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1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH
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1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI
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1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS
ET
PHARMACIENS

PROFESSEURS :

Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinigue Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale

Novembre et Décembre 1985
Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale




Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. CHAHED OUAZZANI Houria
Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHY AOUI Mohamed

Décembre 1988
Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Décembre 1989

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. CHAD Bouziane

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Janvier et Novembre 1990
Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*
Pr. KHARBACH Aicha

Pr. MANSOURI Fatima
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAY AHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOUI Layachi

Pr. CHERRAH Yabhia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
Pr. CHRAIBI Chafiq

Pr. DEHAYNI Mohamed*

Pr. EL OUAHABI Abdessamad

Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Pédiatrie
Pharmacologie — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique V.D a la pharmacie+Dir du
CEDOC

Chirurgie Générale VV.D Aff. Acad. et Estud
Anesthésie Réanimation

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique

Gynécologie Obstétrique

Neurochirurgie




Pr. FELLAT Rokaya

Pr. GHAFIR Driss*

Pr. IDDANE Mohamed

Pr. TAGHY Ahmed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr. BENJAAFAR Noureddine
Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmjid
EMPA

Pr. EL AMRANI Sabah

Pr. EL BARDOUNI Ahmed
Pr. EL HASSANI My Rachid
Pr. ERROUGANI Abdelkader
Pr. ESSAKALI Malika

Pr. ETTAYEBI Fouad

Pr. HADRI Larbi*

Pr. HASSAM Badredine

Pr. IFRINE Lahssan

Pr. JELTHI Ahmed

Pr. MAHFOUD Mustapha

Pr. RHRAB Brahim

Pr. SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. ABDELHAK M’barek

Pr. BELAIDI Halima

Pr. BENTAHILA Abdelali

Pr. BENYAHIA Mohammed Ali
Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHAMI Ilham

Pr. CHERKAOQUI Lalla Ouafae
Pr. JALIL Abdelouahed

Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Chirurgie Générale
Microbiologie

Radiothérapie

Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doyen de la

Gynécologie Obstétrique
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie



Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOQOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Babhia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOQUI CHAFIQ
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique

Médecine Interne

Anesthésie Réanimation

Anesthésie Réanimation

Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie - Directeur HMI Med V
Urologie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Radiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique



Novembre 1998

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AFIFI RAJAA

. BENOMAR ALI

. BOUGTAB Abdesslam
. ER RIHANI Hassan

. BENKIRANE Majid*

. KHATOURI ALI*

Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*
AIT OUMAR Hassan

BOURKADI Jamal-Eddine

ECHARRAB EI Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*
ISMAILI Hassane*
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed EI Hassan
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
ROUIMI Abdelhadi*

Décembre 2000

Pr

. ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. BALKHI Hicham*

. BENABDELJLIL Maria

. BENAMAR Loubna

. BENAMOR Jouda

. BENELBARHDADI Imane
. BENNANI Rajae

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montace r

Gastro-Entérologie
Neurologie — Doyen de la EMP Abulcassis
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Hématologie
Cardiologie

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie- Dir. Hop. Av. Marr.
Anesthésie-Réanimation Inspecteur du SSM
Anesthésie-Réanimation

Médecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie Directeur Hop. Chekikh Zaied
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Neurologie

ORL

Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN EIl Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*

HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf

NOUINI Yassine

SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
. CHKIRATE Bouchra
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL HAOURI Mohamed *

FILALI ADIB Abdelhai

HAJJI Zakia

Pédiatrie

Rhumatologie

Anatomie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale

Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique

Chirurgie Générale

Pédiatrie Directeur. Hop.d’Enfants
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Médecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie Directeur Hopital Ibn Sina
Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

IKEN Ali

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH EIl Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHARMAZ Mohamed
MOUGHIL Said

OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
AZ1Z Noureddine*

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie
Ophtalmologie
Radiologie




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAJJI Larbi*
AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
CHARKAOQOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*
ELABSI Mohamed

EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*
ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LALAOUI SALIM Jaafar*
LOUZI Lhoussain*
MADANI Naoufel

MAHI Mohamed*
MARC Karima
MASRAR Azlarab
MRABET Mustapha*
MRANI Saad*

OUZZIF Ez zohra*
RABHI Monsef*
RADOUANE Bouchaib*
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine*
SIFAT Hassan*
TABERKANET Mustafa*
TACHFOUTI Samira

TAJDINE Mohammed Tarig*

TANANE Mansour*
TLIGUI Houssain
TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN

Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Anesthésie réanimation Directeur ERSM
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie

Pharmacie galénique
Chirurgie générale
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie

Anesthésie réanimation
Microbiologie
Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologique

Médecine préventive santé publique et hygiéne

Virologie

Biochimie-chimie -
ddecine i (s /
Médecine interne 8T/

Radiologie T on®
Microbiologie
Microbiologie A
Radiothérapie b

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale

Traumatologie orthopédie

Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie



Décembre 2008

Pr ZOUBIR Mohamed*

Pr TAHIRI My El Hassan*
Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*

Pr. AIT BENHADDOU EI hachmia

Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Pr. BOUNAIM Ahmed*

Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHAKOUR Mohammed *
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar

Pr. EL OUENNASS Mostapha*

Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna *
Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya
Pr. L’KASSIMI Hachemi*
Pr. LAMSAOQURI Jamal*
Pr. MARMADE Lahcen
Pr. MESKINI Toufik

Pr. MESSAOUDI Nezha *
Pr. MSSROURI Rahal

Pr. NASSAR Ittimade

Pr. OUKERRAJ Latifa

Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani *

PROFESSEURS AGREGES :

Octobre 2010

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne
Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie
Neuro-chirurgie
Radiologie
Rhumatologie
Neuro-chirurgie
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie
Chirurgie Générale
Traumatologie orthopédique
Hématologie biologique

Chirurgie vasculaire périphérique
Hématologie clinique

Chirurgie Générale

Microbiologie

Médecine interne

Gynécologie obstétrique

Rhumatologie

Gastro-entérologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Microbiologie Directeur Hopital My Ismail
Chimie Thérapeutique

Chirurgie Cardio-vasculaire

Pédiatrie
Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie
Cardiologie
Pneumo-phtisiologie




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALILOU Mustapha
AMEZIANE Taoufig*
BELAGUID Abdelaziz
BOUAITY Brahim*
CHADLI Mariama*
CHEMSI Mohamed*

DAMI Abdellah*

DARBI Abdellatif*
DENDANE Mohammed Anouar
EL HAFIDI Naima

EL KHARRAS Abdennasser*
EL MAZOUZ Samir

EL SAYEGH Hachem
ERRABIH lkram

LAMALMI Najat
MOSADIK Ahlam
MOUJAHID Mountassir*
NAZIH Mouna*

ZOUAIDIA Fouad

Mai 2012

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMRANI Abdelouahed
ABOUELALAA Khalil*
BELAIZI Mohamed*
BENCHEBBA Driss*
DRISSI Mohamed*

EL ALAOUI MHAMDI Mouna
EL KHATTABI Abdessadek*
EL OUAZZANI Hanane*
ER-RAJI Mounir

JAHID Ahmed

MEHSSANI Jamal*
RAISSOUNI Maha*

Février 2013

Pr.
Pr.
Pr.
. AMOUR Mourad
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

AHID Samir
AIT EL CADI Mina
AMRANI HANCHI Laila

AWAB Almahdi

BELAYACHI Jihane
BELKHADIR Zakaria Houssain
BENCHEKROUN Laila

Anesthésie réanimation
Médecine interne
Physiologie

ORL

Microbiologie
Médecine aéronautique
Biochimie chimie
Radiologie

Chirurgie pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie plastique et réparatrice
Urologie

Gastro entérologie
Anatomie pathologique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie générale
Hématologie

Anatomie pathologique

Chirurgie Pédiatrique
Anesthésie Réanimation
Psychiatrie
Traumatologie Orthopédique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumophtisiologie
Chirurgie Pédiatrique
Anatomie pathologique
Psychiatrie

Cardiologie

Pharmacologie — Chimie
Toxicologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Réanimation Médicale
Anesthésie Réanimation
Biochimie-Chimie



Pr.
Pr.

0

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENKIRANE Souad
BENNANA Ahmed*

BENSGHIR Mustapha*
BENYAHIA Mohammed*
BOUATIA Mustapha
BOUABID Ahmed Salim*
BOUTARBOUCH Mahjouba
CHAIB Ali*

DENDANE Tarek

DINI Nouzha*

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Mohamed Ali

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ECH-CHERIF EL KETTANI Najwa
ELFATEMI Nizare

EL GUERROUJ Hasnae

EL HARTI Jaouad

EL JOUDI Rachid*

EL KABABRI Maria
EL KHANNOUSSI Basma
EL KHLOUFI Samir
EL KORAICHI Alae
EN-NOUALI Hassane*
ERRGUIG Laila

FIKRI Meryim

GHFIR Imade

IMANE Zineb

IRAQI Hind

KABBAJ Hakima
KADIRI Mohamed*
LATIB Rachida
MAAMAR Mouna Fatima Zahra
MEDDAH Bouchra
MELHAOUI Adyl
MRABTI Hind
NEJJARI Rachid
OUBEJJA Houda
OUKABLI Mohamed*
RAHALI Younes
RATBI Ilham
RAHMANI Mounia
REDA Karim*
REGRAGUI Wafa
RKAIN Hanan
ROSTOM Samira

Hématologie
Informatique Pharmaceutique

Anesthésie Réanimation

Néphrologie

Chimie Analytique

Traumatologie Orthopédie

Anatomie

Cardiologie

Réanimation Médicale

Pédiatrie

Anesthésie Réanimation, —
. g

Radiologie ﬂi

Neuro-Chirurgie g

Médecine Nucléaire ="

Chimie Thérapeutique
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I/-INTRODUCTION

Le concept d'apoptose a été introduit en 1972 par Kerr, Wyllie et Currie
pour décrire une forme de mort cellulaire différente de la necrose, seule forme
de mort cellulaire connue et bien individualisée  jusqu'a cette date.
Contrairement a la nécrose en effet, I'apoptose se caractérise par une rétraction
de la cellule, une agglomération autour du noyau d'organites cytoplasmiques
encore intacts et une modification particuliere de la chromatine nucléaire qui se
condense en volumineux amas, ensemble d'altérations rapidement suivi de la
fragmentation de la cellule en corps apoptotiques qui se détachent alors du tissu

pour étre phagocytés par les macrophages ou les cellules voisines.

Depuis un peu plus d’une décennie, des chercheurs se sont intéresses a la
place que pourrait occuper I’apoptose dans la biologie des parasites et la
physiopathologie des maladies parasitaires, notamment le Paludisme. Un champ
d’exploration passionnant et complexe s’est ouvert, d’ou pourront peut-étre

émerger de nouveaux concepts.

Dans notre travail nous allons étudier le r6le de I'apoptose dans le
Paludisme, particulierement dans I’acces palustre grave ceci en décrivant la mort
apoptotique et ses différents mécanisme dans le paludisme .Une meilleure
connaissance des mécanismes de I’apoptose et de la spécificité tissulaire des
caspases chez le Plasmodium permettront d’envisager une meilleure
compréhension de la physiopathologie du neuropaludisme et d’envisager par la

suite d’apporter de nouveaux moyens thérapeutigue contre le neuropaludisme.






II-GENERALITES SUR L’APOPTOSE
1- Historique et définitions

La mort d’une fraction des cellules d’un organisme est une condition
essentielle a sa croissance, son adaptation et sa survie. La forme la plus
classique de cette mort la nécrose, est la conséquence d’un accident, d’une
agression ou d’une souffrance. Le suicide cellulaire par apoptose est une mort
cellulaire programmée, adaptative et normale. La mort cellulaire programmée,
reconnue au XIXe siecle par Vogt puis Flemming sous le terme de
«chromatolyse » , a été décrite chez les insectes par Richard Lockshin dans les
années 60 puis, le concept d'apoptose a éte introduit en 1972 par Kerr, Wyllie et
Currie [1] pour décrire une forme de mort cellulaire différente de la nécrose,
seule forme de mort cellulaire connue et bien individualisée jusqu'a cette date.
Contrairement la nécrose en effet, | ‘apoptose se caractérise par une rétraction
de la cellule, une agglomération autour du noyau d'organites cytoplasmiques
encore intacts et une modification particuliere de la chromatine nucléaire qui se
condense en volumineux amas, ensemble d'altérations rapidement suivi de la
fragmentation de la cellule en corps apoptotiques qui se détachent alors du tissu
pour étre phagocytes par les macrophages ou les cellules voisines. Le choix par
Kerr et ses collegues du mot apoptose, qui vient du grec, rappelle cette derniere
particularité : il signifie en effet chute et, avec un brin de poésie, comme le
remarque Kerr, la cellule en apoptose se détache de ses voisines comme les
pétales qui se détachent de la fleur ou les feuilles qui tombent des branches en
automne. En réalité, au moment ou le mot est introduit dans la littérature
médicale, ce type de mort cellulaire était connu depuis Longtemps mais faisait

objet de descriptions disparates. Il n'avait pas en effet échappe aux



anatomopathologistes qu’a cOté de la nécrose, les cellules pouvaient aussi
mourir en se contractant (nécrose de coagulation ou nécrose acidophile) ou en
prenant une forme arrondie, comme momifiée (corps de Councilman), avant
d'étre fragmentées en corps apoptotiques, ensemble de caracteres
morphologiques totalement différents de la nécrose ou la cellule qui meurt
présente une atteinte de sa membrane plasmique, un gonflement généralisé ou
ballonisation suivis d'une destruction de tous ses organites, en particulier des
mitochondries. Toutefois, | ‘apoptose ne faisait pas, sauf exception [2] , | “‘objet
de descriptions detaillees et, d'une fagon générale, bien qu'assez souvent
signalée en pathologie, elle était plutdt considerée comme une curiosité
morphologiqgue mal expliquée. Apres la description princeps de Kerr et al.,
I'apoptose est restée pendant pres de 15 ans pratiquement ignorée bien que |
‘équipe de Kerr [3] ait insiste largement sur ses particularités morphologiques et
sur son importance en pathologie. Il revient toutefois a Wyllie d'avoir montré
des 1980[4] que la condensation de la chromatine avait une traduction
biochimique particuliere caractérisee par la fragmentation réguliere de I'ADN en
oligonucleosomes et en nucléosomes, structures qui constituent, comme on sait,
le premier niveau d'organisation du filament d'ADN dans le noyau. Bien plus,
Wyllie avait, dés cette date, émis I*hypothese que cette fragmentation résultait
vraisemblablement de | ‘activation d'une enzyme nucléaire, probablement une

endonucléase, hypothése confirmée en 1998 [5] .

Malgré | ‘importance de ces travaux, l'apoptose n‘a acquis droit de cite que
Lorsqu’on a compris que, contrairement a la nécrose subie passivement par la
cellule a la suite d'une agression extérieure, l'apoptose était un phénomene actif

nécessitant de I'ATP et dépendant de genes pro ou anti-apoptotiques.



En 1982 une description d’un programme génétique specifique de
I’apoptose a été faite, cette découverte essentielle a été faite par Horvitz et son
équipe [6] lors de leurs études des mutants du nématode Caenorhaditis elegans.
Ce vers presente la particularité de voir mourir par apoptose pendant son
développement un nombre constant de cellules. | ‘analyse des facteurs
intervenant dans cette mort naturelle a ainsi permis d'individualiser toute une
série de genes controlant | “‘ensemble des étapes de I'apoptose et dont trois ont
paru d'emblée importants, les genes ced-3 et ced-4 dont | ‘expression favorise le
programme de mort cellulaire [6] alors que le gene ced-9 | ‘inhibe [7] ,
parallelement ces travaux, une autre équipe a individualisé en 1988 a partir du
point de cassure de la translocation t(14;18) des lymphomes humains a cellules
Bun autre gene, appelé bcl-2 (B-ceil lymphoma), qui, quand il était transfecté in
vitro dans des cellules hématopoiéetiques, prolongeait de facon significative la
survie de ces cellules [8] et ceci, comme on s'en est rapidement apergu, en
bloguant I'apoptose [10]. Une étude des effets de la transfection du gene humain
bcl-2 dans le nématode Caenorhabditis elegans [9] , puis | ‘analyse de la
structure des genes bcl-2 et ced-9 et des protéines qu'ils codent ont alors montré
leur étroite analogie [11] .Un autre pas essentiel a été franchi quand on a
constaté que le gene ced-3 codait une protéine dont la structure était tres proche
d'une protéine existant chez 1 ‘homme, | ‘enzyme de conversion de
I'interleukine-1 [12]. Cet enzyme fait partie d'une famille de protéases, les
protéases a cystéine dont dix au moins sont connues chez | ‘homme [13] et
gu'on a appelle caspases (pour cysteine aspartate specific proteinases) [14] a
partir de leurs homologies structurales et fonctionnelles. Bien que d'autres
protéases interviennent aussi dans l'apoptose, on s'est alors rendu compte que les
caspases jouaient un rble essentiel dans la destruction apoptotique car elles
pouvaient dégrader un nombre important de protéines nécessaires a la vie de la
cellule [15] . Ces découvertes ont alors donné a l'apoptose une dimension



nouvelle et rapidement fascinante. Non seulement I'apoptose est différente de la
nécrose, tant sous | ‘angle morphologique que biochimique, mais de plus le
déroulement de cette forme de mort cellulaire est sous un étroit contréle
génétique. On a ainsi réalisé que l'apoptose représentait une fonction cellulaire,
jusqu'a lors ignorée, et qui occupait une place probablement importante dans la
cellule tout comme la différenciation ou le cycle cellulaire [16].

A partir de 1990, les travaux sur l'apoptose ont augmenté de fagon
exponentielle. En 2002, le prix Nobel de physiologie a été attribue a Bob
Horvitz, Sydney Brenner et John Sulston pour avoir identifié le contrle
génetique de la mort cellulaire programmee [17] .

Cette mort programmegée fait partie intégrante de la biologie des cellules,
gu’elles soient organisées au sein d’un tissu ou isolées chez un hote. La
derégulation ou I’inhibition de la mort cellulaire programmeée interviennent de
facon majeure dans la canceérisation des cellules. La résistance des cellules
cancéreuses a certains medicaments est probablement causee en partie par une
résistance a I’apoptose. Le processus de vieillissement, I’athérosclérose et
d’autres manifestations normales ou pathologiques de la physiologie cellulaire
ont un lien étroit avec la régulation de I’apoptose. Depuis un peu plus d’une
décennie, des chercheurs se sont intéresses a la place que pourrait occuper
I’apoptose dans la biologie des parasites et la physiopathologie des maladies
parasitaires. Un champ d’exploration passionnant et complexe s’est ouvert, d’ou
pourront peut-étre émerger de nouveaux concepts. Lutter contre les maladies
causées par des microbes, impligue souvent de chercher a cultiver in vitro ces
agents pathogenes, en utilisant parfois des systemes complexes, comme c’est le
cas pour certains parasites, notamment le Plasmodium.



L’idee de la possibilité d’un mécanisme de I’apoptose chez Plasmodium est
apparue des 1995 a partir d’analogies observées entre la résistance aux
médicaments de Plasmodium et des cellules cancéreuses. Ensuite, cette réflexion
s’est traduite par la premiere demonstration de la fragmentation
oligonucléosomale  de I’ADN  des  formes intra-érythrocytaires
chloroquinosensibles de P. falciparum en 1997 [18]. L’hypothése de I’analogie
faite avec les cellules cancéreuses s’est vérifiée, car seuls les clones sensibles a
la chloroquine ont présenté une fragmentation internucléosomale de I’ADN
tandis que les clones chloroquinorésistants sont restes réfractaires[18] .Depuis
cette importante observation, d’autres sont venues élargir progressivement nos
champs de connaissances sur le sujet. Plus tard, une description classique des
signes d’apoptose associant la condensation de la chromatine, la fragmentation
de I'ADN et l'externalisation des phosphatidylsérines a été faite pendant le cycle

sporogonique de Plasmodium berghei (stade ookinete) chez le moustique [20].

Ces travaux ont démontré que plusieurs caractéristiques de I’apoptose
pouvaient étre retrouvées au stade ookinéte et que cette apoptose pouvait étre
reliée a une activité de type caspasique. De plus, I’utilisation de substances
inhibitrices des caspases a entrainé une baisse de la mortalité des ookinétes,
confirmant la place de cette activité enzymatique essentielle a la définition de

I’apoptose [19].

Plus récemment, différents aspects typiques de I’apoptose, c’est-a-dire
I’exposition des phosphatidylsérines, la dépolarisation mitochondriale et la
fragmentation nucleaire par la méthode TUNEL ont été mises en évidence chez

P. falciparum [21].



2- Importance physiologique de I’'apoptose

Dans toutes les populations cellulaires d’un organisme, le nombre de
cellules résulte d’un équilibre entre les phénomeéenes de multiplication et de
suicide des cellules. Les signaux qui assurent la survie cellulaire, en empéchant
le déclenchement du suicide cellulaire, ne sont pas obligatoirement des facteurs
de croissance, c’est-a-dire des molécules qui déclenchent la multiplication
cellulaire. Toutes les cellules de mammiferes etudiées jusqu’a présent, qu’elles
proviennent d’un embryon, d’un enfant ou d’un adulte, s’autodétruisent des
qu’elles sont privées de contacts avec d’autres cellules ; la survie de chacune des
cellules de I’organisme depend de la réception permanente, ou a intervalles
réguliers, de signaux de survie émis par d’autres cellules et qui empéchent la
mise en route du programme de suicide cellulaire. Un tel mode de
fonctionnement lie étroitement le destin de chaque cellule a celui de I’organisme
tout entier. Il permet a I’organisme d’adapter la taille d’une population cellulaire
a ses besoins : par exemple, lors d’une infection, le nombre des lymphocytes
augmente brutalement, mais, une fois I’infection jugulée, la situation se
normalise par un phénomene massif de suicide cellulaire qui n’épargne qu’un
petit pourcentage de lymphocytes spécifiques de I’agent infectieux, garants de la
mémoire immunologique. Le méme phénomene participe a I’expansion et a la
contraction réguliére de certains organes : le remodelage cyclique de I’utérus,
qui survient chez la femme en I’absence de fécondation, résulte d’épisodes
réguliers de suicide cellulaire, liés a la chute brutale des hormones sexuelles qui
bloquent le suicide cellulaire durant 21 jours. Enfin, la mort cellulaire
programmeée permet I’élimination de cellules devenues anormales et constituant,
de ce fait, un danger pour I’organisme, qu’il s’agisse de cellules infectées, de
cellules présentant des anomalies génétiques, ou de cellules en voie de
cancérisation.



2-1 Apoptose et développement

L’apoptose est un moyen efficace d’éliminer les cellules qui ne sont plus
nécessaires au cours d’un processus d’évolution de I’espece ou de I’individu.
Cette évolution peut étre nécessaire au moment de I’embryogenése afin de
donner leurs formes aux futurs organes en éliminant les structures vestigiales
[22]. Ameisen utilise la métaphore de la sculpture pour montrer comment, en
éliminant des fragments de matiere, on arrive a une forme définitive [19]. Lors
du developpement embryonnaire, on assiste simultanément a une prolifération et
a une différenciation cellulaires, et a la mort cellulaire nécessaire a la mise en
place de différents systemes. Au cours de la morphogenese, la mort cellulaire
programmeée permet I’élimination des tissus non nécessaires (élimination des
tissus interdigitaux lors de la separation des doigts par exemple), la formation de
cavités (ouverture de la bouche par exemple), I’établissement des connexions

interneuronales et la différenciation sexuelle (régression du tractus mullérien).
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Figure 1 : Modelage d’organes:
*(A) formation des doigts «(B) mise en place d’une cavité au sein d’un organe initialement

«pleinx» (ex: cavité pré-amniotique)

Figure 2 : apoptose et développement de I’embryon
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Figure 4 :Apoptose et elimination de structures.
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L'apoptose participe également a la construction de nos deux organes de

régulation les plus complexes, notre cerveau et notre systeme immunitaire.

2-2 Apoptose et systeme immunitaire

L’efficacité remarquable de nos défenses contre la multitude des agents
infectieux environnants est due a I’extraordinaire diversite des mécanismes de
reconnaissance du systeme immunitaire. Chacun des quelques centaines de
millions de lymphocytes qui le composent porte un récepteur qui lui est propre,
et qui lui permet de reconnaitre un agent infectieux capté par les cellules de
I’organisme. Pour créer cette diversité, I’organisme utilise la formidable
puissance du hasard : il permet a un nombre limité de genes de s’associer de
toutes les facons possibles. Toutefois, cette solution crée un probléme grave : un
lymphocyte dont le récepteur a été produit a la suite d’une telle loterie risque de
se tromper d’adversaire et d’attaquer les constituants de I’organisme. Chaque
récepteur lymphocytaire doit étre capable de distinguer les molécules qui
appartiennent a I’individu (les molécules du soi) et qui ne doivent pas activer le
systéme immunitaire, et les molécules des agents infectieux (le non soi) qui
doivent activer le systtme immunitaire : la survie de I’individu en dépend.
L’embryon n’a aucun moyen de distinguer a priori les récepteurs specifiques du
soi et du non-soi. Pendant la grossesse, a I’abri des agressions extérieures et des
agents infectieux, I’embryon fait subir aux lymphocytes encore immatures une
étape de sélection obligatoire, ou I’apoptose joue un rdle essentiel. Si un
lymphocyte reconnait trop bien certains constituants du corps, il risque, un jour,
de les attaquer et de déclencher une maladie auto-immune : il est dangereux et
doit mourir. Au contraire, si un lymphocyte ne reconnait aucun constituant de
I’organisme, il sera incapable d’interagir avec une cellule qui a capté un agent

infectieux : il est inutile et doit aussi périr. La sélection négative d’environ 90%
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des lymphocytes T autoréactifs par apoptose et la sélection positive de 10% des
lymphocytes T de faible affinité pour le complexe majeur d’histocompatibilité

permettent le développement de la tolérance immunitaire.
2-3 Apoptose et systeme nerveux

Dans le systeme nerveux, I’organisation extrémement complexe du cerveau
émerge d’un apprentissage fondé sur un dialogue entre les cellules et sanctionné
par I’apoptose. Dans I’embryon, les cellules nerveuses (les neurones) se
multiplient, se déplacent et envoient des prolongements (les axones) qui leur
permettent d’établir des connexions (les synapses) avec d’autres populations
cellulaires (les muscles ou d’autres neurones) ; les neurones constituent ainsi, de
proche en proche, les reéseaux de communication qui permettent le
fonctionnement du systeme nerveux. Dans la plupart des régions du systeme
nerveux, un neurone sur deux en moyenne meurt pendant la période ou
s’établissent ces contacts.

Durant cette période, le destin des neurones — la survie ou la mort — dépend
de leur capacite a établir un contact avec leur cible. Dés qu’un neurone établit ce
contact, un signal de survie, produit par ses partenaires cellulaires, empéche la
mise en route de I’apoptose. Sont eliminés les neurones inutiles ayant établi des
circuits peu performants qui parasiteraient les circuits efficaces, et les neurones
dangereux ayant établi des connexions aberrantes avec des cellules qui ne sont
pas des partenaires naturels et ne liberent pas les signaux indispensables a leur
survie. Les circuits performants nés de ces dialogues élémentaires forment de
multiples réseaux éphemeéres, dont la stabilisation determine la survie des
neurones. Ainsi nait le systeme nerveux, formé de quelques dizaines de milliards
de neurones spécialises, chacun étant en moyenne relié a une dizaine de milliers

d’autres neurones.
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Figure 5: Apoptose et développement du systéme nerveuxx
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Ainsi, la survie ou la mort d’une cellule résulte d’une combinaison de
facteurs internes (la nature des genes qui s’expriment) et de facteurs externes (la
nature des signaux recus). Certains signaux augmentent la probabilité de

déclenchement de I’apoptose, tandis que d’autres signaux la diminuent.
3-Apoptose et pathologie

Le bon fonctionnement de I’organisme et I’homeéostasie sont assurés grace
au maintien de I’équilibre entre la mort cellulaire et la prolifération cellulaire.
De tres nombreuses maladies sont liées a des déreglements des mécanismes de
controle ou d’exécution du suicide cellulaire. Il peut alors s’agir d’un exces
d’autorégulation cellulaire (excés d’apoptose = sur activation du systeme
apoptotique) engendrant des maladies neurodégenératives (Alzeihmer, Parkison
; chorée de Huntington, sclérose latérale amyotrophique ...), des désordres
immunitaires (SIDA, ...) ou s’agir d’un défaut d’autorégulation cellulaire
(défaut d’apoptose = défaillance du systeme apoptotique) donnant naissance a
des processus néoplasiques (cancers : lymphomes, hépatomes, mélanomes ...) et
de maladies auto-immunes (arthrite rhumatoide...). Une des caractéristiques
fondamentales des cellules cancéreuses, est leur résistance a I’apoptose
physiologique [23;24 ;25].

3-1 Pathologie par exces d’apoptose

Au cours du SIDA, le nombre des lymphocytes T CD4+ et celui des
neurones cérébraux (qui ne sont pas infectés par le virus) diminuent, ce qui
aboutit a un déficit immunitaire et, dans certains cas, a une atrophie cérébrale et

a une démence. Lors des hépatites virales, les cellules du foie (les hépatocytes)

disparaissent brutalement ; parfois, le tissu hépatique est détruit progressivement
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et une cirrhose apparait ; I’alcoolisme chronique a les mémes effets. L’infarctus
du myocarde et les embolies cérébrales conduisent a la mort de cellules
cardiaques ou neuronales. D’autres maladies resultent de la disparition de
certaines populations de neurones : les amyotrophies spinales de I’enfant,
responsables de paralysies, ainsi que de nombreuses maladies dégénératives du
systeme nerveux, qui entrainent un vieillissement cérébral prématuré, telles que
les maladies d’ Alzheimer, de Parkinson et les maladies a prions. Dans toutes ces
maladies, des travaux récents indiquent que la disparition excessive des cellules
est associée a des phénomenes anormaux de suicide cellulaire. On commence a
en connaitre certains mécanismes. Ainsi les produits de I’expression de certains
genes du virus du SIDA (gp120, Tat et VVpr) favoriseraient le déclenchement du
suicide cellulaire ; la surexpression du ligand de Fas déclencherait la disparition
des cellules du foie au cours des hépatites. Les amyotrophies spinales de I’enfant
sont dues a des mutations inactivant des genes (naip et smm) qui, normalement,

empéchent le suicide de certains neurones.

Ainsi, la mort anormale de certaines populations cellulaires au cours de ces
maladies ne serait pas due, comme on le pensait naguére, a des phénomenes de
destruction cellulaire, mais a I’absence d’expression de genes qui, normalement,

bloguent I’apoptose
3-2 Pathologie par défaut d’apoptose

Inversement, d’autres maladies sont dues a une augmentation anormale du
nombre de certaines populations cellulaires. Une augmentation du nombre de
cellules résulte soit d’un exces de la multiplication cellulaire, soit d’une
apoptose insuffisante. Aujourd’hui, on sait que le blocage excessif des

programmes de I’apoptose joue un réle essentiel dans ces maladies, notamment
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dans les cancers. On a longtemps cru que la transformation cancéreuse d’une
cellule résultait uniguement de I’expression anormale de proto-oncogenes, des
génes qui déclenchent la multiplication cellulaire. Plusieurs découvertes ont
remis en question ces dogmes : premierement, le géne bcl-2, dont I’expression
anormale est a I’origine des cancers lymphocytaires humains les plus fréquents,
ne declenche pas la multiplication cellulaire, mais inhibe le déclenchement du
suicide. Deuxiemement, I’expression anormale de proto-oncogenes suffit, a elle
seule, a déclencher le suicide cellulaire. Ces genes n’entrainent la multiplication
cellulaire qu’a condition que d’autres genes soient aussi exprimeés pour bloquer
le suicide cellulaire. Ainsi, I’inhibition anormale du suicide cellulaire est une
étape essentielle de la cancérisation. La transformation cancéreuse peut étre lice
a I’inactivation anormale d’une autre famille de génes, les anti-oncogenes ou
genes suppresseurs de tumeurs, qui, normalement, freinent la multiplication
cellulaire. Or, le géne suppresseur de tumeur p53, dont I’inactivation par
mutation survient dans plus de la moitié des cancers humains, participe au
déclenchement du suicide cellulaire. Comme [I’activation du géne B-Cell
Lymphoma Protein 2 (bcl-2), I’inactivation du géne p53 favorise la survie
anormale des cellules. Le gene p53 veille a I’intégrité du génome cellulaire :
lorsque survient une altération génétique, il oblige la cellule soit a interrompre
sa multiplication et a réparer la lésion génetique, soit a déclencher son suicide.
Les mutations inactivant le géne p53 permettent aux cellules lésées de se
multiplier et de subir de nouveaux remaniements genétiques qui favorisent la
transformation tumorale. La plupart des traitements anticancéreux, de la
radiothérapie aux chimiothérapies, agissent en forcant les cellules cancéreuses a
s’autodetruire. Toutefois, I’accumulation d’altérations génetiques, en inhibant le

suicide, favorise la résistance aux traitements anticancéreux. Le blocage anormal
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des programmes de suicide cellulaire participe aussi a la disséemination des
cellules cancéreuses dans I’organisme, un des mécanismes qui font la gravité des
cancers. Une cellule normale qui migre dans un organe autre que le sien s’y
suicide, parce qu’elle n’y trouve pas les signaux de survie néecessaires au
blocage de son programme d’autodestruction. En revanche, une cellule
cancéreuse dont le programme de suicide est bloqué peut survivre en I’absence
de signaux appropriés, et coloniser de nouveaux organes en formant des
métastases. Tous les intermédiaires existent, entre les tumeurs dont les cellules
meurent en grand nombre, mais se multiplient plus qu’elles ne meurent, et les
tumeurs les plus agressives, dont les cellules se multiplient sans mourir. Toutes
les tumeurs, une fois qu’elles ont atteint une certaine taille, ont besoin de
construire, et d’attirer a elles un réseau de nouveaux vaisseaux sanguins pour se
nourrir. Des travaux récents ont révelé que des molécules qui provoquent le
suicide des cellules endothéliales composant ce réseau de nouveaux vaisseaux
entrainent, indirectement, le suicide des cellules cancéreuses, soudain privées de
I’apport sanguin indispensable a leur survie : elles conduisent alors a la
disparition de la tumeur. Ces travaux pourraient ouvrir une nouvelle voie
thérapeutique anticancéreuse. Le déreglement des programmes de suicide
cellulaire joue aussi un rble essentiel dans les maladies infectieuses. Le
déclenchement des mécanismes de suicide cellulaire dans les cellules infectées
et dans les cellules avoisinantes, aprés pénétration d’un agent infectieux,
représente, pour I’hdte, un mécanisme de defense ancestral ; cette «stratégie de
la terre brhlée» empéche I’agent infectieux de le coloniser. Toutefois, de
nombreux virus ont contre-attaqué en exprimant des genes qui bloquent le
suicide des cellules qu’ils infectent. Le virus d’Epstein-Barr (I’agent de la

mononucléose infectieuse) exprime deux genes qui inhibent le suicide cellulaire,
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bhrf-1, qui ressemble a bcl-2 et exerce la méme action, et Imp-1, qui declenche
I’expression de bcl-2 dans la cellule infectée. Le papillomavirus (a I’origine de
certains cancers genitaux) exprime le géne e6, qui degrade la protéine codee par
le gene p53. L’adénovirus exprime a la fois le géne ela qui déclenche la
multiplication de la cellule infectée, mais aussi (comme les proto oncogenes) le
suicide cellulaire, et le gene elb, qui inactive p53 et prévient le suicide. Ainsi, le
virus entraine la survie et la multiplication de la cellule infectée, et se propage.
Outre ces virus, des bactéries et des parasites peuvent aussi dérégler les
programmes de suicide, soit dans les cellules infectées, soit dans des cellules
non infectées. Ainsi, I’activation ou I’inhibition des phénomeénes de suicide
cellulaire déterminerait la persistance ou I’élimination des agents infectieux et
pourrait étre utilisée comme une nouvelle cible pour le traitement des maladies

infectieuses. .

EXCES D apoptose DEFICITN D APOPTOSE
* Sida * Infection virale
» Maladies neurodégénératives Adénovirus
Alzheimer Virus de I’herpés
Parkinson * Cancer:
Sclérose amyotrophique latérale Lymphome folliculaire
» Maladies auto-immunes Tumeurs hormono-dépendante
* Lésions ischémiques: Carcinomes
Infarctus du myocarde *Maladies auto-immunes:
Attaque cérébrale Syndrome hyperéosinophilique
* Diabeéte de type | Lupus érythémateux
* Thyroidite d’Hashimoto Polyarthrite rhumatoide
* Colite ulcéreuse Maladie de Basedow

Tableau 1 : les Pathologies humaines impliquant une dérégulation de I’apoptose.
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4-Difference entre apoptose,nécrose et autophagie

Classiqguement, on distingue deux types de mort cellulaire : la mort
cellulaire par apoptose et la mort cellulaire par nécrose. Différents criteres
biochimiques et morphologiques permettent de les distinguer) [26] .

L’apoptose est une forme de mort caractérisée par la condensation de la
cellule et du noyau et la préservation de I’intégrité de la membrane
cytoplasmique. Une cellule mourant par apoptose présente des modifications
morphologiques caractéristiques qui commencent par une condensation du
cytoplasme et de la chromatine nucléaire. La membrane plasmique bourgeonne
transitoirement, puis la cellule se fragmente en corps apoptotiques qui sont
reconnus et ingérés par des cellules environnantes. Ces modifications
s’accompagnent d’une fragmentation de I’ ADN.

Contrairement a I’apoptose, la nécrose est une mort cellulaire dite
"accidentelle™ qui survient lors d'un dommage tissulaire et elle implique des
groupes de cellules. Lors de la nécrose, la cellule devient enflée, puis la
membrane cellulaire éclate deversant le contenu cellulaire dans le tissu
environnant et provoquant I'inflammation. Les mitochondries et le noyau restent
intacts tout au long de ce processus.

Quant a I’apoptose, elle ne provoque pas d'inflammation : les membranes
plasmiques ne sont pas détruites, et la cellule émet des signaux (en particulier,
elle expose sur le feuillet externe de sa membrane plasmique de la
phosphatidylsérine, un phospholipide normalement constitutif de son feuillet
interne) qui permettront sa phagocytose par des globules blancs, notamment des
macrophages [19;27]. Ces descriptions sont a distinguer de I’autophagie, qui est
un processus normal de renouvellement des constituants cellulaires et qui est
associée a un processus de mort de la cellule qui peut étre altéré au cours du
cancer [28].
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APOPTOSE

Figure 6 :Difference apoptose,ncrose,autophagie

(Les fleches montrant les vacuoles d’autophagie)
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La mort cellulaire autophagique, a d’abord été identifiée dans les cellules
privees de serum. Elle est parfois qualifiée de « mort cellulaire programmée de
type Il » par opposition a I’apoptose, alors qualifiée de « mort cellulaire de type
| ». La premiére se caractérise par la vacuolisation du cytoplasme, la seconde
par la condensation de la cellule. Ces deux morts cellulaires sont trés liees et
souvent associées [29] . L’autophagie est indépendante des caspases et se
caractérise par la dégradation progressive des composants du cytoplasme. Elle
commence par la séquestration de composants du cytoplasme dans des aut
phagosomes, se poursuit par la fusion des auto phagosomes avec les lysosomes
pour former des vacuoles d’autophagie et se termine par la picnose du noyau.
Comme dans I’apoptose, il n y a pas de rupture de la membrane plasmique et

elle conduit a la phagocytose des cellules mortes [30,31].

Il est important de souligner qu’il n’existe pas de barrieres nettes entre ces
différentes formes de mort cellulaire qui partagent en communs de nombreux
mécanismes et facteurs declenchants. Par exemple les lysosomes, directement
impliqués dans I’autophagie, pourraient également déclencher I’apoptose par

activation mitochondriale [19 ;32].
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Nécrose

Apoptose

Mort anormale des cellules

Spontanée, ne nécessite pas d’énergie

Bourgeonnement cellulaire

Fragments ADN de taille aléatoire

Perte de l'intégrité membranaire du fait de la lyse

Contenu cellulaire libéré dans I'environnement cellulaire :

inflammation

Phagocytose des débris cellulaires par les macrophages chez

les organismes multicellulaires

Mort cellulaire programmée

Contrdlée, requiert de I'énergie (ATP)

Rétrécissement des cellules, sans inflammation

Fragmentation de I’ADN : taille multiple de 185 bp

Membrane plasmique bourgeonne mais reste intacte

Bourgeonnement des corps apoptotiques (contenu

cellulaire encapsulé) (cf. Figure 3)

Phagocytose des corps apoptotiques par les macrophages
chez les organismes multicellulaires [Arden et

al. 2006]

Tableau 2 : Différence apoptose nécrose.
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5-Modele d’étude : apoptose chez le Caenorhabditis. elegans

La majeure partie de nos connaissances actuelles sur les mécanismes
moléculaires de la régulation de lI'apoptose provient de travaux menés sur le

nématode Canorhabditis elegans .

Ainsi, la sélection par mutagenése chimique de larves présentant des
défauts d'élimination des cellules au cours du développement a permis
I'identification de 11 génes impliqués dans la régulation de la mort cellulaire

programmé chez C. elegans.

Figure 7: Mutagénese chimique chez les larves de C. Elegans
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Parmi ces genes, 3 furent identifiess comme des regulateurs clé de
I'apoptose dans toutes les cellules somatiques, il s'agit de ced-3, ced-4 et ced-9
(ced pour Canorhabditis elegans death). Ced-3 et ced-4 sont tous deux requis
pour la mort cellulaire. En effet, une mutation conduisant a une inactivation de
I'un ou l'autre de ces génes aboutit au blocage de I'apoptose dans chacune des
131 cellules somatiques du ver. ced-9, pour sa part, a une fonction antagoniste
de ced-3 et ced-4 en ce sens qu'il est capable de promouvoir la survie. Ainsi une
perte partielle de fonction de ced-9 est létale, suite a une mort cellulaire

exacerbée, alors qu'un gain de fonction de ced-9 conduit a un exces cellulaire.

Signaux
développement (Fern
— N CED
tGL L
__4 e L Inhibition de Ced-9 par EGL-1

frocend Bcend

) ﬁ a g ,-i.:[-u';"'*

Activation de Ced-3

Apoptosome et apoptose

Exécution de I'apoptose chez C.elegans o
Modifié d'aprés Lettre et Hengartner 2006

Figure 8: exécution de I’apoptose chez C.elegans
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Le clonage de ces différents génes a révélé que (Tableau 3) :

— Ced-3 est une cystéine protéase a substrat aspartate (caspase)

synthétisée par la cellule sous forme de précurseur inactif ;

— Ced-4 est un activateur qui se lie a Ced-3, permettant la production

de la caspase active ;
— Ced-9 en interagissant avec Ced-4 I'empéche d'activer Ced-3 ;

Egl-1 en se liant & Ced-9 permet la libération de Ced-4 qui peut se lier a

Ced-3 pour l'activer.

Chez les mammiferes, Ced-3 a pour homologue la caspase-1 ; Ced-4,
I'Apaf, protéine proapoptotique ; Ced-9, les protéines anti-apoptotiques de la
famille Bcl-2 et Egl-1, les proteines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 a
domaine BH3 (Figure 8, Tableau 3)

Inhibiteur des régulateurs ) )
L ; Régulateurs Adapteurs Protéases
(protéines a domaine BH3)
NEMATODES
CED-9 CED-4 CED-3
EGL-1
VERTEBRES
) Bcl-2 Apaf-1 Caspases
Bad, Bid...

Tableau 3 : Conservation des différentes grandes familles de proteines impliquées dans

I’apoptose, du nématode aux vertébrés [39].
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C.Elegans Mammiféres

0@ 0O

MORT MORT

Figure 9 : Schéma simplifié représentant les protéines essentielles au programme de mort

cellulaire chez C. elegans et chez les mammiferes
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6-Apoptose chez les organismes pluricellulaires

Essentiellement, le mécanisme d’apoptose est gouverné par deux
principales voies d’activation. La premiere, dite extrinseque (ou voie des
récepteurs de mort) est initiée a la surface de la cellule par des récepteurs
membranaires appartenant a la superfamille des récepteurs au TNF (récepteurs
Fas, TNF, TRIAL). La seconde, appelée voie intrinseque de I’apoptose, met en
jeu la mitochondrie qui occupe une place centrale dans les mécanismes de
I'apoptose. Cette voie est gouvernee par des protéases appelées « caspases »
appartenant a la superfamille de Bcl-2 (celles qui sauvent Bcl-2 et Bc-x par
exemple et celles qui tuent Bax et Bak par exemple) et les molécules
adaptatrices Apaf-1 (apoptotic proteaseactivating factor). Ces deux voies
conduisent a I’activation de protéases a cystéine appelées caspases, responsables

des phénomenes morphologiques et biochimigues observes.

Une troisieme voie activée en réponse a un stress et faisant intervenir le

réticulum endoplasmique (RE) a également éte décrite.
A -La voie extrinséque ou *'voie des récepteurs de mort cellulaire™

La voie extrinseque déclenchée par la liaison de ligands a des récepteurs
spécifiqgues appartenant a la super famille des récepteurs du "Tumor Necrosis
Factor" (TNF) situés au niveau de la membrane plasmique [33]. Ces récepteurs,
de type TNF-R1 ou Fas, via la présence dans leur portion intracellulaire d’un
domaine appelé "domaine de mort" (DD, death domain), assurent la

transmission du signal de I’apoptose.
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L’interaction des recepteurs TNF-R1 (ou p55) ou Fas (appelé aussi CD95
ou APO-1) avec leur ligand naturel (ou un anticorps monoclonal agoniste)
permet I’assemblage d’un complexe multi protéique cytoplasmique (contenant la
protéine FADD, Fas-Associated Death Domain) appelé DISC (Death-Inducing
Signaling Complex).

OPGL TRAN TWEAK LT/
FLNKL APDHL APCRL CogsL  THRa LIB LIGHT
THANGE
Ligands
Domaine
Récepteurs riche en Cys
Domaine
0 o O miie g demort
TRAILRT  TRAILAZ D3 ARG THIER
TLR'T BND o o TR aod  Fms (DD) 80 aa
UH'E APOZ  KILER W 05
ThICKZ TRAMP
LARD
Schmitz ef al, 2000

Death Domain:  structure similaire au DED
nécessaire pour transmettre le signal de mort

Figure 10 : schéma represantant la strucrure du domaine de mort (DEATH DOMAIN)
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Ce complexe initie I’enclenchement de la cascade apoptotique par
I'activation principalement de la procaspase-8. L’activation consécutive des
caspases-3, -6 et -7 par un clivage protéolytique de la caspase-8 induit
I’autodestruction cellulaire en clivant des substrats essentiels au maintien de la
vie cellulaire [34,35,36]. Cette voie implique également la mitochondrie par
I'intermédiaire d'une protéine pro-apoptotiqgue, homologue de la famille bcl-2, la
protéine Bid, activée par le clivage de la caspase-8 pour génerer une protéine
Bid tronquee (tBid) [37]. Cette protéine une fois activée crée des pores au sein
de la membrane mitochondriale et entraine la libération de cytochrome-c dans le
cytosol . Il est a remarquer que cette voie peut étre inhibée au niveau des
récepteurs par une protéine appelée FLIP-S, homologue inactif de la caspase-8,

qui entre en compétition avec cette derniere [38,39].

TNF —
D La fixation d'un ligand sur

un récepteur de mort
conduit a la trimérisation
du récepteur qui lui permet
d'étre actif

FAS/CD95
DR4 DR5 §

Death

Inducing FADD

Signaling

Complex
Caspases
8 et 10

Caspases 8 et 10 l
l Caspases
Caspases effectrices effectrices Calspase 2
APOPTOSE APOPTOSE

Figure 11 : La signalisation de la voie extrinséque
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1-La superfamille des récepteurs au TNF et leur ligand

Les récepteurs de mort appartiennent a la superfamille des récepteurs au
TNF (Tumor Necrosis Factor) et comportent TNF-R1 (Tumor Necrosis Factor
Receptor 1), TNF-R2, Fas, DR3 (Death Receptor 3), DR6, TRAIL-R1 (TNF
Related Apoptosis Inducing Ligand Receptor 1), TRAIL-R2, EDAR et p75NTR
(p75 Neurotrophin receptor) qui sont des protéines transmembranaires de type 11
a activité pro-apoptotique. Par ailleurs, ces récepteurs partagent la méme
structure : tous sont muni d’un domaine de mort en C Terminal (a I’exception de
TNF-R2) et de domaines riches en cystéines sur leur partie extracellulaire . Au
sein de cette superfamille des récepteurs au TNF, on distingue la classe des
récepteurs leurres (ou Decoy Receptor) composée des membres : TRAIL-R3,
TRAIL-R4 et DcR3 et I’Ostéoprotégérine (OPG). Ces derniers n’ont pas de
domaine intracellulaire et ne transduisent pas de signal apoptotiqgue mais sont
capables de fixer les mémes ligands que les récepteurs [40] .Les ligands des
récepteurs de mort et des récepteurs leurres sont EDAL, NGF, TNF, TL1A, FasL
et TRAIL. Ces ligands sont synthétisés sous une forme membranaire mais
peuvent étre sécretes sous I’action de métallo protéases [41]. Il est a noter que le
ligand du récepteur DR6 n’a pas été identifié. Toutefois, il a récemment eté
montré que DRG6 était capable d’interagir avec la partie N-terminale d’un autre
récepteur transmembranaire : N-APP (beta Amyloid Precursor Protein) et que
cette interaction était capable d’induire I’activation des caspases 3 et 6 in vitro et
in vivo sur différents types cellulaires tels que les neurones commissuraux [42].
Les etudes futures montreront si la fixation de N-APP sur DR6 entraine la

formation d’un DISC a I’origine de I’activation des caspases.
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Figure 12 : structure de la famille TNF et ligands

33



2- Le death inducing signaling complex (DISC)

Suite a la fixation du ligand, les récepteurs de mort s’homotrimérisent par
interaction entre leur premier domaine N-Terminal riche en cystéine nommé
PLAD (PreLigand Assembly Domain) et vont recruter les différentes protéines
du DISC via leur domaine de mort. Les récepteurs de mort sont capables de
former deux types de DISC. L’un est formé en une seule étape de recrutement
(récepteurs Fas, TRAIL-R1 et TRAIL-R2) : suite a la fixation du ligand, le
trimere de récepteurs recrute via ses domaines de mort la protéine FADD, les
procaspases 8/10 et va permettre leur activation puis I’activation des caspases
effectrices . Le second type de DISC (récepteurs TNF-R1, DR3 et DR6) se
forme de maniére séquentielle suite a I’association de deux séries de protéines
adaptatrices formant le complexe de type | puis le complexe de type I1) [40]:
apres leur trimérisation les récepteurs recrutent tout d’abord via leur domaine de
mort les protéines adaptatrices RIP (Receptor Interacting Protein), TRADD
(TNF-R Associated Death Domain protein) ainsi que les protéines TRAF1 et
TRAF2 (TNF-R Associated Factor). Ce complexe dit de type | est ensuite
transloqué dans le cytosol ou il s’associe avec FADD et les procaspases 8/10

formant le complexe de type 11 a I’origine de I’activation des caspases initiatrice.
3-Roéle physiologique des récepteurs de mort

Les récepteurs de mort n’étant pas exprimés de maniere ubiquitaire, leur
fonction est tissu-dépendante. Il est a noter que les récepteurs de mort ont des
fonctions pro et antiapoptotiques ce qui peut paraitre contradictoire avec la
définition méme de ces recepteurs. Toutefois, les cellules (en particulier les
cellules du systeme immunitaire) sont confrontées au méme moment a de

nombreux signaux (ceux mediés par les récepteurs de mort mais aussi tout un
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ensemble de signaux medié par d’autres cellules du systeme immunitaire tels
que les Interleukines) qui vont activer ou inhiber différents régulateurs pro ou
anti-apoptotiques des voies de signalisation induite par les récepteurs de mort
[43].
3-1 Maturation et fonctionnement du systeme immunitaire

Les récepteurs de mort et leurs ligands sont importants pour la
différenciation, la maturation et I’activation des leucocytes au cours de la
réponse immunitaire. Néanmoins, cette fonction ne serait pas toujours liée a
I’induction de I’apoptose. En effet, il a é&t¢ montré que le TNF pouvait avoir un
double réle sur les cellules exprimant TNF-R1, d’une part en induisant la mort
des lymphocytes auto-réactifs mais aussi d’autre part en contribuant a la
prolifération et donc a I’expansion clonale, au cours d’une infection, des
lymphocytes ayant acquis une specificité antigénique conduisant a leur
differenciation en lymphocytes effecteurs [44]. De maniere similaire, Fas et
TRAIL-R1/2 interviennent dans la maturation et la sélection des lymphocytes T
et B et ont un réle dans la réponse immunitaire cytotoxique (élimination par
apoptose des cellules infectées par des parasites intracellulaires par le couple
FasL/Fas). Le récepteur DR6 quant a lui est impliqué dans la maturation des
cellules dendritiques (DeRosa et al., 2008). Enfin, DR3, Fas et leurs ligands
respectifs TL1A et FasL sont connus pour participer a la stimulation des
lymphocytes T au cours de la réponse immunitaire en agissant notamment sur

les cellules dendritiques [45;46]
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3-2 Controéle de la tumorigenese :

Fas et TRAIL-R1/2 Ces deux récepteurs auraient un role dans
I’immunosurveillance tumorale. En effet, il a ét¢é montré que les cellules
tumorales sont plus sensibles a I’apoptose médiée par TRAIL que les cellules
normales [47] .De plus, les souris mutantes pour TRAIL ou Fas (Knock Out)
développent plus frequemment des tumeurs primaires et des métastases en
comparaison avec des souris sauvages [48,49] Ce phénotype associé a la perte
de TRAIL et Fas implique que ces deux protéines participent a I’induction
spécifigue de I’apoptose des cellules tumorales in vivo. Une explication vient du
fait que les cellules NK (Natural Killer), les lymphocytes B, les monocytes et les
cellules dendritiques sous certaines stimulations (en particulier par les
interférons de type | et Il) expriment le ligand TRAIL a leur surface et
pourraient donc induire spécifiquement I’apoptose des cellules anormales dont
les cellules tumorales [50 ;51 ;52]. Récemment, il a été montré que FasL avait
également une efficacité proapoptotique accrue a I’état membranaire par rapport
a un état sécréte [53]. En outre, les souris exprimant uniqguement une forme
membranaire de FasL présentent une réduction de la tumorigenese hépatique par
rapport aux souris exprimant la forme sécrétée de FasL suggérant que FasL et
TRAIL ont des modes d’action similaires dans le controle de la tumorigenese
[53] .
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3-3 Fonctions indépendantes du systeme immunitaire

Plus récemment, il a été montré que certains récepteurs de mort étaient
exprimes dans des tissus indépendants du systéme immunitaire et qu’ils y
jouaient des roles essentiels. Ainsi, le récepteur TNF-R1 est exprimé dans les
cellules du colon et favorise leur survie [54]. D’autre part, le récepteur DR3
participerait a la différenciation des ostéoblastes et a la régulation de
I’angiogenese [55 ;56].Enfin, le récepteur p75NTR se distingue des autres
récepteurs de mort de par son r6le majeur dans le systeme nerveux. Il est en effet
impligué dans le contrdle de la mort des neurones du systeme sympathique et

des motoneurones [57 ;58].
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La voie des « recepteurs de mort » ou voie extrinseque
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Role im ans la mise en place d'un systeme immunitaire fonctionnel

Figure 13 : schéma montrant la signalisation de la voie extrinseque
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4-Proteines régulatrices de la voie extrinseque
4-1 Le role des Decoy Receptor

Les Decoy Receptor (DcR) ou récepteurs leurres — TRAIL-R3, TRAIL-R4,
DcR3 et I’OPG : ont une structure identique aux récepteurs de mort a ceci pres
qu’ils n’ont pas de domaine intracellulaire et sont donc incapables de transduire
un signal pro-apoptotique [59,40 ;60] Ils modulent donc I’effet des récepteurs de
mort et entrant en compétition avec leurs ligands [60]. Ainsi, TRAIL-R3 et
I’OPG diminuent la sensibilité des lymphocytes périphériques a I’apoptose
médiée par TRAIL [59 ;61]. Par ailleurs, DcR3 bloque I’apoptose des cellules
endothéliales mediees par le ligand TL1A ce qui entraine une stimulation de
I’angiogenese. En effet, il a été montré que DcR3 induit in vitro et in vivo
I’apparition de nouveaux vaisseaux sanguins [56]. Enfin, TRAIL-R4 est exprimé
de maniere ubiquitaire et permettrait de protéger les cellules saines de I’apoptose
médiée par TRAIL. De plus, TRAIL-R4 est capable de bloguer I’apoptose via
deux mécanismes : d’une part en fixant TRAIL et en I’empéchant de fixer
TRAIL-R2 mais aussi d’autre part en liant TRAIL-R2 via son domaine PLAD
masquant alors le site de fixation de TRAIL sur TRAIL-R2 [62] .Cette
deuxieme hypothése a été émise suite a I’observation que des cellules
surexprimant TRAIL-R2 et un mutant de TRAIL-R4 incapable de fixer TRAIL

sont résistantes a la mort médiee par TRAIL [62].

Certaines tumeurs expriment fortement les récepteurs leurres. Elles
deviennent alors insensibles a la mort médiée par TRAIL, ce qui favorise la
progression tumorale. En ce sens, I’expression des DcR a récemment été
caractérisée comme un facteur pronostic dans les tumeurs mammaires et
colorectales [63 ;64]

39



4-2. Protéines régulatrices a domaine DED

Par interaction homotypique impliquant leur domaine DED, les protéines
c-FLIP, TRAF1, TRAF2 et RIP sont capables de s’associer a FADD et de
moduler I’activite du DISC . C-FLIP (Cellular FLICE/Caspase 8 Inhibitory
Protein) est un homologue de la caspase 8 comportant un domaine DED et un
site catalytique inactif. C-FLIP est exprimé sous 3 formes : une forme longue (c-
FLIPL), et deux formes courtes (c-FLIPS et c-FLIPR). Alors que les formes
courtes sont décrites pour interagir avec FADD et la pro-caspase 8, inhiber

I’interaction FADD/Caspase 8, et donc avoir un rdle anti-apoptotique [65] .

Le rble de la protéine c-FLIPL est controversé. En effet, certaines études
déecrivent c-FLIPL comme un facteur pro- apoptotique [66 ;67] et d’autres au
contraire  comme un facteur anti-apoptotique [68] .Ces deux fonctions
antagonistes de c-FLIPL peuvent s’expliquer par son taux d’expression.
Lorsqu’elle est fortement exprimée, c-FLIPL entrerait en compétition avec la
caspase 8, empécherait sa fixation sur FADD, et donc I’induction de I’apoptose ;
au contraire, a un taux plus faible, c-FLIPL serait toujours adressé au DISC et

interagirait avec la caspase 8.

C-FLIPL modifierait la conformation du domaine catalytique de la
procaspase 8 lui permettant d’acquérir une activité caspase suffisante pour cliver
des substrats synthétiques in vitro et pour son auto-activation par protéolyse
[66 ; 69].

Par ailleurs, c-FLIP participe au recrutement des protéines RIP et TRAF1/2
au sein du DISC [70]. L’activité kinase des protéines RIP et TRAF1/2 est a
I’origine de I’activation de la voie JNK (c-Jun N-Terminal protein Kinase) qui

aboutit a I’activation de nombreux facteurs de transcription tels que c-Jun, JunD

40



et c-Myc[71;72] . Ces derniers activent la transcription de genes pro-
apoptotiques, tels qgue TNFa, FasL ou encore PUMA aboutissant a une boucle
d’amplification positive du signal pro-apoptotique [73 ;74] .RIP et TRAF1/2
peuvent aussi conduire a la phosphorylation de la protéine IkB qui séquestre
sous forme non-phosphorylée, le facteur de transcription NFkB dans le

cytoplasme.

Ainsi, la phosphorylation d’IkB permet la libération de NF«xB qui, sous
forme dimérique, est transloqué dans le noyau et active la transcription de
multiples genes tels que les IAPs, des protéines inhibitrices de la voie
mitochondriale et les genes TRAF1/2 conduisant a une boucle d’amplification

d’un signal anti-apoptotique [74 ;44].
4-3. Les protéines accessoires régulatrices du DISC

D’autres protéines sont capables d’interagir avec le DISC : Daxx, FLASH
et FAF-1 . Daxx et FLASH stimulent respectivement I’activation de la voie JNK
et de la caspase 8 [76]. FAF-1 (Fas Associated Factor 1) interagit avec Fas,
stimule I’activation de la caspase 8 et au contraire, blogue I’activation de la voie
NF«B [77 ;78] .

Il est également a noter que le processus d’oligomerisation des récepteurs
de mort est dépendant de leur phosphorylation controlée notamment par la
protéine phosphatase FAP-1 (Fas Associated Phosphatase 1) et de la protéine
kinase Fyn [79].
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B- La voie intrinséque ou "'voie mitochondriale"

Les membres de la famille de Bcl-2 participent a la voie intrinséque en
agissant sur la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (MOMP
: Mitochondrial outermembrane permeabilization) qui conduit au relargage du
cytochrome c¢ de la mitochondrie. Le cytochrome c libéré dans le cytosol
s’associe avec Apaf-1 (Apoptotic Protease- activating factor), la protéine qui
permet le recrutement ATP-dépendant de la pro-caspase-9 par I’intermediaire
des domaines CARD présents a la fois sur la caspase-9 et sur Apaf-1. Le
complexe ainsi formé est appelé apoptosome et permet I’activation de la
caspase-9 [80]. Par ailleurs, comme son pro domaine n’est pas clivé suite a son
activation, la caspase-9 reste liée a I’apoptosome au niveau duquel elle active
directement la caspase-3. La caspase-2 est également activee par la voie
intrinseque mais plus spécifiguement en réponse a des dommages a I’ADN
déclenchés soit directement par les radiations ionisantes ou indirectement par
I’étoposide qui, en inhibant la topoisomerase 11, favorise les cassures de I’ADN
[81].Dans ces conditions, le suppresseur de tumeur p53 est activé et induit
I’expression de PIDD (p53-induced protein with a DD). Par interaction avec le
DD, PIDD recrute RAIDD (RIP (Receptor interacting protein)-associated ICH-
1/CED-3 homologous death protein with death domain) qui a son tour recrute la
procaspase-2 par I’intermédiaire du domaine CARD présent a la fois sur RAIDD
et sur la pro- 12 caspase-2. Le complexe multimoléculaire forme, nomme
PIDDosome, sert de plateforme d’activation pour la caspase-2 [82]. Des études
in vitro indiquent qu’une fois activée la caspase-2 peut activer la caspase-8 et
participer a la perméabilisation des membranes mitochondriales par

I’intermédiaire du clivage de Bid [83].
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Figure 14 : schémas simplifiés montrant la signalisation de PIDDosome et Apoptosome
1 -Les stimuli induisant cette voie :

Les stimuli capables d’induire la voie intrinseque sont variés. En effet, cette
voie peut étre induite soit de maniére directe suite a des dommages
mitochondriaux induits par des UV, un choc thermique ou bien une privation en
facteur de croissance qui vont entrainer le relargage du cytochrome C, la
formation de I’apoptosome et I’apoptose ; soit de maniere indirecte suite a un
stress génotoxique ou bien a I’induction de la voie des récepteurs de mort. Dans
ce deuxieme cas, I’induction de la voie mitochondriale est liée a I’activité des

procaspases 8/10.

43



2 - La famille des protéines Bcl-2

La voie intrinseque implique une famille de proteine particuliere : les
protéines de la famille Bcl-2 (B-cell Lymphoma) qui régulent Ila
permeéabilisation de la membrane externe de la mitochondrie. Cette famille
comprend des protéines a fonction et structure variable (nombre de domaines
BH pour Bcl-2 Homology) que I’on peut diviser en trois classes : les inducteurs
de I’apoptose ou BH3-only protein (Bim, PUMA, Noxa, Bik, Bmf, Bad, Hrk et
Bid), les effecteurs de I’apoptose (Bak, Bax, Bok), et les inhibiteurs de
I’apoptose (Bcl-2, Bcl-XL, Bel-w, Mcl-1, Al).

Les protéines de la famille Bcl-2 sont des régulateurs clés de I’apoptose
puisque leur principale fonction est de contrdler la perméabilité membranaire de
la mitochondrie et particulierement, la libération de protéines apoptotiques par
cette organelle. lls sont donc des acteurs principaux de la voie intrinseque de
I’apoptose. La protéine Bcl-2 a été la premiére identifiée en lien avec le
lymphome folliculaire humain d’ou son nom B-cell lymphoma-2 I’inverse des
oncogenes connus, il ne favorise pas la prolifération cellulaire, mais bloque la
mort cellulaire [84] .Chez les mammiferes il existe une grande famille de
protéines Bcl-2 avec environ 25 membres [85 ;36] qui peuvent étre divisees en

deux classes : ceux qui inhibent I’apoptose et ceux qui la favorisent.
2-1- Structure

Ces protéines se caractérisent par la présence d’au moins un domaine
homologue a Bcl-2 (BH domain). Il existe 4 domaines BH conservés notes BH-
1 a BH-4.La famille de protéines Bcl-2 peut étre divisée en 2 groupes, bases sur

leurs caractéristiques structurales et leur role dans I’apoptose (Figurel5 ):
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eLes protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2, Bcl-XL, Bel-w, MCL-1 qui
se caracterisent par la présence de 4 domaines BH (BH-1 a BH-4).

elLes protéines pro-apoptotigues comme comme Bax, Bak, Bok qui
contiennent trois domaines BH (BH-1 a BH-3). Certaines de ces protéines ne
contiennent que le domaine BH-3 comme Bid, Bim, Bik, Bad, Noxa, Puma, et
Hrk. La plupart de ces protéines posseéde un domaine transmembranaire
potentiel en C terminal, et sont donc typiquement associées aux membranes des
organelles telles que celles de la mitochondrie (membrane externe
mitochondriale ou MEM), le réticulum endoplasmique (RE) et le noyau[86.87]
Par exemple, Bcl-2 réside principalement sur la face cytoplasmique du RE, et
en moindre quantité sur la MEM et I’enveloppe nucléairE [88 ;86] alors que
Bcl-xL est plus predominante sur la MEM [89 ;90]. Au contraire, Bak va
s’encrer au niveau de la MEM qu’apres activation. Ces protéines peuvent former
des homo-dimeres et/ou hétérodimeres, essentiellement a travers I’interaction
entre leurs domaines BH3 [91 ;92].
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2-2- Mode d’action des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2

Ces protéines vont principalement agir au niveau de I’intégrité de la

membrane mitochondriale et vont donc influer sur la libération de facteurs pro-

apoptotiques tels que le cytochrome ¢ ou encore I’AlF (Apoptosis Inducing

Factor). La mitochondrie est donc au centre de la décision vie/mort de la cellule.

Ces protéines peuvent aussi interagir avec les protéines antiapoptotiques de la

famille Bcl-2 et inhiber leur fonction.

Groupe | Groupe |1 Groupe 111
Bcl-2, Bel-xL Bax, Bak Bid, Bad, Bim,

Motifs BH1 a BH4 BH1 & BH3 BH3

Membrane externe de la | Cytoplasme puis membrane

Localisation mitochondrie mitochondriale
(— sortie cytochrome-c)
Anti-apoptotique Pro-apoptique Pro-apoptotique

Prévient la libération du Formation pores dans Favorise activation de

Roles cytochrome-c membrane mitochondrie Bax Inhibe fonction

de Bcl-2

de la famille Bcl-2 [38]

Tableau 4 : Caractéristiques des différents groupes de protéines




2-2-1- Bax et Bak

La premiere protéine pro-apoptotique, Bax, fut identifiée par son
interaction avec la protéine anti-apoptotique Bcl-2 [91.] Bcl-2 s’associerait avec
Bax pour exercer son activité répressive sur la mort mais le contraire est
également vrai puisque Bax peut s’associer avec Bcl-2 pour exercer son activiteé
pro-apoptotique. Ainsi la décision de vivre ou mourir, résiderait dans I’équilibre
entre « protéines de vie / protéines de mort » [93] [91] ont aussi proposé un
modele de « rhéostat » selon lequel le ratio Bcl-2 / Bax fixerait le seuil de
sensibilité ou de résistance a I’apoptose. Plusieurs scénarios ont été proposés
qguant a I’implication de Bax dans la libération des protéines pro-apoptotiques
par la mitochondrie . Sans rentrer dans les détails, Bax pourrait induire
I’ouverture d’un important pore non specifique, le MPTP (Mitochondrial
Permeability Transition Pore), un complexe multi-protéique présent dans la
MEM [94 ;95].

Cela entrainerait une diminution du potentiel transmembranaire
mitochondrial suivie d’une entrée massive d’eau et de molécules de faibles
masses moléculaires responsables du gonflement de la mitochondrie. 1l s’en
suivrait une dislocation de la MEM et donc une libération des proteines inter-
membranaires pro-apoptotiques.. Cependant, il a aussi été montré que Bax
pouvait induire cette libération sans dislocation de la MEM, et indépendamment
des MPTP[96 ;97 ]Apres la survenue d’un signal de mort, Bax subit un
changement de conformation et une relocalisation au niveau de la mitochondrie
1l s’associerait alors avec d’autres Bax pour former des homo-oligomeres dans
la MEM. Ces oligomeres constitueraient des pores qui provoqueraient la fuite

des protéines présentes dans I’espace inter-membranaire mitochondrial [98 ;99].
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Un mode d’activation identique est retrouve chez son homologue fonctionnel,
Bak, déja present au niveau de la MEM. En paralléle, Bax et Bak sont aussi
impligués dans I’apoptose via le relargage du calcium (Ca2+) par le RE. En
effet, les mitochondries mais surtout le RE constituent un lieu de stockage pour
le Ca2+ servant a reguler sa concentration[100]. C’est pourquoi, une altération
des membranes de ces organites ou de la membrane plasmique peut conduire a
une éelévation incontrélée de cette concentration et provoquer la mort cellulaire
[101]. L’activation de I’IP3R (inositol 1,4,5-trisphosphate receptor), situé a la
surface du RE, cause la libération du Ca2+ par le RE dans le cytosol. Ce Ca2+
est rapidement capteé par la mitochondrie, localisée a proximité du RE [100].
Dans une cellule viable, les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL localisés
au niveau de la membrane du RE, maintiennent I’homeéostasie calcique dans la
cellule en régulant I’activite des IP3R (Rong et al., 2009). Mais dans des
conditions d’apoptose, Bax et Bak vont inactiver la fonction inhibitrice de Bcl-2
et Bcl-xL sur IP3R, et ainsi stimuler la libération du Ca2+ [102;103] La
recapture massive du Ca2+ par les mitochondries provoque une dépolarisation
de la membrane mitochondriale, un arrét des syntheses d’ATP et I’ouverture du
MPTP entrainant ainsi les changements morphologiques décrits precédemment
et la libération des protéines proapoptotiques [104 ; 105]La libération massive
de Ca2+ entraine également d’autres modifications dans la cellule indépendantes

de la mitochondrie, aboutissant a la mort de cette derniere par apoptose.
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Apres avoir interagi avec tBid, Bax subit un changement de conformation,
s’insert dans la membrane externe, s’oligomérise et libere le cytochrome c et
d’autres facteurs de mort a partir de I’espace intermembranaire mitochondrial.
tBid peut aussi se transloquer dans la mitochondrie ou il active Bak lequel est
constitutivement ancré a la membrane mitochondriale. Bak subit aussi un
changement de conformation, s’oligomérise et entraine la perméabilisation de la

membrane mitochondriale. Les protéines anti-apoptotiques Bcl-XL et Bcl-2

inhibent le changement de conformation de Bax et/ou son insertion.
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2-2-2 Protéines BH-3 only

Les membres de la famille BH-3 only agissent en tant que « sentinelles » et
sont activés en réponse a divers stress cellulaires. 1ls ont tous le méme but c'est-
a-dire permettre I’activation des protéines pro-apoptotiques a multidomaines
notamment Bax et Bak. Ils sont séparés en 2 classes suivant leur capacité a
interagir avec les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 ou avec les
protéines pro-apoptotique de cette méme famille. En effet, il a ét¢ montré que
les protéines anti-apoptotiques Bcl-xL, Bcl-w et Bcl-2 changent de localisation
et/ou de conformation durant I’apoptose, les rendant ainsi inactives. Ce
changement serait dd a leur liaison avec les protéines BH-3 only comme par
exemple Bcl-w avec Bim et Bcl-xL avec Bad [106 ;107] D’autre part, tBid, une
forme de Bid activée par clivage par la caspase 8, se lie aux protéines pro-
apoptotiques Bak et Bax declenchant leur activation et leur oligomérisation pour
former les canaux mitochondriaux [108] .Dans ce cas, Bid constituerait un lien

entre les voies extrinseque et intrinseque de I’apoptose.
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Figure 17 ; Proteines régulatrices de la voie extrinseque
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2-3- Libération extra-mitochondriale de facteurs pro-apoptotiques

La mitochondrie est considérée comme un centre déecisionnel de vie ou de
mort. Si les signaux de mort sont plus importants que ceux de vie alors la MEM
est perméabilisée par un mécanisme qui n’est pas encore bien défini et qui est
encore un sujet de controverse comme décrit precedemment. La mitochondrie
renferme des protéines pour la plupart impliquées dans le bon fonctionnement
de cette derniere mais lorsque la cellule recoit un signal de mort, ces protéines
peuvent étre libérées dans le cytosol et avoir un tout autre role : déclencher la
mort de la cellule.

A- Le cytochrome ¢

Le cytochrome C est un composant essentiel de la chaine de transport
d’électrons mitochondriale et participe activement a la production d’énergie
dans la cellule et au maintien du potentiel membranaire mitochondrial. Il est
associé a la membrane interne mitochondriale via sa liaison a un phospholipide
anionique spécifique des mitochondries, la cardiolipine. Suite a un signal de
mort, le cytochrome c se détache de la membrane pour devenir soluble dans
I’espace inter-membranaire mitochondrial, puis est libéré dans le cytoplasme
suite a la perméabilisation de la MEM [109]. En se liant a Apaf-1, le cytochrome
c va provoquer I’activation d’une cascade de caspases conduisant a la mort de la
cellule [115]. La chute du potentiel transmembranaire mitochondrial
accompagne souvent la libération du cytochrome c. Cependant, [111] ont montré
qu’apres libération du cytochrome c, la cellule pouvait conserver son potentiel
transmembranaire. Ceci indique que soit le cytochrome ¢ n’est pas libéré dans sa
totalité ou soit qu’il est re-capté librement par la mitochondrie pour participer au
transport d’électrons [114]. [111] spéculent sur le fait que les cellules
maintiennent un potentiel transmembranaire et une concentration en ATP
normale jusqu’a ce que les caspases soient activées. En effet, I’ATP est requit
pour I’oligomérisation d’Apaf-1 et donc, la création de I’apoptosome.
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B- Apoptosis Inducing Factor AIF

L’Apoptosis Inducing Factor ou AIF est une flavoproteine a activite
NADH oxydase, ancrée au niveau de la membrane interne mitochondriale
[111].0u elle exerce une fonction vitale dans la bioénergetique et la défense anti-
oxydante [112 ;113] C’est une proteine phylogénétiquement ancienne avec des
orthologues chez les Archae, les eubactéries, les métazoaires, les champignons
et les plantes. En réponse a un stimulus de mort cellulaire speécifique, le
processus de libération de I’AlIF est le méme que celui du cytochrome c, c'est-a-
dire décrochage de la membrane et libération dans le cytosol [111] .Il va alors
migrer au niveau du noyau et se lier a I’ADN par des interactions
électrostatiques [116]. Il induit une condensation de la chromatine et une
dégradation de I’ADN en gros fragments de I’ordre de 50 Kpb [112] induisant la
mort de la cellule. [117] ont montré que I’ AlF nécessitait une association avec la

cyclophiline A pour former une DNAse active.
C- Endonuclease G

Cette protéine interviendrait dans les processus de régéenérations
intracellulaires tels que la réparation de I’ADN nucléaire endommagé et la
réplication de I’ADN mitochondrial [118 ;119.] Lors d’un signal apoptotique,
elle est libérée dans le cytosol en méme temps que les autres protéines
mitochondriales responsables de I’apoptose. Elle induirait une fragmentation
oligonucléosomale de I’ADN, aboutissant a la mort de la cellule [120]
.Cependant, il est possible qu’il existe d’autres protéines qui agiraient avec elle
pour aboutir a ce résultat. La mort cellulaire induite par I’endonucléase G ou
I’ AIF ne fait pas intervenir les caspases et représente donc une voie d’apoptose

caspases-indépendante.
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D- Smac/DIABLO et Hight temperature requirement : HtrA2/Omi

Ces deux protéines mitochondriales, liberées lors de la perméabilisation de
la membrane extramenbranaire (MEM) sont impliquées dans la régulation de
I’activité de certaines caspases. L’ activité catalytique des caspases activées peut
étre directement inhibée par la famille d’inhibiteur de caspases, les protéines
IAP. Cependant, cette inhibition peut étre levée grace aux protéines
Smac/DIABLO et HtrA2/Omi qui vont interagir avec ces protéines via des
domaines spécifiques et vont donc permettre le déroulement de I’apoptose.
Contrairement a Smac/DIABLO dont I’action anti-lIAP repose sur une liaison
steechiométrique et réversible, HtrA2/Omi agit de facon catalytique et
irréversible [120 ;121 ;122].
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Kaufman et Hengartner, 2001

Figure 18 : schéma montrant la signalisation de la voie intrinséque
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2-4 Le cas particulier de I’apoptose caspase-indépendante

Les stimuli apoptotiques sont capables d’induire la mort cellulaire méme
dans un contexte ou I’activation des caspases est bloquée. Morphologiquement,
cette mort est similaire a I’apoptose caspase dépendante et elle a été observée

dans plusieurs contexte in vitro et in vivo :

- Sur des cultures cellulaires traitées avec un inhibiteur général des caspases
(z-VAD-fmk) ou surexprimant XIAP

- Sur des cellules déficientes pour I’'un des membres du complexe central de
I’apoptose : I’apoptosome (apaf-1, caspase 9 ou cytochrome C)

- Ou bien encore chez les souris mutantes (Knock Out) pour la protéine
apaf-1 qui présentent un retard dans la formation des espaces interdigitaux mais

en aucun cas une inhibition totale du processus [127 ;126 ;125 ;124 ;128]

L’ensemble de ces éléments suggere qu’il existe un programme
apoptotique caspase indépendant également appelé nécroptose capable de

compenser une déficience des voies classiques d’activation des caspases.

La signalisation conduisant a la mort cellulaire par nécroptose est encore
assez mal connue mais on distingue une étape d’initiation compensant une
deficience d’activation des caspases initiatrices, et une étape de finalisation du
processus capable de remplacer I’action des caspases effectrices. Dans un
contexte ou les caspases sont bloquées, il a été montré que la fixation du ligand
TNF (Tumor Necrosis Factor) sur les récepteurs de mort TNF-R1 entraine
I’activation de la phospholipase A2 (PLA2) qui permet la formation de ROS
(Reactive Oxygen Species) dans le cytosol. Un autre mécanisme d’initiation de
la nécroptose par les récepteurs de mort impligue le récepteur Fas et la protéine

adaptatrice FADD. Apres oligomérisation de Fas en presence de son ligand
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FasL, la protéine FADD est recrutée et permet I’activation de la protéine kinase
RIP1. Cette derniere est a I’origine de la destruction du complexe mitochondrial
composé de I’adenine nucléotide translocase/Cyclophiline D conduisant a un

dysfonctionnement mitochondrial [129 ;130] .

Ce dysfonctionnement ainsi que les ROS portent atteinte a I’intégrité de la
membrane mitochondriale et seraient a I’origine de la perméabilisation de sa
membrane externe[131]. La seconde étape de la nécroptose est liée a la
libération de protéines de I’espace intermembranaire mitochondrial dans le
cytosol : cytochrome C, smac/DIABLO, HtrA2/0Omi, Endonucléase G (Endo G),
et le facteur d’induction de I’apoptose (AIF) [132.133.134.120.112]. Alors que
smac/DIABLO et le cytochrome C vont induire I’activation des caspases et
I’induction d’une apoptose caspase dépendante par les meécanismes décrits
précedemment ; AIF, I’endoG et HtrA2/Omi vont mimer les actions
normalement remplies par les caspases et conduire a une apoptose caspase-
independante. Ainsi, les protéines AIF et ’Endo G sont transloquées dans le
noyau et induisent la condensation de la chromatine et la fragmentation de
I”’ADN [119 ;120]. En parallele, la sérine protease HtrA2/Omi va dégrader des
substrats cytosquelettiques tels que 1’actine et les tubulines o et B [136] ,

I’ensemble conduisant a la formation des corps apoptotique.
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2-5 Role de la voie intrinseque

De maniere genérale, la voie intrinseque permet I’élimination de toute
cellule ayant subit des dommages importants au niveau mitochondrial ou encore
au niveau ADN. Cette voie peut donc a priori étre activée dans tous les types
cellulaires. Toutefois, il est a noter que tous les types cellulaires ne réagissent
pas de la méme maniére a un stimulus donné : par exemple alors que certaines
cellules vont mourir suite a une privation en facteur de croissance, d’autres vont

étre capables de résister a cette privation et d’y survivre si elle est temporaire.
C- Les caspases
1-Structure et classificatin :

Les caspases sont des cystéines protéases possédant un résidu cystéine dans
leur ségquence nécessaire a I’activité catalytique. Elles clivent spécifiqguement
leurs substrats aprés un résidu d’acide aspartique. Parmi les 13 caspases
identifiees chez I’homme, certaines sont impliquées dans les phénomenes
d’inflammation ou de différenciation (caspases-1,-4,-5,-12 et 14) tandis que les
caspases-2,-3,-6,-7,-8,-9,-10 participent a I’apoptose [137].Elles possedent un
pro domaine en N-terminal de longueur variable et un domaine catalytique en C
terminal compose d’une petite sous-unité (10-12 kDa) et d’une grande sous-
unité (17-20 kDa) portant le site catalytique [138].
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Figure 19 : Structure et activation des caspases

Les caspases de I’apoptose peuvent étre divisées en deux catégories, les
caspases initiatrices (caspases-2, 8, 9 et 10) possédant un long pro-domaine N-
terminal et qui sont activées précocement dans la cascade apoptotique et les
caspases effectrices (3, 6 et 7) qui ont un domaine N-terminal court et qui sont

activées dans la phase exécutrice de I’apoptose [139] .
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2- Mode d’activation :

Elles sont synthétisées en tant que pro-enzymes inactives : sous forme de
monomeres pour les caspases initiatrices et de dimeres pour les caspases
effectrices [140] .La protéolyse au niveau de sites de clivage internes permet de
libérer le site catalytique des caspases. La forme active des caspases est
constituée de I’association de la petite et de la grande sous-unité formant un
hétérodimere [141.] Ainsi, pour les caspases effectrices le clivage protéolytique
semble indispensable pour I’activation. A I’inverse, pour les caspases initiatrices
la dimérisation des proformes monomériques inactives est suffisante a
I’activation tandis que le clivage semble seulement stabiliser les diméres actifs
formés [141:141;142]. Le mode d’activation préférentiel des caspases
initiatrices implique leur recrutement au niveau de plateforme de signalisation.
Ce recrutement est possible grace a des domaines particuliers présents au niveau
du prodomaine des caspases initiatrices tels que le domaine CARD (Caspase
Recruitment Domain) pour les caspases-9 et -2 ou le domaine DED (Death

EffectorDomain) pour les caspases-8 et -10 [144].

61



pro-domaine p20 p10

CASPASE 9 CARD | | ]
CASPASE 2  CARD ] | )

CASPASES

INITIATRICES

CASPASE 8 (I bED J[ DED [ I )
caspase1o ([ DED JI DED || .- )
— CASPASE 3 Cl " )

CASPASES
EFFECTRICES CASPASE 7 G I ]
L CASPASE 6 I [ )

Figure 20 :Caspases initiatrices et exécutrices. Les deux sites de clivages sont représentés pas
des fleches. Les pro-domaines des caspases initiatrices contiennentdes motifs d’interaction
homotypique CARD et DED. La dyade histidine-cystéine.

Le recrutement des caspases initiatrices au sein de ces complexes favorise
leur oligomérisation et leur activation vraisemblablement par modifications
conformationelles. Les caspases initiatrices une fois activées peuvent cliver et
activer les caspases effectrices. De plus, il existe une boucle d’amplification
positive de la cascade des caspases qui permet I’activation de caspases en amont
de la signalisation par des caspases activees en aval. Par exemple la caspase-8

peut étre clivée par les caspases effectrices -3 et 6 in vitro [147] .
3- Les caspases effectrices et leurs substrats

Activées par les caspases initiatrices, les caspases exécutrices 3, 6 et 7
achevent la cascade apoptotique et participent a la phase terminale de
I’apoptose. Ainsi elles sont responsables du phénotype apoptotique puisqu’elles

clivent et dégradent de nombreux substrats essentiels a la survie cellulaire. Par

62



exemple, le clivage des lamines structurant le noyau contribue a la condensation
de la chromatine. En clivant des composants ou des protéines régulatrices du
cytosquelette telles que I’actine ou la gelsoline, les caspases effectrices
participent a la désorganisation des structures cellulaires [145]. De plus, les
caspases effectrices inactivent des protéines nécessaires au maintien de
I’intégrité du genome, provoquant les phénomenes de fragmentation de I’ADN.
Par exemple le clivage de ICAD (Inhibitor of CAD/DFF45) permet la libération
de CAD (Caspase-Activated deoxyribonuclease), une nucléase responsable de la
fragmentation de I’ADN. De méme, le clivage de PARP (Poly-(ADP-Ribose)
Polymérase) ou de la DNA-PKGcs inhibe leur activité de réparation de I’ADN,
favorisant les cassures de I’ADN [144 ;131].Finalement, malgré un rodle
prépondérant des caspases effectrices dans la phase d’exécution de I’apoptose, il
semblerait que les caspases-3 et -7 exercent une boucle de rétrocontrole positif
permettant I’amplification des évenements mitochondriaux. En effet, des
cellules deficientes a la fois en caspase-3 et en caspases-7 présentent un défaut
dans I’induction des évenements mitochondriaux en réponse aux radiations UV
[148].

4- La régulation des caspases
4-1 Inhibiteur des caspases

Il existe des inhibiteurs synthéetiques spécifiques de certaines caspases
permettant d’étudier les mécanismes moléculaires des voies de mort cellulaire
tels que Z-VAD-fmk ou encore Ac-DEVD-CHO (Schotte et al., 1999).
Cependant, il existe également des inhibiteurs naturels présents dans les cellules

afin d’empécher une activation inopinée des caspases. Voici les plus connus :
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oL a famille des 1APs (Inhibitors of Apoptosis Proteins). Chez I’homme au
moins 5 proteines de cette famille ont été identifiees : clAP-1 (Rothe et al.,
1995), clAP-2, XIAP [150 ;152], NAIP [151] et la survivine. La famille des
IAPs a ANALYSE pour fonction de bloquer les processus de mort, méme a des
stades relativement avancés. Ils peuvent bloquer I’activation des pro-caspases, et
inhiber I"activité des caspases matures via un domaine leur permettant de se lier
directement aux caspases. Lors du déclenchement de I’apoptose, ces protéines
peuvent aussi étre inhibées par des protéines libérées par la mitochondrie dans le
cytosol, en méme temps que le cytochrome c. Ce sont les protéines Smac
/IDIABLO [121] et HtrA2/0Omi [133;122]. Elles se lient aux IAPs empéchant
ainsi leur action protectrice, et permettent aux pro-caspases de s’activer [151].

e Les inhibiteurs viraux : CrmA (cytokine response modifier A), une
protéine synthétisée par le virus de la vaccine, fut le premier inhibiteur de
caspase decouvert.. Elle inhibe fortement I’activité protéolytique des caspases 8
et 10 et dans une moindre mesure celle des caspases 3, 6 et 7 [153]. FLIP,
identifiee chez le virus de I’herpes possede deux domaines DED qui lui
permettent d’entrer en compétition avec la pro-caspase 8 pour la fixation sur le
domaine DED de la protéine adaptatrice FADD [154].

4-2 Protéines kinases régulatrices des caspases :

Outre les 1APs, I’activité mais aussi la fonction des caspases peuvent étre
modulées par phosphorylation. En effet, en cas de stimulation des cellules par
des facteurs de croissance ou bien au cours de la mitose, la caspase 9 est
phosphorylée et inhibée par les protéines kinases Akt et ERK (Extracellular
Regulated Kinase), ou par la Protéine Kinase C { [155 ;156 ;157.] Suite a des

stimuli similaires, les caspases 2, 3 et 8 peuvent également étre inhibées par
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phosphorylation suite a I’action des protéines kinases : CaMKIl, CK2, p38
MAPK, Src, Fyn, Lyn et SHP1. Certaines phosphorylations vont au contraire
stimuler I’activité des caspases en condition apoptotique : c’est le cas de la
protéine kinase c-Abl et de la protéine kinase PKC& qui ont pour cible les
caspases 9 et 3 [158].

De maniere intéressante, la phoshophorylation des caspases peut
également conduire a un changement de fonction. En effet, il a été montré que la
caspase 2 pouvait egalement étre associee a un phénomene de réparation de
I’ADN [159]. Un modele émergent implique la protéine kinase ATM (Ataxia
Telangectasia Mutated) activée en cas de stress génotoxique, comme régulateur
central de la balance apoptose/reparation de I’ADN. En cas de stress important,
ATM induirait p53, la formation du PIDDosme dans le cytosol et I’induction
d’une apoptose caspase 2 dépendante. Au contraire, en cas de dommages ADN
mineurs, ATM permettrait I’activation de sérine/thréonine kinase nucleaires : les
DNAPKCcs ayant pour cible la caspase 2. Cette derniére serait alors recrutée par
un PIDDosome nucléaire (compose de PIDD et des DNA-PKCs) qui
participerait a la réparation de I’ADN et a la survie cellulaire. Dans ce cas, la
caspase 2 est également activée sans pour autant conduire a I’apoptose [159]. Il
est possible que ce phénomene non-apoptotique soit lie a la séquestration
nucléaire de la phospho-caspase 2 qui I’empécherait d’agir sur ses substrats
cytosoliques [158]. L activation des caspases 2, 3 et 9 a également eté associée a

un phénomeéne non-apoptotique : la différenciation érythrocytaire.

Dans les dernieres phases de différenciation des érythroblastes en
érythrocytes sous I’action de I’érythropoiétine, les caspases 2, 3 et 9 sont

activees et clivent certains de leurs substrats pro-apoptotiques nucléaires tels que
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la Lamine B. Ce clivage est important pour permettre I’énucléation des

érythrocytes mais insuffisant pour induire I’apoptose [160] .

Dans ce cas, la protection contre I’apoptose n’est pas liée a une
phosphorylation des caspases mais a I’intervention de proteines chaperones : les

protéines de choc thermiques (Hsp) [161].
4-3 Les protéines chaperones

Parmi les protéines de choc thermique, les protéines Hsp27, Hsp90 et
Hsp70 ont un role anti-apoptotique via la protection de certaines protéines.
Ainsi, elles sont capables de bloquer I’activation de la caspase 9 : soit en
inhibant la formation de I’apoptosome par interaction avec Apaf-1, soit plus
indirectement en stabilisant les sérine/thréonine kinases responsables de la

phosphorylation inhibitrice de la caspase 9 : Akt et PKC. Hsp27, Hsp90 et

Hsp70 peuvent egalement inhiber la voie pro-apoptotigue JNK et au
contraire favoriser I’activation de la voie anti-apoptotique NF«xB [162] .La
fonction anti-apoptotique des protéines chaperones est souvent associée a un
role dans la différenciation cellulaire [162] .Ainsi la protéine Hsp70 intervient
dans la différenciation érythrocytaire en protégeant un substrat de la caspase 3 :
GATAL. GATAL est un facteur de transcription capable d’induire la production
de facteurs antiapoptotiques et impligué dans la différenciation des érythrocytes
sous I’action de I’érythropoietine (EPO). Il a été montré qu’en cas de privation
en facteur de croissance, ou d’induction de la voie des recepteurs de mort Fas,
GATA-1 est clivé et inactivé par la caspase 3. Au contraire, malgré I’activation
de la caspase 3, GATA-1 n’est pas clive dans les derniéres étapes de la
differenciation érythrocytaire [161]. Ce phénomene s’explique par I’interaction
de GATA-1 avec la protéine Hsp70. Cette derniére est capable de fixer GATA-1
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au niveau nucléaire apres stimulation a ’EPO et d’empécher son clivage par la
caspase 3. Au contraire, en absence de stimulation par ’EPO, Hsp70 est
transloquée dans le cytosol et permet le clivage de GATAL, l'arrét de la
différenciation et I’induction de la mort cellulaire [160] .De maniére similaire,
les protéine Hsp27 et Hsp90 serait impliquée dans la différenciation des cellules

de la lignée rouge, des cellules musculaires et des kératinocytes [162] .
D- La voie du réticulum endoplasmique (RE)

Le RE est un organite intracellulaire dispersé dans le cytoplasme des
cellules eucaryotes et formé d’un réseau membraneux de citernes et de tubules
qui communiquent entre eux. Il représente a lui seul plus de la moitié des
membranes cellulaires et sa taille varie d’une cellule a I’autre selon I’activite et
les besoins de la cellule en protéines. La structure du RE s’établit dans la
continuité de la membrane nucléaire et sa lumiere constitue un environnement
favorable a la synthéese, aux modifications, au repliement et a la maturation des
protéines sécrétées, des protéines de la membrane plasmique et des organites
intracellulaires. Au cours du processus de production des protéines natives,
celles-ci vont étre soumises a des contr6les de qualité stricts qui vont s’assurer
du bon repliement et de la conformation correcte des proteines. Si ces contrbles
sont un succes, les protéines nouvellement synthétisées pourront étre
transportées a leur destination finale alors que s’ils échouent, les protéines
incorrectement repliées ou modifiées seront degradees par la voie du protéasome
[163]. Produites en exces, les protéines normales ou mal conformeées ne pourront
pas toutes étre transportées ou éliminées et finiront par s’accumuler dans la
lumiére du RE. Les capacités du RE peuvent étre dépassées lors de la synthese

brutale de protéines en grande quantité ce qui conduit a une accumulation de
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protéines, notamment des immunoglobulines dans les plasmocytes au cours
d’une infection virale ou de I’insuline dans les cellules B-pancréatiques lors
d’une hyperglycémie. Le RE, grace a des pompes calciques ATP-dépendantes
ancrées dans sa membrane, est le principal site de réserve calcique de la cellule.
Sa lumiére présente un environnement oxydatif optimal a la création de ponts
disulfures, notamment par la Protein Disulfide Isomerase (PDI), et a la
conformation correcte des protéines [163]. Par ailleurs, la lumiere du RE
contient de nombreuses protéines chaperonnes et des enzymes spécialisées dans
le repliement des protéines dépendantes, pour la majorité, du calcium. Parmi les
protéines chaperonnes, la Binding Immunoglobulin Protein (BiP), aussi 26
connue sous le nom de Glucose Regulated Protein 78 (GRP78), la Glucose
Regulated Protein 94 (GRP94), la calréticuline, la calnexine et la protéine
EDEM (ER DegradationEnhancing o-Mannosidase-like lectin) stabilisent les
intermédiaires incomplétement matures mais détectent également les protéines
malformées et les orientent vers la degradation [164 ;165 ;166] De nombreuses
situations perturbent la maturation protéique, induisant I’accumulation de
protéines mal repliees dans la lumiere du RE, produisant alors une situation de
stress appelée stress du RE. Ainsi les anomalies de statut redox, les troubles de
I’homéostasie du calcium intra-réticulaire (causes par des inhibiteurs des
ATPases calciques tels que la thapsigargine), la carence en glucose, les
infections virales, la surcharge en cholestérol, les anomalies de glycosylation des
protéines (induites par la tunicamycine) ou certains inhibiteurs enzymatiques
interferent avec les processus de maturation post-traductionnelle des protéines
natives et peuvent induire leur accumulation [167] .Toutes les situations
conduisant a une altération de la fonction du RE empéchent la conformation

correcte des protéines. Celles-ci ne peuvent plus se diriger vers I’appareil de
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Golgi et elles s’accumulent dans la lumiére du RE obligeant alors la cellule a
déclencher une réponse adaptative appelée réponse UPR dont I’objectif est de
diminuer la quantité de protéines dans la lumiére du RE. La réponse UPR joue
un rble physiologique particulierement important dans le maintien de
I’homéostasie des cellules et plus particulierement dans celles ayant une activité

de synthese protéique élevée.

La réponse UPR, lorsqu’elle est activée, a plusieurs conséquences. Elle
permet d’adapter les fonctions cellulaires aux modifications de I’environnement
et de rétablir une fonction normale du RE en réduisant la synthése globale des
protéines limitant ainsi I’arrivée de nouvelles protéines dans la lumiére du RE,
en induisant la synthése de protéines chaperonnes impliguées dans le processus
de repliement et en augmentant I’activité de dégradation protéasomale.
Cependant, si ce processus adaptatif échoue et que le stress se prolonge, les

voies induisant | apoptose seront alors activées [168].

1 -La réponse Unfolded Protein Response : UPR

La réponse UPR est constituée de trois voies de signalisation impliquant
trois protéines transmembranaires : IREla (Inositol Requiring Enzyme 1a), le
facteur de transcription ATF6 (Activated Transcription Factor 6) et la protéine
kinase PERK (Protein kinase RNA (PKR)-like Endoplasmic Reticulum Kinase).
Dans des conditions physiologiques, la protéine chaperonne BIiP, appartenant a
la famille des protéines de choc thermique (Heat Shock Protein), est liée aux
domaines luminaux de ces trois médiateurs . Lorsqu’un stress survient, BiP se
lie aux protéines mal conformées qui se sont accumulées dans la lumiére du RE
et les dirigent vers la voie ERAD (Endoplasmic-Reticulum Associated
Degradation) pour étre dégradées par le protéasome. Les protéines
transmembranaires ainsi libérées sont activées et entrainent I’activation de voies
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de regulation traductionnelle et transcriptionnelle [169 ;170] .BiP possede une
affinité plus élevée pour les protéines mal conformées que pour les trois
transducteurs. Ceci fait de lui un régulateur majeur de la réponse UPR [171]
.Néanmoins, des éetudes récentes tendent a nuancer cette théorie en proposant
une interaction directe entre IRE1a et les protéines mal conformées [172.]

L activation de la voie PERK conduit a la diminution de la traduction des
ARNM. Lors d’un stress du RE, la protéine kinase PERK s’oligodimérise ce qui
induit une autophosphorylation de son domaine kinase. Elle peut ainsi
phosphoryler le facteur d’initiation de la traduction elF2a (eukaryotic Initiation
Factor 2a) et le rendre inactif. La traduction de la majeure partie des ARNm est
atténuée et la synthese globale des protéines est réduite. Certains ARNm sont, au
contraire, sélectivement traduits au cours de cette réponse grace a leurs cadres
ouverts de lecture situés dans la région 5’ non traduite. C’est le cas du facteur
ATF4 (Activated Transcription Factor 4) qui active la transcription de genes
codant des protéines de la réponse UPR tels que BIiP et GRP94 ainsi que des
protéines du programme de mort cellulaire, comme CHOP (C/EBP
HOmologous Protein) [173] dont les genes cibles codent GADD34 (Growth
Arrest and DNA Damage inducible protein 34) qui joue un role dans la
régulation de I’apoptose.

L’induction de la voie IREla entraine une régulation transcriptionnelle de
la réponse UPR. Apres oligodimérisation et autophosphorylation, IREla
acquiert une activitt RNAse permettant I’épissage non conventionnel de 26
nucleotides de I’ARNm codant pour le facteur de transcription XBP1 (X-box
Binding Protein 1) [174] .Une fois ’ARNmM traduit, la protéine XBP1 est
transloquée dans le noyau et se fixe sur les eléements de réponse aux stress du RE
(ER stress Response Element [ERSE])
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Figure 21: Représentation schématique de la réponse UPR (Unfolded Protein Response).

lors de I’accumulation de protéines mal conformées (représentées en bleu sur la figure) dans la lumiére du RE, la
protéine chaperonne GRP78/BiP se lie préférentiellement a ces protéines malformées et libére les facteurs transactivateurs de
la réponse UPR ATF6, IREla et PERK ATF6 est un facteur transcriptionnel qui sera clivé dans I’appareil de Golgi, puis
migrera dans le noyau pour transcrire les genes codant les protéines chaperonnes comme BiP, GRP94 ou la calnexine. IREla
posséde une activité RNAse qui va permettre I’épissage de I’ARNm du facteur transcriptionnel XBP1, qui lui aussi va
permettre la transcription de genes de I’UPR. Enfin, PERK activée va phosphoryler elF2a qui va bloquer la traduction des
ARNmMm, limitant ainsi la synthése protéique globale, a I’exception du facteur transcriptionnel ATF4, impliqué également dans
la transcription de génes de I’UPR et de génes de I’apoptose, comme CHOP. ATF6 : Activating Transcription Factor 6 ;

cHop : c/eBP Homologous Protein ; elF2a : eucaryotic Initiation Factor 2a ; GRP :

Glucose Regulated Protein ; IREla : Inositol Requiring Enzyme la ; PERK : PKR-like Endoplasmic Reticulum Kinase ;
XBP-1 : X-box Binding Protein 1.[167].
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induisant ainsi la transcription de genes codant des protéines impliquées
dans la reponse UPR comme BiP, GRP94, PDI et ORP150 (Oxygen Regulated
Protein 150 kD) ainsi que des enzymes intervenant dans la maturation et la
degradation protéique telles que la protéine EDEM [175] .L’activation de la voie
ATF6 engendre également une régulation transcriptionnelle. Lors d’un stress du
RE, ATF6 quitte la membrane du RE et migre, via des vésicules, jusqu’a
I’appareil de Golgi ou il est clivé par les protéases S1P (site-1 protease) et S2P
(site-2 protease). Ce clivage libere une portion cytosolique active de ATF6
(ATF6 p50) capable de se fixer sur les ERSE des genes codant les chaperonnes
impliguées dans la maturation des protéines [176 ;177]. Les conséquences de
I’activation concomitante de ces voies a la fois cytoprotectrices et pro-
apoptotiques sur la survie cellulaire vont dépendre de leurs intensités
respectives, de leur durée mais également du type cellulaire dans lequel survient

la réponse UPR.
2- Stress du RE et apoptose

L’activation du stress du RE permet le maintien de I’homéostasie cellulaire
mais lorsque le stress est intense et prolongé, la réponse UPR induit un
programme de mort cellulaire par apoptose. Les signaux apoptotiques sont
initiés dans le RE par différents mécanismes. La voie apoptotique la plus décrite
lors d’un stress du RE est celle impliquant le facteur de transcription CHOP,
également appelé GADD153 (Growth Arrest and DNA Damage inducible
protein 153), qui est régule par les facteurs ATF4 et probablement ATF6 [178]
et XBP1 [179]. Il a eté montré, dans des modeles murins, que la delétion du
géne Chop protege partiellement de la mort cellulaire mediée par un stress du

RE, de la toxicité rénale induite par des inducteurs pharmacologiques du stress
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du RE et de I’apoptose des cellules neuronales induite par I’ischémie [180]
.CHOP peut induire ses effets pro-apoptotiques en activant la transcription de
genes codant des protéines régulant positivement I’apoptose, tels que DR5
(Death Receptor 5), Bim et TRB3 (Tribbles-Related Protein 3) [181 ;182 ;184],
ou en réprimant la transcription de genes protecteurs. L’ activation de I’apoptose
peut également étre dépendante de la voie IREla. Le domaine cytosolique de
IREla interagit avec la protéine 29 adaptatrice TRAF2 (TNF Receptor-
Associated Factor 2). Cette association permet le recrutement de ASK1
(Apoptosis Signal-regulating Kinase 1) puis I’activation de JNK [183] JNK
induit I’apoptose en activant les protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2
(B-cell lymphoma-2), telles que Bim, et en inhibant les protéines
antiapoptotiques comme Bcl-2 [185]. JNK induit également le relargage du
cytochrome ¢ qui permet I’activation de la cascade apoptotique initiée par la
caspase 9 [185;186] .Dans des conditions physiologiques, I’apoptose induite
par le stress du RE a un role benéfique car elle pourrait eliminer les dernieres
cellules endommagées qui, malgré I’action de la réponse UPR, n’ont pas pu
retrouver une fonction normale. L’apoptose peut également servir de mécanisme
de défense contre les agents infectieux tels que Mycobacterium tuberculosis.
Cependant, si I’apoptose induite par le stress du RE persiste, elle peut devenir

pathologique.
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Figure 22 : Relations entre la réponse UPR et les voies de mort cellulaire. [278]..
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7- Apoptose chez les organismes unicellulaire

Longtemps, I’apoptose a été considérée comme étant I’apanage des
organismes pluricellulaires, mais la démonstration de son existence chez les
unicellulaires et en particulier les protozoaires, a été faite au cours de la derniere
décennie [19]. Si I’apoptose joue un role primordial dans le developpement et la
croissance chez les pluricellulaires, elle apparait tout aussi importante chez les
unicellulaires [189 ; 190]. En effet, ces derniers doivent contréler I’immunite
induite par leur présence chez I’organisme hote afin de survivre. Pour ce faire,
deux possibilités s’offrent a eux. La premiere consiste a influer sur les cellules
de I'immunité de son héte et la seconde, vise a réguler sa propre croissance
[188; 19].

De ce fait, la modulation de I’apoptose apparait comme une arme
importante chez les protozoaires parasites de I’homme. Cryptosporidium
parvum, Microsporidium nosema ; Leishmania spp, Trypanosoma cruzi,
Theileria spp, Toxoplasma gondii et Plasmodium spp : ont tous démontre leur
capacité d’inhiber la réponse apoptotique de leur cellule hote [191 ;192]
Différents mécanismes d’induction de [I’apoptose sont utilisés par les
protozoaires. Par exemple, Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi et
Plasmodium spp utilisent aussi bien la voie extrinseque (par I’intermeédiaire des
lymphocytes — T cytotoxique pour CTL) que la voie intrinseque (par le biais des

activateurs de cellules de mort pour AICD) [193] .

La machinerie de mort cellulaire chez les eucaryotes unicellulaires semble
étre similaire a celle des métazoaires mais moins complexe et plus ancienne.
Chez les métazoaires, il existe deux voies principales d’apoptose dépendantes
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des caspases: la voie extrinseque via les récepteurs de mort et la voie intrinseque
via les mitochondries. Il existe également une voie indépendante des caspases
dont les principaux acteurs sont I’AlF et I’endonucléase G. Chez les eucaryotes
unicellulaires, des genes codant des homologues de protéines de métazoaires
impliquéees dans ces différentes voies ont été identifies . Néanmoins, tout reste a
découvrir concernant la transduction du signal de mort et la réalisation du
programme de mort aboutissant au « suicide » de ces organismes. Parmi ces
protéines homologues, citons tout d’abord les récepteurs « Fas-like », qui ont été
identifies a la surface de quelques especes de ciliés tel que Tetrahymena
thermophila [194 ;195].Cependant, la majorité des eucaryotes unicellulaires ne
présentent pas de récepteurs spécialisés capables de percevoir un signal
suicidaire. En revanche, ce signal semble étre exécuté par des protéines
sensibles aux changements physico-chimiques de I’environnement. Elles sont
localisées dans la membrane plasmique et seraient capables de déclencher les
voies de signalisation activées par le stress ou des agents toxigues via un
changement de I’homeéostasie du Ca2+ et la genération d’especes réactives de
I’oxygene (ERO).

En d’autres termes, ces protéines transformeraient un signal suicidaire
extracellulaire en signal intracellulaire qui conduirait a I’induction de I’apoptose
. Il a été montre que chez les eucaryotes unicellulaires comme d’ailleurs chez les
organismes multicellulaires, une augmentation de la concentration en Ca2+
intracellulaire et des ERO peut déclencher une apoptose dépendante de la
mitochondrie avec libération de facteur pro-apoptotiques [196 ;197 ;198 ;199].

Citons également les protéines a activité caspase ou les caspases-like
présentes chez de nombreux eucaryotes unicellulaires et qui semblent avoir la

méme fonction que les caspases dans I’apoptose.. Par exemple chez Leishmania
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donovani [200] ont mis en évidence la présence d’une caspase-3 like
(métacaspase). Il s’est avéré que I’augmentation de I’activité de cette protéase
était accompagnée d’une libération par la mitochondrie (les kinetoplastides
possede une seule mitochondrie) de cytochrome c et de I’activation de nucléases
nucléaires aboutissant a la dégradation de I’ADN. Ces protéases caspase-like
feront I’objet d’une description plus approfondie ci-dessous. Enfin, nous
pouvons citer, I’AlIF et I’endonuclease G. En effet, des homologues de I’ AlIF ont
été identifiés chez S. cerevisiae et S. pombe [201] ainsi que chez D. discoideum
(Arnoult et al., 2001) tandis que des homologues de I’endonucléase G ont été
identifiés chez S. cerevisiae [202],

Leishmania infantum et T. brucei [205]. Ces protéines auraient les mémes
fonctions que celles de leurs homologues mammaliens. Notons également la
présence chez S. cerevisiae, d’un homologue de HtrA2/omi [203].

Une mort par autophagie a également été observée chez plusieurs
eucaryotes unicellulaires. En effet, suite a différents traitements, les
caractéristiqgues morphologiques de cette apoptose, notamment la présence de
vacuoles autophagiques, ont été observees chez S. cerevisiae [204].

Chez D. discoideum [206] T. thermophila [207] L. donovani [208]
Acanthamoeba castellanii [209] T. cruzi [210] et Blastocystis hominis [211] Les
genes ATG sont les principaux acteurs de I’autophagie et donc de la mort
cellulaire autophagique. Chez les eucaryotes unicellulaires, des homologues de
ces genes ont été découverts. Chez la levure S. cerevisiae, 30 genes ATG ont éte
identifies comme étant impliqués dans I’autophagie [212] Un seul geéne,
TbATGS, a ete identifié chez T. brucei [213] . cet apoptose a été jugée comme
jouant un réle important dans la prolifération et la différentiation des
protozoaires Entamoeba invadens [215] et Acanthamoeba [214].
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7-1- Métacaspases dans I’apoptose des eucaryotes unicellulaires

Les metacaspases (MCASs) ou caspases-like constituent une nouvelle
famille de protéines homologues aux caspases, récemment identifiées par Uren
et al. (2000). Elles ont été identifiées chez les plantes, champignons et
protozoaires. Les MCAs sont des cystéine peptidases appartenant a la famille
C14 du clan CD qui inclue les caspases (chez les métazoaires) et les
paracaspases (chez les métazoaires et Dictyostelium discoideum) [217]. Les
MCAs possedent la dyade histidine-cystéine caractéristigue du domaine
catalytigue des caspases, mais cependant elles ont une similarité de séquence
faible avec celles des caspases. Les MCAs de levures et de quelques plantes
contiennent une région riche en proline a leur extremité amino- terminale. Les
MCAs de plantes peuvent étre séparées en deux sous-groupes « type | » ou «
type Il » selon la présence d’une extension amino-terminale ou d’une insertion

entre les sous unites putatives p20 et p10 [216] .

Chez les eucaryotes pluricellulaires, comme décrit précédemment, les
caspases jouent un réle central dans les mécanismes moléculaires de I’apoptose
et sont responsables de nombreux changements biochimiques et morphologiques
qui I’accompagnent. Pourtant aucun gene codant des caspases n’a pu étre
identifié chez les plantes, champignons et protozoaires parasites. Or, puisque des
caractéristiques morphologiques semblables a I’apoptose ont été déecrites lors de
la mort cellulaire de plusieurs organismes unicellulaires et certaines plantes, il
est probable que les MCAs puissent jouer un rdle similaire a celui des caspases

chez ces organismes.
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D’ailleurs il a été montré récemment que les MCAs de S. cerevisiae
nommeée YCAL [218] du champignon Podospora anserina nommées PaMCA1 et
PaMCA2 (Hamann et al., 2007), de la plante Norway. spruce nommée mcll-Pa
[219] et de L. donovani nommée LAMC [220], seraient impliquées directement

dans la MCP de ces organismes.

En utilisant un systeme hétérologue en levure, il a été montré que les
MCAs AtMCP1b, AtMCP2b et AtMC8 de la plante A. thaliana [221 ;222], que
la MCA LmjMCA de L. major (Gonzalez et al., 2007) et que la MCA TbMCA4
de T. brucei [223] sont impliquées dans I’apoptose puisque’ils sont capables
d’induire la mort de Saccharomyces par complémentation. Plusieurs de ces
MCAs s’auto-cliveraient pour étre activées tout comme les caspases [223 ;225].
Cependant, elles n’ont pas la méme spécificité enzymatique que les caspases. En
effet, ces protéases sont incapables de couper des substrats specifiques de
caspases (acide aspartique en position P1) mais en revanche elles présentent une
forte activité enzymatique avec des substrats contenant une arginine ou une
lysine en position P1 [225]. De plus, I’activité enzymatique de ces protéines
n’est pas modifiée en présence d’inhibiteurs spécifiques de caspases, incluant le
Z-VVAD-fmk. Par contre ces protéases sont hautement sensibles aux inhibiteurs

de protéases arginine ou lysine spécifique telles que la leupeptine et I’antipaine. .
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8. Marqueurs apoptotiques

8-1. Les modifications morphologiques, biochimiques et moléculaires

de I'apoptose.
A- Modifications Morphologiques :

L'une des premieres altérations subies par la cellule est la déshydratation.
La perte de l'eau intracellulaire conduit a la condensation du cytoplasme. Les
cellules, originellement rondes, peuvent sallonger ou prendre une forme
irréguliere, et diminuent de taille. Un changement caractéristique de l'apoptose
est la condensation de la chromatine nucléaire. La membrane nucléaire se
désintegre ensuite, les protéines lamines (protéines de la membrane nucléaire)
sont dégradées et le noyau se fragmente (caryorrhexis). Les fragments nucléaires
sont dispersés dans tout le cytoplasme puis "empaquetés” avec du cytoplasme
dans des fragments de membrane cytoplasmique en formant ainsi des corps

apoptotiques. Ceux-ci vont se détacher peu a peu : la cellule "bourgeonne” .
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Corps apoplotique

Figure 23: Cellules Hela induite en apoptose par TNFa

La perte des structures de surface telles que les pseudopodes et les

microvillosités (microtubules) est aussi caractéristique de I'apoptose. [226] .
B- Modifications biochimiques et moléculaires :

Une importante modification est le changement de ratio entre les protéines
inhibitrices (Bcl-2, Bcl-xL...) et promotrices (Bax, Bik, Bad...) de l'apoptose,
de la famille Bcl-2 [228 ;227]. De plus, la perte de potentiel mitochondrial
transmembranaire observée tot lors de l'apoptose, l'apparition d'intermédiaires
réactifs oxydants (ROl : Reactive Oxydative Intermediates) et la libération du
cytochrome-c par la mitochondrie et de calcium Ca2+ (augmentation de la
concentration intracellulaire de cet ion) semblent étre des conséquences de
I'ouverture de pores dans la membrane mitochondriale. L'intégrité structurale et

la plupart des fonctions de transport de la membrane plasmique sont conservées
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au moins durant la phase initiale de I'apoptose. Cependant, la perméabilité de la
membrane plasmique a certains fluorochromes tels que la 7-
aminoactinomycine-D ou Hoechst 33342, est augmentée [229 ;230.]L'un des
changements caractéristiques de la membrane plasmique est la perte de
I'asymetrie phospholipidique conduisant a I'exposition de phosphatidylsérine sur
la face externe . Cette modification survient tot lors de lI'apoptose, qu'elle soit
médiée par l'intermédiaire d'un récepteur membranaire (voie des récepteurs de
mort cellulaire), ou des agents genotoxiques déclenchant la mort cellulaire via

des dommages de I'ADN (voie mitochondriale).

L'activation en cascade de sérine protéases et de caspases (= cystéine
protéases) conduit a la dégradation de certaines protéines appelées "substrats de
mort" (Poly-ADP-ribose-polymérase (PARP), lamines, actine...). La cellule
peut ainsi perdre ses microvillosités du fait de la dégradation de la F-actine
[Endersen et al. 1995].

L'activation d'endonucléases est également une caractéristiqgue de
I'apoptose. Initialement, I'ADN est clivé au niveau des sites d'attachement des
boucles de chromatine a la matrice nucléaire (fragments de 50 a 300 kpb). Puis,

I'’ADN est préférentiellement clivé au niveau des nucléosomes [231].

8-2- les techniques de la mise en évidence et de la quantification de

I’apoptose

La détection qualitative ou quantitative des modifications cellulaires
(morphologiques et biochimiques) repose sur certaines caractéristiques des
cellules apoptotiques [232].Elles peuvent s’observer en utilisant la microscopie a
fluorescence. La mise en évidence du potentiel mitochondrial se fait a I’aide

d’un fluorochrome cationique de la famille des carbocyanines, le JC-1 (5,5’,6,
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6’-tetrachloro-1,1’,3, 3’ tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide ;
Mitochondrial Membrane Potential Detection Kit), dont la fluorescence varie en
fonction de sa concentration. Une perte de potentiel de la mitochondrie va
entrainer une diminution de la concentration du JC-1. Ce marqueur fluoresce en
vert a de faibles concentrations (absorption a 510 nm et d’émission a 520 nm) et
dans le rouge (585 nm et 585 nm) a de plus fortes concentrations. La perte de la
fluorescence orange-rouge indique la dépolarisation d’une région a haut

potentiel négatif telle que la membrane mitochondriale [233].

Pour observer la fragmentation internucléosomale de I’ADN, on applique
la méthode TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End
Labelling) ; une enzyme, la TdT, catalyse I’addition de nucléotides marqués
(FITC) a I’extremité 3’OH des fragments d’ADN produits au cours du processus
d’apoptose. Le principe de ce test repose sur la particularité de la fragmentation
de I’ ADN observee au cours de I’apoptose. En effet, les endonucléases activees
par des signaux pro-apoptotiques et la présence de calcium fragmentent I’ADN
entre les nucléosomes produisant des bouts francs. L’enzyme Terminal
deoxytransferase reconnait spécifiquement les bouts francs et permet leur
polymeérisation. Ainsi, en incubant cette enzyme en présence des bases (dUTP)
marquees a la fluoroscéine, les bouts francs sont mis en évidence par une

fluorescence verte. [234].

Le marquage a I’annexine V-FITC et I’analyse en cytométrie permettent la
mise en évidence de I’externalisation des phosphatidysérines a la surface des
cellules entrant en apoptose. L annexine V est un anticoagulant qui en présence
de calcium se fixe aux phosphatidylsérines. L’annexine V étant liee au

fluorochrome FITC (Fluorescein iso thio cyanate Ex 490 nm ; Em 520 nm),
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I’exposition des phosphatidylsérines est observée par lecture au microscope a
fluorescence. Les cellules exposant les phosphatidylsérines apparaissent en
cercle vert [235]. Quant a I’activation de protéases spécifiques, les caspases, leur
mise en évidence s’effectue a I’aide du kit caspase 3 activity assay, du M30
CytoDeath, et du monoclonal anti-Parp (polyADP-ribose polymérase) 94 [236].
Le tableau ci-dessous, résume les principales technigues de mise en évidence de

I’apoptose.
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Margueur Technigue Principe Avantages Inconvénienis
Corps DIC/NIC Représentation Image en 3D Echantillon
apoptotiques dynamique des Ajout de marqueurs | transparent
cellules auxiliaires
CMF Deétermination de Methode Coiiteuse
la taille et de la quantitative
granulosité des Ajout de marqueurs
cellules auxiliaires
MET Observation de Bonne résolution Equipement
|"ultra structure (0. 1nm) colteux
des cellules Préparation
des cellules
delicate
Marqueurs en | Marquage du Distinction apoptose
phase liquide | milieu exténeur et nécrose primaire
internalisé lors de
la pinocytose
Externalisation | CMF Double marquage | Meéthode Technique in
des P§ AnV/IP quantitative vitro
Diustinction
apoptose-nécrose
secondaire et
nEcrose primaire
Technique Marguage en temps
Tomographie | d'imagerie reel
Technique in vivo
Fragmentation | Gel d'agarose | Electrophorése Reéalisation facile Peu sensible
de I'ADN Champ pulsé
TUNEL Marquage des Sensible, Faux positif
exterminegs 3’ quantitative (ADN en
reéparation)
Activation des | Substrats Emission de Quantifiable Substrat
Caspases fluorogéniques | fluorescence apreés parfols peu
clivage specifique
Western Blot | Marquage du
domaine actif p20
Marquage du pro
domaine pl0
MMP Western Blot | Libération du

cytochrome c
Translocation tBid

ICI

Mesure du Aym

Quantifiable

Tableau5 :les principales techniques pour la mise en evidence de I’apoptose [237]
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1I-APOPTOSE ET PALUDISME

Malgreé les efforts entrepris par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
pour I’éradication du paludisme dans le monde, cette maladie parasitaire
demeure toujours la plus importante et la plus répandue des maladies
transmissibles dans les pays tropicaux et subtropicaux en voie de développement
avec 2 a 3 milliards d’individus exposés (soit 34 a 40% de la population
mondiale). Constituant un frein au développement socio-économique, le
paludisme représente une cause majeure de morbidité et de mortalité entrainant
chaque année selon les estimations, 300 a 660 millions de cas et 1,5 a 2,7
millions de déces (dont 90% surviennent en Afrigue subsaharienne) [Totino et
al. 2009 ; Hay et al 2009 ; WHO 2006 ; Snow et al. 2005]. Les enfants en bas
age sont les plus touchés avec un déces toutes les 30 secondes, 150 a 300 déces
par heure et 3000 déces deplorés chaque jour [Breman 2009 ; Greenwood et al
2005]. Les enfants de moins de 5 ans, les femmes enceintes (particulierement les
primipares) et les personnes agees constituent les personnes a risque pour le
paludisme [Rosenthal 2008; Greenwood et al. 2005]. Le paludisme représente
aussi un serieux risque pour la santé des voyageurs non - immuns venant des
pays industrialisés qui visitent les zones d’endémie palustre [Marangi et al 2009;
Sicard S et al. 2009; de Gentile, 2008].
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A-Données épidémiologiques du paludisme

1- L’agent pathogene et répartition géographigue

Le paludisme ou « malaria » est une maladie parasitaire causée par un
hématozoaire appartenant au genre Plasmodium, transmise a I’homme
essentiellement par des moustiques femelles du genre Anopheles. Il existe plus
de 140 especes de Plasmodium inféodes a diverses espéeces animales mais
seulement 4 especes sont responsables du paludisme humain. Il s’agit de
Plasmodium falciparum (P. falciparum) ; Plasmodium malariae (P. malariae) ;
Plasmodium ovale (P. ovale) et Plasmodium vivax (P. vivax) qui different entre
elles par des criteres biologiques, cliniques, par leur répartition géographique et
par leur capacité a développer des résistances aux antipaludiques. Récemment,
Plasmodium knowlesi, généralement retrouvé dans la nature chez les singes
macaques, a été identifié comme étant la cinquieme espece de Plasmodium
causant le paludisme dans les populations humaines en Asie du Sud-Est [238].
Quatre-vingt-quinze pourcent (95%) des cas de paludisme recensés a travers le
monde sont assurés par P. falciparum et P. vivax. Les infections a P. falciparum
sont tres répandues dans les grandes régions de I'Afrique subsaharienne et dans
les pays d'Asie de I'Est. Pres de 60% des acces palustres dans le monde sont dus
a P. falciparum [239]. P. vivax et P. ovale, quant a elles, sont responsables des
rechutes tardives plusieurs mois et/ou années apres I’épisode initial de la
maladie. De ces 5 especes, P. falciparum est I’agent causal des formes cliniques
potentiellement mortelles du paludisme. C’est la forme qui présente une
résistance clinique a la plupart des antipaludiques disponibles sur le marché
[240] .De plus en plus, P. vivax est impliqué dans des cas de paludisme grave et
de chimioresistance. Bien qu’une similitude élevée soit retrouvée entre les génes
fonctionnels de P. falciparum et de P. vivax, il existe cependant, plusieurs traits
caractéristiques distincts entre ces deux parasites [240].
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Figure 24 : Distribution spatiale du paludisme a Plasmodium falciparum [239]

Le contr6le de ce fléau mondial qu’est le paludisme, se heurte a la
résistance du parasite a la plupart des antipaludiques disponibles sur le marche

d’une part, et du vecteur (anophéles femelle) aux insecticides d’autre part .

Cette résistance des anopheles aux insecticides a profondément perturbé les
programmes nationaux et régionaux de lutte antivectorielle. En outre,
I’augmentation de la résistance des souches de Plasmodium falciparum a la

chloroquine (CQ) et a la sulfadoxine — pyriméthamine (SP) en Asie, Afrique et
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Amérigue du Sud a emmené des problemes dans la prise en charge des cas
cliniques de paludisme dans de nombreux pays [241]. L’apparition et la
propagation des souches résistantes de Plasmodium aux principaux
antipaludiques a pour conséquence I’augmentation notable de la morbidite et de
la mortalité palustre incluant les anémies séveres, faibles poids a la naissance,
accroissement du portage des gamétocytes, modification de la distribution avec
un impact économique important [242], requérant la recherche de nouvelles

approches préventives et therapeutigue.

La repartition du paludisme dans le monde dépend en partie de la
compétence vectorielle et de la capacité vectorielle. Ainsi donc, le
développement des 5 especes de Plasmodium inféodées a I’homme est possible
partout ou il y a des vecteurs compétents et ou les conditions climatiques
permettent I’accomplissement de leur cycle sporogonique [239] .Cependant, il
est a noter que P. vivax ne peut se développer qu’en présence de I’antigene
globulaire Duffy. L’invasion de I’hématie nécessite la présence du recepteur de
I’antigene Duffy [243]. C’est la raison pour laguelle les sujets mélano-africains

sont naturellement refractaires a P. vivax, car ils en sont dépourvus.

Selon I’OMS, le paludisme était endémique dans 109 pays dont 45 dans la
seule région Africaine en 2008. La répartition géographique de I’épidémiologie
du paludisme est tres hétérogéne et extrémement variable d’un continent a
I’autre, d’un pays a l’autre, mais également au sein d’un méme pays. Cette
répartition géographique est fortement influencée par la distribution des
anopheles vecteurs, la capacité vectorielle, les caractéristiques biologiques des
différentes especes de Plasmodium, les conditions climatiques etc. Il n’y a pas

de transmission dans les zones tempérées et au-dessus de 2500 metres d’altitude.
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Ainsi, les zones tropicale et subtropicale sont plus favorables au développement
du parasite contrairement a la zone tempérée ou le paludisme est éradique.
Cependant, avec le réchauffement climatique, des cas de paludisme autochtones
ont eté évoques en Europe .Donc, il est légitime de s’attendre a un allongement
de la durée de transmission et une modification des aires de distribution du

parasite et des vecteurs .
2-Vecteur

Le vecteur du paludisme humain est I’anophele femelle, moustique
appartenant a I’ordre des Dipteres, a la famille des Culicidae, a la sous famille
des Anophelinae et au genre Anopheles. Du grec « anbphelés », signifie « inutile
» par la combinaison du « an » traduisant le privatif et de « 6phelés » qui

signifie « utile ».

La transmission de la maladie a I’lhomme se fait principalement par la
piglre infestante du moustique pendant son repas sanguin, et seule la femelle est
hématophage. L’essentiel des piqdres ont lieu a partir du coucher du soleil avec

un maximum d’activité entre 23 heures et 6 heures [244].

Dans la littérature, environ 500 a 600 especes d’anopheles sont décrites,
mais seules soixante - dix a quatre-vingt (10%) d’entre elles sont vectrices de

parasites (dont Plasmodium) a I’homme .

Les principaux vecteurs du paludisme sont, pour I'Afrique : Anopheles
gambiae ss., An. arabiensis, An. funestus, An. nili et An. moucheti. D’autres tels
que : An. melas, An. merus, An. paludis, An. pharoensis, An. hancocki sont des
vecteurs d’importance locale, dits "secondaires™ (pour I'Afrique centrale). Pour

la zone américaine : An. darlingi, An. albimanus, An. pseudopunctipennis, An.
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guadrimaculatus .Chacune de ces especes a des exigences écologiques
particulieres. Par exemple, A. gambiae se développe plutdt dans de petites
collections d’eaux claires, ensoleillées et sans végetation tandis qu’An.
arabiensis, colonise les environnements plus secs jusqu’en bordure du Sahara.
Quant aux autres espéeces, An. funestus peuple les marais a végétation dressee ;
An. nili se développe sur les bords des rivieres a courant rapide et An. moucheti
se développe dans lesfleuves a courant lent, dans le bloc forestier d’Afrique
centrale. D’autres espéeces telles que An. melas et An. merus, se developpent
dans les eaux saumatres des zones cotieres .Au Malawi, des observations
cytogeneétiques et moléculaires ont permis la mise en évidence d’une nouvelle
sous — espece d’Anopheles giles, un des vecteurs majeurs de paludisme en

Afrique, provisoirement nomme funestus-like .

Le developpement, la longévité et la distribution des anophéles dépendent
du climat et de la température avec un optimum entre 20 et 30°C pour une durée
de vie de I’ordre de 30 jours . Les femelles s‘accouplent généralement une seule
fois au cours de leur vie au contraire des males et conservent le sperme dans des
spermatheques tout au long de leur vie pour féconder tous les lots d’ceufs
successifs. Pour cela, elles ont besoin d’un repas sanguin (prélevé chez I’hnomme
et certains mammiferes) tous les 2 a 3 jours pour la maturation des ceufs et la
ponte (cycle gonotrophique). Hormis ce besoin, les moustiques adultes (méles et
femelles) se nourrissent principalement de nectar. La recherche de I’hote se fait
a distance en remontant les émissions de gaz carboniques (CO2), puis a
proximité en fonction des odeurs corporelles. Elles représentent un hote définitif
pour les parasites du genre Plasmodium tandis que I’lhomme constitue I’hote

intermédiaire [245].
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Au Maroc, L’anophéle A.maculipennis labranchiae est le principal vecteur
incriminé dans la transmission du paludisme .C’est un moustique tres ubiquiste
gu’on retrouve sur les plaines maritimes mediterranéennes et atlantiques, jusqu'au
sud d’Agadir. Son aire de distribution continentale recouvre pratiqguement tout le
territoire, englobant les chaines de montagnes du Rif et du Moyen Atlas. Sa
limite sud pourrait étre représentee par le versant nord du Haut Atlas.Sa limite
sud pourrait étre représentée par le versant nord du Haut Atlas. Il constitue
I’espéce dominante dans le nord-ouest du pays et représente le seul peuplement

anophelien dans la plainte du Rharb.

Asergenti  est  considéré  comme  vecteur  secondaire  du
paludisme,respnsable de la transmission dans le sud du pays. Il constitue
I’essentiel du peuplement anophélien de la zone présaharienne du Maroc et
remonte jusqu’aux pentes méridonales du Rif.ll existe d’autres espéces
d’anophéles de moindre importance dont le réle dans la transmission du
paludisme n’a jamais été prouve. Les epreuves de sensibilité a I’insecticide DDT
pratiquées sur A.labranchiae au stade imago entre 1960 et 1996 avaient montre
une sensibilité anophélienne normale au DDT,I’insecticide le plus utilisé dans la
plupart des regions du Royaume,et une tolérance de vigueur dans quelques
zones agricoles ou des insecticides etaient employés d’une facon importante.Les
tests de sensibilité au teméphos effectués en 1994-1995 et 1996 sur les larves de

A.labranchiae avaient révélé également une sensibilité normale.
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3-Cycle biologique du plasmodium

Les plasmodies sont des parasites intracellulaires obligatoires des vertébrés
transmis a I’homme par la piqdre infestante d’un anophele femelle. Le cycle
biologique de transmission du Plasmodium est un processus complexe
nécessitant I’interaction entre I’hGte vertébré (homme = hote intermeédiaire)
hébergeant la multiplication asexuée (schizogonie), le parasite, le moustique
vecteur (hote définitif) chez lequel se déroule la reproduction sexuée

(sporogonie) et un environnement propice.

Selon Robert V et al., 2002 ; on peut schématiser cette transmission en
quatre phases cycliques :1) le développement du parasite chez I'hnomme jusqu’au
stade gamétocyte qui comprend deux cycles asexués dont le premier se passe
dans les cellules du foie (cycle schizogonique exo-érythrocytaire intra-
hépatique) au cours duquel on n’observe pas de manifestations cliniques (phase
d’incubation) et [I’autre, intra-érythrocytaire (cycle schizogonique intra-
érythrocytaire) correspondant a la phase de manifestations cliniques, 2) la
transmission du parasite de I’hnomme au moustique vecteur, 3) le développement
du parasite au sein du moustique vecteur (cycle sporogonique) et 4) la

transmission du moustique vecteur a I’lhomme[246].
3.1. Cycles asexués chez I'hote vertébré (Homme)

Encore appelé phase asexuée ou schizogonie, le cycle chez I'homme
comporte deux phases : une phase tissulaire ou exo-érythrocytaire et une phase

sanguine ou intra-érythrocytaire.

94



3.2. Phase tissulaire ou cycle exo-érythrocytaire

Pendant le repas sanguin, les moustiques du genre Anophéle femelles
infestés inoculent a I’lhomme des sporozoites dans un capillaire sanguin par leur
salive .Le nombre de sporozoites inoculés est estimé entre 20 et 200 .Ces
sporozoites, formes extracellulaires issus d’un processus complexe de
développement chez le moustique et qui sont destinés a infecter les cellules du
foie des mammiferes restent environ une demi-heure dans la peau, la lymphe et
le sang. Au cours de leur migration vers le foie, beaucoup sont détruits par les
macrophages mais certains parviennent a gagner les cellules du foie . Dans les
hépatocytes, les sporozoites se multiplient et évoluent en schizontes pré-
érythrocytaires ou « corps bleus » (formes multinucléées) apres 1 a 2 semaines
de maturation .Ces schizontes éclatent et libérent dans le sang des milliers de
mérozoites variant selon I’espece (40 000 pour P. falciparum, 15 000 pour P.
ovale, 10 000 pour P. vivax et environ 2 000 pour P. malariae) qui initieront la
phase érythrocytaire. 1l faut noter que la schizogonie hépatique est unique dans
le cycle du fait que les hépatocytes ne peuvent étre infectés que par des
sporozoites . A I’'image d’autres stades invasifs des Apicomplexa, les
sporozoites pénetrent activement dans les cellules hotes. Des expériences
indiquent que les sporozoites passent d’abord par plusieurs cellules de I’hote et
hépatocytes avant leur developpement] L’invasion des hépatocytes se fait soit a
travers la membrane plasmique ou soit par la formation d’une vacuole
essentielle a sa différenciation . Des travaux scientifigues montrent que cette
invasion des hépatocytes par des sporozoites est mediée par I’interaction entre la
« Circumsporozoite Protein » pour CSP (protéine majeure exprimée a la surface

des sporozoites) ; la « Thrombospondin — Related Anonymous Protein » pour
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TRAP ; exprimée également a la surface des sporozoites ; les CD81
(tétraspanine) ; cell-traversal protein for ookinetes and sporozoites (CelTOS), et
les glycosaminoglycanes (GAG) des sinusoides hépatiques [247] .Siau et al ont
montré in vitro qu’un changement de température est nécessaire a I’infectiosité
des hépatocytes par les sporozoites [248]. De ces expériences, on peut émettre
I”’hypothese que I’infectiosité des hépatocytes est favorisée entre autre, par le
changement de température de I’anophele femelle (<37°C dans les glandes
salivaires) a I’hote vertébré (37°C). Au cours de la phase hépatique, certains
parasites restent quiescents dans les hépatocytes, sans se transformer en corps
bleu donnant ainsi naissance a des hypnozoites responsables des acces de
reviviscence tardifs a distance de la piqdre initiale observés dans les infections a
P. vivax et P. ovale . Contrairement a P. ovale et P. vivax, P. falciparum et P,
malariae ne posseédent pas de formes de persistance hépatique (hypnozoites),
I’évolution se faisant d’un seul tenant. Cette phase de multiplication est

asymptomatique (période d’incubation) et dure de 8 a 15 jours selon les espéces.
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Figure 25 : Développement des schizontes hépatiques de P. falciparum [249] .

3.3. Phase sanguine ou cycle asexué intra-érythrocytaire

La phase érythrocytaire est initiée par I’invasion aléatoire des hématies
saines par des mérozoites (formes extracellulaires du parasite) libérés suite a la
rupture des schizontes hépatiques.C’est un processus complexe faisant intervenir
de multiples interactions entre ligands et récepteurs.L’invasion des hématies qui
se fait grace a un processus parasitaire actif (endocytose) ; dure environ 30

secondes et se passe en cing phases :
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a) — la phase de contact ente le manteau glycoprotéique du mérozoite

(Merozoite Surface Protein 1 pour MSP1) et la surface de I’hématie ;

b)- une phase de réorientation de la région apicale du mérozoite au contact

de la membrane de I’hématie ;

c)- libération d’une sérine protéase « merozoite surface sheddase suivie de

I’amorce de I’invagination de I’hématie;
d)- invagination avec détachement progressif du manteau glycoprotéique

e)- endocytose avec formation de la vacuole parasitophore .Au sein de la
vacuole parasitophore, le parasite se différencie en trophozoite jeune, puis en
trophozoite ageé, stade a partir duquel une intense phase replicative de I’ADN
commence. Il donne alors naissance au schizonte érythrocytaire, ce dernier apres
segmentation montre une forme caractéristique de rosace, puis libere des
mérozoites au nombre de 16 a 32 pour P. falciparum ; 16 a 20 P. vivax ; 8 a 16
pour P. ovale et 6 a 12 pour P. malariae) qui rapidement réinfectent de nouvelles
hématies saines . Spécifiquement I’infection de I’érythrocyte humain par
Plasmodium vivax nécessite obligatoirement la présence d’un antigene a la

surface des globules rouges ; appele,

« Duffy tigen Receptor for Chemokines (DARC). L’interaction entre P.
vivax et I’érythrocyte est médiée par une protéine de liaison ; le « Duffy —
Binding Protein » (PvDBP) [243]. Chaque cycle schizogonique (ou
endoérythrocytaire) dure 48 heures (fievre tierce) pour P. falciparum, P. vivax et
P. ovale ou 72 heures (fievre quarte) pour P. malariae. Seule cette phase
sanguine est responsable des manifestations cliniques observées au cours du

paludisme. Apres plusieurs schizogonies, un petit pourcentage de mérozoites ne

98



se multiplient pas apres invasion des érythrocytes, mais plutét, se différencient
dans les hématies parasitées en formes sexuées (gamétocytes). Ces gamétocytes
(males et femelles) ne peuvent poursuivre leur développement que s’ils sont

ingérés au cours d’un repas sanguin par un anophéle femelle .

trophozoite .

merozoite

<4

Figure 26 : cycle biologique du plasmodium
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Mérozoite Trophozoite Schizonte

Mérozoite

Figure 27 : Phase sanguine ou cycle asexué intra-érythrocytaire du Plasmodium falciparum

100



Les étapes de 'invasion de I'erythrocyte par le mérozoite

i Réorientation
Junction

Reorientation/Deformation Formation

'a"‘-

Y Décharge
micronémes

Initial
Contact
MSP1

Aikawa et al (1978) J. Cell Biol.

Figure 28 : Libération des mérozoites hépatiques dans la circulation sanguine
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3.4. Cycle chez I’Anophéle femelle (cycle sexué ou sporogonie)

La transmission de Plasmodium nécessite son développement chez le
vecteur . De ce fait, le cycle sexué ou sporogonique ou le parasite passe par
plusieurs stades de développement successifs se déroule chez les femelles de
certaines especes d’anopheéles . Lors d’un repas sanguin sur un individu infecte,
I’anophéle femelle ingere les différents stades du parasite. Les élements asexueés
(mérozoites, trophozoites et schizontes) sont digerés dans I’estomac du
moustique. Seuls les gamétocytes males (microgametocytes) et gamétocytes
femelles (macrogamétocytes) poursuivront leur développement.. Ceux-ci
parviennent dans I’estomac du moustique et se transforment en gametes .Le
gamete male subit un processus d’exflagellation a la suite duquel les gametes
femelles sont fécondés .1l en résulte un zygote appelé ookinéte .Selon Hirai et al,
I’étape de la fertilisation est considérée comme étant le talon d’Achille du cycle
représentant ainsi, une cible vaccinale . Environ 24 heures apres la formation du
zygote, I’ookinete mature mobile traverse d’abord la matrice péritrophigque
(ligne orange ovalaire au sein du moustique), puis I’épithélium stomacal avant
de se différencier en oocystes . Cette phase diploide est breve et s’acheve par
une division méiotique laquelle est suivie de plusieurs mitoses aboutissant au
développement de sporoblastes, puis de sporozoites apres une dizaine de jours
.L’éclatement de I’oocyste libere ces éléments haploides (5000 a 10 000
sporozoites) mobiles dans I’hémolymphe et gagnent préférentiellement les
glandes salivaires de I’anophéele par leurs propres moyens d’ou ils pourront étre
a nouveau injectés avec la salive lors d’une nouvelle pigare infestante . La
reconnaissance et I’invasion des glandes salivaires du moustique se fait a travers
I’interaction entre les protéines de surface de ces glandes salivaires et la TRAP
exprimée a la surface des sporozoites [250].
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Figure 29 : Cycle sporogonique du P. falciparum chez I’anophele femelle [279]

La durée du cycle sporogonique, le passage obligatoire pour la transmission
du parasite d’un héte a un autre, varie de 10 a 40 jours en fonction de la
température extérieure et de I’espece plasmodiale .Des expériences montrent que

la sporogonie peut étre interrompue si la charge parasitaire d’entrée est élevée.
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Figure 30 : Cycle biologique des Plasmodium chez I’homme résumant les différentes

phases [http://www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/ImageL.ibrary/ malaria_LifeCycle.GIF]
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4-Manifestations cliniques

Apres pigare par I’insecte, il faut au moins un delai d’incubation de 7 jours
pour qu’il y ait apparition des manifestations L’infection par I’agent du
paludisme chez I’lhomme se manifeste par plusieurs tableaux cliniques allant du
plus simple au plus grave selon I’espéce plasmodiale en cause, le terrain et I’age

du patient.
4-1. Acces palustre simple:

Les premiers symptomes cliniques apparaissent 7 a 30 jours apres une
pigare infectante d’une Anophele femelle. L acces palustre simple commence
par des frissons, des maux de téte, malaise et parfois des vomissements . Cette
phase dite (la phase froide) dure 15 minutes a 1 heure et elle est suivie par une
deuxieme phase chaude caractérisée par une élévation importante de la fievre
pouvant durer de 1 a 4 heures. Ensuite la température commence a baisser et le
patient présente des sueurs abondantes . Ces signes peuvent alterner en un cycle
caractéristique a trois phases qui se répete tous les jours ( P. knowlesi ), tous les
deux jours ( P. falciparum , P. vivax, P. ovale ) ou trois jours ( P. malariae ), et
qui coincide avec la libération de meérozoites et surtout de I’hémozoine par

rupture des globules rouges.
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Néanmoins, la périodicité des symptdémes n’est pas toujours aussi marquée

et les symptdémes peuvent étre observés plus ou moins simultanement .

40°C

40°C

Fiévre tierce
P. falciparum, P. ovale, P. vivax

A A A
[ \ 'l \
J1 ]2 13 J4 15 J6 17 18
SQO0DD S QO CRQODD S QAODD
Fievre quarte
P. malariae
\ \ \
( \ | \
11 12 13 J4 J5 J6 17 18 J9 J10 J11 1J12
Q0D QOO CQO0DDT QO0ODD

Figure 31 : Fiévre tierce et fievre quarte au cours de I’accés palustre
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4-2. Acces grave ou pernicieux:

La gravité du paludisme a P. falciparum varie d'une zone a l'autre et il est
possible que des parasites plus ou moins virulents puissent exister. Il n'existe
pas, pour l'instant, de marqueur de virulence pouvant étre utilisé pour typer les
isolats sauvages de parasites, mais plusieurs associations entre certains

génotypes MSP1 et MSP2 et des cas de paludisme grave ont été décrits .

Les complications graves du paludisme sont dues a P. falciparum chez un
sujet non immun (jeune enfant en zone d’endémie, femme enceinte, expatrie,
voyageur) et sont potentiellement mortelles. Le déces, quand il survient, est
secondaire a la défaillance aigué d’une ou de plusieurs grandes fonctions, et ce,
parfois méme si la mise en place d’un traitement étiologique s’avere efficace.
Seule Iinstauration rapide d’une réanimation adaptée peut alors sauver le
malade. Par consequent, la connaissance des criteres OMS 2000 de gravité du
paludisme est d’une importance capitale pour I’identification des patients qui
nécessitent une hospitalisation en urgence ou dans une Unité de Soins Intensifs.
Un paludisme grave peut donc prendre différentes formes cliniques dont la plus

importante est I’atteinte cérébrale entrainant 10 a 20% de mortalité [251].

On regroupe sous le terme de neuropaludisme (cerebral malaria chez les
anglo-saxons) toutes les manifestations neurologiques, conséquences de
I’atteinte cérébrale au cours de I’acces palustre. 1l associe des troubles de la
conscience (pouvant aller jusqu’au coma), prostration, convulsions avec des
perturbations viscérales multiples (anemie sévere, insuffisance rénale, cedeme

pulmonaire...).
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Non traité, le neuropaludisme est mortel en deux ou trois jours. Méme avec

une prise en charge adaptéee, la mortalité reste lourde (10 a 30 %). Lorsqu’elle

est obtenue, la guérison se fait généralement sans séquelle, sauf chez I’enfant (5

a 10 % de séquelles définitives). Plusieurs complications neurologiques sont

associées au paludisme cérébral. Des études de cohorte réalisees au Mali, au

Kenya et au Bangladesh ont révélé d’importantes séquelles neurologiques

constituées de

. céphalées recurrentes ; retard mental, retard de langage,

dyspraxie bucco-faciale, diplégie, syndrome frontal, dystonie, épilepsie, troubles

du comportement et de I’attention. Le pronostic global repose essentiellement

sur la rapidité du diagnostic et de la prise en charge

Criteres cliniques

Criteres biologiques

Prostration : extréme faiblesse

Acidose : bicarbonates < 15 mmol/l
+ pH < 7,35

Trouble de la conscience : score de Glasgow modifié a
<10

Hyperlactatémie lactates

plasmatiques > 5 mmol/I

Convulsions répétées

Hyperparasitémie : parasitémie > 4
% chez le non immun

Collapsus cardiovasculaire pression artérielle | Hypoglycémie glycémie < 2
systolique < 80 mmHg en mmol/|

présence de signes périphériques d'insuffisance | Anémie sévere : hémoglobine
circulatoire plasmatique < 5 g/dI

Détresse respiratoire
Edeme pulmonaire : définition Ictére :

clinique ou bilirubine totale > 50 umol/Iradiologique

Saignement anormal : définition clinique sans autre
précision

Hémoglobinurie macroscopique

Insuffisance rénale : créatininémie
> 265 pmol/l avec diurese < 400
ml/24 h aprés réhydratation

Tableau 6 :Les critéres de gravité du paludisme chez I’adulte selon I’OMS 2000
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5-Diagnostic biologique

Le diagnostic biologique du paludisme est une urgence, défini par la
présence de formes asexuées de Plasmodium a I’examen microscopique Il
impose de respecter les procédures techniques qui ont un impact direct sur la

qualité et sur les performances de I’analyse.
5.1. Diagnostic de présomption

En plus des signes cliniques (fievre) et de notion de séjour en zone
d’endémie, certains signes biologiques, surtout hématologiques, peuvent étre
évocateurs du paludisme. L’anémie contemporaine des acces fébriles se situe
aux environs de 3 a 4 millions de GR/mma3. Elle serait tres élevée lors de la crise
hémolytique de la fievre bilieuse hémoglobinurique. Les hématies montrent
plusieurs anomalies morphologiques liées a I’hémolyse (anisocytose,
poikilocytose, polychromatophilie, granulations basophiles).I’anémie
hémolytique est un bon signe d’orientation mais elle peut manquer, surtout au
debut d’un acces de primo-invasion. elle est le plus souvent présente chez un

sujet présentant des acces de reviviscence ou une rechute.

La thrombopénie est une anomalie fréquente et précoce au cours du
paludisme, indépendamment de I’acces plasmodiale en cause et du tableau
clinique. C’est un tres bon signe d’orientation mais sa valeur pronostique et

encore controversé.
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5-2. Diagnostic specifique

Le diagnostic biologiqgue du paludisme est une urgence, il se fait par la
recherche directe du parasite, ses antigenes ou ses acides nucléiques (ADN ou
ARN). Le diagnostic sérologique est plus rarement indiqué et n’est pas adapté a

I’urgence vue le retard d’apparition des anticorps.
a. Le prélevement

La prise de sang doit é&tre faite immédiatement sans attendre un frisson ou
un pic thermique. Elle se fait par ponction capillaire avec confection
extemporanée de lames au chevet du malade ou par ponction veineuse sur tube
contenant un anticoagulant (EDTA) et doit étre transporté sans délai au

laboratoire .
b. Les techniques directes

Les deux techniques classiquement utilisées pour affirmer le diagnostic du
paludisme sont la goutte épaisse et le frottis sanguin. Leur étude se fait en
microscopie optique . Leurs performances en termes de sensibilité et de fiabilité
dépendent directement de I’expérience du microscopiste et du niveau de la

parasitémie du sujet infecte .
b-1 Le frottis sanguin

Le frottis mince, coloré au May-Grunwald-Giemsa selon la technique
classique de Romanovsky permet la découvre de parasites bien étalés et lisibles,
facilitent le diagnostic d’espece et la détection d’un parasitisme mixte éventuel.
Son inconvenient est son faible seuil de détection et la lecture est longue

lorsque les parasites sont rares .
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Trophozoite

Schizonte

Gamétocytes

- Annulaire jeune a 2

-Schizonte jeune

En « faux », en «

P. falciparum masses nucléaires banane », ou en «
- 2 trophozoites cigare »
annulaires dans la
méme  hématie
polyparasitisme
fréquent
- Schizonte
P. malariae - Annulaire jeune quadrilatéere en « Sphériques
- Annulaire agé bande équatoriale»
- Rosacé dont les
noyaux (6 a 8)
régulierement
disposés : « corps en
margueritte »
- Amiboide Sphériques a
P. vivax - Annulaire jeune - Rosace : noyaux et | cytoplasme bleu
- Annulaire agé pigment (femelles) et a
irrégulierement cytoplasme lilas
disposés (males)
Schizonte ne prenant
P. ovale - Annulaire jamais I’aspect Sphériques
- Polyparasitisme | franchement
fréquent amiboide de P.vivax

Tableau 7 : les principaux aspects morphologiques des espéces plasmodiales observés en

microscopie optique.

Sur le forttis sanguin, le taux de parasitémie est déterminé par le

pourcentage d’hématies infectées. Le P. falciparum infecte les hématies de tout

age, le taux de parasitémie peut étre éleve..Par contre le P. ovale infectant

surtout les hématies jeunes se présente avec habituellement avec des

parasitémies faibles.
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Figure 32 : Trophozoites de Plasmodium Falciparum. Frottis mince photo du service de

laboratoire de parasitologie Myocologie- HMIMV RABAT
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b-2. La goutte épaisse :

Permet la concentration des parasites sur une petite surface de la lame. Elle
consiste a poser une petite goutte de sang sur une lame porte objet. L’étalement
se fait a I'aide de I’angle d’une autre lame par des mouvements en spirale
jusgu’a obtention d’un étalement circulaire fin. Si le prélevement est capillaire,
réalise au bout du doigt et récupéré sans anticoagulant, ces mouvements
d’étalement doivent étre répétes plusieurs fois pour défibriner la préparation .
S’il s’agit d’un prélevement veineux récupéré sur anticoagulant, quelques
mouvements permettant un bon étalement suffiront pour la confection de la
goutte épaisse. Apres séchage, la lame est trompée dans un flacon contenant
I’eau ou mieux une solution hémolysante et fixante a base de saponine, de
méthanol et de formaldéhyde. Cette solution permet une déshémoglobinisation
rapide sans qu’il y ait un détachement de la couche fine blanchatre qui persiste
sur la lame et qui est censée contenir d’éventuels éléments parasitaires. La
coloration se fait par le Giemsa et la lecture se fait a I’huile a immersion au
grossissement x1000 .

C’est une technique permettant d’augmenter d’un facteur de 20 a 30 le
volume du sang par unité de surface observée et donc d’améliorer théoriguement
la sensibilite. Comme les hématies sont lysées, la parasitémie est estimée par le
nombre de parasites pour 500 leucocytes. La goutte épaisse calibrée, qui
consiste a étaler un volume precis de 2ul de sang sur la lame, permet d’obtenir
la parasitémie par pl de sang [184[]. La goutte épaisse est rendue négative apres
observation de 100 champs microscopiques selon ’OMS .

e Avantages : Permet une numération relativement précise.

e Inconvénients : L’identification des especes est difficile pour des

lecteurs peu entraines
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Figure 33 : : étape de la technique de la goutte épaisse au laboratoire
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Figure 34 : Trophozoites de Plasmodium Falciparum. Goutte épaisse photo prise au service
de laboratoire de parasitologie Myocologie- HMIMV RABAT
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Diagnosis of malaria using thick bloodsmears:
definition and evaluation of a faster protocol with
improved readability
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La Goutte Epaisse Rapide

Equipement.

¢ Un microscope, des lames dégraissées, un pot de 20 mL (type ECBU)

Reéactifs

© Saponine (S 7900 ; Sigma, St Louis, MO) ; lors d'un changement de lot ou de fournisseur, il
faudra toujours tester l'efficacité de la lyse en fonction de la concentration en g/l de saponine
utilisée (de 3 a 6 g/l en général),

o 35% Formaldehyde-10% Methanol en solution aqueuse (Soyons Chimie Biotechnologie, Soyons
France) ;

¢ Giemsa-R

Préparation et conservation de la solution :

Pour 100 mi de solution hémolysante, on mélange dans un bécher

& 40 ml de sérum physiologique,

¢ 0.5 g de Saponine,

¢ 1.5 ml de solution aqueuse de 35% Formaldehyde-10% Méthanol,
Le volume est ensuite ajusté a 100 ml avec du sérum physiologique.
o Conservation 4°C, jusqu'a un an.

Réalisation technique
1- Une goutte de 2 pL de sang total bien homogénéisée est déposée sur une lame d'examen
microscopique puis immédiatement étalée a l'aide d’un coin de lame pour obtenir une préparation
homogéne de 5 a 7 mm de diamétre (photos 13, 1b et 1c).
2- La lame est séchée a I'étuve a 37° C ou au séche-cheveux 2 min (photo 2).
3- Dés gue la goutte est séche, la lame est plongée dans le réactif de lyse (pot de 20 mL).
Aprés 2 min, il faut surveiller attentivement la lyse. Elle doit étre compléte (disparition de toute
trace d'hémoglobine avec obtention d'une pellicule blanche sur la lame) mais non excessive
(altération des parasites et des GB). On s‘assure de la qualité de I'hémolyse au-dessus d‘une
surface blanche, évier par exemple (photos 3a, 3b et 3c).

- Des gue I'hémolyse est compléte, |a lame est rincée délicatement a I'eau du robinet
(dans un bécher) puis colorée au Giemsa R ou au RAL 555,
5- Coloration : sans fixation préalable recouvrir délicatement la lame d'eau du robinet puis, a
l'aide de la pastette (pipette en plastique) déposer délicatement 8 gouttes de Giemsa R (en
encadrant le dépbt). Agiter délicatement (par basculement) pour mélanger. Laisser agir 45
secondes. Rincer délicatement a I'eau du robinet.
6- Séchage au ventilateur puis lecture ... (photos 6a et 6b)
7- Lintégralité de la goutte doit étre lue, ce qui nécessite 15 — 25 minutes en fonction de
I'expérience du microscopiste.

Pour tous renseignements :
Dr Marc Thellier, Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, CHU Pitié-Salpétriére, 47, bd de I'Hopital,
75013 Paris, France. Email :marc.thellier@psl.aphp.fr

Figure 35 : Technique de la goutte épaisse rapide
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c- Les techniques immunochromatographiques ou Test de
diagnostic Rapide (TDR)

Elles sont basées sur la détection des antigénes (Ag) spécifiques de
Plasmodium spp dans le sang a partir des anticorps (Ac) monoclonaux
spécifigues d'une ou plusieurs especes de Plasmodium. Trois protéines
spécifiques de certaines formes parasitaires de plasmodium appelées Ag pour la
circonstance sont détectées par les TDR avec en général apparition de deux
bandes rouges (P. falciparum seul) ou trois bandes rouges (P. falciparum et
autres Plasmodiums) selon les tests, témoignant ainsi de la présence d'une ou de

plusieurs especes de plasmodium dans le sang a tester (Figure 7).

Ces tests ont l'avantage d'étre simple d'usage, permettent de rendre les
résultats dans un délai relativement court (moins de 20 minutes), permettent une
meilleure standardisation des resultats. Leur sensibilité varie selon fabricants et
les études mais certains ont une sensibilité et une spécificité que 'OMS (2006)
juge acceptables (> 95%). Mais ils ne sont pas quantitatifs et ont des
caractéristiques liees aux types d'Ag ciblés dont on devrait tenir compte au

moment du choix du type de TDR.
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Figure 36 : Principe du TDR

6 Traitement et prévention :
6.1. Traitement spécifique

Le traitement rapide et efficace des cas de paludisme est un élément
fondamental de la lutte antipaludique pour sauver des vies (surtout les enfants de
moins de cing ans) en Afrique subsaharienne ou, la plupart des infections

paludéennes sont dues a P. falciparum et donc sont potentiellement mortelles . Il
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implique des mesures complémentaires aussi bien que des meédicaments
antipaludiques. Les patients infectés par P. vivax, P. malariae et P. ovale
peuvent étre traités en dehors des formations sanitaires en externe. Il est
important que les patients infectés par P. falciparum recoivent rapidement un
traitement antipaludique sans délai, et ils doivent étre admis genéralement dans
un hépital pour étre observes afin de detecter d’éventuelles complications. Ceci
est particulierement vrai pour les enfants de moins de cing ans, les femmes
enceintes et les sujets non-immuns provenant de pays impaludés. Le traitement
du paludisme fait appel a différents antipaludiques qui possedent des
mécanismes d'action différents. L’arsenal thérapeutique utilisé dans le traitement
du paludisme est tres réduit a cause de la chimiorésistance. Par conséquent, le
choix du traitement est base sur la fréquence des cas de resistances dans la zone
considérée, et sur lI'importance d'éventuels effets indésirables provoques par
certains antipaludiques. Les antipaludiques sont classés soit en fonction de leur
origine naturelle (quinine et dérives du ginghaosu issus des plantes) ou de
synthése (notamment les amino-4-quinoléines). Ils peuvent également étre
classés selon leur action sur diverses formes évolutives du parasite chez
I’homme . Parmi eux, on distingue les schizontocides, actifs sur les stades
asexues intra-érythrocytaires et les gametocytocides (amino-8-quinoléines),
actifs aussi bien sur les gamétocytes sanguins que sur les stades intra-hépatiques
(hypnozoites). Enfin, ils peuvent étre classés suivant leur mode d’action rapide
(quinines et amino-4-quinoléines) pour lesquels I’apparition de la
chimiorésistance est longue ; et les antipaludiques d’action lente (antifoliques et
antifoliniques) dont l’usage génere beaucoup plus vite la chimiorésistance

rendant inefficaces certains traitements [252].
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Tableau 1 : Médicaments antipaludiques [Danis 2003 ; Olivier et al, 2008]

Origine Dérivés Molécules Action Site d’action
Quinine
Alcaloides du Quinidine Schizontocides Vacuole digestive
quiquina Cinchoning sanguins (action =
N Cinchonidine rapide
Antipaludiques —— a ) -
. Artémisinine Schizontocides
naturels (Qinghaousu ‘ . . . _—
(armoise) Artémether sanguins (action Vacuole digestive
Artésunate rapide)
Chloroquine Schizontocides
Amino-4-quinoléines | Amodiaguine sanguins (action Vacuole digestive
Aopyroquine rapide)
Méfloquine Schizontocides
Aryl-Amino-Alcools | Halofantrine sanguins (action Vacuole digestive
rapide)
Sulfamides (sulfadoxine, sulfaméthoxazole) Schizontocides
Antifoliques et | Sulfones (dapsone) sanguins ef
o o . .| Cytoplasme
antifoliniques Pyriméthamine sporontocides (action
Proguanil lente)
N Atovaquone Schizontocides
Antipaludiques de . q . . . .
svnthéses Naphtoguinone sanguins (action Mitochondrie
YIS lente)
Cyclines (téfracycline, doxycycline)
Antibiotiques et | Macrolides Schizontocides .
. . . Ribosome
divers Fluoroquinolones sanguins
Hydroxynaphtoquinones
Primaquine
Tafénoguine , .
A (Gamétocytocides et . .
. ... | Quinocide . . Mitochondrie
Amino-8-quinoléines . schizontocides
Bulaquine -
. fissulaires
Pamaquine
Plasmocide

En réponse a l'augmentation croissante de la résistance de P. falciparum
principalement aux antipaludiques, 'OMS a recommandé aux pays d’endémie
palustre qui observent une résistance aux monothérapies classiques, telles la

chloroquine (CQ), I’amodiaquine (AQ) ou la sulfadoxine-pyriméthamine (SP),
d’utiliser des combinaisons thérapeutiqgues (CT ou ACT en anglais), de
préférence celles qui contiennent des dérivés de I’artémisinine, contre le
paludisme a P. falciparum non compliqué [253] . L’antipaludique a associer aux

dérivés de I’artémisinine doit avoir une efficacité thérapeutique en monothérapie

Tableau 8 : Médicament antipaludique
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supeérieure a 80% dans la zone cible. Les options thérapeutiques actuellement
recommandees par I’OMS sont les suivantes: artémether-lumefantrine (AL);
artésunate plus amodiaquine (AS + AQ); artésunate plus sulfadoxine-
pyriméthamine (AS + SP); artésunate plus mefloquine (AS + MQ) ;
dihydroartemisinine associée a la pipéraquine (DP) . En outre, on évoque la
possibilité d’association de [I’artésunate a la primaquine en combinaison
thérapeutique [253] . La standardisation a large échelle de cette association en
zone d’endémie palustre pourrait entrainer de graves effets secondaires compte
tenu de la prévalence élevée du déficit en G6PD . Il est bien connu que le
paludisme aigu et chronique peut entrainer une anémie. De ce fait, le traitement
d’un acces palustre simple avec cette association (AS + PQ ou AS + dapsone)
sur terrain de déficit en G6PD, peut conduire a la mort par anémie sévere et/ou
insuffisance rénale . La généralisation de telles combinaisons thérapeutiques,
exigerait par mesure de sécurité, la mise en place des moyens de détection
efficaces et simples des déficits en G6PD dans les pays d’endémie palustre. Des
études de securité et de tolérance de I’artéméther-luméfantrine menées aupres
des milliers de patients n’ont révéelé que des effets secondaires mineurs ou
modérés, méme apres administrations répetées.Sa biodisponibilité est améliorée
lorsqu’elle est administrée avec un repas riche en lipides .Ces différentes études
montrent I’innocuité de I’association AL chez les enfants. Qu’en est-il chez la
femme enceinte ? Une étude d’embryotoxicité d’une dose des dérives de
I’artémisinine (artésunate, dihydroartémisinine, artéether et artémether)
administrée aux rats et singes (12 mg/kg pendant 12 jours ou plus) dans la
période d’organogénese a entrainé des malformations et des morts d’embryons].
Chez I’humain, I’étude auprés de 62 femmes enceintes soudanaises ayant recu

de Plartésunate au cours du premier trimestre de la grossesse avec Suivi
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prospectif de leurs enfants au cours de la premiére année de naissance n’a rien
révelé de particulier. Bien que ces résultats soient encourageants, ils ne doivent

pas étre extrapolés vu le nombre tres limité de I’effectif de femmes suivies.

Comme dans la prise en charge des affections bactériennes, l'association
médicamenteuse d’antipaludiques vise a améliorer I’efficacité du traitement
(dans certains cas, par synergie potentialisatrice ou par effet additif de deux
médicaments ou plus). La combinaison thérapeutique reste en theéorie, le moyen
le plus satisfaisant pour retarder I'émergence des résistances aux différentes
composantes de I’association. Les dérives de l'artemisinine tel que l'artésunate
ont une demi-vie trés courte avec une activité antiplasmodiale trés rapide. D’ou
I’importance de les protéger contre la résistance en les associant avec d'autres
médicaments antipaludiques [254] .ldealement le régime thérapeutique doit étre
shr et bien toléré (pas d’effets secondaires sérieux, ni d’évenements fatals
adverses), stable (pas de probleme de stockage en terme d’humidité et de
température), efficace (taux de guérison au moins égale a 75 a 90%), pouvant
étre administré par voie orale, rectale ou parentérale (régime utilisable en toute
circonstance), disponible en monodose (pour minimiser I’inobservance du
traitement, possibilité d’administration par des illettrés a domicile, ou a défaut
un régime simple court < 3 jours), efficace contre tous les stades de
développement du parasite (I’effet gameétocytocide pourrait réduire la
transmission si le medicament est utilisé a large spectre), non susceptible
d’induire la résistance (le medicament doit en tout cas minimiser le
développement ou le taux d’acquisition de la résistance par les parasites), avoir
un mode d’action indépendant et accessible a tous (co(t et disponibilité

géographique [254] .L’utilisation de I’artémisinine dans la prise en charge du
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paludisme simple offre un gain sur la mortalité en empéchant la maturation des
parasites, responsables de la cytoadhérence facteur de gravite, par la destruction

des formes jeunes .
6.2 Chimioprophylaxie :

Actuellement, le contréle du paludisme repose essentiellement sur la prise
en charge correcte des cas, le développement de nouvelles molécules
antipaludiques, la prévention et la lutte anti-vectorielle. Compte tenu de I’échec
des différents programmes d’éradication du paludisme et les difficultés de mise
en ceuvre des mesures collectives de prévention, la prévention du paludisme
n’est envisageable qu’a I’échelle individuelle bien ciblée. Elle s’adresse
prioritairement en zone d’endémie palustre aux couches vulnérables (enfants de
moins de 5 ans, femmes enceintes et les personnes agées) et aux sujets non —
Immuns se rendant en zone impaludée. Pour étre efficace cette prévention doit
associer une protection contre les piglres de moustiques (port de vétements
longs des le coucher du soleil, utilisation de répulsifs sur les parties découvertes
du corps, utilisation de supports imprégnés d’insecticide ...) et une
chimioprophylaxie meédicamenteuse adaptée au cas par cas en fonction du
contexte épidémiologique (intensité de la transmission et niveau local de
résistance de P. falciparum aux antipaludiques) de la zone en question. La
prescription d’une chimioprophylaxie reléeve d’une consultation spécialisée et
personnalisée excluant toute « formule passe partout ». En outre, il est important
de signaler que méme I’observation scrupuleuse de ces mesures préventives,
n’assure pas une protection a 100% contre le paludisme. Elle ne constitue qu’un
traitement préventif des acces cliniques et n’empéche pas I’impaludation. Aussi,

elle ne met pas a I’abri d’un acces de reviviscence tardif a P. vivax ou P. ovale.
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En zone d’endémie palustre d’Afrique subsaharienne, la sulfadoxine -
pyriméthamine (SP) est recommandee pour le traitement préventif intermittent
chez les femmes enceintes (TPIp), des nourrissons (TPIi) et des enfants (TPIc)
[255] au détriment de la chloroquine qui était efficace, moins chere et bien
tolérée. L’emergence et la propagation des souches de P. falciparum résistantes
a la SP dans nombre de pays doit inciter a la recherche d’alternatives de

chimioprophylaxie chez ces couches de populations ci-dessus vulnérables.

Zone Caractéristiques Recommandations
1 P.falciparum absent ou sensible a lalChloroquine seule ou pas de prophylaxie
chloroquine
2 Résistance a la chloroquine (AmériquelAssociation Chloroquine 100 mg +
centrale, Asie centrale et du Sud — Est) Proguanil 200 mg : 1 comp/jour
3 [Multirésistance (Afrique Sub- saharienne,|- Premier choix : Méfloquine (250 mg, une
Amérique Latine et certains pays du Sud-ffois/semaine)
Est Asiatique) - Deuxiéme choix :
Association  Chloroquinel00 mg +
Proguanl 200 mg : 1 cp/jour

Zones particulieres des frontiéres dulDoxycycline (100 mg/jour)
Combodge/Myanmar/T hailande

Tableau9 : Chimioprophylaxie du Paludisme

B-L’apport de I’'apoptose dans le paludisme

L’idee de la possibilité d’un mécanisme de I’apoptose chez Plasmodium est
apparue des 1995 a partir d’analogies observées entre la résistance aux
médicaments de Plasmodium et des cellules cancéreuses. Ensuite, cette reflexion
s’est traduite par la premiere deémonstration de la fragmentation
oligonucleosomale  de I’ADN  des  formes intra-érythrocytaires
chloroquinosensibles de P. falciparum en 1997 [18]. L’hypothése de I’analogie

faite avec les cellules cancéreuses s’est vérifiée, car seuls les clones sensibles a

124



la chloroquine ont présenté une fragmentation inter nucléosomale de I’ADN

tandis que les clones chloroquinoresistants sont restés refractaires [18] .

Depuis cette importante observation, d’autres sont venues élargir
progressivement nos champs de connaissances sur le sujet. Plus tard, une
description classique des signes d’apoptose associant la condensation de la
chromatine, la fragmentation de I'ADN et [I'externalisation des
phosphatidylsérines a été faite pendant le cycle sporogonique de Plasmodium

berghei (stade ookinete) chez le moustique [20].

En effet, cela s’explique par le fait que le passage des formes sexuées de
Plasmodium chez le moustique est une étape difficile pour le parasite ; étape qui
s’accompagne de modifications physiologiques (adaptation a un milieu et une
température défavorables), morphologiques (transformation des gamétocytes en
oocystes puis en sporozoites) et spatiales (passage du tube digestif du moustique
vers les glandes salivaires). Ces étapes s’accompagnent d’une forte mortalité et

la place de I’apoptose dans cette regulation a éte étudiée chez P. Berghei.
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Ces travaux ont démontré que plusieurs caractéristiques de I’apoptose
pouvaient étre retrouvées au stade ookinéte et que cette apoptose pouvait étre
reliée a une activité de type caspasique. De plus, I'utilisation de substances
inhibitrices des caspases a entrainé une baisse de la mortalité des ookinetes,
confirmant la place de cette activité enzymatique essentielle a la définition de

I’apoptose [19].

Plus récemment, différents aspects typiques de I’apoptose, c’est-a-dire
I’exposition des phosphatidylsérines, la dépolarisation mitochondriale et la
fragmentation nucleaire par la méthode TUNEL ont été mises en évidence chez
P. falciparum [256] . L’action apoptotique de la température (40°C pendant 20
a 24 heures) et de certaines drogues (chloroquine, S-nitroso-N-acetyl-
penicillamine (SNAP) ou staurosporine ; atovaquone, Snitro-N-acetyl-D, L-

penicillamine) en culture sur P. falciparum a été étudiee. [257] .

Quelques années plus tard, aprés la mise en évidence de I’existence d’une
forme de mort cellulaire chez P. falciparum, des orthologues des caspases
(protéines caspase-like) ont été découverts chez les champignons, les plantes et
les protozoaires. Ces protéines caspase-like ont été nommées « metacaspases ».
Des récents travaux ont decrit la premiere réelle metacaspase de P. falciparum

(PTMCAL) et son rdle dans I’apoptose a été demontre.
1-Place de I’'apoptose dans I’acces palustre grave

Le neuropaludisme (ou acces pernicieux = « cerébral malaria » des
anglo-saxons) est la complication majeure du paludisme a P. falciparum.
La physiopathologie du neuropaludisme, tres complexe, n’est pas
entierement élucidée et certains phénomenes, comme I’absence de relation

évidente entre taux de parasitemie et risque cérébral, n’admettent pas
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encore d’explication completement satisfaisante bien que Dondorp trouve
une forte corrélation entre la sévérité de la maladie et la biomasse de
parasites séquestrés [258] . Néanmoins des études anatomopathologiques post-
mortem, réalisees chez des patients décedés de neuropaludisme, tentent
d’élucider sa  physiopathologie. Plusieurs  théories probablement

complémentaires, sont incriminées dans la survenue du paludisme grave.

Essentiellement, I’adhésion des globules rouges parasités aux cellules
endothéliales des microvaisseaux des organes Vvitaux (cerveau, placenta,
poumons, rein, cceur, foie...) par I’intermédiaire des protéines parasitaires
et des molécules d’adhésion exprimées en leur surface, joue un réle clé dans

la physiopathologie du paludisme sévere [242,258] .

L’acces grave serait associé a un phénomene de séquestration des globules
rouges parasites qui adhérent aux cellules endothéliales de I’hote
(cytoadhérence) ou aux globules rouges non parasités (rosetting) via des

structures appelées « knobs » situées a la surface du globule rouge parasité .
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Figure 37 : la séquestration résultat mécanique de la cytoadherence

Au cours du cycle intraérythrocytaire, la prolifération et la maturation des
formes parasitaires sont accompagnées par la production de protéines
parasitaires qui interagissent avec des structures membranaires de I’érythrocyte
(actine, spectrine) pour former des protubérances a la surface du globule rouge

appelées « knobs » .
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Figure 38 : La structure des Knobs

Ces complexes protéiques parasitaires permettent aux stades matures de P.

falciparum d’échapper a la clairance splénique par séquestration dans les

capillaires et veinules post-capillaires de différents organes de I’hdte mais

principalement au niveau cérébral.
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Figure 39:. Cytoadérence entre les érythrocytes infectés (IRBC) et les cellules endothéliales
(EN) montrant les Knobs (fleches) aux points de fixation. [From E. Pongponratn and D.
Ferguson, with permisssion (unpublished observations).].

Ce phénomene de séquestration parasitaire, li€é a la cytoadhérence, a pour
conséquence I’activation d’une cascade de phénomeénes biologiques a I’origine
de la pathogenese de [I’atteinte cérébrale de I’accés palustre grave. La
cytoadhérence a I’endothélium ainsi que le rosetting réduisent la lumiére des
capillaires entrainant une occlusion du flux sanguin tissulaire et une
hypoperfusion d’organes. L hypoxie tissulaire et la diminution de I’élimination
des produits métaboliques qui en résulte provoquent une atteinte d’organe ainsi
qu’une augmentation de la lactactémie a I’origine de I’état de choc et de

I’acidose métabolique [259] .
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Figure 40 : Schéma du processus d’adhérence des érythrocytes parasités a I’endothélium

vasculaire [268]

L’obstruction des capillaires et la production de toxines parasitaires
(glycophosphoinositol [GPI]) induisent également une réaction inflammatoire
locale liée au recrutement et a I’activation de polynucléaires neutrophiles,
monocytes et plaquettes. La production par ces cellules immunitaires de
médiateurs pro-inflammatoires tels que le TNF-a, I’IL-1 et I’IL-6 participe a la
pathogenese de I’accés grave via I’augmentation de I’expression de récepteurs
endothéliaux impliqués dans la séquestration parasitaire et par I’altération du
métabolisme du monoxyde d’azote qui joue un role dans I’homeostasie de la

barriére hémato-encéphalique [259] .
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Enfin, [I’activation des cellules endothéliales aprés cytoadhérence
parasitaire est un autre mécanisme physiopathologique de [’acces grave.

L’activation des plaquettes, la

libération de facteurs tissulaires endothéliales et la sécrétion de granules de
Weibel-Palade contenant du facteur de von Willebrand et de I’angiotensine-2
résultent de I’activation de I’endothélium et favorisent un état pro coagulant et
I’altération de I”’hémostase qui menace I’intégrité de la barriere endothéliale . Par
conséquent, I’obstruction du flux sanguin des capillaires issue de la
sequestration des formes matures parasitaires induit une hypoxie tissulaire a
I’origine de I’atteinte viscérale lors d’un acces palustre grave. La réaction
inflammatoire locale engendrée accompagneée par une altération de I’hémostase
amplifie I’atteinte d’organes en perturbant I’homéostasie de la barriere hémato-
encéphalique qui se rompt suite a I’apoptose des cellules endothéliales. Ce
mécanisme physiopathologique de I’accés grave est retrouvé lors de I’atteinte

cérébrale par P. falciparum .
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Figure 41 :. Cytoadérence des érythrocytes parasités a I’endothélium vasculaire

P. falciparum erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP1) semble jouer un

role clé dans le phénoméne de cytoadhérence parasitaire et constitue donc une

cible thérapeutique potentielle dans le traitement de I’accés grave . Cette

protéine parasitaire de 300—500 kDa, exprimée dans les « knobs » a la surface

du globule rouge parasité, interagit avec des récepteurs spécifiques des cellules

de I’hdte lors de la séquestration parasitaire. A I’heure actuelle, une douzaine de

récepteurs de I’hdte ont été identifiées comme intervenant dans la séquestration

parasitaire : héparane sulfate (HS), récepteur de complément 1 (CR1), antigene
du groupe sanguin (ABO), chondroitine sulfate (CSA), PECAM/CD31, ICAM-
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1, CD36, thrombospondine (TSP), VCAM-1, E-sélectine, immunoglobuline non
immune (1g) et le récepteur a la protéine C (EPCR) . Méme si I’ensemble de ces
récepteurs ont été décrits dans I’acces grave, P. falciparum ne possedent pas un
phénotype d’adhésion pour tous ces récepteurs et, par consequent, ils n’ont pas
tous la méme importance en fonction de la présentation clinique et biologique de
I’acces palustre. Alors que les récepteurs HS et CSA ont plus particulierement
été décrits dans le paludisme gestationnel, ABO, CR1 et Ig semblent impliqués
dans le phénomene de rosetting. CD36 est un récepteur constitutif de
I’endothélium dont le role est controversé .ICAM-1 et plus récemment EPCR
sont actuellement, d’apres les résultats de récentes études in vitro, les récepteurs
potentiellement impliqués dans I’acces grave et plus particulierement dans
I’atteinte cérébrale chez I’enfant de moins de 5 ans en Afrique subsaharienne .
L’identification du récepteur impliqué dans la survenue d’un acces grave
permettrait de développer de nouvelles thérapeutiques contre la séquestration

parasitaire.

Dans le genome de P. falciparum, la protéine PFEMPL1 est codée par une
soixantaine de genes appartenant a la famille des genes var. Ce groupe de genes,
principalement situé dans les régions subtélomériques du chromosome, est
caractérisé par une fréquence élevee de recombinaison génique a I’origine d’une
grande diversification du répertoire des genes var. La conséquence directe de ce
polymorphisme génique est une grande variation antigénique de PfEMPL1 qui
permet au parasite d’échapper au systeme immunitaire de I’h6te et d’avoir un

grand nombre de phénotype d’adhésion associe a la sequestration parasitaire .
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Cette variation antigenique et phénotypique de PfEMP1 est associée a la
composition variable du domaine d’adhésion de la protéine en N-terminal
composé d’une succession de domaines protéiques tels que les domaines duffy
bindinglike (DBL) et les régions inter-domaine riche en cystéine (CIDR). De par
leur localisation génomique, leur sens de transcription et leur nombre, les genes
var ont été classés en différents groupes : A, B, C, B/A, B/C, varl, var2csa, var3
et var4 . Des études de terrain en zone d’endémie et des études in vitro ont mis
en évidence I’implication des genes var du groupe A, B et B/A dans le
neuropaludisme en zone d’endémie . Dans différents génomes de souches de P.
falciparum, des études d’alignement de 399 séquences protéiques de PfEMP1
des différents groupes cités précédemment ont mis en évidence 23 domaines
protéiques conservées appelés domaine cassette (DC) dont certains comme
DC8, DC13, DC4 et DC5 sont devenus des candidats potentiels pour
I’élaboration d’un vaccin [259] .

Ces processus physiopathologiques suscités (I’infection parasitaire des
globules rouges, la destruction des globules rouges parasités et non parasités,
I’obstruction qui  diminue le flux microcirculatoire, le processus
inflammatoire) s’associent pour entrainer la diminution de I’oxygénation des
tissus vitaux a I’origine des manifestations cliniques observées au cours du
paludisme grave. Cette ischémie tissulaire s’observe également au niveau de la
rétine au cours du paludisme , considérée du point de vue vasculaire comme
étant le reflet de la circulation cérébrale .A ce titre, la rétinopathie palustre a été
identifiee comme un important signe clinique diagnostic et de pronostique de
neuropaludisme [242]. Une étude réalisée chez 880 enfants Tanzaniens
souffrant de neuropaludisme a révélé que 60% de ces enfants, présentaient une
rétinopathie palustre avec un taux de létalité élevé .
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Il est vrai que la séquestration des GRP par le biais de la
cytoadhérence détermine principalement la physiopathologie du paludisme
grave, mais cependant, toute fixation des GRP n’entraine pas obligatoirement
une manifestation de gravité. En effet, la plupart de ces infections donnent lieu a

des phénotypes de paludisme non compliqué ou paludisme simple .

Parasitized red blood cell

Figure 42 : Représentation schématique des mécanismes moléculaires de la cytoadhérence
des GRP a I’endothélium vasculaire de I’hote [280].
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Actuellement, il est largement connu que le stress oxydatif [188] et
I’ischémie cérébrale sont une cause importante d’apoptose des cellules

cérébrales.

La séquestration des GRP avec des formes parasitaires matures au
cours de I’infection palustre entraine une diminution du flux sanguin au niveau
des microvaisseaux se traduisant par une hypoxie tissulaire, des réactions
inflammatoires et métaboliques (la surproduction de NO par exemple . Cette
iIschémie a pour conséquence la mort par apoptose des cellules jouxtant la
zone d’ischémie comme cela a été décrit dans I’infection palustre murine

et humaine .

A la lumiére de ces observations qui précedent, on peut conclure a un
lien de causalité entre neuropaludisme et apoptose des cellules cérébrales d’ou la

nécessité de disposer d’un traitement adjuvant neuroprotecteur.
2- Role des metacaspases
2-1 historigue des métacaspases :

Les métacaspases furent découvertes pour la premiéere fois par Aravind au
début du 21°™ siécle et sont décrit comme des orthologues des caspases . C’est
dans cette perspective que Uren et ses collegues ont décrit des paracaspases pour
les animaux et les myxomycétes et metacaspases pour les plantes, les
champignons et les protéozoaires . Les caspases sont limitées uniquement aux
métazoaires tandis que les métacaspases, qui en sont absentes, représenteraient
I’ancétre commun. La proximité phylogénétique presentée par ces deux familles
a fait que les métacaspases se sont imposées comme des candidats naturels pour

les processus de mort cellulaire.
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De nombreuses études ont ainsi cherchées a démontrer le rble de la
métacaspase de levure Ycalp lors de I’apoptose comme processus adaptatif pour
la survie des colonies faisant de cet organisme un paradigme pour la
compréhension de ce phénomene . 1l a eté demontré qu’une multitude de stimuli
étaient susceptibles de déclencher la mort cellulaire chez la levure, parmi
lesquels le stress oxydant , le stress hyperosmotique , le traitement a I’acide
acetique ou encore la privation en inositol . Toutefois, I’implication de Ycalp
dans ces différents phénomeénes n’est pas systématique . De plus, il apparait que
méme dans le cas d’une association, I’activité protéase de Ycalp n’est pas

toujours le mécanisme déclencheur [216].

De maniére intéressante, il a été montré chez d'autres organismes tel que
les plantes, et notamment chez Arabidopsis thaliana, que deux types de
métacaspases etaient exprimés AtMCL1 et AtMC2, dont I’une (AtMC1) présente
une activité pro-apoptotique et I’autre (AtMC2) une activité anti-apoptotique .
Cet ensemble d’observations démontrent la complexité des processus liés aux
métacaspases et leur implication directe dans la mort cellulaire programmée en

tant que protéase de type caspase est encore soumise a débat .

Les métacaspases sont des protéases a cystéine avec une similitude
structurelle aux caspases et possédant une dyade cystéine catalytique histidine.
Les caspases et les métacaspases appartiennent a la famille C14 et Clan CD avec
des probables différences dans leurs substrats spécificiques. Trois métacaspases
ont été décrit dans le génome de deux majeurs parasites du paludisme humain,
Plasmodium falciparum (PfMCAL1-3) et vivax (PvMCAL-3). Chez le parasite de
la souris, Plasmodium berghei (PbOMCAL1-3). PxMCAL, est la Seule I’enzyme

qui présente histidine et cysteine catalytique dyade. Des études réalisées sur la
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métacaspase du Plasmodium falciparum ont révélé des phénomenes d’apoptose
de type fragmentation de I’ADN du parasite en réponse au traitement de

chloroquine ont été décrit il y’a une décennie .

Il a été spéculé que la résistance a la chloroquine a été lié a l'inhibition de
I'apoptose. Plutard des études menées chez le plasmodium berghei révele des
caractéristiqgues de I’apoptose incluant la condensation de la chromatine,
fragmentation de I’ADN et extériorisation des phosphatidylserine étaient
déemontré peu d’années apres . Par ailleurs des protéines présentant des activités
de type caspase ont aussi été identifié dans le cytoplasme des ookinétes, formes
présentes chez le moustique, et plus de 50% des parasites ingérés lors de la
piqlre meurent naturellement par apoptose chez I’anophéle avant leur entrée
dans I’intestin du moustique (cible métacaspase). C’est dans cette perspective
qu’ il demontre également I’indubitable intérét, I’originalité et le fort potentiel
que peuvent représenter le métacaspases de Plasmodium dans la lutte contre le
paludisme si leur role pro-apoptotique est démontré. Des résultats satisfaisants
pourraient fournir de nouvelles perspectives dans la lutte contre les maladies

tropicales. [216].
2-2 Structure des métacaspases

La structure des metacaspases Des études in silico ont revélé que la
structure des métacaspases était tres proche des caspases. Les métacaspases
possedent un prodomaine en N-terminal, une grande sous-unité P20, ou se
trouve la dyade catalytique histidine et cystéine, et une petite sous-unité P10 en

Cterminal a I’instar des caspases [216].
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Ainsi, les métacaspases ont éteé classees en trois categories en fonction de la
présence ou de I’absence du prodomaine. Les métacaspases de type | présentent
un prodomaine en N-terminal riche en motifs proline répétés et en zinc et sont
retrouvées chez les champignons, chez les protozoaires et chez les plantes. Les
métacaspases de type Il se caractérisent par I’absence du prodomaine, mais
présentent tout de méme une petite séquence appelée « sequence linker » qui
relie la grande sous-unité et la petite sous-unité, et sont présentes chez les
plantes, particulierement chez les plantes vertes, les glaucophytes et les
rhodophytes, en plus du type 1 des métacaspases [216].

Récemment, un troisieme type (métacaspase type Ill) a été identifié chez
les algues photosynthétiques et les bactéries, qui se caractérise par un échange
du domaine putatif P20/P10 [260]. Les métacaspases ont une préférence pour les
substrats contenant des résidus basiques lysine et arginine dont I’activité est
calcium dépendante, comme cela a été démontré dans de nombreuses études
[261] .

Des études phylogénétiques ont tenté de retracer I’histoire commune de
ces proteases. Elles ont émis I’hypothese que les métacaspases, les paracaspases
et les caspases ont co-évolué a partir d’un gene ancestral, dont I’origine serait le
Transfert Horizontal de Genes (HGT) entre un endosymbiote mitochondrial, les
protobactéries-a et les premiers eucaryotes. De plus, les caspases, les
paracaspases et les métacaspases de type | proviendraient d’un ancétre commun
dont I’origine serait un transfert horizontal de genes entre les endosymbiotes et
un hote eucaryote.

Les métacaspases de type Il proviendraient d’un second transfert
horizontal de genes d’un plaste a partir d’une cyanobactérie par endosymbiose
[262]. Une comparaison entre les caspases, les paracaspases et les métacaspases
est montrée dans la Figure
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Figure 42 : Représentation schématique des propriétés structurales des caspases,

métacaspases et paracaspases .

2-3 Métacaspases des Plasmodium

L’annotation du génome des Plasmodium humains (P. falciparum et P.
vivax) et le Plasmodium murin (P. berghei) révelent chacun la présence des trois
genes codant les métacaspases : dans le génome de P. falciparum (PfMCAL
(PF_0289), PfTMCA2 (PF14 _0363) et PFIMCA3 (PF14 0160) et dans le génome
de P. vivax (PvMC1 (Pv114725), PvMC2 (Pv118575) et PvMC3 (Pv08564), et
dans le génome de P. berghei (PbMC1(PB001074), PbMC2 (PB000485) et
PbMC3 (PB000564). Des études d’alignements de séquences ont révélé que
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seuls PFIMCAL, PvMC1 et PbMCL1 possédent les résidus histidine et cystéine
dans la dyade catalytique Figure 20 . Parmi ces trois enzymes, seule la PIMCAL
appartenant au type | des métacaspases est la plus étudiée et son réle dans
I’apoptose a éte démontré . Une étude sur I’activité protéolytiqgue de PfMCA1L
chez la levure a mis en évidence une activité apoptotique du domaine catalytique
de PFIMCAZ1 par une mort cellulaire des levures. De plus, un phénomeéne d’auto-
clivage de la protéine apres son expression a été rapporté et cette activité était

calcium dépendante [263] .

Cependant, le réle des métacaspases dans la mort cellulaire programmée
chez ces organismes unicellulaires fait I’objet des débats controversés. Ces
métacaspases ont été démontrées non seulement jouer un role dans la mort
cellulaire programmee (PCD), mais également dans le processus de contrble de
la proliféeration cellulaire, la biogénése mitochondriale démontrée par
I’expression hétérologue de la métacaspase 4 de T. brucei chez S. cerevisiae et
d’autre part la prolifération cellulaire chez L. major [264] . Mais de maniere
intéressante, ces metacaspases sont absentes chez les metazoaires. De ce fait,
elles peuvent étre des bonnes cibles thérapeutiques pour de nombreuses
pathologies parasitaires telles que les trypanosomoses, les leishmanioses et le

paludisme.
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Figure .44 : Représentation schématique des protéines de PXMC1, PXMC2, et PXMC3
des Plasmodium (P. falciparum, P. vivax, P. berghei)

A) Les trois métacaspases de P. falciparum : le rectangle indique le domaine C14 peptidase conservé
et le losange le domaine C2 (calcium).

B) Alignement multiple (Clustal W) du domaine C14 peptidase conservé entre PXMC1, PxXMC2, et
PxMC3 des Plasmodium et la métacaspase 1 de levure S. cerevisiae (Ycal). Les astérix indiquent la
position des résidus histidine et cystéine de la dyade catalytique. (D’aprés Le Chat et al., 2007).
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C, Représentation schématique de la structure primaire prédite de PFIMCAL. Prodomaine prédit portant
un putatif CARD et domaine catalytique contenant le p20-likeandthep 10-likeareshown.

.D, arbre phylogénétique pour CARDs. L'arbre montre la relation entre les CARD apoptotiques et
inflammatoires avec la CARD putative identifiée dans PFMCAL. L'arbre a été construit en utilisant la
méthode de parcimonie maximale et a été bootstrapé 1000 fois (les valeurs bootstrap des branches sont
données, seules les valeurs supérieures a 50% sont montrées).

E, modélisation de la carte PfMCAL. La vue du modele de PIMCAL1 CARD est basée
sur sa similitude avec RAIDD CARD (identification de banque de données de
protéine, 3CRD); les 6 hélices-a sont indiquées et étiquetées (al-a6). L'axe des a-
hélices est indiqué par une ligne pointillée. N ° d'accession sont Casp3_Hs (P42574),
Casp9_Hs (P55211), PF13_0289 (ABC84559), Metal Pb (CAD88480), PF14 0363
(NP_702252), Meta2_Pb (CAD88481), AtMCA2 (AAP84707), ToMCA3 (CAD24804),
Caspl _Mm (P29594), Casp2_Hs (P42575) , Casp4_Mm (P70343) et Casp5_Hs (P51878).
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2-4 Meétacaspase 1 de Plasmodium falciparum (PfMCAL) cible

thérapeutique contre le paludisme

Le gene de la metacaspase 1 de P. falciparum (PfMCAL) est long de 1 842
paires de bases et code une protéine de 613 acides amines avec une masse
prédite a 71,6 kDa [21] . Pour les Plasmodium, aucune structure des
métacaspases n’a encore eté déterminée. Toutefois, les précédents travaux ont
été basés sur des modeles moléculaires in silico pour prédire les différentes
structures de PfMCAL. Cependant des études d’expression hétérologues de
PfMCAL chez les bacteéries, les levures et les cellules COS7 (cellules de singes)
ont démontré le réle de PFIMCAL dans I’apoptose et une activité protéolytique a
I’instar des caspases [21 ; 261] . Ainsi, ces récents travaux ont mis en évidence
le rOle essentiel de [I’apoptose dans le développement des parasites
unicellulaires, méme si des controverses persistent sur la réelle nature de cette
mort [265 ;266]. La connaissance des régulateurs de cette protéine, ainsi que le
detail des mécanismes par lesquels PfMCAL induit la mort cellulaire,
permettrait de traiter la maladie en agissant sur ces mécanismes de mort
intrinseque du parasite. Par ailleurs, le meécanisme d’auto-clivage des
métacaspases suite a leur expression a largement été rapporté chez plusieurs
protozoaires (T. brucei, L. major et P. falciparum) [21 ;267] . Ce phéenomene
d’auto-clivage complexe reste encore tres peu élucidé et rend difficile les études
de détermination de structure de PfMCAL, afin de realiser le docking

moléculaire a la recherche des nouvelles molécules candidates thérapeutiques.
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2-5 Traitements adjuvants : a la recherche de nouvelles moleculees

On sait que le neuropaludisme, complication majeure du paludisme grave,
entraine une létalité de 15 a 20% et une proportion importante de sequelles
neuro-congnitives malgré un traitement adéquat [268 ;269 ;270] . Plus de la
moitié de ces déces surviennent dans les 24 premieres heures [271] . Des études
montrent également que I’adhésion des globules rouges parasités observee au
cours du neuropaludisme induit une ischémie céerébrale et une apoptose des
neurones chez 20% de patients avec des manifestations neurologiques [272] .A
la lumiére de ces données, on peut formuler I’hypothese que la survenue de la
majorité des déces dans les 24 premieres heures est due aux conséquences de
I’obstruction des microvaisseaux et a I’absence d’effet de I’anti-paludique
pendant cette période. D’ou la nécessité d’un neuroprotecteur afin de permettre a
I’anti-paludique d’agir. L’erythropoiétine (EPO), appartenant a la famille des
cytokines de type I, est connue pour ses effets sur I’érythropoiese [273] ; sur la
neuroprotection par passage de la barriere hémato-encéphalique justifiant son
utilisation dans les accidents vasculaires cérébraux ischémiques [274] ; anti-
inflammatoire ; immuno-modulateur ; anti-apoptotique et anti-oxydant [274]
et effet protecteur des cellules rétiniennes chez des rats diabétiques [275]
L’érythropoiétine est largement utilisée dans le paludisme grave du modele
murin. Utilisée par voie systémique au début des manifestations neurologiques
chez la souris infectée par Plasmodium berghei ANKA, I’'EPO recombinante
humaine protege plus de 60% des souris du déces, avec moins d’hémorragies
périvasculaires cerébrales. En revanche, elle n’a d’effet ni sur la parasitémie ni
sur I’apoptose cérébrale et la  régulation de NO. Elle agirait par
immunomodulation de la sécrétion du TNF — a et de I’IFN - y dont les niveaux
sont élevés chez des patients atteints de neuropaludisme, d’ou son effet anti-
inflammatoire . Tres peu de données existent sur les effets de I’EPO dans le
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paludisme grave humain. Les premieres données chez I’homme sont fournies
par Picot et al qui ont réalisé au Mali (Bamako) une étude prospective ouverte
aux patients souffrant de paludisme grave. Cette étude a eté menée sur 35
patients comateux avec un score de Blantyre inférieur a 3. Elle avait pour but
d’évaluer I’innocuité a court terme (sept jours) de I’érythropoiétine a des doses
élevées de 1500U/kg/jour pendant trois jours associés a la quinine. Aucun des
effets secondaires attendus de I’EPO n’a été observé durant les 7 jours de suivi.
Il n’a pas été noté non plus une augmentation significative du taux de létalité (7
/35) par rapport a d’autres études qui ont des taux variant entre 16 et 22% . Une
autre étude récente montre également que des niveaux plasmatiques élevés
d’EPO observes chez des enfants souffrant de neuropaludisme étaient associes a
un meilleur résultat [276] . Ces données fournissent la premiére preuve de
I’innocuité a court terme de I’EPO a des doses élevees combinées a la quinine
chez I’humain [251] .

Une etude récente en 2018 a caractérisée par la biochimie la métacaspase-2
(PfIMCA-2) de P.falciparum. Des doosage enzymatiqueo ont montré que
PfMCA-2 clivait efficacement le peptide spécifique de l'arginine / lysine, mais
pas le substrat spécifique des caspases. De fagon constante, l'activité de
PfMCA-2 était sensible a l'inhibiteur effecteur des caspases,Z-FA-FMK, et
légérement inhibée par I'aprotinine et E-64. Cependant, les inhibiteurs généraux
de la caspase tels que Z-VAD-FMK et Z-DEVD-FMK n'ont eu aucun effet sur
I'activite de PIMCA-2. Z-FA-FMK inhibe la croissance du parasite avec une
valeur IC50 de 2,7uM avec les changements morphologiques notables. [281]
Ainsi la métacaspase-2 de P.falciparum.(PfMCA2) constitue une nouvelle cible
thérapeutique contre le paludisme en voie d’étude.
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1'V-CONCLUSION

L’apoptose est definie comme un processus normal se produisant durant le
développement et dans divers tissus de I’organisme adulte. Les mécanismes
responsables de I’apoptose sont impliqués dans de nombreux aspects de
maladies humaines. La réponse apoptotique est en fait I’intégration de multiples
voies de signalisation différentes et complexes qui vont communiquer, bifurquer
et s’autoréguler. La mitochondrie a pris une place essentielle dans la description
de I’apoptose de ses mécanismes de régulation.

L’apoptose a été initialement comprise comme un phénomene de régulation au
sein d’un organisme pluricellulaire, mais la démonstration de son existence chez
les unicellulaires et en particulier les protozoaires a été faite au cours de la
derniéere décennie, ce qui a permis d’ouvrir un champs d’études parmi les plus
passionnants de la relation hote-parasite notamment au cours du Paludisme.

L’acces palustre grave a P. falciparum représente encore une cause
importante de mortalité en zone intertropicale notamment chez les enfants
de moins de 5 ans.

Une meilleure connaissance des mécanismes de I’apoptose et de la speécificité
tissulaire des métacaspases dans le plasmodium permettent d’envisager dans
I’avenir le développement d’inhibiteurs synthétiques comme des candidats
sérieux a I’intervention thérapeutique.

Des etudes recentes ont demontré I’efficacite de I’érythropoietine pour le
traitement du neuropaludisme.

La surveillance des résistances et la recherche de nouveaux traitements
sont les enjeux de demain.
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RESUME

Titre : Apport de I’apoptose dans le paludisme

Auteur : IMANE QUIAZZA
Mots clés : apoptose-paludisme-caspase-

Le concept d'apoptose a été introduit en 1972 par Kerr, Wyllie et Currie pour décrire
une forme de mort cellulaire différente de la nécrose, seule forme de mort cellulaire connue et
bien individualisée jusqu’a cette date. Contrairement a la nécrose en effet, L’apoptose se
caractérise par une rétraction de la cellule, une agglomération autour du noyau d'organites
cytoplasmiques encore intacts et une modification particuliére de la chromatine nucléaire qui
se condense en volumineux amas, ensemble d'altérations rapidement suivi de la fragmentation
de la cellule en corps apoptotiques qui se détachent alors du tissu pour étre phagocytés par les
macrophages ou les cellules voisines. Le choix par Kerr et ses collegues du mot apoptose, qui
vient du grec, rappelle cette derniére particularité : il signifie en effet chute et, avec un brin de
poésie, comme le remarque Kerr, la cellule en apoptose se détache de ses voisines comme les

pétales qui se détachent de la fleur ou les feuilles qui tombent des branches en automne.

Depuis un peu plus d’une décennie, des chercheurs se sont intéressés a la place que pourrait
occupé I’apoptose dans la biologie des parasites et la physiopathologie des maladies
parasitaires, notamment le Paludisme. Un champ d’exploration passionnant et complexe s’est

ouvert, d’ou pourront peut-étre émerger de nouveaux concepts.

Dans notre travail nous allons étudier le rdle de I'apoptose dans le Paludisme,
particulierement dans I’accés grave ceci en décrivant la mort apoptotique et ses mécanismes
lors le paludisme .Une meilleure connaissance des mécanismes de I’apoptose et de la
spéceficité tissulaire des caspases chez le Plasmodium permettront d’envisager une meilleure
compréhension de la physiopathologie du neuropaludisme et d’envisager par la suite

d’apporter de nouveaux moyens thérapeutique contre le neuropaludisme.
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Abstract

Title: Contribution of apoptosis in malaria
Author : IMANE OQUIAZZA

Keywords : apoptosis-malaria-caspase

The concept of apoptosis was introduced in 1972 by Kerr, Wyllie and Currie to describe a
form of cell death other than necrosis, the only form of cell death known and well
individualized to date. In contrast to necrosis, apoptosis is characterized by a retraction of the
cell, an agglomeration around the nucleus of cytoplasmic organelles still intact and a
particular modification of the nuclear chromatin which condenses into bulky masses, set of
alterations rapidly. followed by fragmentation of the cell into apoptotic bodies which then
become detached from the tissue to be phagocytosed by macrophages or neighboring cells.
The choice by Kerr and his colleagues of the word apoptosis, which comes from the Greek, is
reminiscent of this last peculiarity: it actually signifies a fall and, with a touch of poetry, as
Kerr observes, the cell in apoptosis detaches itself from its neighbors like the petals that stand

out from the flower or the leaves that fall from the branches in autumn.

For a little over a decade, researchers have investigated the place that apoptosis might occupy
in the biology of parasites and the pathophysiology of parasitic diseases, including malaria. A
fascinating and complex field of exploration has opened, from which new concepts may
emerge.

In our work we will study the role of apoptosis in malaria, particularly in severe access, by
describing apoptotic death and its mechanisms in malaria. A better understanding of the
mechanisms of apoptosis and the tissue specificity of caspases in Plasmodium will allow a
better understanding of the pathophysiology of neuropaludism and consider further to provide

new therapeutic means against cerebral malaria.
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