine PI3K phosphoryle quant à elle en position 3 le PIP2, 

phosphatidylinositol biphosphate membranaire, en PIP3, ce qui favorise la translocation à la 

membrane plasmique des protéines PDK, notamment PDK-1. Cette dernière active alors par 

phosphorylation PKB/Akt. PKB/Akt phosphoryle en retour ainsi de nombreux substrats parmi lesquels 

la protéine pro-apoptotique Bad. Bad est alors séquestré dans le cytoplasme par la molécule 

chaperonne 14-3-3σ, ce qui l’empêche d’exercer son activité pro-apoptotique. La protéine PKB/Akt 

phosphoryle aussi i) des protéines qui activent les complexes CDK/cyclines et ii) la protéine mTOR 

impliquée dans le métabolisme cellulaire, l’induction de l’apoptose et la traduction des ARN 

messagers. 

Ces deux voies de signalisation induisent l’activation de nombreux facteurs de transcription et la 

transcription de protéines impliquées dans la prolifération, la différenciation, la migration, la survie 

cellulaire et l’angiogenèse. 

 

3.4.1.2. Ciblage des facteurs de croissance 

L’angiogenèse est un processus capital pour la croissance tumorale au-delà de quelques mm3 car il 

permet la diffusion des nutriments et de l’oxygène aux cellules. La cellule endothéliale génératrice de 

néovaisseaux doit être stimulée pour proliférer. Le VEGF (vascular endothelial growth factor) est un 

facteur de croissance produit par les cellules tumorales et/ou stromales en hypoxie et il induit la 

prolifération et l’organisation des cellules endothéliales. Les approches anti-angiogéniques font 

l’objet d’une grande attention dans plusieurs cancers (Bikfalvi, 2007). Le ciblage direct du VEGF peut 

se faire par des anticorps (bevacizumab) ou des facteurs solubles capables de le piéger (VEGF-trap). 

Le principal composé anti-angiogénique actuellement utilisé en clinique dans le traitement du cancer 

métastatique du colon et du rectum est le bevacizumab (avastin), anticorps monoclonal humanisé 

qui cible le VEGF et qui reconnait toutes ses isoformes. Lorsque le bevacizumab se lie au VEGF, ce 

dernier ne peut plus se fixer à ses récepteurs, empêchant ainsi la prolifération des cellules 

endothéliales et donc la formation de nouveaux vaisseaux sanguins au profit de la tumeur (Duda et 

al., 2007b). N’étant pas suffisamment vascularisée, la tumeur arrête de se développer et peut être 

éliminée par le système immunitaire. Le bevacizumab n’a donc aucun effet sur les cellules 

cancéreuses elles-mêmes mais sur la prolifération des cellulaires vasculaires endothéliales. 
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3.4.1.3.  Ciblage des récepteurs 

Les récepteurs des signaux de prolifération constituent la première cible thérapeutique pertinente 

identifiée. En effet, les récepteurs HER sont activés lors de divers processus tels que la division 

cellulaire, la survie, l’angiogenèse, la motilité et l’adhérence cellulaires (Holbro et al., 2003). Une 

altération du signal au niveau de ces récepteurs peut contribuer à la transformation maligne (Yarden 

et Sliwkowski, 2001). Ainsi, les récepteurs HER sont impliqués dans l’oncogenèse de nombreux 

cancers (Hubert, 2007) : ils sont surexprimés dans de nombreuses tumeurs solides humaines (Zhang 

et al., 2007) et cette surexpression est souvent de mauvais pronostic. Le ciblage de ces récepteurs 

peut se faire par des anticorps ou par des petites molécules inhibitrices de l’activité catalytique des 

récepteurs (Fergelot et al., 2005 ; Duda et al., 2007a).  

Principal récepteur de la famille HER, l’EGFR peut être inhibé par l’anticorps chimérique Cetuximab 

(Erbitux). Quant au récepteur ErbB2, surexprimé dans près de 25% des cancer du sein (Demonty et 

al., 2007). Cette surexpression est liée à une amplification génique d’erbB2. L’anticorps monoclonal 

humanisé dirigé contre le domaine extracellulaire d’ErbB2, le trastuzumab (Herceptin), a été le 

premier traitement anticancéreux ciblant un oncogène approuvé par la Food and Drug 

Administration (FDA) en 1998 pour le traitement de cancers du sein métastasés et ErbB2-positifs 

(marquage membranaire fort dans plus de 10% à 30% des cellules tumorales par technique 

immunohistochimique ou surexpression liée à l’ amplification du gène HER2) (Carlson et al., 2006 ; 

Wolff et al., 2007). Ce traitement est inefficace chez les patientes atteintes de cancers du sein ErbB2-

négatifs et peut aussi l’être chez certaines patientes avec des tumeurs ErbB2-positives. Le 

pertuzumab est un autre anticorps qui se lie à la partie extra-cellulaire de ErbB2 au niveau d’un 

épitope différent du trastuzumab, même en l’absence de surexpression massive de ce dernier, ce qui 

empêche sa dimérisation et bloque la signalisation subséquente (Franklin et al., 2004). Il pourrait 

être plus actif que le trastuzumab chez les patientes où l’expression de ErbB2 est faible. 

Une autre stratégie thérapeutique consiste à bloquer l’activité tyrosine kinase de ces récepteurs. En 

effet, lorsque ces récepteurs sont surexprimés ou mutés, les cascades de phosphorylation favorisent 

l’amplification du signal. Dans ce contexte, des molécules inhibitrices des tyrosines kinases ont été 

développées. La première molécule identifiée est l’imitanib (Gleevec ou Glivec), inhibiteur de la 

protéine constitutive BCR-ABL (Mauro et al., 2002). Cette protéine est liée à une translocation 

réciproque des chromosomes 9 et 22. Les fragments échangés permettent la réunion de 2 segments 

des gènes bcr et abl. Les gènes traduits ensemble sont à l’origine d’une protéine de fusion chimère 

qui phosphoryle des protéines membranaires telles que les PLC, ce qui stimule la prolifération des 

cellules souches, terrain favorable au développement d’une LMC. L’imitanib inhibe aussi c-Kit 

(récepteur au facteur de croissance des cellules souches), tyrosine kinase impliquée dans les tumeurs 

stromales, gastro-intestinales et les leucémies myélomonocytaires chroniques. L’activité catalytique 

d’EGFR est quant à elle inhibée de façon réversible par le gefitinib (Iressa) (Baselga et Hammond, 

2002). Il a été utilisé avec un certain succès dans le traitement des cancers du poumon non à petites 

cellules avant de perdre l’autorisation temporaire d’utilisation en raison d’hémorragies digestives, de 

troubles pulmonaires et d’une efficacité à priori limitée. Il a été remplacé par l’erlotinib (Tarceva), 

un autre inhibiteur de l’activité catalytique d’EGFR plus efficace. Cette molécule induit l’arrêt du cycle 

cellulaire en G1 en accumulant la protéine p27, inhibitrice de cycline, et favorise l’entrée des cellules 

tumorales en apoptose (Ciardiello et Tortora, 2001). Il est à noter que les inhibiteurs de l’activité 

catalytique d’EGFR sont efficaces sur des tumeurs pulmonaires présentant une mutation 

oncogénique au niveau du site catalytique du récepteur, mutation apparaissant sur un fond 
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génétique particulier (Italiano et al., 2007). Le lapitinib (Tyverb) inhibe de façon réversible l’activité 

tyrosine kinase de ErbB1 et ErbB2. En agissant sur les 2 récepteurs, il serait potentiellement plus 

efficace qu’une molécule agissant au niveau d’un seul récepteur. Il est actuellement utilisé dans le 

traitement des patientes atteintes de cancer du sein ErbB2-positifs. 

 

3.4.2 La perte du contrôle du cycle cellulaire 

L’évolution du cycle cellulaire est contrôlée par divers complexes cycline/CDK propres à chaque 

phase du cycle. Ces complexes sont inhibés par les protéines p16 et p21. Les CDK sont elles-mêmes 

régulées par phosphorylation/déphosphorylation, notamment via les phosphatases activatrices 

CDC25.  

Dans les cellules cancéreuses, de nombreuses altérations du système de contrôle du cycle cellulaire 

ont été observées, notamment la surexpression ou l’amplification des cyclines, CDK ou CDC25, ainsi 

que des mutations invalidantes ou des délétions de p16 et p21 (Meijer, 2006).  Les nouvelles 

thérapies tentent de cibler pharmacologiquement ces altérations. Par exemple, suite à des 

dommages de l’ADN, les protéines senseurs ATR et ATM activent respectivement les kinases Chk1 et 

Chk2, qui à leur tour inhibent CDC25, ce qui résulte en l’arrêt du cycle cellulaire afin de réparer l’ADN 

lésé. Dans ce contexte, le ciblage de Chk1 et Chk2 peut être envisagé pour sensibiliser à la 

chimiothérapie les cellules cancéreuses quiescentes en les forçant à entrer en cycle (Blasina et al., 

2008). La staurosporine et son analogue UCN-01 sont elles aussi des inhibiteurs potentiels de Chk1 

(Jackson et al., 2000). 

 

3.4.3 La dérégulation de l’apoptose 

Dans les cellules cancéreuses, les altérations des mécanismes de l’apoptose sont nombreuses. La 

surexpression de Bcl-2 est certainement l’altération la plus connue. L’utilisation d’anti-sens anti-Bcl-2 

ou d’antagonistes anti-Bcl-2 tels que ABT-737 (Kutuk et Letai, 2008 ; Labi et al., 2008) constitue des 

approches intéressantes pour restaurer l’apoptose. Dans certains cas, une diminution de l’expression 

des récepteurs Fas, des protéines de la famille Bcl-2, d’Apaf-1 ou des caspases peut aussi être 

observée dans des cellules tumorales (Robert, 2007). Ces altérations diverses et variées font du 

ciblage de l’apoptose une voie importante de recherche pharmacologique. Dans ce contexte, 

l’inhibition des IAPs telles que la survivine est un axe de développement de thérapeutique ciblée très 

important (Robert, 2007). 

 

3.4.4 Cas particulier : p53 

De part ses rôles transcriptionnel et apoptotique, la protéine p53 est un acteur clé des processus de 

sauvegarde des cellules. De plus, p53 joue aussi un rôle crucial dans l’oncogenèse. En effet, p53 est 

mutée dans plus de 60% des cancers (Olivier et al., 2002) (http://www.p53.iarc/fr). Le gène TP53 et 

la protéine p53 apparaissent donc comme des cibles privilégiées pour des approches de thérapie 

génique (transfert du gène TP53 sauvage par l’utilisation d’adénovirus, approche non détaillée dans 
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ce travail) ou pour une intervention pharmacologique à visée thérapeutique (Bouchet et al., 2006). 

Cette dernière est fonction du statut de p53, à savoir sauvage ou mutée. 

  

3.4.4.1. p53 sauvage 

Dans les cellules normales, l’expression de p53 est maintenue à un taux faible via un renouvellement 

rapide médié par l’ubiquitine ligase MDM2, principal régulateur négatif de p53 (Yang et al., 2004). En 

effet, transcriptionnellement activée par p53, la protéine MDM2 est une E3-ligase capable de se fixer 

à p53. Il s’en suit l’ubiquitinylation de p53 au niveau de son extrémité carboxy-terminale (Haupt et 

al., 1997) puis sa dégradation via le protéasome. De plus, MDM2 lie le domaine amino-terminal de 

p53 et inhibe son activité transcriptionelle. Par ailleurs, MDM2 contient un domaine de localisation 

nucléaire ainsi qu’un domaine d’exportation nucléaire, favorisant la translocation de p53 du noyau 

vers le cytoplasme et par conséquent sa dégradation (Alarcon-Vargas et Ronai, 2002) par le 

protéasome. 

La miniprotéine synthétique superTIP (thioredoxin insert protein) lie MDM2 au niveau de son site de 

liaison à p53 (Bottger et al., 1997). La protéine p53 s’accumule alors dans le noyau, ce qui active la 

transcription des protéines cibles de p53 et induit l’arrêt du cycle cellulaire. 

Les nutlines sont des composés synthétiques qui excluent la protéine p53 de sa poche de liaison à 

MDM2 (Vassilev et al., 2004). La protéine p53 est alors libre, elle peut donc arrêter le cycle cellulaire 

et induire l’apoptose des cellules tumorales exprimant une protéine p53 sauvage. Les nutlines sont 

inactives dans les tumeurs abritant une protéine p53 mutée où elles induisent uniquement un arrêt 

réversible de la croissance cellulaire. 

La molécule RITA (reactivation of p53 and induction of tumour cell apoptosis) inhibe l’interaction 

entre p53 et MDM2 en se fixant à p53 (Issaeva et al., 2004 ; Espinoza-Fonseca, 2005). Il en résulte 

une augmentation de la transcription des gènes cibles de p53 puis de l’apoptose des cellules HCT-116 

exprimant une protéine p53 sauvage (Issaeva et al., 2004). Ciblant uniquement les cellules 

transformées, RITA est une thérapeutique ciblée intéressante car les cellules saines avoisinantes 

peuvent continuer à proliférer.  

A l’inverse, pifithrine-α (p fifty-three inhibitor : PFT-α) est un inhibiteur chimique qui bloque 

l’expression de p53 au niveau transcriptionnel (Komarov et al., 1999 ; Charlot et al., 2006). Elle 

protège i) in vitro les cellules saines exprimant une protéine p53 sauvage contre l’apoptose induite 

par irradiation ou par traitement par la doxorobucine, l’étoposide, le paclitaxel et ii) in vivo les souris 

contre les stress génotoxiques associés aux traitements anti-cancéreux (Komarova et Gudkov, 2000 ; 

2001). La pifithrine-α pourrait donc être utilisée pour réduire les effets secondaires de la radio- ou de 

la chimio-thérapie sur les cellules saines avoisinant les cellules tumorales. Néanmoins, certains points 

restent à élucider car des travaux ont montré que la pifithrine-α pouvait aussi promouvoir l’apoptose 

induite par la doxorubicine ou les UVB des cellules murines épidermiques JB6 (Kaji et al., 2003). 

 

3.4.4.2. p53 mutée 

La principale propriété biochimique altérée de la protéine p53 mutée est sa liaison à l’ADN. Des 

molécules ont donc été développées pour stabiliser la structure du domaine de liaison de p53 à 

l’ADN. Cette stabilisation limite les conséquences fonctionnelles les plus fréquentes des mutations de 

p53. Ces composés i) protègent les protéines p53 sauvages de la dénaturation thermique, 
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ii) restaurent partiellement la capacité de certains mutants à réagir avec des anticorps spécifiques de 

p53 sauvage et iii) stimulent la transcription dépendante de p53 d’un gène rapporteur dans des 

cellules exprimant une protéine p53 mutée. Par exemple, CP31398 inhibe la croissance de tumeurs 

humaines xénogreffées sans aucun effet secondaire (Wang et al., 2006).  

D’autres composés synthétiques ont été développés pour leur capacité à induire l’expression de 

gènes cibles de p53 dans des cellules exprimant une protéine p53 mutée mais non dans des cellules 

dépourvues de p53. Parmi ces composés, la 9-hydroxyellipticine (9-HE) peut induire l’apoptose des 

lignées tumorales abritant une protéine p53 mutée (Ohashi et al., 1995). PRIMA-1 (p53 reactivation 

and induction of massive apoptosis) permet aussi de restaurer les propriétés de liaison à l’ADN pour 

un grand nombre de mutants in vitro et entraîne l’activation de la transcription des gènes cibles de 

p53 (Bykov et al., 2002a, 2002b, 2003 ; Bykov et Wiman, 2003 ; Charlot et al., 2006).  L’activité de 

PRIMA-1 ne nécessite pas de synthèse protéique de novo. En effet PRIMA-1 modifie la conformation 

spatiale et restaure le domaine de liaison à l’ADN des protéines p53 mutées déjà présentes dans la 

cellule. Des études in vivo ont montré que l’activité anti-tumorale de PRIMA-1 est dépendante de la 

mutation de p53 et est sans effet toxique notoire (Bykov et al., 2002b).  

 

3.5. Chimiothérapie et cancer du col de l’utérus 

A un stade localisé, la chimiothérapie n’a pas de place lors du traitement initial du cancer du col de 

l’utérus. En cas de tumeurs plus évoluées (Benedet et al., 2000), une chimiothérapie est associée 

concomittamment à la radiothérapie et à la curiethérapie (Resbeut et al., 2003). De plus, la 

chimiothérapie tient une place prépondérante dans le cas d’une tumeur métastatique d’emblée ou 

en cas de récidive ne pouvant bénéficier ni d’une chirurgie, ni d’une radiothérapie. Dans la majorité 

des cas de tumeurs métastatiques, la chimiothérapie a surtout un rôle palliatif. En effet, peu de 

réponses complètes existent et les durées de réponse et de survie sont courtes. Par exemple, les 

durées de réponse sont de 4 à 6 mois et les durées de médiane de survie sont inférieures à un an 

dans le cas de traitement par le cisplatine. A l’heure actuelle, de part sa forte activité et sa toxicité 

acceptable, le cisplatine est la drogue de référence mais en monothérapie, à raison de 50-100mg/m2 

toutes les trois semaines, les taux de réponse sont relativement modestes (de la Motte Rouge et al., 

2006). Le cisplatine offre un double intérêt car il est le cytotoxique le plus efficace dans les 

carcinomes épidermoïdes du col de l’utérus et il a un effet radiosensibilisant clairement démontré 

dans des études précliniques (Fu, 1985). Aucun effet-dose n’est observé et l’augmentation des 

posologies augmente la toxicité mais les réponses sont rarement complètes et sont le plus souvent 

de courte durée. Le mauvais pronostic à court terme conduit à poursuivre et à intensifier la 

recherche de traitements plus efficaces. Aucune étude clinique de phase III n’a comparé le meilleur 

protocole de chimiothérapie aux meilleurs soins palliatifs dans cette indication. Par ailleurs, aucun 

protocole standard de polychimiothérapie pour traiter les cancers du col de l’utérus évolués ou lors 

de récidive n’existe. Dans ce contexte, de nouvelles approches thérapeutiques ainsi que de nouvelles 

chimiothérapies doivent être mises au point.  

 

Les HPV étant responsables de lésions bénignes et malignes en particulier au niveau du col de 

l’utérus, des stratégies thérapeutiques ou de prévention fondées sur la vaccination contre l’agent 

responsable de ces pathologies sont en cours d’évaluation (Pretet et al., 2006). Deux approches 
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vaccinales ont été envisagées : la vaccination prophylactique ciblant les protéines de la capside et la 

vaccination thérapeutique ciblant les oncoprotéines E6 et E7.  

Les vaccins prophylactiques contre les infections par HPV sont actuellement disponibles dans de 

nombreux pays (Bayas et al., 2008). Ils ont été développés pour lutter contre l’entrée des HPV dans 

les cellules cibles. Ces vaccins induisent une immunité humorale qui se traduit par la production 

d’anticorps neutralisant sériques, qui après transsudation dans les muqueuses vont bloquer 

l’infection au niveau de la lumière cervico-vaginale. Développé et commercialisé depuis septembre 

2006 par MSD Sanofi Pasteur, le Gardasil est un vaccin tétravalent dirigés contre les génotypes 16 

et 18,  types les plus fréquemment impliqués dans le cancer du col de l’utérus et les lésions 

précancéreuses (Pretet et al., 2008a ; Pretet et al., 2008b) et contre les génotypes 6 et 11 à faible 

risque oncogène mais responsables des condylomes anogénitaux (Aubin et al., 2008). Le vaccin 

bivalent Cervarix développé par GSK protège contre les infections par HPV16 et 18 et est 

commercialisé depuis septembre 2007. Ces deux vaccins sont basés sur la production de pseudo-

particules virales L1 ou VLP. Ils ne contiennent pas d’ADN viral donc ne sont pas infectieux. Les 

protéines L1 des différents génotypes s’assemblent en capsomères (5 protéines L1) et 72 capsomères 

forment une VLP. Les VLPs ont une structure tridimensionnelle analogue à celle de la capside virale 

et portent les épitopes conformationnels responsables de la production d’anticorps neutralisants. 

Administrés par voie intramusculaire (au niveau du deltoïde), ces VLPs induisent la production 

d’anticorps qui transsudent dans la muqueuse et la lumière vaginale. Ces anticorps vont alors 

neutraliser les particules virales afin de i) prévenir les infections incidentes et persistantes, 

ii) prévenir le développement de dysplasies modérées et sévères cervicales (CIN2 : cervical intra-

epithelial neoplasia), vaginales (VaIN2 : vaginal intra-epithelial neoplasia) ou vulvaires (VIN2 : vulvar 

intra-epithelial neoplasia) associées aux HPV16 et 18, iii) prévenir les condylomes anogénitaux causés 

par les HPV6 et 11 pour le Gardasil  et iv) à long terme prévenir le cancer du col de l’utérus. Pour 

les deux vaccins, les VLPs sont produites dans des cellules eucaryotes et le calendrier vaccinal est peu 

différent. Des études comportant environ 18 000 femmes agées de 15 à 25 ans ont montré que le 

Cervarix est efficace à 100% contre les infections persistantes à HPV16 et 18 et à plus de 90% 

contre les CIN2+ qui leur sont associées (Paavonen et al., 2007). Des études randomisées incluant 

plus de 20 000 femmes agées de 16 à 26 ans ont montré que le Gardasil induit une protection 

proche de 100% contre les CIN2+ associées aux HPV16 et 18  (FUTUREII, 2007 ; Garland et al., 2007). 

L’efficacité des vaccins VLPs est essentiellement jugée sur la présence d’anticorps neutralisants 

circulants et le niveau de protection conféré semble corrélé au titre des anticorps sériques dans le 

sérum. Ces deux vaccins induisent des taux d’anticorps de 10 à 100 fois supérieurs à ceux observés 

après une infection naturelle. Ces anticorps anti-HPV persistent à des taux très élevés jusqu’à 5 ans 

post-vaccination (Olsson et al., 2007) et cette réponse immunitaire est d’autant plus élevée que le 

sujet vacciné est jeune. De plus, la vaccination contre les HPV16 et 18 montre une protection croisée 

vis-à-vis d’autres HPV haut risque alpha type 31 et 45 proches sur le plan phylogénétique des HPV16 

et 18 respectivement (Paavonen et al., 2007). Les adjuvants de nouvelle génération utilisés peuvent 

renforcer la mémoire immunitaire. Ainsi l’adjuvant ASO4 dans le vaccin Cervarix génère une 

réponse humorale plus importante et plus persistante que l’hydroxyde d’aluminium (ASO4) seul. En 

effet ASO4 cible les TLR4 qui activent les cellules dendritiques, lesquelles activent les cellules CD4 type 

Th1 et la production d’anticorps. Les cellules mémoires sont aussi plus nombreuses avec  ASO4 

(Giannini et al., 2006). Par ailleurs, la vaccination peut aussi entraîner une réponse humorale au 

niveau des secrétions cervicales. La majorité des IgG présentes au niveau de la muqueuse génitale 

provient du plasma par transsudation, les titres d’anticorps sériques doivent donc être élevés pour 
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assurer la protection de la muqueuse génitale (Hantz et al., 2006 ; Meurice, 2007). Toutefois les 

anticorps ne modifient pas la clairance virale chez les femmes infectées au moment de la vaccination 

(Hildesheim et al., 2007). Les différentes études montrent que ces deux vaccins sont bien tolérés. Des 

réactions locales de type douleurs et érythème transitoire ont été observées mais pas plus 

fréquemment que chez les sujets ayant reçu le placebo. Des céphalés, des réactions fébriles et des 

nausées ont aussi été notés. 

Les vaccins thérapeutiques visent à stimuler la production de lymphocytes T cytotoxiques. 

L’immunité à médiation cellulaire tend à éliminer les cellules infectées par HPV et/ou les cellules 

tumorales. Ce sont des vaccins produits à partir des protéines E6 et E7 tronquées dépourvues de leur 

activité oncogénique. Les premiers essais cliniques sont peu convaincants. Au stade métastatique, 

l’injection de cellules dendritiques préparées au préalable avec l’oncoprotéine E7 d’HPV18 a permis 

de recruter des cellules T naïves et de réorienter la réponse immunitaire stimulée par l’injection 

concomitante d’Il-2 à faible dose. Une réponse clinique a été observée chez une femme traitée pour 

un adénocarcinome du col de l’utérus avec des métastases pulmonaires et des épanchements 

pluraux bilatéraux (Santin et al., 2002). Actuellement un essai clinique multicentrique de phase II est 

en cours à l’Institut Curie (Paris) et concerne le traitement de patientes atteintes d’un cancer du col 

de l’utérus en rechute précoce à l’aide de peptides longs immunogènes dérivés des protéines E6 et 

E7 d’HPV16. Dans ce contexte l’immunothérapie contre les HPV est une voie de recherche 

thérapeutique prometteuse dans le traitement du cancer du col de l’utérus.  

 

En plus des vaccins thérapeutiques, d’autres thérapies dites TNA (therapeutic nucleic acids) (Alvarez-

Salas et DiPaolo, 2007) sont en cours d’évaluation. Ces thérapies concernent i) les oligonucléotides 

antisens anti-E6/E7 d’HPV16, qui diminuent le taux des transcripts E6/E7 ainsi que le niveau 

d’expression de la protéine E7 dans des cellules SiHa HPV16+ (Venturini et al., 1999), ii) le ribozyme 

R434 anti-E6 qui abolit l’immortalisation induite par les gènes E6/E7 d’HPV16 (Alvarez-Salas et al., 

1998) et iii) les siRNA anti-E6/E7 d’HPV16 qui inhibent la croissance tumorale in vitro (Yamato et al., 

2008) et in vivo (Jonson et al., 2008). Un nouvel axe de thérapie se profile et concerne l’étude des 

miRNAs, petits ARN de 18 à 22 nucléotides régulateurs négatifs de l’expression de nombreux gènes 

impliqués dans divers processus physiologiques mais aussi dans l’initiation et la progression du 

processus tumoral (Schickel et al., 2008). On parle alors d’oncomirs dont certains sont des 

activateurs ou des répresseurs du développement tumoral (Esquela-Kerscher et Slack, 2006). Dans 

les cellules de carcinome cervical, de nombreux oncomirs sont altérés (Esquela-Kerscher et Slack, 

2006). Les miRNA de la famille let-7 sont des répresseurs des oncogènes ras et HMGA2 dans des 

tumeurs de poumon et des cellules HeLa (Johnson et al., 2005 ; Lee et Dutta, 2007), ils pourraient 

donc jouer un rôle dans la carcinogenèse cervicale. Il a été montré que les oncomirs miR-100 et 

miR-125b-1 sont regroupés avec ket-7a-2 au niveau du site fragile 11q23.3 dans des tumeurs 

cervicales et d’autres oncomirs tels que miR-194, miR-215 sont trouvés près des sites d’intégration 

d’HPV16 (Calin et al., 2004). Cependant d’autres études ont montré que les miRNAs viraux ne 

semblent pas intervenir dans la transformation des cellules par HPV-31 (Cai et al., 2006) et qu’ils 

seraient absents dans le génome de l’HPV18 (Pfeffer et al., 2005). Les apoptomirs sont des miRNAs 

impliqués dans la régulation de l’apoptose : la base de données TargetScan 

(http://www.targetscan.org) a mis en évidence le peu de miRNAs régulant les protéines 

pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 alors que de nombreux miRNAs régulent l’expression des 

membres anti-apoptotiques de cette famille (Schickel et al., 2008). Par ailleurs la famille de miRNA 
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miR-34 reflète le statut de la protéine p53 (He et al., 2007) et les gènes réprimés participent 

directement à la régulation du cycle cellulaire (cycline E2, CDK4, récepteur du facteur de croissance 

hépatocytaire…). Des taux relativement faibles de miR-34 sont observés dans les tumeurs humaines, 

ce qui s’accorde avec la disparition d’une protéine p53 fonctionnelle. Bien qu’aucun role n’ait été 

clairement défini dans la carcinogenèse notamment dans le cas du cancer du col de l’utérus, les 

miRNAs sont des cibles attractives  pour de futures thérapies basées sur les TNAs. 

 

3.6. Cas de la staurosporine 

Les protéines PKC sont des enzymes cytoplasmiques à activité sérine-thréonine kinase impliquées 

dans la prolifération, la différenciation et la transformation tumorale. En effet, l’expression des PKC 

est altérée dans les tumeurs ce qui favorise l’absence de contrôle de la prolifération. Ce sont donc 

des cibles thérapeutiques importantes. Un screening d’extraits bactériens (streptomyces) permettant 

l’identification d’alkaloïdes ayant une activité inhibitrice des PKC a permis de caractériser la 

staurosporine (STS) ou indolo[2,3-alpha]carbazole (Figure 31). Molécule inhibitrice de nombreuses 

protéines kinases dépendantes du calcium (Omura et al., 1977), la STS est devenue par la suite le 

leader de cette famille et ce, malgré une activité non spécifique et un grand nombre de protéines 

kinases inhibées (Figure 32). Chez les animaux, la STS a un faible index thérapeutique (Tamaoki, 

1991). C’est pourquoi des analogues ont donc été développés tels que UCN-01 (7-hydroxy-

staurosporine), second modulateur après le flavopiridol des CDK utilisé dans des essais cliniques de 

part ses propriétés uniques, ou CGP 41 251/PKC412 (N-benzoyl-staurosporine) (Caravatti et al., 

1994). L’effet anti-prolifératif et anti-tumoral de la STS et de ses dérivés a été montré dans de 

nombreuses lignées cellulaires et ce, malgré des mécanismes cellulaires très complexes impliquant 

de nombreuses voies de signalisation (Figure 32). Par exemple, à faibles concentrations (< 0.3µM), 

UCN-01 a seulement une activité anti-proliférative alors qu’à fortes concentrations (>0.5µM), il abolit 

les points de contrôle du cycle cellulaire et induit l’apoptose (Senderowicz, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31: Structure chimique de la staurosporine 
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La STS et ses analogues inhibent in vitro et dans des essais cliniques de phase I la kinase PDK1 

impliquée dans la voie PI3K/Akt (Dasmahapatra et al., 2004 ; Jimeno et al., 2008). En inhibant la 

protéine PKB/Akt, la STS bloque aussi la phosphorylation de Bad suite au traitement par la nicotine 

de cellules dérivées de cancer pulmonaire. Bad peut alors être transloqué à la mitochondrie où il 

participe à l’induction de l’apoptose (Jin et al., 2004). UCN-01 inhibe aussi la protéine PKB/Akt 

conduisant à sa déphosphorylation et à son inactivation (Testa et Bellacosa, 2001 ; Sato et al., 2002) 

ainsi que deux de ses cibles, GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3) et FKHR (ForKHead transcription 

factor) dans des lignées dérivées de neuroblastomes (Shankar et al., 2004), tout ceci aboutissant à la 

mort de la cellule. L’apoptose synergique induite par UCN-01 et la rapamycine de cellules 

promonocytaires U937 est médiée par la diminution de la phosphorylation de Raf-1, MEK et ERK, la 

diminution de l’activité de Akt ainsi que l’augmentation de la phosphorylation de JNK (Hahn et al., 

2005).  

 

Le cycle cellulaire est une série d’évènements séquentiels, coordonnés, régulés par les complexes 

CDK/cycline, l’activité des CDK étant aussi modulée par d’autres kinases ou phosphatases ou par 

liaison avec les CKIs. Suite à des dommages à l’ADN, un arrêt du cycle cellulaire permet les 

réparations de l’ADN. UCN-01 peut induire un arrêt en phase G1 dans des cellules de sein saines selon 

la fonctionnalité de la protéine pRb, attribuée à une baisse de l’activité de Cdk2 de part son 

interaction avec p27 (Chen et al., 1999). Des cellules de carcinomes épidermoides A431 abritant une 

protéine p53 mutée et des cellules de carcinomes de la tête et du cou HN12 sont arrêtées en phase 

G1 suite à leur incubation avec UCN-01. Cet arrêt est associé à une hyperphosphorylation de Rb ainsi 

qu’à l’accumulation des protéines p21 et p27 (Akiyama et al., 1997 ; Patel et al., 2002). Le rôle exact 

de pRb lors de l’arrêt en G1 initié par UCN-01 est controversé (Shimizu et al., 1996 ; Chen et al., 

1999). De plus, suite à des dommages de l’ADN, UCN-01 peut aussi abolir la progression dans la 

phase S (Bunch et Eastman, 1997 ; Shao et al., 1997). A ce niveau, UCN-01 inhibe la phosphorylation 

induite par la kinase DNA-PK de la protéine de réplication et de réparation RPA2 (replication 

protein A 2) dans des cellules de carcinomes pulmonaires humains HT29 traitées par la 

camptothécine (Shao et al., 1999). Dans des cellules abritant une protéine p53 inactive, les cellules 

s’accumulent alors en phase G2 car le point de contrôle de la phase G1 est inactif. De plus la STS et 

UCN-01 ont un effet direct sur Chk1, protéine régulant le point de contrôle en G2 (Busby et al., 2000 ; 

Jackson et al., 2000 ; Tse et al., 2007). En inhibant Chk1, UCN-01 entraîne la phosphorylation et donc 

l’activation de la protéine p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase), résultant en la 

phosphorylation de p53 au niveau des sérines 15 et 46 (Vitale et al., 2008). Ces phosphorylations 

augmentent la stabilité, la fixation à l’ADN et l’activité de p53. A l’inverse des cellules CA46 irradiées 

puis traitées par UCN-01 présentent une activité inappropriée de CDK1/cyclineB et une entrée 

précoce en mitose suivie de la mort par apoptose des cellules (Wang et al., 1996b). Cet effet peut 

être expliqué par l’inactivation de la protéine Wee1, kinase régulant négativement la transition 

G2→M (Yu et al., 1998). Ces différents effets constituent un nouvel axe de recherche de traitement 

thérapeutique en combinant UCN-01 à des agents entraînants des dommages à l’ADN (Senderowicz, 

2003). 
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Figure 32 : Représentation schématique de l’effet de la STS sur la prolifération cellulaire et l’apoptose 

 

 

La STS est un puissant inducteur d’apoptose dans différentes lignées cellulaires mais le mécanisme 

mis en jeu n’est pas clairement défini et semble être spécifique des tissus (Zhang et al., 2004). Dans 

la plupart des cas, la voie mitochondriale semble jouer un rôle prépondérant. Dans des cellules de 

gliome déficientes en p53, UCN-01 semble favoriser l’activation de Bax (Jane et al., 2007). UCN-01 

active la voie apoptotique mitochondriale (Dai et al., 2003) via i) la suppression de la transcription de 

la protéine anti-apoptotique Bcl-xL dans des carcinomes de colon (cellules LS513 et SW48) (Bhonde 

et al., 2005) et ii) la diminution du taux d’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-xL et Mcl-1 

dans des cellules promonocytaires U937 en association avec la rapacycine, (Hahn et al., 2005). La 

diminution de l’expression de Bcl-xL est aussi associée à l’augmentation de la protéine p38 MAPK lors 

de l’apoptose induite par UCN-01 dans des cellules dérivées de cancer colique (Chan et al., 2003b). 

Pour activer l’apoptose, UCN-01 inhibe aussi NF-κB dans des cellules de myélome multiple (cellules 

U266) (Dai et al., 2004). PKC412 peut aussi induire l’apoptose en activant des caspases ainsi que la 
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libération de molécules apoptogènes de la mitochondrie dans des cellules dérivées de cancer de 

poumon non à petites cellules (cellules NSCLC) (Hemstrom et al., 2005).  

 

Le développement clinique du PKC412 (midostaurin) est du à son ciblage de FLT-3, tyrosine kinase 

dont les mutations, activatrices, sont fréquemment identifiées dans les pathologies 

myéloprolifératives (Stone et al., 2005 ; Illmer et Ehninger, 2007). De plus, PKC412 pourrait aussi être 

utilisé i) dans le traitement des patients atteints de cancer du pancréas (El Fitori et al., 2007) et 

ii) dans le traitement des patiens atteints de diabète car il cible le récepteur du VEGF, impliqué dans 

l’angiogenèse (Wang et al., 2008). 

 

UCN-01 est en cours d’évaluation clinique mais les études de phase I ont révélé les limitations 

pharmacocinétiques car, à la différence des études in vivo chez les animaux, UCN-01 se lie fortement 

à la glycoprotéine acide α-1 et son élimination, d’environ 30 jours, est très lente (Senderowicz, 2000). 

Des effets synergiques ont été observés en combinant UCN-01 à d’autres agents 

chimiothérapeutiques tels que camptothécine, mitomycine C, 5-FU, et cisplatine (Husain et al., 1997 ; 

Hsueh et al., 1998  ; Jones et al., 2000 ; Sugiyama et al., 2000). Ainsi UCN-01 a été combiné à 

l’irinotecan, dérivé de la camptothécine, pour traiter des patients présentant des tumeurs solides 

(Jimeno et al., 2008) ou au topotecan dans le traitement de patientes atteintes de cancer ovarien 

récurrent avancé mais l’effet anti-tumoral observé dans ce dernier cas n’est pas considéré comme 

significatif (Welch et al., 2007). Une autre combinaison thérapeutique peut être l’association entre 

UCN-01 et les inhibiteurs des HDACs (histone deacétylase), les HDIs (histone deacetylase inhibitors). 

En effet la mise en évidence de l’effet anti-tumoral de la trichostatine A  (Yoshida et al., 1990) a 

conduit à l’identification d’autres inhibiteurs tels que le butyrate de sodium ou l’acide valproïque. 

Dans la plupart des cas, les HDIs induisent l’apoptose des cellules tumorales. Dans des cellules 

dérivées de cancer du col de l’utérus et HPV+ (cellules HeLa), cet effet anti-tumoral est médié par E2F 

et induit l’expression de l’isoforme pro-apoptotique p73, ce qui entraîne la transcription accrue de 

ses gènes cibles Bax et PUMA (Finzer et al., 2001 ; Finzer et al., 2004). L’effet anticancéreux de l’acide 

valproïque est potentialisé par UCN-01 dans diverses cellules cancéreuses, notamment les cellules 

dérivées de cancer de poumons non à petites cellules ou dérivées de cancer de l’œsophage (Yeow et 

al., 2006). Notre équipe travaille actuellement sur cette bithérapie STS/UCN-01 vs trichostatine A et 

STS/UCN-01 vs sodium butyrate dans le traitement de cellules dérivées de cancer du col de l’utérus in 

vitro et in vivo en collaboration avec l’équipe de J.Rommelaere du DKFZ (Heildelberg, Allemagne). 

 

 

Ainsi la STS et ses analogues peuvent avoir un avenir prometteur en tant que nouveau composé 

chimiothérapeutique dans le traitement du cancer du col de l’utérus. Dans ce contexte la 

caractérisation du réseau apoptotique mis en place par la STS et ses dérivés est primordiale. 
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1. Lignées cellulaires 

Cinq lignées cellulaires humaines ont été utilisées pour ce travail. Quatre d’entre elles proviennent 

de l’ATCC (Amerian Type Culture Collection) (Manassas, VA, USA).  

Les lignées cellulaires HeLa et CaSki possèdent une protéine p53 sauvage (p53wt). La lignée HeLa 

dérive d’un adénocarcinome du col de l’utérus abritant l’HPV18 chez une femme noire de 31 ans. 

Cette lignée est cultivée en milieu EMEM (Lonza, Basel, Suisse) supplémenté de 5% de sérum de veau 

fœtal (SVF) (Lonza), de 2 mM de L-Glutamine (Lonza) et de 5% de pénicilline-streptomycine (Lonza). 

La lignée CaSki dérive quant à elle d’un adénocarcinome du col de l’utérus abriant l’HPV16 ainsi que 

quelques séquences d’HPV18, métastase d’un cancer primitif du mésentère chez une femme 

caucasienne de 40 ans. Les cellules CaSki sont cultivées en milieu RPMI 1640 (Lonza) additionné de 

5% de SVF, de 2 mM de L-Glutamine et de 5% de pénicilline-streptomycine. 

La lignée C-33A, dérivant d’un carcinome épidermoïde du col de l’utérus d’une femme caucasienne 

de 66 ans, ne contient pas d’HPV et surexprime la protéine p53 mutée (p53mt) au niveau de l’AA 273 

(R273C) du domaine de liaison à l’ADN. Cette mutation rend la proténe p53 inactive au niveau 

transcriptionnel (Scheffner et al., 1991 ; Yee, C. et al., 1985). Les cellules C-33A sont cultivées dans le 

même milieu que la lignée HeLa supplémenté par 5% de pyruvate de sodium (Lonza). 

La lignée SaOs-2, dérivant d’un ostéosarcome d’une enfant caucasienne de 11 ans, est dépourvue de 

p53 et exprime une protéine pRB non fonctionnelle. Cett lignée est cultivée en milieu DMEM (Lonza) 

supplémenté de 10% de SVF, 4 mM de L-Glutamine et de 5% de pénicilline-streptomycine 

La lignée HaCat, kératinocytes immortalisés gracieusement fournis par Dr Laurence Nicod 

(Laboratoire de Biologie Cellulaire EA 4267-IFR 133, UFR SMP Saint-Jacques, Besançon), est 

caractérisée par une protéine p53 mutée dans  les points chauds aux UV (codon 179 de l’exon 5 et 

codons 281 et 282 de l’exon 8) (Lehman et al., 1993) et est cultivée dans le même milieu que la 

lignée SaOs-2. 

L’ensemble des lignées cellulaires est cultivé à 37°C sous atmosphère humide à 5% C02. Les 

différentes lignées cellulaires sont ensemensées à 30-40% de confluence 24h avant le début des 

traitements. A la fin des traitements, les cellules sont récoltées par 3 mL de trypsine-EDTA (0.15%-

0.015%) (Lonza) à 37°C pendant 3 min ainsi que leurs surnageants.  

 

2. Traitements des cellules 

2.1. Induction de l’apoptose 

Pour induire l’apoptose, les cellules sont traitées avec 300 nM de staurosporine (STS) (Sigma, 

St Quentin Fallavier, France) dissoute dans du diméthylsulfoxide (DMSO) (Bernard et al., 2001).   
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2.2. Restauration du domaine de liaison à  l’ADN de p53 

Afin de restaurer l’activité transcriptionnelle de p53 mutée (Figure 33), les cellules sont traitées 

pendant 24 h avec 125 µM de PRIMA-1 (TebuBio, Le Perray en Yvelines, France) dissout dans de l’eau 

(Bykov et al., 2002b) additionné ou non de STS ou STS plus pifithrine-α.  

 

2.3. Blocage réversible de l’activité transcriptionnelle de p53 

Afin de bloquer l’activité transcriptionnelle de p53 (Figure 33), les cellules sont prétraitées avec 

20 µM de pifithrine- α (PFT-α) (TebuBio) dissoute dans du DMSO (Komarov et al., 1999) pendant 12 h 

puis co-traitées avec  de la  STS ou STS plus PRIMA-1 pendant 24 h. 

Remarque : les cellules ont d’abord été cotraitées avec PFT-α plus STS mais il s’est avéré qu’un 

prétraitement à la PFT-α était nécessaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Représentation schématique des différentes protéines ciblées au cours de ce travail 
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2.4. Blocage de l’activité des caspases 

Le z-VAD-fmk (z-VAD) est un peptide synthétique qui bloque l’activité protéasique par compétition 

de l’ensemble des caspases (Figure 33). C’est un inhibeur irréversible dit à large spectre. Afin de 

bloquer l’activité de l’ensemble des caspases, les cellules sont prétraitées avec 100 µM de z-VAD 

(Sigma) dissout dans du DMSO pendant 1 h puis co-traitées avec de la STS. 

Remarque : des études préliminaires ont permis de déterminer la dose et le temps de traitement 

nécessaires pour observer l’inhibition de l’activité des caspases dans nos modèles. Il s’est avéré 

qu’un prétraitement d’une heure avec 100 µM de z-VAD était nécessaire.  

 

Le z-IETD-fmk (z-IETD) est un inhibeur irréversible qui bloque l’activité protéasique de la caspase-8 

(Figure 33). Pour observer un effet dans notre modèle, les cellules sont prétraitées avec 100 µM de 

z-IETD dissout dans du DMSO (Bachem, Weil am Rhein, Germany) pendant 1 heure puis co-traitées 

avec de la STS pendant 24 h. 

 

2.5. Inhibition de l’activité de PARP-1 

Afin de bloquer l’activité protéolytique de PARP-1, les cellules sont traitées par 10 mM de 

3-aminobenzamide (3-AB) (Sigma), un inhibiteur compétitif de PARP-1 (Figure 33), dissout dans de 

l’éthanol associé ou non à la STS. 

Remarque : des études préliminaires ont permis de déterminer la dose et le temps de traitement 

nécessaires pour observer l’inhibition de la PARP-1. Il s’est avéré qu’un prétraitement n’était pas 

nécessaire. 

 

3. Cytométrie de flux 

Les différentes lignées cellulaires sont ensemencées dans des plaques 6 puits. 

 

3.1. Dépolarisation membranaire mitochondriale  

Le MitoTracker Red CMXRos (MT) (Molecular Probes Europe, Leiden, Pays-Bas) est un fluorochrome 

(λ excitation : 579 nm ; λ émission : 599 nm) capable de former des ponts disulfures avec les 

groupements –SH présents dans la matrice mitochondriale. En effet, lorsque le MT pénètre dans la 

membrane mitochondriale polarisée, il est oxydé puis séquestré. Ainsi, sa fixation est directement en 

adéquation avec l’état de polarisation de la membrane mitochondriale.  

Une fois traitées, les cellules sont incubées pendant 30 min à 37°C avec 200 nM de MT dilué dans le 

milieu de culture approprié. Les cellules sont ensuite lavées dans 1 mL de PBS 1X afin d’éliminer le 

fluorochrome en excès, centrifugées (700 g, 10 min, +4°C) et resuspendues dans 400 µL de PBS 1X 
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avant d’être analysées par cytométrie de flux (FACScan Epics Altra flow cytometer, Beckman 

Coulter, Fullerton, CA, USA). Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules ayant une 

membrane mitochondriale dépolarisée grâce au logiciel Winmdi.  

 

3.2. Quantification des cellules en Sub-G1  

La détermination de la quantité d’ADN d’une cellule avec l’iodure de propidium (IP) (Sigma), agent 

intercalant de l’ADN et fluorescent (λ excitation : 488 nm, λ émission : 610 nm), permet d’analyser 

les différentes phases du cycle cellulaire : G1 (quantité d’ADN : n), G2M (quantité d’ADN : 2n), Sub-G1 

(cellules mourantes : quantité d’ADN inférieure à n). 

Une fois récoltées, les cellules sont lavées au PBS 1X et centrifugées (700 g, 5 min, +4°C). Afin de fixer 

et de perméabiliser les cellules, les culots cellulaires sont repris dans 500 µL d’éthanol glacial à 70%. 

Après une nuit de fixation à +4°C, elles sont centrifugées (800 g, 10 min, +4°C) puis lavées au PBS 1X.  

Les cellules sont ensuite incubées pendant 15 min à température ambiante et à l’obscurité dans 100 

µL de RNAse A DNAse-free (Sigma) (1 mg/mL de PBS 1X), additionné de 10 µL d’une solution d’IP 

(1mg/mL). L’analyse du cycle cellulaire est réalisée par le logiciel Expo32 (Beckman Coulter).  

 

4. Analyse des protéines 

Les différentes lignées cellulaires sont ensemencées dans des flasques de 75 cm². L’ensemble des 

étapes de préparation des extraits totaux ainsi que des extraits mitochondriaux, cytosoliques et 

nucléaires s’effectue à +4°C. 

 

4.1. Extraction des protéines totales 

Les cellules sont incubées dans du tampon RIPA et le lysat cellulaire obtenu est solubilisé par 

sonication (3 fois 10 sec), puis centrifugé (1 000 g, 5 min). Après extraction, les protéines sont 

quantifiées à l’aide de la trousse Protein Assay (BioRad, Hercule, CA, USA) selon les instructions du 

fabricant puis stockées à -80°C. 

 

Composition du tampon RIPA : Tris-HCl 50 mM pH 7.4 ; NaCl 150 mM ; NP-40 1% ; NaDOC 0.5% ; EDTA 1 mM 

 

4.2. Purification des mitochondries, cytosols et noyaux 

Après récolte, les cellules et leurs surnageants sont lavés dans du PBS froid. Le culot cellulaire est 

alors repris dans 1 mL de tampon d’extraction cytosolique (trousse Mitochondria/Cytosol 

Fractionation, BioVision, Clinisciences, Montrouge, France). Les cellules sont homogénéisées 

doucement par aspiration-refoulement puis incubées 10 min dans de la glace avant d’être 
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transférées dans un potter et lysées par 40 allers-retours du pilon. La lyse cellulaire est vérifiée par 

un test au bleu Trypan (Sigma).  

Le lysat cellulaire est centrifugé (700 g, 10 min) puis : (1) le culot est repris dans 100 µl de tampon 

d'extraction nucléaire avant centrifugation (20 000 g, 10 min) : le surnageant ainsi obtenu 

correspond à la fraction nucléaire ; (2) le surnageant de la première centrifugation est, quant à lui, à 

nouveau centrifugé (10 000 g, 30 min) afin de séparer la fraction cytosolique (surnageant) et la 

fraction mitochondriale (culot), laquelle est reprise dans 100 µl de tampon d'extraction 

mitochondrial (trousse Mitochondria/Cytosol Fractionation). 

La concentration protéique des différentes fractions est quantifiée par la trousse commerciale 

BioRad Protein Assay selon les instructions du fabriquant puis congelées à -80 °C. La pureté de 

chaque fraction est déterminée par la quantification de marqueurs spécifiques, à savoir la 

cytochrome c oxydase (COXIV) pour la fraction mitochondriale, la β-actine pour la fraction 

cytosolique et l’histone désacétylase-3 (HDAC-3) pour la fraction nucléaire. 

 

Composition du tampon d’extraction nucléaire : KCl 500mM, HEPES 25 mM pH 7.8, PMSF 1mM, DTT 100 µM et 

glycérol 10% 

 

4.3. Western-blotting 

Une quantité de 10 à 70 µg de protéines est dénaturée dans du tampon Laemmli 2X (BioRad) 

supplémenté de β-mercaptoéthanol (5%) (v/v) 5 min à +95°C. 

Les échantillons sont déposés sur un gel SDS-PAGE constitué de 2 parties, gel de concentration et gel 

de séparation. La migration s’effectue dans le tampon d’electrophorèse sous une tension de 120V 

pendant 1 h. Les protéines sont alors transférées sur une membrane PVDF (HybondTM-P, 

GE Healthcare Lifesciences, Saclay, France) en présence de tampon de transfert sous une tension de 

100V pendant 2 heures. 

Les sites aspécifiques de membranes sont saturés pendant 1 h à température ambiante dans du 

tampon TBS/Tween-20 0.1%/lait 5%. Après 2 lavages de 5 min dans du TBS/Tween-20 0.1%, les 

membranes sont incubées avec l’anticorps primaire appropprié  (Tableau 1) pendant 90 min à 

température ambiante. Après 6 lavages de 5 min dans du TBS/Tween-20 0.1%, les membranes sont 

incubées 1 h avec l’anticorps secondaire spécifique conjugué à la peroxydase de Raifort (Tableau 1). 

Après 6 lavages de 5 min, la présence des protéines d’intérêt est révélée par le système enhanced 

chemiluminescence system plus (ECL plus reagents system, GE Healthcare). 

 

Composition des gels : 

- gel de concentration : 25% Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 ; acrylamide/bis-acrylamide 29/1 à 4% ; SDS 

0.1% ; APS 0.1% ; TEMED 0.08% 

- gel de séparation : 25% Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 ; acrylamide/bis-acrylamide 29/1 à 7.5 ou 10 ou 

15% ; SDS 0.1% ; APS 0.1%, TEMED 0.08%) 

Composition des tampons : 

- tampon d’électrophorèse : Tris-HCl 25 mM ; glycine 0.2 M ; SDS 0.1% 

- tampon de transfert : Tris-HCl 25 mM ; glycine 192 mM ; méthanol 100% 
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- tampon TBS : Tris-HCl 200 mM pH 7.4 ; NaCl 1.36 mM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 1 : Anticorps utilisés en western-blotting 

 

5. Electrophorèse en champ pulsé 

Ce type d’électrophorèse a été développé en 1984 par Schwartz et Cantor afin de séparer les grandes 

molécules d’ADN (>50 kpb) que l’électrophorèse classique en gel d’agarose ne permet pas de 

résoudre. Le principe de cette technique consiste à alterner l’orientation du champ électrique au 

cours du temps. Chaque changement de champ électrique réoriente la molécule d’ADN dans le gel 

augmentant ainsi la probabilité que la molécule d’ADN soit orientée de façon à passer à travers les 

mailles du gel. La vitesse de migration d’un fragment d’ADN dans le gel varie dans le sens inverse de 

sa taille. Cette technique permet ainsi de séparer des fragments d’ADN d’une taille allant de moins 

de 1 kb à une dizaine de mégabases.  

Les différentes lignées cellulaires sont ensemencées dans des flasques de 75 cm². L’ADN est extrait 

des cellules  à l’aide de la trousse QIAamp DNA Minikit (Qiagen, Courtaboeuf, France) selon les 

instructions du fabricant. Cinquante µL d’ADN sont alors mixés avec 50 µL de CleanCut Agarose 2% 

(Sigma) préchauffé à 50°C afin de former des blocs d’agarose. Après solidification, les blocs d’agarose 

sont transférés dans les puits du gel d’agarose 1%. L’électrophorèse s’effectue dans du tampon Tris-

Borate-EDTA 0.5X à l’aide du système CHEF-DR III PFGE (BioRad). A la fin de l’électrophorèse, le gel 

est incubé dans un bain contenant du bromure d’ethidium (BET, 0.02%), agent intercalant de l’ADN 

avant d’être photographié grâce au BioRad Geldoc quantity program.  

 

 

anticorps clone animal d'origine dilution fournisseur

primaires

AIF E-1 monoclonal souris 1/500 Santa Cruz Biotechnology

Bax 6A7 monoclonal souris 1/500 Molecular Probes Europe

Bcl-2 4D7 monoclonal souris 1/500 PharMingen

Bid #2002 polyclonal lapin 1/500 Cell Signaling

cyt c 7H8.2C12 monoclonal souris 1/500 PharMingen

caspase 3 AAP-113 polyclonal lapin 1/500 Stressgen

(proforme et fragments clivés)

caspase 8 3-1-9 monoclonal souris 1/500 PharMingen

(proforme et fragments clivés)

caspase 9 #9502 polyclonal lapin 1/500 Cell Signaling

(proforme et fragments clivés)

PARP-1 4C10.5 monoclonal souris 1/500 PharMingen

p21
WAF1

6B6 monoclonal souris 1/500 PharMingen

p53 D0.1 monoclonal souris 1/500 PharMingen

β-actin AC15 monoclonal souris 1/10 000 Sigma

COX IV 20E8-C12 monoclonal souris 1/1 000 Molecular Probes Europe

HDAC-3 ref #06-890 polyclonal lapin 1/1 000 Upstate Biotechnology

secondaires

anti-IgG de lapin HRP conjugué ref 554021 chèvre 1/10 000 PharMingen

anti-IgG de souris HRP conjugué ref 554002 chèvre 1/10 000 PharMingen
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Conditions d’électrophorèse : 

- temps de pulse initial : 5 sec 

- temps de pulse final : 60 sec 

- temps de migration : 20 heures 

- Volt/cm : 6 

- angle : 120°C 

- température : +14°C 

 

Composition du tampon Tris-Borate-EDTA 0.5X : Tris borate 44.5 mM ; acide borique 44.5 mM ; EDTA 1 mM 

 

6. Immunocytochimie 

Les cellules sont cultivées dans des plaques 6 puits au fond desquels des lamelles de verre ont été 

déposées au préalable. 

6.1. Microscopie à fluorescence 

Au temps indiqué, les cellules sont rincées 2 fois par du PBS puis fixées et perméabilisées par une 

solution de méthanol/acétone (v/v) à +4°C pendant 3 min. Les cellules sont ensuite lavées à 3 

reprises dans du PBS froid puis saturées pendant 20 min à température ambiante dans une solution 

de PBS/BSA 1%. Les cellules fixées sont alors incubées 1 h à température ambiante avec l’anticorps 

primaire anti-p53 (clone DO-7, PharMingen, 1/200) dilué dans une solution de 

PBS/BSA 0.1%/Triton x-100 0.1% (v/v) dénommé PBT. Après 3 lavages dans du PBT, les cellules sont 

mises en présence de l’anticorps secondaire (chèvre anti-IgG de souris) couplé au TRITC (iso-

thiocyanate de tétra-méthylrhodamine) (DakoCytomation, Glostrup, Dannemark, 1/100) dilué dans 

du PBT pendant 1 h à température ambiante. Après 3 lavages dans du PBT, les cellules sont incubées 

pendant 30 min à température ambiante avec 200 nM de Nonyl Acridine Orange (NAO) (Molecular 

Probes Europe), marqueur des mitochondries en se liant aux cardiolipines, et 1 µg/ml de Hoechst, 

marqueur de l’ADN nucléaire (Hoechst 3342, Molecular Probes Europe) dilués dans du PBT. Après 2 

lavages dans du PBT puis 2 autres dans de l’eau ultrapure, les lamelles sont fixées sur des lames 

grâce au fluorescent mounting medium (Dako) assurant une meilleure stabilité de la fluorescence. 

Après séchage à température ambiante, les lames sont stockées à +4°C avant d’être visualisées grâce 

à un microscope à fluorescence Olympus BX51 muni d’une caméra Olympus DP50. 

 

6.2. Microscopie confocale 

Au temps indiqué, les cellules sont rincées 2 fois par du PBS avant d’être incubées pendant 30 min à 

+37°C dans du milieu de culture contenant 20 nM de MT. Après trois lavages au PBS à température 

ambiante, les cellules sont fixées et perméabilisées dans une solution d’acétone/méthanol (v/v) 

pendant 3 min à +4°C. Les cellules sont alors lavées à 3 reprises dans du PBS froid puis saturées 
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pendant 20 min à température ambiante dans une solution de PBS/BSA 1%. Les cellules fixées sont 

alors incubées 1 heure à température ambiante avec l’anticorps primaire adéquate (cyt c : clone 7H8, 

Santa Cruz, 1/100 et AIF : clone E-1, Santa Cruz, 1/100) dilué dans une solution de PBS/BSA 

0.1%/Triton x-100 0.1% (v/v) dénommé PBT. Après 3 lavages dans du PBT, les cellules sont mises en 

présence de l’anticorps secondaire (chèvre anti-IgG de souris) couplé à Alexa 488 (Invitrogen, Cergy 

Pontoise, France, 1/100) dilué dans du PBT pendant 1 h à température ambiante. Après 3 lavages 

dans du PBT, les cellules sont incubées pendant 10 min à température ambiante avec 5 µg/ml de 

DAPI (Invitrogen), marqueur nucléaire. Après 2 lavages dans du PBT puis 2 autres dans de l’eau 

ultrapure, les lamelles sont fixées sur des lames grâce au fluorescent mounting medium (Dako) 

pour une meilleure stabilité de la fluorescence. Une fois séchées, les lames sont stockées à +4°C 

avant d’être visualisées grâce à un microscope confocal Olympus et analysées via le logiciel Olympus 

FV10-ASW 1.4 viewer. 
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Contexte et objectifs 

Le cancer du col de l’utérus est le second cancer le plus fréquent chez la femme dans le monde. Les 

traitements actuels contre ce cancer sont agressifs et d’une efficacité non optimale. C’est pourquoi 

des vaccins prophylactiques et des stratégies thérapeutiques innovantes ont été développés. Ces 

nouvelles stratégies  induisent l’apoptose des cellules tumorales et impliquent différentes voies de 

mort. Dans ce contexte, Bernard et al. ont précédemment étudié dans notre laboratoire l’effet de la 

staurosporine (STS) sur des lignées cellulaires dérivées de cancer du col de l’utérus. La STS permet de 

restaurer l’apoptose court-circuitée dans les cellules cancéreuses du  col de l’utérus  et ce, selon le 

type cellulaire (p53
wt

 HPV
+
 vs p53

mt 
HPV

-
) et la phase du cycle cellulaire. En effet, la STS entraîne un 

arrêt en phase G2/M pour les cellules HeLa (p53
wt

 HPV18)  et en phase G1 pour les cellules C-33A 

(p53
mt 

HPV
-
) (Bernard et al., 2001). Par ailleurs, la STS entraîne l’augmentation de l’expression de 

p53, via la diminution de l’expression de l’oncogène viral E6 qui favorise la dégradation de p53 par le 

protéasome (Bernard et al., 2003). Dans les cellules HPV
-
, la STS entraine aussi l’augmentation de 

l’expression de p53. Par la suite Charlot et al. ont permis de confirmer l’implication de cette protéine 

dans l’apoptose des cellules dérivées de cancer du col de l’utérus via la translocation à la 

mitochondrie de p53 et ce, quel que soit le statut HPV ou p53. Cette translocation précède la chute 

du ∆Ψm ainsi que la fragmentation de l’ADN (Charlot et al., 2004) et est caractéristique d’une 

apoptose dépendante de p53 (Marchenko et al., 2000). 

Dans ce contexte, le but de notre travail fut de déterminer les voies impliquées lors de l’apoptose 

mitochondriale initiée par la STS. Dans un premier temps, des molécules modulant spécifiquement 

l’activité de p53 (PRIMA-1et PFT-α) nous ont permis de confirmer l’implication de p53 dans 

l’apoptose induite par la STS et d’évaluer l’utilisation de la STS et de ces nouvelles molécules 

modulant sur p53 en tant que nouvelle combinaison chimiothérapeutique. Par la suite, nous avons 

souhaité identifier les différentes protéines impliquées mises en jeu ainsi que leur mécanisme 

d’action. Nous avons montré que p53 influence la libération de la mitochondrie de deux facteurs 

apoptogènes, le cyt c impliqué dans la cascade des caspases et l’AIF impliquée dans la voie de mort 

médiée par PARP-1 et indépendante des caspases. De plus, ces deux voies ne sont pas activées au 

même moment selon le statut des lignées (p53
wt

 vs p53
mt

). La connaissance précise des cascades de 

mort impliquées lors de l’apoptose induite par la STS, notamment des différents partenaires clés est 

un prérequis nécessaire à l’élaboration et à la mise au point d’une nouvelle stratégie thérapeutique 

anti-cancéreuse efficace visant à stimuler la voie mitochondriale.  

.  
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Introduction à la publication n°1 

 

Les précédents travaux réalisés au laboratoire ont permis de mettre en évidence l’implication 

prépondérante de la protéine p53 et des mitochondries lors de l’apoptose induite par la STS dans des 

cellules dérivées de cancer du col de l’utérus. Afin d’approfondir le rôle transcriptionnel et et le rôle 

apoptotique indépendant de la transcription de la protéine p53, nous nous sommes intéressés à 

l’effet de la modulation de l’activité transcriptionnelle de p53 sur l’apoptose induite par la STS.  

 

Dans un but thérapeutique, différents composés modulant l’activité de p53 ont été développés, 

notamment PRIMA-1 (p53 reactivation and induction of massive apoptosis) (Bykov et al., 2002b), 

molécule restaurant le domaine de liaison à l’ADN de p53 mutée à ce niveau en modifiant sa 

conformation tridimensionnelle. La fonction transcriptionnelle est donc réactivée. A l’inverse, 

pifithrine-α (PFT-α : p-fifty three inhibitor), (Komarov et al., 1999) a été développée pour inhiber 

l’activité transcriptionnelle de p53 sauvage.  

 

Les modulations de l’activité transcriptionnelle de p53 ont été observées par une analyse en 

western-blotting de l’expression de p53 et de certaines de ses protéines cibles, à savoir Bcl-2, p21 et 

Bax. L’analyse par cytométrie de flux de la dépolarisation de la membrane mitochondriale (marquage 

au MitoTraker Red) et de la fragmentation de l’ADN  (marquage à l’iodure de propidium) permet de 

déterminer l’effet des ces modulations sur le processus apoptotique. Pour compléter ce travail, par 

microscopie à fluorescence, nous avons évalué l’impact de ces modulations sur la translocation à la 

mitochondrie de p53 au cours de l’apoptose. Ces différents évènements ont été étudiés sur 5 lignées 

cellulaires : i) trois lignées abritant une p53 transcriptionnellement active, les lignées HeLa et CaSki 

(dérivant d’adénocarcinomes du col utérin humain, elles abritent une p53 sauvage (p53
wt

) et abritent 

l’HPV18 et HPV16) et la lignée HaCat (kératinocytes immortalisés avec une p53 mutée dans les points 

chauds aux UV mais transcriptionnellement active)  ; ii) une lignée abritant une p53 

transcriptionnellement inactive, la lignée C-33A [dérivant de carcinome épidermoïde du col utérin 

humain abritant une p53 mutée au niveau de l’AA 273 (Arg273Cys)] et ; iii) une lignée p53 déficiente, 

la lignée SaOs-2 (dérivée d’un ostéosarcome). 

 

Les cellules SaOs-2, dépourvues de p53, ont servi de témoins tout au long  de ce travail. En effet 

aucune variation n’a été observé dans ces cellules et ce, quelque soit le traitement combiné à la STS. 

 

Seules, PRIMA-1 et PFT-α ne modifient pas les taux d’expression des protéines p53, Bcl-2, p21 et Bax 

et n’induisent pas l’apoptose des différentes cellules. 

 

L’addition de PRIMA-1 à la STS augmente la mort des cellules abritant une p53 mutée sur son 

domaine de liaison à l’ADN (cellules C-33A) (Figure 34). Ce phénomène se caractérise par une 

diminution de l’expression des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2), une augmentation de l’expression 

des protéines pro-apoptotiques (Bax, p21), une augmentation de la dépolarisation membranaire 

mitochondriale et de la fragmentation de l’ADN. Ce cotraitement conduit à une apoptose des cellules 

C-33A similaire à celle observée dans les cellules abritant une p53 transcriptionnellement active 

(cellules HeLa, CaSki et HaCat) et traitées par STS seule. Dans les autres lignées cellulaires, PRIMA-1 

n’a aucun effet significatif sur l’apoptose induite par la STS. 
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Dans les cellules C-33A, l’ajout de PFT-α  à la STS n’a aucun effet alors qu’elle induit une diminution 

partielle de la mort des cellules abritant une p53 transcriptionnellement active (HeLa, CaSki et HaCat) 

(Figure 34) caractérisée par : i) une augmentation de l’expression des protéines de survie (Bcl-2), ii) 

une diminution de l’expression des protéines de mort (Bax, p21), ainsi qu’une iii) diminution de la 

dépolarisation membranaire mitochondriale et de la fragmentation de l’ADN. Cette diminution 

conduit à une apoptose de ces cellules similaire à celle observée dans les cellules C-33A traitées par 

la STS seule. En effet, dépourvue de son activité transcriptionnelle, la protéine p53 peut néanmoins 

activer la voie apoptotique mitochondriale, même si cette voie est plus faible. Cette moindre 

efficacité peut s’expliquer par une translocation de p53 à la mitochondrie retardée (1 h vs ½ h) 

(Charlot et al., 2004). De plus, privées de l’activité transcriptionnelle de p53, les cellules C-33A 

expriment peu de Bax, protéine cible de p53. Or la protéine Bax est impliquée dans la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale, prérequis nécessaire à la libération de molécules 

apoptogènes de la mitochondrie au profit du cytosol. Ainsi, une protéine p53 mutée associée à une 

faible expression de Bax convergent en faveur d’une activité mitochondriale moins importante dans 

les cellules C-33A, apoptose pouvant être augmentée par PRIMA-1 jusqu’à atteindre le niveau 

d’apoptose observée dans des cellules abritant une protéine p53 transcriptionnellement active. 

 

Dans un troisième temps, nous avons observé que la combinaison STS plus PFT-α plus PRIMA-1 

entraîne des résultats similaires à ceux obtenus lors des bithérapies. En effet, PRIMA-1 ne modifie 

pas l’effet de PFT-α lors de l’apoptose induite par la STS de cellules abritant une p53 

transcriptionnellement active (HeLa, CaSki, HaCat). A l’inverse, l’ajout de PFT-α n’altère pas 

l’augmentation de l’apoptose des cellules abritant une p53 mutée (cellules C-33A) due au traitement 

STS + PRIMA-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Effets lors de l’apoptose induite par la STS de PFT-α sur les cellules présentant une p53 

sauvage et de PRIMA-1 sur les cellules présentant une p53 mutée 
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Ce travail confirme l’implication de la protéine p53 lors de l’apoptose induite par la STS et ce, 

quelque soit son statut (transcriptionnellement active vs transcriptionnellement inactive). En effet, 

en modulant l’activité transcriptionnelle de p53, des répercutions ont été observées sur 

i) l’expression de gènes cibles impliqués dans l’apoptose (activation des gènes pro-apoptotiques, 

répression des gènes anti-apoptotiques), ii) la translocation de p53 à la mitochondrie, iii) la 

dépolarisation de la membrane mitochondriale, et enfin iv) la fragmentation oligonucléosomale de 

l’ADN. Les deux molécules pharmacologiques utilisées, PFT-α et PRIMA-1, ont des effets spécifiques 

selon le statut de p53. En effet, PFT-α agit uniquement sur les protéines p53 transcriptionnellement 

actives. A l’inverse, PRIMA-1 affecte seulement les cellules abritant une p53 transcriptionnellement 

inactive. De plus, administrées ensemble, ces molécules gardent leur propriété. De part ces 

caractéristiques, ces molécules laissent entrevoir de nouvelles thérapeutiques anticancéreuses 

prometteuses. En effet, la STS pourrait être administrée dans le traitement des tumeurs. La majorité 

des cancers est caratérisée par la présence d’une protéine p53 mutée, mutation affectant le plus 

souvent le domaine de liaison à l’ADN. Ainsi, afin de potentialiser l’effet de la STS, PRIMA-1 pourrait 

ête administré conjointement. Cependant, ces traitements anti-cancéreux ne ciblent pas seulement 

les cellules tumorales mais affectent aussi  les tissus sains avoisinant la tumeur. Dans ce contexte, 

PFT-α pourrait limiter les effets néfastes de la thérapie en limitant l’apoptose observée aussi au sein 

des tissus sains voisins, qui eux abritent une p53 transcriptionnellement active.    
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Introduction à la publication n°2 

Dans ce travail, nous avons voulu approfondir l’implication de la voie apoptotique mitochondriale 

lors de l’apoptose induite par la STS. Une fois transloquée à la mitochondrie, la protéine p53 

(transcriptionnellement active ou inactive) participe à l’activation de cette voie permettant in fine la 

libération de molécules apoptogènes de la mitochondrie au profit du cytosol. Nous nous sommes 

intéressée à la libération de deux de ces molécules apoptogènes, le cyt c et l’AIF, suite à l’induction 

de l’apoptose par la STS dans deux lignées cellulaires dérivées de carcinome du col de l’utérus : la 

lignée HeLa dérivant d’un adénocarcinome du col de l’utérus contient l’HPV18 et abrite une protéine 

p53 sauvage et la lignée C-33A HPV négative dérivant d’un carcinome épidermoïde du col de l’utérus 

abrite une p53 mutée au niveau de l’AA 273 (Arg273Cys) rendant cette protéine 

transcriptionnellement inactive.  

Selon les modèles, ces deux facteurs apoptogènes sont impliqués dans des voies apoptotiques 

mitochondriales distinctes. i) Le cyt c participe à la voie apoptotique dépendante des caspases. Lors 

de l’apoptose, une fois libéré dans le cytosol, le cyt c s’associe avec la molécule adaptatrice Apaf-1 

puis avec la procaspase-9 dite initiatrice et l’ATP, formant ainsi l’apoptosome. La procaspase-9 est 

alors clivée en caspase-9, caspase initiatrice, déclenchant ainsi la cascade des caspases dont la 

caspase-3, caspase effectrice et élément central du processus apoptotique. Les caspases effectrices 

cytosoliques ainsi activées vont cliver spécifiquement leurs cibles intracellulaires, notamment la 

protéine nucléaire PARP-1, aboutissant au démantèlement puis à la mort de la cellule. Par ailleurs, la 

caspase-8, caspase clé de la voie apoptotique extrinsèque, clive aussi la caspase-3 et peut aussi cliver 

Bid en t-Bid. Cette dernière est alors transloquée à la mitochondrie où elle permet l’activation de la 

voie apoptotique mitochondriale en agissant de concert avec Bax et Bak, ce qui favorise la 

dépolarisation de la membrane mitochondriale ainsi que la libération de facteurs apoptogènes. 

ii) L’AIF est quant à elle considérée comme le principal effecteur de la mort indépendante des 

caspases. Une fois libérée dans le cytosol, l’AIF est transloquée au noyau où elle s’associe avec la 

cyclophiline A, DNAse, pour former le dégradasome. Ce dernier participe à la chromatinolyse 

aboutissant in fine à la fragmentation de l’ADN en grands fragments d’environ 50 kpb, marqueur 

caractéristique de l’activité nucléaire de l’AIF et marqueur du niveau I de l’apoptose nucléaire. 

Récemment il a été montré que la protéine PARP-1, présente aussi au niveau de la mitochondrie (Du 

et al., 2003), peut être impliquée dans la libération de l’AIF (Yu et al., 2002). 

 

Dans un premier temps, nous avons étudié par western-blotting l’effet de la STS sur la localisation 

sub-cellulaire du cyt c et de l’AIF. Dans les cellules HeLa, plus sensibles à l’apoptose induite par la STS, 

le cyt c est très rapidement libéré de la mitochondrie alors que dans les cellules C-33A, cette 

libération est plus tardive. Nous avons aussi observé que la libération plus tardive de l’AIF est 

similaire dans les deux lignées et est suivie par sa translocation au noyau. 

 

Nos deux lignées d’intérêt se différanciant par le statut de p53, nous nous sommes intéressée à 

l’implication de cette protéine dans la libération du cyt c et de l’AIF. Pour ce faire, nous avons modulé 

l’activité transcriptionnelle de p53 avec PRIMA-1, molécule restaurant le domaine de liaison à l’ADN 

de p53 mutée à ce niveau, et PFT-α, molécule inhibant l’activité transcriptionnelle de p53 sauvage. 

L’ajout de PRIMA-1 à la STS augmente la libération du cyt c ainsi que la translocation nucléaire de 

l’AIF uniquement dans les cellules C-33A alors que PFT-α a l’effet inverse dans les cellules HeLa. Ainsi 
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la libération du cyt c et de la translocation nucléaire de l’AIF lors de l’apoptose induite par la STS sont 

en partie influencés par le statut de p53. 

 

Après avoir modulé l’activité de p53, nous avons souhaité étudier plus en détail les cascades de 

réactions impliquant le cyt c et l’AIF. L’expression des diverses protéines impliquées dans les 

cascades apoptotiques dépendante et indépendante des caspases a été étudié par western-blotting, 

à savoir : i) les caspases-9, -3, -8, Bid (substrat de la caspase-8), et la PARP-1 nucléaire (substrat de la 

caspase-3), pour la voie des caspases impliquant le cyt c et ii) la PARP-1 mitochondriale pour la voie 

indépendante des caspases impliquant l’AIF.  

Dans les cellules HeLa, davantage sensibles à l’apoptose induite par la STS, la libération du cyt c 

entraîne l’activation de la voie apoptotique mitochondriale classique, à savoir l’activation de la 

caspase-9 suivie de la caspase-3. A l’inverse dans les C-33A, la caspase-8 est activée précocément et 

clive i) Bid en t-Bid, comme le montre la disparition de la pro-forme, ceci aboutissant à la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale ainsi que ii) la procaspase-3 en caspase-3, laquelle 

clive à son tour sa cible nucléaire PARP-1. L’implication des caspases a été confirmée par l’utilisation 

de z-VAD, inhibiteur générique de l’ensemble des caspases. En effet, quelle que soit la lignée (HeLa vs 

C-33A), le z-VAD inhibe le clivage et l’activation sub-séquente des caspases-9, -3, -8 résultant en 

l’absence de clivage de leurs substrats cibles tels que PARP-1 nucléaire pour la caspase-3 et Bid pour 

la caspase-8. L’activation de la caspase-8 étant différée dans les cellules HeLa par rapport aux cellules 

C-33A, nous avons souhaité étudier l’effet de son inhibition par le z-IETD. L’ajout de z-IETD inhibe 

spécifiquement l’activation de la caspase-8 et uniquement le clivage de sa cible Bid dans les deux 

lignées traitées par la STS. 

Nous nous sommes aussi intéressée à l’effet que pouvait avoir le z-VAD sur la dépolarisation 

membranaire mitochondriale (marquage au MitoTracker Red, cytométrie de flux). Le z-VAD diminue 

la dépolarisation de la membrane mitochondriale induite par la STS dans les deux lignées. Cet effet 

peut s’expliquer par l’inhibition par le z-VAD d’autres protéases que les caspases impliquées aussi 

dans la dépolarisation membranaire mitochondriale, telles que les calpaines. De plus, quel que soit 

l’inhibiteur utilisé, z-VAD ou z-IETD, ni la libération du cyt c ni celle de l’AIF ne sont modifiées. Ainsi, 

les libérations du cyt c et de l’AIF sont indépendantes des caspases. 

En revanche et de façon surprenante, nous avons observé que le z-VAD diminue uniquement la 

fragmentation de l’ADN (marquage à l’iodure de propidium, cytométrie de flux) des cellules HeLa. 

Ces résultats tendent en faveur du rôle prédominant de la voie apoptotique mitochondriale dite 

« classique » à savoir cyt c/caspase-9/caspase-3 lors de l’apoptose induite par la STS dans les cellules 

HeLa (Figure 35). A l’inverse, dans les cellules C-33A, plus résistantes, la caspase-8 semble être 

activée en premier, activant à son tour la caspase-3. La voie cyt c/caspase-9/caspase-3 est quant à 

elle activée plus tardivement. Néanmoins, le z-VAD i) inhibe partiellement la fragmentation de l’ADN 

dans les cellules HeLa et ii) n’a aucun effet sur celle des cellules C-33A. Cette donnée tend en faveur 

de l’implication d’une autre voie que celle des caspases lors de l’apoptose induite par la STS. 

 

En parrallèle du cyt c, nous nous sommes intéressée à un autre facteur apoptogène, l’AIF, considéré 

comme le principal effecteur de l’apoptose indépendante des caspases. Quel que soit le statut de 

p53, la libération mitochondriale de l’AIF au profit du cytosol est similaire dans les deux lignées 

d’intérêt. De plus, cette libération est concomittante au clivage de la PARP-1 mitochondriale. Puis 

l’AIF est transloquée au noyau où elle forme le dégradosome avec la cyclophiline A, aboutissant 
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in fine à la dégradation de l’ADN en fragments de haut poids moléculaire de 50 kpb, fragments que 

nous avons mis en évidence par électrophorèse en champ pulsé. Récemment, il a été démontré que 

la libération de l’AIF peut être médiée par la protéine PARP-1, localisée aussi au niveau de la 

mitochondrie, et cette libération est indépendante des caspases, comme nous l’avons montré par 

l’utilisation de z-VAD et de z-IETD. L’implication de la PARP-1 mitochondriale dans cette libération a 

été confirmée par le traitement de nos deux lignées d’intérêt par le 3-aminobenzamide (3-AB), 

inhibiteur compétitif de PARP-1. L’administration de 3-AB simultanément à la STS dans les deux 

lignées cellulaires, diminue le clivage de PARP-1 (pools nucléaire et mitochondrial) principalement 

dans la lignée C-33A. De plus dans les deux lignées, le 3-AB inhibe aussi la libération de l’AIF, sa 

translocation nucléaire ainsi que la fragmentation de l’ADN en entités de haut poids moléculaire. Ces 

inhibitions affectent davantage les cellules C-33A. L’utilisation de 3-AB inhibe aussi la dépolarisation 

membranaire mitochondriale dans les deux lignées et inhibe fortement la fragmentation de l’ADN et 

ce, uniquement dans les cellules C-33A. La voie apoptotique mitochondriale médiée par PARP-1 

impliquant l’AIF est donc activée par la STS dans les deux lignées cellulaires et semble être la voie 

prépondérante dans les cellules C-33A abritant une protéine p53 mutée (Figure 35). A l’inverse le 

3-AB augmente la fragmentation de l’ADN induite par la STS des cellules HeLa abritant une protéine 

p53 sauvage, phénomène en faveur d’une potentialisation des dommages à l’ADN non réparés suite 

à l’inactivation de la PARP-1 nucléaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Modèle proposé pour la cascade apoptotique induite par la STS dans les lignées HeLa et 

C-33A.  Les voies prépondérantes sont indiquées par les flèches orange. 
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Cette étude a permis de confirmer l’implication de la voie apoptotique mitochondriale lors de 

l’apoptose induite par la STS via une activation hiérarchique de voies sous-jacentes (Figure 35) : i) la 

voie médiée par les caspases avec la cascade des caspases initiée par la caspase-8 et/ou la caspase-9 

et ii) la voie médiée par PARP-1 et indépendante des caspases. L’implication de chaque voie est 

fonction du contexte cellulaire, notamment du statut de p53. La STS semble donc être un bon 

candidat pour traiter les lésions tumorales. Ce travail montre aussi que la hiérarchie d’activation des 

différentes voies impliquées dans cette apoptose intrinsèque est fonction des lignées cellulaires, qui 

se différencient par le statut de p53. Ainsi, en restaurant l’activité de la protéine p53 dans les 

tumeurs abritant une protéine p53 mutée (cas de la majorité des cancers), on peut espérer stimuler 

au maximum ces différentes voies, amplifiant ainsi l’efficacité de la STS. 
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3. Résultats non publiés 

En parallèle à l’analyse protéique par western-blotting de la localisation sub-cellulaire du cyt c et de 

l’AIF, nous avons mis au point une technique de marquage immunocytochimique. Dans un premier 
temps, nous nous sommes interessée au choix du fluorochorme le plus adapté pour les 

mitochondries (NAO vs MT) ainsi qu’à celui couplé à l’anticorps secondaire chargé de fixer l’anticorps 

primaire anti-cyt c ou anti-AIF. 

 

3.1. Choix du marqueur mitochondrial 

Parallèlement à l’optimisation des marquages du cyt c et de l’AIF, deux marquages mitochondriaux 

ont été réalisés, respectivement au NAO et au MT (Figure 36). 

Les mitochondries des cellules HeLa non traitées ont été marquées en présence de 1 µM de NAO qui 

possède une fluorescence spécifique située dans le vert ou de 20 nM de MT qui fluoresce dans le 

rouge. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Marquage au NAO vs MT des mitochondries de cellules HeLa non traitées.  

L’ADN nucléaire est marqué par 5µg/ml de DAPI.  

Les plans présentés sont les plus représentatifs de chaque condition. 

 

Les résultats obtenus (Figure 36) montrent clairement que le signal spécifique du marquage 

mitochondrial au MT apparait plus ponctué et plus intense que le marquage au NAO. De plus, le 

choix du MT pour la suite de cette étude a été conforté par le fait que i) ce dernier a une 

fluorescence beaucoup plus stable dans le temps que le NAO et ii) la révélation du  marquage au 
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cyt c avec l’anticorps secondaire couplé à Alexa 488 est de bien meilleure qualité qu’avec l’anticorps 

secondaire couplé au TRITC (Figure 37). 

 

3.2. Choix du fluorochrome couplé à l’anticorps secondaire 

Deux types de fluorochromes de même longueur d’onde d’excitation couplés à l’anticorps secondaire 

anti-IgG de souris ont été testés. D’une part le TRITC dont la fluorescence maximale se situe dans le 

rouge à 527 nm et d’autre part, Alexa 488 dont le spectre d’émission se localise dans le vert à 

519 nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Comparaison de l’émission de fluorescence du TRITC et d’Alexa 488 couplé à l’anticorps 

secondaire anti-IgG de souris (A et C) dans des cellules HeLa non traitées. Les plans présentés sont les 

plus représentatifs de chaque condition.  Les témoins négatifs (B et D) subissent le même traitement 

sans l’incubation avec l’anticorps primaire anti-cyt c. Les mitochondries sont marquées 

respectivement au NAO (A et B) ou au MT (C et D) et l’ADN nucléaire est marqué au DAPI.  

 

 

Pour cette étude, les cellules HeLa ont subi une première incubation avec l’anticorps primaire anti-

cyt c dilué au 1/100° puis un lot de cellules a ensuite été marqué avec l’anticorps secondaire anti-IgG 

de souris couplé au TRITC ou à l’Alexa 488 dilué à 1/100°. 
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Les résultats obtenus (Figure 37) montrent que le meilleur marquage est obtenu avec l’anticorps 

secondaire couplé à Alexa 488. En effet, ce dernier marquage est plus lumineux et moins diffus que 

celui au TRITC.  

 

Ainsi, la technique immunocytochimique choisie pour notre étude est un triple marquage i) des 

mitochondries avec 20 nM de MT, ii) du cyt c ou de l’AIF par un anticorps primaire spécifique (1/100), 

lequel est reconnu par un anticorps secondaire couplé à l’Alexa 488 (1/100) et iii) l’ADN nucléaire par 

5 µg/ml de DAPI. 

 

3.3. Localisation intra-cellulaire du cyt c au cours de l’apoptose 

induite par la STS 

Le triple marquage précédemment optimisé a été réalisé sur des cellules HeLa et C-33A stimulées ou 

non au cours du temps par 300 nM de STS.  

 

Dans les cellules non stimulées, la visualisation d’une ceinture jaune-orangée (addition du rouge et 

du vert) localisée au niveau des mitochondries reflète la localisation mitochondriale du cyt c 

(Figure 38). Cette observation est en adéquation avec nos observations obtenues par western-

blotting (Publication n°2). En effet, dans les conditions non apoptotiques, le cyt c se localise 

principalement au niveau de cet organite et ce, quelles que soient les cellules, HeLa ou C-33A. 

 

Par contre, dès 1 à 2h de traitement, la fluorescence d’Alexa 488 semble plus diffuse dans les cellules 

HeLa (Figure 38A), ce qui reflète une libération du cyt c de la mitochondrie au profit du cytosol. La 

présence de cyt c dans le cytosol des cellules HeLa est marquée dès 4h de traitement où l’on voit 

clairement une fluorescence verte. Ces résultats corroborent ceux obtenus par western-blotting. En 

effet, nous avons observé que le cyt c est présent dans le cytosol des cellules HeLa dès 30 min de 

traitement par la STS et qu’une diminution importante du pool mitochondrial de cyt c est observé à 

partir de 4h d’induction d’apoptose par la STS. 

 

De plus, l’analyse protéique par western-blotting nous a montré que la libération du cyt c dans les 

cellules C-33A est retardée par rapport à celle observée dans les cellules HeLa. L’analyse 

immunocytochimique confirme ces résultats (Figure 38B). En effet, jusqu’à 4h de traitement, la 

fluorescence verte émise par Alexa 488 et représentant le cyt c est très prononcée au niveau des 

mitochondries, ce qui est mis en évidence par la formation d’une ceinture jaune-orangé due à la 

superposition du vert et du rouge. Au-delà de 4h, par contre, la fluorescence verte est plus diffuse, 

traduisant la localisation du cyt c dans les cellules C-33A au niveau du cytosol. 
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Figure 38 : Localisation sub-cellulaire du cyt c dans des cellules HeLa (A) et C-33A (B) traitées par de 

la STS. Le cyt c est marqué par la fluorescence verte d’Alexa 488, les mitochondries par le MT (rouge) 

et l’ADN nucléaire par le DAPI (bleu). Les plans présentés sont les plans les plus représentatifs de 

chaque condition. 
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3.4. Localisation intra-cellulaire de l’AIF au cours de l’apoptose 

induite par la STS 

Le triple marquage précédemment optimisé a été aussi réalisé sur des cellules HeLa et C-33A afin 

d’observer la localisation intra-cellulaire de l’AIF, autre facteur apoptogène, au cours de l’apoptose 

induite par la STS.  

 

Comme pour le cyt c précédemment, dans les cellules non stimulées, la visualisation d’une ceinture 

jaune-orangée (addition du rouge et du vert) localisée au niveau des mitochondries reflète la 

localisation mitochondriale de l’AIF (Figure 39). Cette observation est en adéquation avec nos 

résultats obtenus par western-blotting (Publication n°2). En effet, dans les conditions non 

apoptotiques, l’AIF se localise principalement au niveau de cet organite et ce, quelles que soient les 

cellules, HeLa ou C-33A. 

 

Dans les deux lignées cellulaires, la ceinture jaune-orangée est présente jusqu’à 2h d’induction de 

l’apoptose par la STS, ce qui traduit la localisation mitochondriale de l’AIF. Par contre, dès 4h, la 

fluorescence d’Alexa 488 semble plus diffuse dans les cellules HeLa (Figure 39A) ainsi que dans les 

cellules C-33A (Figure 39B), et cet effet est accru à 8 et 12h de traitement. Par la suite, la 

fluorescence verte semble être localisée au niveau du noyau [8-12 h pour les cellules HeLa (Figure 

39A) vs 12 h pour les cellules C-33A (Figure 39B)]. Ainsi, l’analyse immunocytochimique montre que 

pour les deux lignées cellulaires, l’AIF est libérée de la mitochondrie au profit du cytosol à partir de 

4h de traitement par la STS, avant de gagner le noyau, ce qui est en totale adéquation avec l’analyse 

par western-blotting (Publication n°2). 
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Figure 39 : Localisation sub-cellulaire de l’AIF dans des cellules HeLa (A) et C-33A (B) traitées par de la 
STS. L’AIF est marquée par la fluorescence verte d’Alexa 488, les mitochondries par le MT (rouge) et  

l’ADN nucléaire par le DAPI (bleu). Les plans présentés sont les plans les plus représentatifs de 

chaque condition. 

 

 

 

Ainsi, l’analyse immunocytochimique corrobore les résultats obtenus par western-blotting 

(Publication n°2) concernant la localisation intra-cellulaire du cyt c et de l’AIF au cours de l’apoptose 

induite par la STS. 
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Le cancer du col de l’utérus est le second cancer le plus fréquent chez la femme avec près de 

500 000 nouveaux cas annuels dans le monde. Malgré une nouvelle ère vaccinale avec les vaccins 

prophylactiques, des femmes seront toujours infectées et développeront pour certaines un cancer, 

cancer conduisant actuellement à plus de 200 000 décès par an (Bosch et al., 1995 ; Parkin et al., 

2006). En effet une partie de la population trop agée ou résidente dans des pays sans campagne 

vaccinale ne sera pas vaccinée. De plus, selon les types d’HPV impliqués, ces vaccins peuvent être 

impuissants. Face à l’efficacité limitée des traitements actuels classiques et des vaccins 

thérapeutiques, il est donc nécessaire de développer de nouvelles chimiothérapies. 

 

En se basant sur différents modèles d’étude, notre travail de thèse a permis d’avancer des 

arguments quant à la possible utilisation de la staurosporine (STS) pour le traitement  des cancers du 

col de l’utérus. Ainsi nous discuterons de la manière dont la STS, molécule inhibitrice de nombreuses 

protéines kinases et anti-proliférative (Gescher, 2000), entraîne la mort de lignées cellulaires dérivant 

de cancer du col de l’utérus.  

Nous avons utilisé dans notre principale étude la lignée cellulaire HeLa dérivant d’un 

adénocarcinome du col de l’utérus et abritant un HPV, comme la quasitotalité des cancers du col de 

l’utérus (Bosch et al., 1995 ; Walboomers et al., 1999). Cette lignée est infectée par l’HPV18, l’un des 

deux HPV les plus fréquemment impliqués dans la carcinogenèse épithéliale et elle est caractérisée 

par un faible niveau d’expression de la protéine gardienne du génome p53, sous forme sauvage. 

Nous nous sommes aussi intéressée à la lignée cellulaire C-33A qui dérive d’un carcinome du col de 

l’utérus. Non infectée par HPV, cette lignée abrite une protéine p53 mutée au niveau de son 

domaine de liaison à l’ADN. Cette mutation, retrouvée dans plus de 60% des cancers autres que celui 

du col de l’utérus, rend la protéine p53 inapte au niveau transcriptionnel.  

 

Notre équipe a montré qu’un traitement par 300 nM de STS pendant 24 h permet d’induire 

la mort par apoptose de cellules dérivées de cancer du col de l’utérus. Selon le statut HPV des 

différentes lignées, cette apoptose s’effectue à différentes phases du cycle cellulaire : en phase G2/M 

pour les cellules HeLa (p53wt HPV+) et en phase G1 pour les cellules C-33A  (p53mt HPV-) (Bernard et 

al., 2001). De plus, les cellules HeLa sont davantage sensibles à l’apoptose induite par la STS que les 

cellules C-33A, plus résistantes (Charlot et al., 2004).  

Notre équipe a aussi observé que le traitement par la STS entraîne, dans les cellules infectées par 

HPV, une diminution de l’expression des oncogènes viraux, E6 et E7 (Bernard et al., 2003). Ces 

oncogènes sont impliqués dans l’immortalisation et la transformation tumorale des cellules infectées 

et ce, en interférant avec diverses protéines, notamment deux protéines suppresseurs de tumeurs, 

respectivement p53 et pRb, qu’elles inactivent. Le traitement par la STS s’accompagne aussi d’une 

diminution de l’ubiquitine ligase MDM2, qui réduit la dégradation de p53 et favorise son 

accumulation. Tout ceci permet in fine l’augmentation de l’expression de la protéine p53 (Bernard et 

al., 2003). Dans les cellules dépourvues d’HPV, la STS entraîne aussi l’augmentation de l’expression 

de p53. Cette augmentation de p53 peut être due à l’inhibition de la protéine kinase Chk1 par la STS 

(Jackson et al., 2000). En effet, en inhibant Chk1, UCN-01, analogue de la STS, entraîne la 

phosphorylation et donc l’activation de la protéine p38 MAPK, ce qui résulte en la phosphorylation 

de p53 au niveau des sérines 15 et 46 (Vitale et al., 2008). Ces phosphorylations augmentent la 

stabilité de p53, ce qui facilite ainsi son activité transcriptionnelle (dans le modèle HeLa en 
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particulier) et l’activité apoptotique indépendante de son activité transcriptionnelle (dans les deux 

modèles).  

 

L’apoptose étant le mécanisme ultime d’élimination des cellules dont les lésions génomiques 

sont trop importantes, nous avons souhaité étudier le mécanisme d’action de la STS sur l’apoptose 

mitochondriale. Pour ce faire, nous nous sommes intéressée à trois éléments clés de cette voie : la 

protéine p53 et deux facteurs apoptogènes libérés de la mitochondrie, le cyt c et l’AIF.  

Grâce à sa fonction transcriptionnelle, p53 inhibe la synthèse de protéines cibles, telles que les 

protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL et favorise la synthèse d’autres protéines telles que p21, 

Bax ou PUMA. Dans certains modèles, p53 favorise aussi la synthèse de Fas, résultant en l’activation 

de la voie des récepteurs de mort (Hougardy et al., 2005). En effet, les cellules HeLa sont 

partiellement sensibles à l’apoptose induite par un agoniste qui mime l’effet de FasL alors que les 

cellules C-33A sont résistantes, la résistance est probablement liée au défaut de la fonction 

transcriptionnelle de p53.  

En plus de son activité transcriptionnelle, suite à un stimulus apoptotique la protéine p53 gagne la 

mitochondrie (Marchenko et al., 2000) où elle interagit avec les membres de la famille Bcl-2 

(Marchenko et al., 2000 ; Mihara et al., 2003 ; Mihara et Moll, 2003 ; Leu et al., 2004) facilitant 

l’activité pro-apoptotique des protéines Bax et Bak. La protéine p53 interagit avec Bcl-xL, cette 

dernière ne peut donc plus séquestrer Bax et/ou Bak (Mihara et al., 2003 ; Mihara et Moll, 2003). 

Quant à PUMA, une autre cible de p53, elle active Bax et/ou Bak provoquant la dépolarisation de la 

membrane mitochondriale (Jeffers et al., 2003 ; Villunger et al., 2003) et fixe Bcl-xL, ce qui libére p53. 

p53 interagit alors avec Bax, favorisant son changement conformationel. Ce changement de 

conformation est un prérequis nécessaire à son insertion mitochondriale permettant ainsi la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale. Bax et Bak sont aussi activés via d’autres facteurs 

tels que Bid, Bim (Letai et al., 2002). En accord avec les résultats décrits dans la littérature (Erster et 

al., 2004 ; Erster et Moll, 2005 ; Zhao et al., 2005), notre équipe a montré la translocation précoce de 

p53 à la mitochondrie, à savoir 30 min après l’induction de l’apoptotose par la STS dans les cellules 

HeLa et 1 h dans les cellules C-33A (Charlot et al., 2004). Cette translocation est favorisée par la 

mono-ubiquitinylation de p53 par MDM2 (Marchenko et al., 2007). Cette activité mitochondriale 

i) précède sa localisation nucléaire et donc son activité transcriptionnelle et ii) est indépendante de 

son activité transcriptionnelle (Marchenko et al., 2000). L’activité mitochondriale de p53 est ainsi 

considérée comme un marqueur d’une apoptose dépendante de p53 (Marchenko et al., 2000 ; 

Mihara et al., 2003 ; Chipuk et al., 2005). In vivo, Erster et al. ont montré que seule, l’activité 

mitochondriale de p53 est suffisante pour entraîner l’apoptose de cellules tumorales (Erster et Moll, 

2004).  

 

Le déclenchement de la voie apoptotique mitochondriale est caractérisé par la formation 

et/ou l’ouverture de pores membranaires associées ou non à la dépolarisation de la membrane 

mitochondriale. Ceci permet la libération de la mitochondrie au profit du cytosol de facteurs 

apoptogènes, notamment le cyt c et l’AIF. Tout ceci aboutit in fine à la fragmentation 

oligonucléosomale de l’ADN, témoin de la mort de la cellule.  

Nos travaux de thèse ont confirmé que l’apoptose induite par la STS est dépendante de p53.  En 

effet, dans les cellules C-33A abritant une p53 mutée (R273C), PRIMA-1, petite molécule qui restaure 

le domaine de liaison à l’ADN des protéines p53 mutées à ce niveau, réactive l’activité 
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transcriptionnelle de p53 et augmente efficacement l’apoptose induite par la STS (Charlot et al., 

2006). En effet, les cellules C-33A traitées par STS + PRIMA-1 présentent un taux d’apoptose (observé 

par le pourcentage de cellules ayant des membranes mitochondriales dépolarisées ainsi que le 

pourcentage de cellules dont l’ADN est fragmenté) comparable à celui observé dans les cellules HeLa 

traitées uniquement par la STS. Par ailleurs, nous avons observé que dans les cellules C-33A, l’ajout 

de PRIMA-1 facilite la libération mitochondriale du cyt c ainsi que la translocation nucléaire de l’AIF 

(Nicolier et al., 2009). Cet effet sur la libération du cyt c est en accord avec les travaux de Shen et al., 

qui montrent que PRIMA-1MET, analogue plus actif de PRIMA-1 (Bykov et al., 2005), active la chute du 

∆Ψm et la libération du cyt c via l’activation de la caspase-2 (Shen et al., 2008). L’activité de PRIMA-1 

est sélective puisque seules les cellules C-33A répondent au traitement comme l’avaient déjà montré 

les travaux de Bykov et al. (Bykov et al., 2002b ; Bykov et al., 2003 ; Charlot et al., 2006 ; Nicolier et 

al., 2009). Le mode d’action de PRIMA-1 est encore mal connu mais il semble que la protéine 

chaperonne HSP90 soit impliquée (Rehman et al., 2005). L’augmentation de la sensibilité aux agents 

anti-tumoraux grâce à PRIMA-1 est aussi observée dans les cellules de cancer de poumon non à 

petites cellules abritant une p53 mutée et traitées par l’adriamycine (Magrini et al., 2008). De plus, 

PRIMA-1MET potentialise l’effet du cisplatine dans des adénocarcinomes de poumons (Bykov et al., 

2005).  

A l’inverse de PRIMA-1, PFT-α inhibe l’activité transcriptionnelle des p53 sauvages (Komarov et al., 

1999 ; Komarova et Gudkov, 2001). L’inhibition de cette activité transcriptionnelle par PFT-α diminue 

l’apoptose des cellules HeLa qui devient comparable à celle observée dans les cellules C-33A traitées 

par la STS seule (Charlot et al., 2006). Cet effet cytoprotecteur de PFT- α est aussi observé dans des 

myoblastes H9c2 traités par la doxorubicine (Sardao et al., 2009). Comme dans des cellules de 

neuroblastome SH-SY5Y traitées par le paraquat (Yang et Tiffany-Castiglioni, 2008), PFT- α diminue la 

libération du cyt c induite par la STS dans des cellules HeLa. La translocation nucléaire de l’AIF est 

aussi diminuée dans ces cellules (Nicolier et al., 2009). En plus de son implication dans l’expression 

basale de l’AIF (Stambolsky et al., 2006), p53 joue donc un rôle dans la translocation nucléaire de 

l’AIF, ce qui est en accord avec d’autres travaux (Cregan et al., 2002 ; Seth et al., 2005 ; Wada et al., 

2008).  

Les résultats étant souvent spécifiques des stimuli et des cellules étudiées, il serait intéressant 

d’utiliser un siRNA anti-p53 afin d’inhiber l’expression de p53 dans les cellules HeLa, technique déjà 

optimisée au laboratoire (Clere et al., 2007), et de réintroduire parallèlement une p53 sauvage dans 

les cellules C-33A.  

 

L’ouverture et/ou la formation des pores membranaires est fortement régulée par les 

différents membres de la famille Bcl-2, tels que les membres anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL 

opposés aux membres pro-apoptotiques Bax, Bak, t-Bid. Ainsi la protéine Bax peut s’oligomériser 

pour former des canaux Bax/Bax ou Bax/Bak (Korsmeyer et al., 2000 ; Roucou et al., 2002a, 2002b ; 

Mikhailov et al., 2003) et peut aussi interagir avec le VDAC permettant l’ouverture du PTPC. A 

l’opposé, Bcl-2 peut agir directement sur le PTPC, entraînant sa fermeture. Cette protéine, ainsi que 

Bcl-xL, interagissent avec Bax et Bak, inhibant ainsi la formation ou l’ouverture des pores (Vander 

Heiden et al., 1999 ; Tsujimoto, 2002). Une fois opérationnels, les pores permettent la libération de 

facteurs apoptogènes. Dans notre étude, nous nous sommes focalisée sur l’effet de la STS sur la 

libération de deux facteurs particuliers, le cyt c et l’AIF, dont la libération mitochondriale et la 

translocation nucléaire sont respectivement influencées par le statut de p53. L’ensemble de ces 
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phénomènes (ouverture des pores, libération du cyt c et de l’AIF) est accompagné d’une transition de 

la perméabilité membranaire mitochondriale (Delbart, 2000), caractérisée par une chute du potentiel 

membranaire ou dépolarisation membranaire mitochondriale notée « ↘∆Ψm » (Seo et al., 2003 ; 

Henry-Mowatt et al., 2004). A l’heure actuelle, aucun consensus concernant la cinétique de 

l’ensemble de ces évènements n’existe dans la littérature. En effet, le stimulus apoptotique ainsi que 

le type cellulaire étudié semblent influencer de façon notoire les résultats observés (Henry-Mowatt 

et al., 2004 ; Munoz-Pinedo et al., 2006). Néanmoins, selon Ly et al., il semble que le cyt c soit libéré 

avant une diminution du ∆Ψm, alors que la libération de l’AIF s’avère strictement dépendante de 

cette dissipation (Ly et al., 2003).  

Dans notre modèle d’étude, la chute du ∆Ψm semble concomittante avec la libération du cyt c dans 

les cellules HeLa alors qu’elle semble précèder cette libération dans les cellules C-33A. Afin de mieux 

élucider le lien entre↘∆Ψm et libération du cyt c, il serait intéressant de trier les cellules traitées par 

la STS en fonction de l’état de polarité de la membrane mitochondriale (non dépolarisées vs 

depolarisées) puis d’observer l’expression et la localisation sub-cellulaire du cyt c dans chaque sous-

population. Des études précédentes avec la cyclosporine A, qui inhibe le PTPC mais qui n’inhibe pas 

totalement la ↘∆Ψm induite par la STS, sont en faveur de l’implication d’autres types de canaux 

membranaires tels que Bax/Bax et/ou Bax/Bak (Charlot et al., 2004). Dans ce contexte, la 

caractérisation par une immunoprécipitation des complexes des différents membres de la famille 

Bcl-2 serait un élément important. Des études préliminaires ont permis de mettre en évidence dans 

les cellules HeLa, que l’apoptose induite par la STS pendant 12 h s’accompagne de la formation de 

deux types d’interactions, p53/Bcl-xL et p53/Bak (Nicolier, données non publiées). La présence des 

différents membres de la famille Bcl-2 ainsi que la formation des complexes associant membres de la 

famille Bcl-2 et/ou p53 responsables de la chute du ∆Ψm seraient des éléments clés afin de mettre 

en évidence des variations entre nos deux lignées d’intérêt. 

 

Une fois libéré dans le cytosol, nous avons observé que le cyt c active la cascade des caspases 

classique. En effet, dans les cellules HeLa traitées par la STS, le cyt c cytosolique active la caspase-9, 

laquelle active à son tour la caspase-3. Dans cette lignée, une activation tardive de la caspase-8 est 

un phénomène en faveur d’une amplification du processus de mort. L’activation des caspases-9 et -8 

a été montré au niveau d’un clone dans la lignée T Jurkat traitée par la STS mais le mécanisme 

d’action est inconnu (Stepczynska et al., 2001). L’activation tardive de la caspase-8 dans les cellules 

HeLa permet d’amplifier d’une part la cascade des caspases en clivant directement la caspase-3 et 

d’autre part la voie mitochondriale via le clivage de Bid en t-Bid. A l’inverse dans les cellules C-33A, la 

caspase-8 est activée en premier, elle est donc dans ce modèle une caspase initiatrice entraînant 

l’activation directe de la caspase-3 ainsi que le clivage de Bid en t-Bid. t-Bid gagne alors la 

mitochondrie pour favoriser la perméabilisation de la membrane mitochondriale en permettant la 

formation de pores membranaires de type t-Bid/Bax et/ou t-Bid/Bak. Il a été montré qu’en tant que 

caspase initiatrice, la caspase-8 peut être activée par diverses drogues anti-cancéreuses notamment 

la STS (Ferrari et al., 1998) en l’absence d’activation de la voie des récepteurs de mort (Wesselborg et 

al., 1999). Par ailleurs, la caspase-8 peut être activée par des protéases autres que les caspases, telles 

que la cathepsine D libérée par les granules azurophiles lors de l’inflammation (Conus et al., 2008) ou 

la calpaine I dans des cellules HeLa traitées par la doxorubicine (Wu et al., 2006). Ainsi, la caspase 

initiatrice du processus apoptotique diffère selon la nature des lignées.  

Nos travaux ont montré que le z-VAD (inhibiteur de l’ensemble des caspases) atténue la chute du 

∆Ψm  induit par la STS, principalement dans les cellules C-33A. Les caspases sont donc impliquées 
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dans la dépolarisation membranaire mitochondriale. Dans les cellules C-33A, l’activation précoce de 

la caspase-8 favorise la chute du ∆Ψm. Dans les deux lignées, l’effet des caspases sur la dissipation 

du ∆Ψm peut s’expliquer par la dimérisation de la caspase-9 qui clive les protéines anti-apoptotiques 

Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, ce qui favorise la dépolarisation de la membrane mitochondriale (Chen et al., 

2007). Par ailleurs, les caspases effectrices -3 et -7, cibles des caspases initiatrices -8 et -9, peuvent 

aussi réguler la chute du ∆Ψm (Lakhani et al., 2006). En effet, l’ajout de z-VAD à la STS diminue 

fortement la chute du ∆Ψm uniquement dans les cellules C-33A. Afin de distinguer les caspases 

réellement impliquées dans la dissipation du ∆Ψm, les cellules pourraient être traitées par un 

inhibiteur spécifique de la caspase-8 (le z-IETD) ou un inhibiteur spécifique de la caspase-9 (le z-

LEHD) lors de l’apoptose induite par la STS afin d’analyser par cytométrie de flux l’état de la polarité 

de la membrane mitochondriale.  

Nous avons observé que la libération du cyt c subséquente à l’activation de la caspase-8 est plus 

tardive dans la lignée C-33A abritant une protéine p53 non fonctionnelle que dans la lignée HeLa 

abritant une protéine p53 sauvage. Ce délai de libération du cyt c entre les 2 lignées peut s’expliquer 

par l’absence d’activité transcriptionnelle de p53 entraînant une expression faible de la protéine Bax 

(Charlot et al., 2006), ce qui se répercute au niveau de la quantité de pores membranaires formés. 

Par ailleurs, la caspase-8 est faiblement exprimée dans les cellules C-33A (Arechaga-Ocampo et al., 

2008). Ainsi dans ces cellules, la faible expression des protéines à l’origine de la dépolarisation 

membranaire mitochondriale corobore la libération plus tardive de protéines apoptotiques par 

rapport aux cellules HeLa dans lesquelles l’expression des protéines Bax et caspase-9 est plus 

importante (Charlot et al., 2006 ; Arechaga-Ocampo et al., 2008). De plus, la protéine pro-

apoptotique Bak joue un rôle prépondérant dans la libération du cyt c et l’activation subséquente des 

caspases dans des cellules Jurkat (Shawgo et al., 2008). Dans des lignées cellulaires MCF-7 exprimant 

des variants Bax- ou Bak-GFP, l’apoptose induite par la STS est médiée par l’engagement préférentiel 

de Bak (Neise et al., 2007). Il serait intéressant d’étudier le niveau d’expression de Bak au niveau de 

la membrane mitochondriale dans nos lignées d’intérêt lors de l’apoptose induite par la STS. En effet, 

un défaut soit en Bax soit en Bak entraîne des modifications au niveau de la perméabilisation de la 

membrane mitochondriale alors qu’un défaut des deux, Bax et Bak, est souvent associé à la 

résistance des cellules à l’apoptose médiée par la voie mitochondriale (Wei et al., 2001 ; Lindsten et 

Thompson, 2006). La libération plus tardive du cyt c observée dans les cellules C-33A peut enfin 

s’expliquer par l’existence de 2 pools de cyt c au sein de la mitochondrie. Une partie du cyt c est libre 

dans l’espace intermembranaire alors qu’un autre pool est attaché à la membrane mitochondriale 

interne via les cardiolipines. Des études sur des mitochondries de foie isolées ont montré que la 

libération du cyt c peut s’effectuer après la libération d’autres facteurs apoptogènes notamment 

Smac/DIABLO et Omi/HtrA2 (Uren et al., 2005). Cette libération tardive est due à la nécessité pour le 

cyt c de se détacher de la membrane mitochondriale interne (Uren et al., 2005). Ainsi la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale entraîne la libération du pool de cyt c libre dans 

l’espace intermembranaire. Dans les cellules C-33A, ce pool  libéré est peut-être très minoritaire. Une 

fois dans le cytosol, la première vague de cyt c libérée permet la libération complète du cyt c via 3 

différentes boucles d’amplifications (Garrido et al., 2006b) (cf partie 2.4.3.4). Par ailleurs, la 

libération tardive du principal pool de cyt c lié aux cardiolipines dans les cellules C-33A est renforcé 

par le fait que t-Bid, élément clé dans cette lignée, participe aux remodelages des cristaux 

mitochondriaux (Scorrano et al., 2002), ce qui permet la libération maximale du cyt c et facilite aussi 

la mobilité du cyt c à l’intérieur des mitochondries (Gillick et Crompton, 2008). 
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Notre étude a aussi montré, par l’utilisation de z-VAD (inhibiteur de l’ensemble des caspases) et de 

z-IETD (inhibiteur spécifique de la caspase-8), que la libération du cyt c est indépendante de 

l’activation des caspases (Goldstein et al., 2000b). Cette observation est en accord avec de 

nombreuses données de la littérature (Li, P. et al., 1997 ; Waterhouse et al., 2001) qui montrent que 

l’indépendance vis-à-vis des caspases permet, malgré la libération initiale du cyt c, le maintien de la 

chaîne respiratoire qui approvisionne la cellule en ATP nécessaire pour l’activation subséquente des 

caspases dans le cytosol. Une fois activées, les caspases, notamment la caspase-3, pénètrent via les 

pores membranaires dans la mitochondrie pour bloquer totalement la chaîne respiratoire 

aboutissant in fine au démantèlement de la cellule.  

Nous avons montré que le traitement de nos lignées cellulaires par la STS associée au z-VAD favorise 

la survie des cellules HeLa mais n’affecte pas l’apoptose induite par la STS des cellules C-33A. Cet 

effet du z-VAD tend en faveur d’une apoptose qui s’effectue à travers l’activation des caspases dans 

les cellules HeLa, c’est-à-dire que les caspases sont les éléments clés de l’apoptose induite par la STS. 

En effet à 24 h de traitement, le z-VAD diminue de plus de  50% la fragmentation oligonucléosomale 

de l’ADN caractérisée par le pic Sub-G1 dans les cellules HeLa, ce qui suggère le rôle clé des caspases. 

A l’inverse, dans les cellules C-33A, l’apoptose semble davantage s’effectuer avec l’activation des 

caspases, mais ces dernières ne sont pas les éléments clés du processus apoptotique (Kroemer et 

Martin, 2005). Une autre voie semble donc être impliquée dans l’apoptose induite par la STS. Ceci est 

renforée par le fait que le z-VAD n’inhibe pas complètement la mort induite par la STS des cellules 

HeLa et est inefficace sur la fragmentation oligonucléosomale de l’ADN induite par la STS dans les 

cellules C-33A. 

 

Suite à l’induction de  l’apoptose, l’AIF est elle aussi libérée de la mitochondrie au profit du 

cytosol. A l’heure actuelle aucun consensus n’existe concernant l’AIF. Selon les modèles cellulaires et 

les stimuli apoptotiques, l’AIF est impliquée dans 3 modèles d’apoptose différents. Tout d’abord l’AIF 

peut agir en amont et indépendamment des caspases (Susin et al., 1999a, 1999b ; Yu et al., 2002). La 

libération et l’activation subséquente de l’AIF peuvent être indépendantes des caspases mais elles 

sont des évènements secondaires pour compléter l’apoptose des cellules (Cregan et al., 2002). Enfin, 

l’AIF est un évènement en aval des caspases et dépend strictement de l’activation de ces dernières 

(Arnoult et al., 2002, 2003).  

Dans notre modèle, nous avons observé que la libération de l’AIF suivie de sa translocation nucléaire 

est similaire quelle que soit la lignée. Dans la lignée HeLa, ces évènements suivent la libération du 

cyt c alors que dans les cellules C-33A, la libération tardive du cyt c est concomittante avec celle de 

l’AIF. Une fois dans le cytosol, l’AIF est transloquée au niveau du noyau où elle s’associe avec la 

cyclophine A pour former le dégradosome. Ce dernier permet la condensation de la chromatine 

nucléaire ainsi que le clivage de l’ADN en grands fragments de 50 kpb, événèment caractéristique de 

l’activité nucléaire de l’AIF et de l’étape I de l’apoptose nucléaire.   

Pour les 2 lignées, l’ajout de z-VAD ou de z-IEDT ne modifie pas la libération ainsi que la translocation 

nucléaire de l’AIF. Ce résultat suggère que ces phénomènes sont indépendants des caspases (Susin et 

al., 1999a, 1999b ; Yu et al., 2002). Nous avons donc souhaité étudier la voie indépendante des 

caspases responsable de la libération de l’AIF activée lors de l’apoptose induite par la STS.  

Récemment, il a été montré que l’AIF pouvait participer à une voie d’induction de mort particulière 

dans laquelle les membres de la famille Bcl-2 ainsi que les caspases n’étaient pas nécessaires. Dans 

ce modèle, la protéine PARP-1 médie la libération de l’AIF (Yu et al., 2002). En effet, en plus de 

réparer les dommages à l’ADN au niveau du noyau, PARP-1 favorise la libération de l’AIF par un 
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mécanisme encore mal connu. Actuellement, deux hypothèses sont envisagées. i) Les travaux menés 

par l’équipe de Dawson tendent en faveur du rôle clé de PARP-1 au niveau du noyau (Yu et al., 2002, 

2003, 2006b ; Andrabi et al., 2006). Une fois activée, c’est-à-dire juste avant d’être clivée, elle permet 

la synthèse des polymères de PAR qui gagnent alors la mitochondrie où ils induisent la dissipation du 

∆Ψm de part leur nature très chargés ou de part leur liaison avec une protéine encore non décrite. 

Tout ceci permet in fine la libération de l’AIF. Ce mécanisme de mort particulier est appelé 

parthanatose. ii) Les travaux de Du et al.  ont montré quant à eux que la protéine PARP-1 est 

localisée aussi au niveau mitochondrial où elle joue le même rôle qu’au niveau nucléaire. Cette 

équipe a montré que l’inhibition de PARP-1 par le INH2BP préserve le ∆Ψm, le pool de NAD+, la 

chaîne respiratoire et diminue la mort neuronale induite par un stress oxydatif ou par l’excitotoxicité 

(Du et al., 2003).  

Dans notre modèle d’étude, la protéine PARP-1 est présente au niveau du noyau mais aussi au 

niveau des mitochondries. De plus, la libération mitochondriale de l’AIF au profit du cytosol est 

concommittante avec le clivage de la PARP-1 mitochondriale.  

Afin de vérifier le rôle de PARP-1 dans la libération de l’AIF, nous avons utilisé le 3-AB, un inhibiteur 

enzymatique de PARP-1 (Virag et Szabo, 2002) L’ajout de 3-AB inhibe le clivage induit par la STS des 

deux pools de PARP-1, nucléaire et mitochondrial, favorisant le maintien de l’AIF au niveau de la 

mitochondrie, maintien aussi observé in vivo par Czapski et al. (Czapski et al., 2006), alors que le cyt c 

gagne le cytosol. Il s’en suit une diminution de la fragmentation de l’ADN en grands fragments de 

50 kpb. Le traitement par le 3-AB diminue aussi la ↘∆Ψm d’environ 50% quelle que soit la lignée. Au 

vu de ces résultats, la PARP-1 mitochondriale semble agir en amont de la dissipation du ∆Ψm 

permettant la libération de l’AIF, ce qui est en accord avec Abramov (Abramov et Duchen, 2008). 

Ainsi, notre modèle est davantage semblable à celui proposé par Du et al.. 

Afin de confirmer cette hypothèse et d’écarter celle de Dawson, des western-blotting anti-polymères 

de PAR pourraient être réalisés pour mettre en évidence la présence ou l’absence des polymères de 

PAR à la surface de la membrane mitochondriale comme le suggère le modèle de Dawson. Par 

ailleurs, ce dernier propose l’existence d’un intermédiaire entre les polymères de PAR et l’AIF. Cet 

intermédiaire pourrait être les calpaines, protéases responsables de la maturation de l’AIF, c’est-à-

dire du passage de la forme ancrée à la membrane mitochondriale à la forme soluble dans la matrice. 

En effet, Moubarak et al. ont montré que l’inactivation génétique des calpaines protège les cellules 

de la mort induite par PARP-1 (Moubarak et al., 2007). L’activité des calpaines nécessitant du Ca2+, 

l’incubation de mitochondries isolées de cellules HeLa et C-33A avec différentes concentrations de 

Ca2+ permettrait d’observer la libération ou non de l’AIF et de définir le lien entre calpaines et AIF. Il 

serait par ailleurs intéressant de distinguer les différents pools de PARP-1, nucléaire vs mitochondrial, 

pour clarifier le rôle de chacun lors de la libération de l’AIF suite à l’induction de l’apoptose induite 

par la STS. Des travaux utilisant sur des mitochondries isolées de cellules non traitées mises en 

contact avec des cytosols de cellules traitées par la STS, technique déjà mise en place au laboratoire 

(Bernard et al., 2001), devraient permettre de répondre à cette question.  

En accord avec d’autres auteurs (Gartenhaus et al., 1996 ; Kuo et al., 1998), le 3-AB protège les 

cellules C-33A abritant une protéine p53 mutée de la mort induite par la STS en diminuant la 

fragmentation de l’ADN en fragments multiples de 180 à 200 pb, observée par le pic Sub-G1. A 

l’inverse et de façon surprenante, l’inhibition de PARP-1 augmente cette fragmentation dans les 

cellules HeLa abritant une p53 sauvage, comme l’a montré Liu et al. en traitant ces mêmes cellules 

par un autre inhibiteur de PARP-1, ABT-788 (Liu et al., 2008). Cet effet toxique du 3-AB peut 
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s’expliquer par une augmentation accrue des dommages à l’ADN, dommages non réparés du fait de 

l’inhibition du pool nucléaire de PARP-1 (Munoz-Gamez et al., 2005).  

Il serait intéressant d’établir le lien, si lien il y a, entre PARP-1 et statut de p53. En effet, il a été 

montré que PARP-1 contrôle l’activité transcriptionnelle de p53 via les polymères de PAR synthétisés 

par PARP-1 et qui lient p53. Cette dernière ne peut alors plus interagir avec Crm1, ce qui empêche 

son exportation du noyau (Kanai et al., 2007). La protéine p53 s’accumule alors dans le noyau où elle 

transactive ou transréprèsse ses gènes cibles. Cependant, des controverses existent. En effet, il 

semble que selon la taille des polymères de PAR qui lient p53, les liaisons spécifiques et non 

spécifiques de cette dernière à l’ADN sont modifiées (Fahrer et al., 2007). Il serait important 

d’étudier si la protéine p53, sauvage vs mutée, est poly(ADP)ribosylée dans les deux lignées lors de 

l’apoptose induite par la STS et ce, au niveau nucléaire mais aussi au niveau mitochondrial.  

Un autre élément clé impliqué en amont de l’AIF est la protéine Bax qui intervient dans le modèle de 

Moubarak et al. dans lesquel la mort programmée est induite par un agent alkylant l’ADN, le MNNG 

(Moubarak et al., 2007). L’activation nucléaire de PARP-1 précède l’activation de Bax par les 

calpaines et non par les cathepsines résultant in fine en la libération de l’AIF. Dans la lignée cellulaire 

C-33A, la voie médiée par PARP-1 est majoritaire. L’implication de Bax, protéine peu exprimée dans 

ce modèle, et aussi de Bak serait à élucider afin de mieux cerner le mécanisme liant PARP-1 à  l’AIF.  

 

Nos travaux de thèse ont permis de mettre en évidence en amont de la voie apoptotique 

mitochondriale  induite par la STS dans des cellules dérivées de cancer du col de l’utérus le rôle clé de 

p53 et en aval celui des facteurs apoptogènes cyt c et AIF, chacun étant impliquées dans des 

cascades de mort propre.  Cependant, afin de confirmer l’implication de ces deux cascades de mort, 

à savoir la cascade des caspases et la voie médiée par PARP-1, ainsi que l’absence d’autres voies 

impliquées, il serait intéressant d’étudier l’effet combiné du z-VAD et du 3-AB sur l’apoptose induite 

par la STS des cellules HeLa et C-33A. 

 

 Notre étude fournit des éléments indiquant que la STS ou ses dérivés, notamment UCN-01,  

pourraient être utilisés en tant que nouvelles molécules chimiothérapeutiques dans le traitement du 

cancer du col de l’utérus. En effet, la STS pourrait agir non seulement sur les tumeurs p53 sauvage, 

cas de la quasi-totalité des cancers du col de l’utérus, mais aussi sur les quelques cas de cancers du 

col de l’utérus abritant une p53 mutée et ce, en combinaison avec PRIMA-1.  

Les thérapies anti-tumorales engendrant souvent des effets secondaires néfastes, un autre axe de 

recherche consisterait à combiner des molécules anti-tumorales comme PRIMA-1 à la STS dans le but 

de potentialiser l’effet d’une des molécules ou de créer un effet synergique afin de réduire les doses 

utilisées et donc de limiter la toxicité de la chimiothérapie. Dans ce contexte, un projet collaboratif 

entre le Cancéropôle Grand-Est et le DKFZ à Heidelberg (Allemagne) a permis à notre équipe de 

s’intéresser à la synergie pouvant exister entre la STS et/ou son analogue UCN-01 avec le butyrate de 

sodium (NaB) et la trichostatine A (TsA), deux inhibiteurs de HDACs (HDI). Nos collègues allemands 

ont montré que le NaB entraîne la mort par apoptose des cellules HeLa suite à un arrêt du cycle 

cellulaire en G1 (Finzer et al., 2001). Cette mort implique la voie apoptotique mitochondiale avec une 

chute du ∆Ψm et la libération du cyt c et non la voie des récepteurs de mort. L’effet du NaB est 

indépendant de p53 et passe principalement par la voie E2F/p73 (Finzer et al., 2001, 2004), alors que 

l’apoptose induite par la STS est essentiellement médiée par p53. Notre équipe a récemment montré 

qu’in vitro et in vivo chez des souris nude xénogreffées avec des cellules dérivées de cancer du col de 
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l’utérus (cellules CaSki infectées par HPV16) ou des cellules primaires de cancer du col de l’utérus, 

UCN-01 potentialise l’effet du NaB ou celui de la TsA (Décrion-Barthod et al., en préparation), ce qui 

se traduit par une diminution de la croissance tumorale. Ainsi, en limitant la toxicité du traitement, 

cette stratégie thérapeutique associant la STS ou son analogue UCN-01 et les HDIs induit une 

apoptose des tumeurs associées aux HPV via la mobilisation de différentes voies de mort cellulaire. 

 

 L’induction de l’apoptose des cellules tumorales est une voie privilégiée dans la recherche de 

nouvelles thérapies anti-cancéreuses. La majorité des cellules tumorales présente des mutations de 

protéines clé, principalement p53 et Bcl-2. Dans ce contexte, en plus de la caractérisation des voies 

de signalisation impliquées lors de l’apoptose induite par les différents agents anti-cancéreux, 

comme la STS par exemple une autre approche thérapeutique consiste en l’élaboration de molécules 

réactivant p53 autres que PRIMA-1 (Levesque et Eastman, 2007 ; Wang et El-Deiry, 2008). En 

empêchant la liaison de p53, sauvage et mutée, avec MDM2, le composé CP31398 inhibe la 

croissance tumorale de tumeurs humaines xénogreffées sans aucun effet secondaire (Wang et al., 

2006) mais il semble aussi entraîner une mort indépendamment de p53 (Wischhusen et al., 2003) 

alors que RITA semble entraîner une mort uniquement dépendante de p53 (Issaeva et al., 2004). La 

molécule P53R3 quant à elle induit un arrêt de la croissance via p53 et sensibilise les cellules de 

gliomes à l’apoptose induite par TRAIL (Weinmann et al., 2008). Ces stratégies visent à réactiver p53 

dans les cancers, dans le but de ralentir ou d’inhiber la progression tumorale. Cependant des études 

complémentaires doivent être menées pour optimiser les effets dus à la modulation de p53 sur les 

cellules tumorales et minimiser les effets secondaires néfastes et indésirables sur les cellules saines 

avoisinant la tumeur. Un récent travail montre que PFT-α exerce aussi son effet cytoprotecteur 

indépendamment de p53 via probablement la cycline D1 (Sohn et al., 2009) Dans ce contexte, hormis 

PFT-α, d’autres molécules émergent, comme PFT-μ. Ce nouveau composé inhibe sélectivement la 

translocation de p53 à la mitochondrie en réduisant l’affinité de p53 pour Bcl-xL et Bcl-2 et ce, sans 

altérer l’activité transcriptionnelle de p53. Tout ceci résulte en la protection des organes lors des 

traitements par rayons γ (Strom et al., 2006). Nous avons évoqué les différents complexes protéines 

pro-apoptotiques/protéines anti-apoptotiques conduisant à l’ouverture et/ou la formation de canaux 

membranaires responsables de la dissipation du ∆Ψm. Les réseaux complexes d’interaction 

protéine/protéine définissent l’interactome. Le dysfonctionnement de ce réseau hautement 

spécifique lié notamment à des mutations est à l’origine de diverses pathologies, notamment le 

cancer. La protéine anti-apoptotique Bcl-2 étant souvent sur-exprimée dans les cancers, une 

approche thérapeutique a consisté en la mise au point de composés bloquant l’hétérodimérisation 

entre protéines pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bad…) et protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL, 

Mcl-1…). Ces composés sont dits « BH3-mimetics » (Labi et al., 2008 ; Vogler et al., 2009). ABT-737, 

inhibiteur de Bcl-2 et Bcl-xL, induit l’apoptose de cellules transformées, sensibilise des cellules 

tumorales sur-exprimant Bcl-2 aux chimiothérapies mais est inefficace contre Mcl-1. Des travaux 

récents ont montré que l’effet synergique d’ABT-737 couplé à PUMA sur l’activation des protéines 

impliquées dans la perméabilisation de la membrane mitochondriale (Chipuk et al., 2008). L’analogue 

administré per os d’ABT-737 et dont les essais cliniques semblent prometteurs est ABT-263. 
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Le développement récent de deux vaccins prophylactiques représente une grande avancée 

dans la lutte contre les infections aux HPV haut risque et les lésions qui leur sont associées, à savoir 

les lésions précancéreuses et cancéreuses du col de l’utérus. Néanmoins, ces stratégies ne peuvent 

éclipser la nécessité de développer des traitements chimiothérapeutiques efficaces. En effet, ces 

traitements sont indispensables en attendant la mise en place d’une campagne vaccinale efficace 

mais aussi pour traiter les cancers du col de l’utérus dus aux génotypes non ciblés par les vaccins. 

 

 Notre travail de thèse a permis d’élucider les voies activées lors de l’apoptose mitochondriale 

induite par la staurosporine de cellules dérivées de cancer du col de l’utérus. Nous avons observé en 

amont de la mitochondrie le rôle de p53 et en aval l’importance de deux facteurs apoptogènes 

impliqués dans des voies distingues, à savoir i) le cyt  c et la voie des caspases et ii) l’AIF et la voie 

indépendante des caspases médiée par PARP-1. Ces connaissances sont des prérequis nécessaires à 

l’élaboration et à la mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses efficaces 

telles que l’utilisation de la STS qui vise à éliminer les cellules tumorales en activant la voie 

apoptotique mitochondriale.  
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