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UNIVERSITE MOHAMMED V- SOUISSI
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Docteur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH
1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Najia HAJJAJ

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et émttides
Professeur Mohammed JIDDANE

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coapagrat
Professeur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a larfhaie
Professeur Yahia CHERRAH

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :

Février, Septembre, Décembre 1973
1. Pr. CHKILI Taieb

Neuropsychiatrie

Janvier et Décembre 1976
2. Pr. HASSAR Mohamed

Pharmacologie Clinique

Mars, Avril et Septembre 1980
3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam

Neurochirurgie

4. Pr. MESBAHI Redouane Cardiologie

Mai et Octobre 1981

5. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid Cardiologie

6. Pr. EL MANOUAR Mohamed Traumatologie-Orthopédie
7. Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie

8. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasciuia
9. Pr. SBIHI Ahmed Anesthésie —Réanimation
10. Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique

Mai et Novembre 1982

11. Pr
12. Pr

. ABROUQ Ali*
. BENOMAR M’hammed

Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie-Cardio-Vasculaire



13. Pr. BENSOUDA Mohamed
14. Pr. BENOSMAN Abdellatif
15. Pr. LAHBABI ép. AMRANI Naima

Novembre 1983

16. Pr. ALAOUI TAHIRI Kébir*

17. Pr. BALAFREJ Amina

18. Pr. BELLAKHDAR Fouad

19. Pr. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia

20. Pr. SRAIRI Jamal-Eddine

Décembre 1984

21. Pr. BOUCETTA Mohamed*

22. Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil

23. Pr. MAAOUNI Abdelaziz

24. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

25. Pr. NAJI M'Barek *

26. Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

27. Pr. BENJELLOUN Halima

28. Pr. BENSAID Younes

29. Pr. EL ALAOUI Faris Moulay EI Mostafa
30. Pr. IHRAI Hssain *

31. Pr. IRAQI Ghali

32. Pr. KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987

33. Pr. AJANA Ali

34. Pr. AMMAR Fanid

35. Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE
36. Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
37. Pr. EL HAITEM Naima

38. Pr. EL MANSOURI Abdellah*

39. Pr. EL YAACOUBI Moradh

40. Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah

41. Pr. LACHKAR Hassan

42. Pr. OHAYON Victor*

43. Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

44. Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
45. Pr. DAFIRI Rachida

46. Pr. FAIK Mohamed

47. Pr. HERMAS Mohamed

Anatomie
Chirurgie Thoracique
Physiologie

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Neurochirurgie

Rhumatologie
Cardiologie

Neurochirurgie
Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie
Pathologie Chirurgicale
Neurologie
Stomatologie et Chirurgiexla-Faciale
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryngologie

Radiologie
Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entéogie
Pneumo-phtsipe
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Exfese
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatuig)
Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie



48. Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990
49. Pr. ADNAOUI Mohamed

50. Pr. AOUNI Mohamed

51. Pr. BENAMEUR Mohamed*

52. Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
53. Pr. CHAD Bouziane

54. Pr. CHKOFF Rachid

55. Pr. FARCHADO Fouzia ép.BENABDELLAH
56. Pr. HACHIM Mohammed*

57. Pr. HACHIMI Mohamed

58. Pr. KHARBACH Aicha

59. Pr. MANSOURI Fatima

60. Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
61. Pr. SEDRATI Omar*

62. Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
63. Pr. AL HAMANY Zaitounia

64. Pr. ATMANI Mohamed*

65. Pr. AZZOUZI Abderrahim

66. Pr. BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM
67. Pr. BELKOUCHI Abdelkader

68. Pr. BENABDELLAH Chahrazad
69. Pr. BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
70. Pr. BENSOUDA Yahia

71. Pr. BERRAHO Amina

72. Pr. BEZZAD Rachid

73. Pr. CHABRAOUI Layachi

74. Pr. CHANA El Houssaine*

75. Pr. CHERRAH Yahia

76. Pr. CHOKAIRI Omar

77. Pr. FAJRI Ahmed*

78. Pr. JANATI Idrissi Mohamed*

79. Pr. KHATTAB Mohamed

80. Pr. NEJMI Maati

81. Pr. OUAALINE Mohammed*

82. Pr. SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH
83. Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

84. Pr. AHALLAT Mohamed
85. Pr. BENOUDA Amina
86. Pr. BENSOUDA Adil

Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Radiologie

Cardiologie
Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Pédiatrique
Médecine-Interne
Urologie
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique

Neurologie

Dermatologie
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Gérzde
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie
Anesthésie-Réanimation

Médecine Préventive, $dptiblique et Hygiene

Pharmacologie
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réanimation



87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.

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

BOUJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL HADDOURY Mohamed
EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124.
125.
126.

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.

AGNAOU Lahcen

AL BAROUDI Saad
BENCHERIFA Fatiha
BENJAAFAR Noureddine
BENJELLOUN Samir

BEN RAIS Nozha

CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmijid

EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed

EL HASSANI My Rachid

EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
EL KIRAT Abdelmajid*
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika

ETTAYEBI Fouad

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine

IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed

MAHFOUD Mustapha
MOUDENE Ahmed*

OULBACHA Said

RHRAB Brahim

SENOUCI Karima ép. BELKHADIR
SLAOUI Anas

Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie
Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Gynécologiebtétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Radiothérapie
Chirurgie Générale
Biophysique
Biophysique
Endocrinologie et Maladib$taboliques
Gynécologie Obgigue
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie
Médecine Imer
Chirurgie Cardio- Vaslaire
Chirurgie Générale
Immunologie
Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie
Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire



Mars 1994

127. Pr. ABBAR Mohamed*

128. Pr. ABDELHAK M’barek

129. Pr. BELAIDI Halima

130. Pr. BRAHMI Rida Slimane
131. Pr. BENTAHILA Abdelali

132. Pr. BENYAHIA Mohammed Ali
133. Pr. BERRADA Mohamed Saleh
134. Pr. CHAMI llham

135. Pr. CHERKAOUI Lalla Ouafae
136. Pr. EL ABBADI Najia

137. Pr. HANINE Ahmed*

138. Pr. JALIL Abdelouahed

139. Pr. LAKHDAR Amina

140. Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

141. Pr. ABOUQUAL Redouane
142. Pr. AMRAOUI Mohamed
143. Pr. BAIDADA Abdelaziz

144. Pr. BARGACH Samir

145. Pr. BEDDOUCHE Amograne*
146. Pr. BENAZZOUZ Mustapha
147. Pr. CHAARI Jilali*

148. Pr. DIMOU M’barek*

149. Pr. DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*

150. Pr. EL MESNAOUI Abbes

151. Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila
152. Pr. FERHATI Driss

153. Pr. HASSOUNI Fadil

154. Pr. HDA Abdelhamid*

155. Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
156. Pr. IBRAHIMY Wafaa

157. Pr. MANSOURI Aziz

158. Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia
159. Pr. RZIN Abdelkader*

160. Pr. SEFIANI Abdelaziz

161. Pr. ZEGGWAGH Amine Al

Décembre 1996

162. Pr. AMIL Touriya*

163. Pr. BELKACEM Rachid

164. Pr. BELMAHI Amin

165. Pr. BOULANOUAR Abdelkrim

166. Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan

Urologie
Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Gynécologie — Obstétuiig
Traumatologie — Ortlulipé
Radiologie
Ophtalmologie
Neurochirurgie
Radiologie
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique

Urologie

Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réaation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngolagi
Gynécologie Obstétrique
Médecine Préventive, SantéliBue et Hygiene
Cardiologie
Urologie
Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Stomatologie et Chirurdylaxillo-faciale
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgie Pédiatrie
Chirurgie réparatrice et plagte
Ophtalmologie

Chirurgie Généega



167. Pr. EL MELLOUKI Ouafae*
168. Pr. GAOUZI Ahmed

169. Pr. MAHFOUDI M’barek*

170. Pr. MOHAMMADINE EL Hamid
171. Pr. MOHAMMADI Mohamed
172. Pr. MOULINE Soumaya

173. Pr. OUADGHIRI Mohamed
174. Pr. OUZEDDOUN Naima

175. Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

176. Pr. ALAMI Mohamed Hassan
177. Pr. BEN AMAR Abdesselem
178. Pr. BEN SLIMANE Lounis
179. Pr. BIROUK Nazha

180. Pr. BOULAICH Mohamed
181. Pr. CHAOUIR Souad*

182. Pr. DERRAZ Said

183. Pr. ERREIMI Naima

184. Pr. FELLAT Nadia

185. Pr. GUEDDARI Fatima Zohra
186. Pr. HAIMEUR Charki*

187. Pr. KANOUNI NAWAL

188. Pr. KOUTANI Abdellatif

189. Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
190. Pr. MAHRAOUI CHAFIQ
191. Pr. NAZI M’barek*

192. Pr. OUAHABI Hamid*

193. Pr. SAFI Lahcen*

194. Pr. TAOUFIQ Jallal

195. Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

196. Pr. AFIFI RAJAA

197. Pr. AIT BENASSER MOULAY Ali*
198. Pr. ALOUANE Mohammed*

199. Pr. BENOMAR ALI

200. Pr. BOUGTAB Abdesslam

201. Pr. ER RIHANI Hassan

202. Pr. EZZAITOUNI Fatima

203. Pr. KABBAJ Najat

204. Pr. LAZRAK Khalid ( M)

Novembre 1998
205. Pr. BENKIRANE Majid*

Parasitologie

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie
Neurologie
O.RL.
Radiologie
Neurochirurgie
Pédiatrie
Cardiologie
Radiologie
Anesthésie Réanimation
Physiologie
Urologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Cardiologie
Neurologie
Anesthésie Réanimation
Psychiatrie
Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Hématologie



206. Pr.
207. Pr.

KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

208.
209.
210.
211.
212.
213.
214,
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224,
225.
226.

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

ABID Ahmed*
AIT OUMAR Hassan
BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd

BOURKADI Jamal-Eddine
CHAOUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB El Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*
EL OTMANYAzzedine
GHANNAM Rachid
HAMMANI Lahcen
ISMAILI Mohamed Hatim
ISMAILI Hassane*

KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

227.
228.
229.
230.
231.
232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
239.
240.
241.
242.
243.
244,
245.
246.

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

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
BENCHEKROUN Nabiha
CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*

LACHKAR Azzouz

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat

MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi

Cardiologie

Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Géads
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Cardiologie

Anesthésie-Réartioma

Pédiatrie

Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie
Rhumatologie

Endocrinologie etddees Métaboliques

Anesthésie-Réanimation

Urologie
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgiexla-Faciale
Neurologie



Décembre 2001

247.
248.
249.
250.
251.
252.
253.
254,
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.
270.
271.
272.
273.
274.
275.
276.
277.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.
286.
287.
288.
289.
290.

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

ABABOU Adil

AOUAD Aicha

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa
CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*
EL HAJOUI Ghziel Samira
EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid
EL OUNANI Mohamed
EL QUESSAR Abdeljlil
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

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

NOUINI Yassine
OUALIM Zouhir*
SABBAH Farid
SEFIANI Yasser

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie
Pédiatrie
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie
Anatomie
Cardiologie
Radiologie
Radiologie
Radiologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Gynécologie Obstétdaq
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périplygie
Médecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Urologie
Néphrologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Péripdnge



291. Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia
292. Pr. TAZI MOUKHA Karim

Décembre 2002

293.
294.
295.
296.
297.
298.
299.
300.
301.
302.
303.
304.
305.
306.
307.
308.
309.
310.
311.
312.
313.
314.
315.
316.
317.
318.
319.
320.
321.
322.
323.
324.
325.
326.
327.
328.
329.
330.
331.
332.
333.

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.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

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

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOULE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

ZRARA Ibtisam*

Pédiatrie
Urologie

Anatomie Pathologegu
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Malkesl Métaboliques

Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Pétrique
Urologie
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie
Urologie
Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétug
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisigi®
Néphrologie
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie
Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique



PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

334.
335.
336.
337.
338.
339.
340.
341.
342.
343.
344.
345.
346.
347.
348.
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ABREVIATIONS

7-AMD : 7- actinomycine

ADN . Acide desoxyribonucléique

AlF . Apoptosis inducing factor

ALPS : Syndrome de lymphoproliferation auto-immuo@ malin
AO . Acridine orange

Apafl : Apoptotic protease-activating factor-1

Apo . Apoprotéine

ATF6 : Activating Transcription Factor

AZT . 3'azido-2',3'-deoxythymidine

Bad . Bcl-XL/bcl-2 associated death promdtemolog

Bak : Bcl-2 homologous antagonist/killer

Bak-like : Bcl-2 homologous antagonist/killer like
Bax : Bcl-2 associated X protein

Bcl-2 : B-cell ymphoma-2

BclxL  : longer alternatively splice form of Bcl-Binolog X protein from
avian

BH : Bcl-2 homology

Bid : BH3 interacting death domain agonist

Bim : Bcl-2 interacting mediator of cell death

BIR : Baculovirus IAP repeat

Caspase Protéinases cystéine-aspartate dépendantes



CCCP : carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone

CHO : Chinese hamster ovary

CHOP : CCAAT/enhancer binding protein HomologoustBin
CMX-Ros : La chlorométhyl-X-rosamine

CrmA  : Cytokine response modifier A

DA : Dopamine
DAPI  : 4'-6-diaminido-2-phenylindole
DD : Death Domain

DED : Death Effector Domain

DED : Death effector domain

Diablo : Direct IAP binding protein and low pl
DISC : Death-inducing signaling domains DED complex
DR : Death Receptor

EB : bromure d'éthidium

EBV  : Levirus Epstein-Barr

Endo G : endonucléase G

FADD : Fas-associated death domain

Fas : Fibroblast associated

FasL : Fas Ligand

FDA :diacétate de fluorescéine

FITC :isothiocyanate de fluorescéine

FLICE : FADD-homologous ICE-Like protease
FLIP  : FLICE Inhibitory Proteins



Fmk  : fluorométhylketone

FSC : Forward SCatter

HHV : virus herpes humain

HtrA2 : High temperature requirement protein A2

IAP . Protéines inhibitrices de I'apoptose (Intubof apoptosis protein)
IFNy : Interféron alpha

IL . Interleukin

IRE1 : Inositol Requiring 1

JNK  :cJun N-terminal Kinase

Jurkat : Cell line derived from human T-CELL LEUKEMIA
LDH : lactate déshydrogénase

Le DAPI : 4°,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochlorate

LSC : Laser scanning cytometer

MA : maladie d’Alzheimer MA

Mcl-1  : ML-1 human myeloid leukemia cell line
MH : maladie de Huntington

MP : Maladie de Parkinson

MPTP  :1,2,3,6-méthyl-phényl-tétrahydropyridine

MTT . 3-[4,5-(dimethylthiazol-2-yl)]- 2,5-diphehgtrazolium bromide
NaBu : Butyrate de sodium

NAC : N-acétylcystéine

NAC : N-acétylcystéine

NAIP : neuronal apoptosis IAP



NGF . nerve growth factor

NMDA : N-méthyl-D-aspartate

PARP : poly ADP ribose polymérase

PERK : PKR like Endoplasmic Reticulum Kinase

Pl - iodure de propidium

PMT . photomultiplicateur

PR . phycoérythrine-R

PS : phosphatidylsérine

PTP : Permeability Transition Pore

Puma : p53 upregulated modulator of apoptosis

RE : reticulum endoplasmique

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elgghoresis
Smac : Second mitochondria-derived activator ofpeas

SSC : Side SCatter

TdT : terminal desoxynucléotidyl transférase

TNF  : Tumor Necrosis Factor

TNFR : Tumor Necrosis Factor Receptor

TRADD : TNF-R associated protein with DD

TRAF2 : TNF-Receptor Associated Factor

TRAIL : TNF-related apoptosis-inducing ligand
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Le développement harmonieux et la survie de tougamisme
multicellulaire résultent d’'un contrdle précis denmbre de cellules qui le
composent grace a un équilibre entre les phénontmpsolifération et de mort
cellulaire.Toutes les cellules ont la capacité dedgtruire en activant des
programmes physiologiques spécifiques dont I'exénutboutit a une forme de

mort cellulaire (apoptose, nécrose, ou autophagie).

L’apoptose est un processus important qui joued@ déterminant en
physiologie dans I'embryogenese, la métamorphdsamiostasie cellulaire, la

réparation des tissus et dans la régression desutsratc...

Cependant, le déreglement pathologique du procetapsptose ou de
son contrOle est a I'origine de nombreuses maladhesme les cancers, certains
désordres immuns, les maladies neuro-dégénérgiNaseimer, Parkinson), le
SIDA (disparition des lymphocytes T CD4+).

Les objectifs de notre travail sont :

Décrire le phénomene d’apoptose.

» Mettre en évidence sa différence avec les autpEstge mort cellulaire.
* Elucider les mécanismes physiopathologiques inteme dans ce
phénomene.

» Préciser les relations avec les différentes patfieso
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A. Historigue

Le mot apoptose provient d’'une locution grecquenifimnt "chute des
feuilles" et était déja utilisée par Hippocrate Kes (460-377 av. J.C.) pour

décrire la décomposition post-mortem des corpsufécdes 0s"). [1]

L’intérét accordé a I'étude du processus de melftilaire date de plus
d’'un siecle. En 1842, le naturaliste Carl Vogt dépour la premiere fois un
processus de mort cellulaire en observant la mestagllules notochordales et
cartilagineuses au cours du développement embryrenitan 1885, Walter
Flemming décrit la fragmentation et la disparitiprogressive des noyaux et

cytoplasmes de cellules épithéliales de follicaleariens en régression.

En 1951, Alfred Glucksmann émet I'hypothése quéeckhort cellulaire”
programmée se produirait a des moments bien pdécidéveloppement d’un

organisme [2].

Cest en 1972 que John Kerr, Andrew Wyllie et #as Curie
introduisent le mot "apoptose” pour désigner un @mdle mort cellulaire
nouvellement observé, en opposition au modéle deétaose déja connu a
I'époque. [3]Alors que la nécrose est un phénongassif faisant suite a une
agression extérieure, la mort par apoptose estronepsus actif, organisé

temporellement, au cours duquel la cellule exprume ensemble de génes
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entrainant des modifications morphologiques, bimadpies et structurales

aboutissant a sa destruction "sans traces" et ebenpl

Enfin, c’est au cours des 30 dernieres annéegrtaee notamment aux
recherches menées par John Sulston, Sydney Brehiibert Horvitz sur le
développement du nématodeaenorhalbditis elegansgue le programme
génétique et moléculaire associé au déclenchermanadransduction du signal
apoptotique a été déchiffré. John Sulston, Sydneynfer et Robert Horvitz ont
recu le prix Nobel de Médecine et Physiologie edZ2@ouronnant I'importance

de leurs découvertes [2].

B. Définitions :

1- Apoptose :

On nommeapoptose(ou mort cellulaire programmeée) le processus par
lequel des cellules déclenchent leur auto-destmuatin réponse a un signal, se
phénomene se caractérise par un maintien de lfitdégnembranaire des
cellules tout au long du processus. L'apoptoseraduit par une série de
changements morphologiques de la cellule et paatiésations structurales de
ses constituants. La microscopie montre une ré&ractellulaire, une
condensation cytoplasmique, une margination eteosation de la chromatine,
puis une fragmentation nucléaire qui survient &tade plus avancé. A un stade
ultérieur, la cellule se morcelle et libere despsoapoptotiques (fragments de
cytoplasme entourés de membrane plasmique et pbus@menir de la

5
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chromatine). Lors de l'apoptose, il y a une redstion des phospholipides
membranaires avec une translocation des phosplsatiches qui passent du
feuillet interne vers le feuillet externe de la neame plasmique. Ces
phosphatidylsérines permettent la reconnaissarsd’@puration des cellules en

apoptose par les macrophages, évitant ainsi I'&pmpard’une réaction
inflammatoire (figure 1) [4].

A Cellule normale
.I : ) '-I il 4 o
Wy Ty,
4 .I.-i'_ 5 '\?;—:ﬂ/ \ \_\_b
A !@ =
_'._-"‘.’. orps —%L [
- o aPDCP t::ﬁic;ue {';Sﬁ@
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e o -”{:_@d- 4
. Donih = = __r’
- h Q‘f ARy -
."_ £J r"hur__ﬂ;_-'i f@'/
Mécrose ARahoee
B
Cellule
vivantea
Cellule «—
apoptotique

Figure 1 : Caractéristigues morphologiques de I'apoptoskeda nécrose [5].
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2- Neécrose :

Le terme de nécrose fait référence au mot grec kkose» signifiant
cadavre.Les cellules subissent une insulte majeure, em@tndinne perte de
I'intégrité membranaire, la rupture des membrangfulaires aboutit a un
relargage d’enzymes protéolytiques lysosomales @iamt la destruction
cellulaire.

Les contenus cellulaires incontrélés sont libéraasdl'environnement de la
cellule qui se traduit par des dommages des cslemhwironnantes et une forte

réponse inflammatoire dans le tissu correspondagti(e 1) [6].

3- Autophagie:

Le terme autophagie fait référence au grec « pkagjgnifiant manger et
« auto » signifiant soi-méme. Observées en micpsc@lectronique, les
cellules autophagiques présentent des vacuolescatimlaires contenant des
particules cytoplasmiques incluant des organellediférents stades de
désintégration. Ces vacuoles proviennent de vésculysosomales.
L’'autophagie permet a la cellule de générer deelgie et des métabolites en
digérant ses propres organelles et macromoléddlest un processus de survie
et d’adaptation a des conditions de stress sulbbléttrame une privation de
nutriments par exemple. Dans certaines conditioassttess prolongé, le
sacrifice des composants cellulaires vitaux pacdHlule, conduit a la mort

cellulaire. On parle de mort cellulaire associ€awophagie (figure 2). [7]
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Figure 2 : Schéma présentant les bases morphologiqueautephagie [8]

Figure 3: morphologie d’'une cellule normal (a), autophagidb), apoptotique
(c) et nécrotique (d) [9].
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4- Role physiologique de I'apoptose :

D'une maniere générale, I'apoptose contribue a lmoldeforme de
I'embryon, en éliminant des cellules surnumérakds.entretient aussi la santé
de l'adulte, en le débarrassant de cellules deganugles, non fonctionnelles

ou dangereuses pour lui.

Par exemple au cours de I'embryogenése, de nos#sestructures
initialement mises en place au cours du développesunt ensuite détruites par
apoptose. C’est le cas du canal de Muller qui éstud chez les hommes, du
canal de Wolff qui est détruit chez la femme. L'pfmse participe aussi a la
morphogenese des doigts ou les cellules de I'espéaligital des doigts d’'un

embryon disparaissent [10].

La mise en place des systemes nerveux et immumnifait également
appel a ce phénomene qui assure qu’un nombrectateecellules souches se
différencient.Pendant le développement embryonnaies neurones sont
géneéreés en exces et les cellules surnumérairesewgnite mourir par apoptose
afin de créer un équilibre entre les neurones ®tieles gu'’ils innervent. En
effet, les cellules nerveuses embryonnaires ortibbg®ur survivre du facteur
de survie NGF (nerve growth factor) qui est proghat les cellules cibles des
neurones .Seuls vont survivre les neurones qubeaecteront correctement a

leur cible, les autres vont mourir par apoptosé.[11
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De méme, pour le développement du systéme immemitdapoptose
joue un role crucial dans la sélection lymphocytaau cours de laquelle les

lymphocytes T et B auto-immuns seront éliminésapenptose.
L’apoptose intervient aussi chez l'adulte, ellerpetr a 'organisme de

contréler le nombre de cellules et la taille desus. C’est le cas par exemple

lors du renouvellement des kératinocytes de la fE3u

10
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Les mécanismes de la régulation de la survie e@l@let de I'apoptose
sont d’'une nature tres complexe, impliquant de rremnb intervenants et de
nombreuses voies de signalisation aussi bien dangrise de décision de

survivre ou de mourir que dans I'exécution de ljatpse proprement dite.

L’apoptose peut classiquement étre divisée en phases : une phase

d’induction ou d’initiation, une phase d’exécutiehnune phase de dégradation.

La phase d'initiation de I'apoptose est un phénané&versible au cours
duquel le signal apoptotique (intra- ou extra-delle) est transmis a des
caspases initiatrices par des molécules adapsti@es caspases interviennent
dans I'exécution de I'apoptose et conduiront adgrddation de la cellule.

Il existe deux voies principales d’induction depkgptose : la voie des récepteurs
de mort (ou voie extrinseque) et la voie mitochgaddr(ou voie intrinseque).
Une troisieme voie activeée en réponse a un stresgigant intervenir le

réticulum endoplasmique (RE) a également été @e¢ii8]

12
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Figure 4 : Voies apoptotiques extrinseque et intrinsequé [14

La figure 4 représente les deux voies menant @fisgse. La voie extrinseque
est induite par les récepteurs TNFR situés damelabrane plasmique.

Ce récepteur induit la cascade des caspases ceondiuit la cellule a
'apoptose. La voie intrinseque est dirigée parnesmbres de la famille Bcl-2
tels que Bax, qui induit le relargage du cytochranet la cascade des caspases

ce qui conduit aussi la cellule a 'apoptose [15].
13



L'apoptose : la mort cellulaire programmeée

A- Les caspases :

Le terme « caspase »fait référence a une famille de protéases,
extrémement conservées au cours de I'évolutionsqu@nt une cystéine dans
leur site actif et clivant leurs substrats apregasidu acide aspartique, d’ou le
terme caspaseCysteinASPartate protASE. On compte jusqu’a maintenant
plus de quatorze membres de cette famille qui thtidentifiés et séparés en
deux groupes :

les caspases initiatrices (2, 8, 9, 1@X les caspases effectrices (3, 6, 7)
(Figure 5) [16].

La famille des caspases
(eystéinyl endoproténses clivant aprés un aspartate)
zp20  =pl0 Substrat
—r— préféré
Casp-3 e S
[ I i
Cospases effectrices Casp-T 1 DEVD
Casp=6 l‘i] VEHD
Casp-8 s e
Casp-10 [ CED [ TEl
Caspases initiatrices e : ¥
Casp-9 [CaRD] i ] LEHD
| 1
CDSF!—E [cazn] T 1 DEHD
1
ECﬂsp-4 [cARD] ]  {(W/L)EHD
Casp-13 (bovine) LCARD] T ] WEHD
Casp-5 [E==o1 1] (W/L)EHD
Caspases « impliquées .
dﬁnz I'inﬁammz‘r?on » Casp-11 (muriiie) learn] l (1/v/v/e)EHD
Casp-12 (murine) Lcarp | ] 2
I LN
Casp-1 [Earn] ] WEHD
Casp-14 —————1 WEHD
DED ; Death Effector Domain
CARD : Caspase Activation and Recruitment Domain Shi Y Mol Cell 9:459-470.

Figure 5: classification des caspases [17]
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Les caspases initiatrices activent les effectrieds|es effectrices ont
comme role de cliver des protéines bien précigssitant soit en leur activation

ou leur inactivation.

AcTtivation des caspases (effectrices)

Procaspase “inactive”

O C I T

d i 20 10
prodomaine P =3 %

Structure de la
caspase 3 active lice
a un peptide inhibiteur
Shi ¥ (2002) Mol. Cell
©:459-470.

Caspase active

Figure 6: activation des caspases effectrices [17]

Les caspases sont toujours présentes dans leecatiuhale. Elles existent
a I'état basal sous la forme de proenzymes inatfedes sont alors appelées
procaspases) qui seront ensuite activées. Le nsoard’activation differe pour

les deux groupes de caspases.

L’activation des caspases initiatrices fait par deux meécanismes : la
proximité induite et I'association avec une soustéumégulatrice. Pour la
proximité induite, I'activation requiert un recratent massif de procaspases

dans un microenvironnement de la cellule, un réeepde mort par exemple, et
15
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c’est cette proximité qui permet a la faible a¢cévprotéolytique intrinseque des

procaspases de s’autocliver entre elles, et amsiattiver.

Pour le mécanisme d’activation par liaison : I'asation avec une ou des
sous unités régulatrices active la procaspase ftiseactivée par un clivage
protéolytique, la caspase initiatrice activeradaspases effectrices qui cliveront

leurs substrats et meneront ainsi la cellule a@a m

L’activation et l'activité des caspases sont siges) a une inhibition
directe par les protéines de la famille des IARIgSeci sont capables d’inhiber
les caspases soit en se liant a leur domaine tigtedyou encore en empéchant

leur dimérisation [18].

B- La voie extrinseqgue :

La voie extrinséque impligue un récepteur du sigmalniveau de la
membrane plasmique. Plusieurs récepteurs connastegment a la famille des
récepteurs TNF(Tumor Necrosis Factyrtels que Fas, TNF-R1T@mor
Necrosis Factor Receptpou TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand

Quand un ligand se lie sua portion N-terminal extracellulaire du
récepteur ceci mene a la trimérisation meepteur et a son activation qui
conduit & un recrutement de protéines vipdeion c-terminal cytoplasmique du

récepteur, parmi ces proteines des procaspaisasrices. (Figure 4, 7)

16
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La transmission du message s’effectue par l'inégliaire de la protéine
adaptatrice FADDKas-associated death domaiCette protéine possede deux
domaines d’interaction, I'un nommé DIDdath Domaip pour le récepteur et
'autre domaine nommé DEDDgath Effector Domainqui interagit avec la
caspase 8. L’activation subséquente des caspas6seB,7 par un clivage
protéolytique de lacaspase-8 induit I'autodestruction cellulaire ewarit les
composantes essentielkas maintien de la vie cellulaire. [15,19]

ApoZl/
TRAIL

CD95/ Fas

.\L‘li:

Cytoplasme

NFxB i \poptose

Figure 7: Voies de signalisation par les récepteurs a dagr@d@nmort. [20]
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C- La voie intrinseque :

La voie principale d’activation des caspases esbla dépendante de la
mitochondrie.Lorsque la cellule subit un stressarngmt (choc osmotique ou
thermique, arrét du métabolisme, dommages irrddessde I’ADN, sevrage en
cytokines), les différentes voies de signalisatiiees en jeu convergent vers la

formation de pores au niveau de la membrane extaitoehondriale. [21]

Ces pores de taille variable vont faire sortir vlrscytosol plusieurs
protéines proapoptotiques : cytochrome ¢, SmadA2jtAlIF et endonucléase
G.(figure 9)

La sortie du cytochrome c est contrélée par ledépres de la famille
Bcl-2 qui comporte des membres proapoptotiques coBax, Bak, Bid et Bim
et des membres antiapoptotiques comme Bcl-2 etlLBddans le cytosol, le
cytochrome c va se fixer a la protéine Apafl eradner sa multimérisation.

L’ensemble va former un complexe nommé ApoptosdFigure 7)

W40
CARD

W)
Apatl

Gyte

o
T

Changement
de conformation

Activaton des
caspases-3, -6
o7

Oligomérisarion Recrurement er

{apoprosome)

activaton de la procaspase-U

Figure 8 : formation d’apoptosome et activation du procas[20]
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L’Apoptosome va recruter la procaspase 9 poutiVar. La caspase 9 va
activer a son tour les caspases effectrices. Getiigation des caspases est
inhibée par les protéines antiapoptotiques IAPsclivité des IAP est elle-
méme inhibée par les protéines Smac et HtrA2 rééglde la mitochondrie. Les
protéines AIF et endonucléase G (Endo G) sont auslsichées de la

mitochondie et vont se relocaliser dans le noyaur galégrader '’ADN . [22]

—~
caspase 8 P . l l?:%nﬁgtic;}}
%QE @pro N
caspase?9 J' i
—> N
Apoptosome caspases 3.7 L

Figure 9: I'apoptose mitochondriale [22]
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D- La voie du réticulum endoplasmique :

Le reticulum endoplasmique permet la synthese da®ipes qui seront
secrétées. Cet organelle possede de multiples inestéchaperonnes qui
participent au repliement des protéines, et quisssieent de la bonne

conformation des protéines néosynthétisees.

Lorsque la capacité de repliement des protéines rdticulum
endoplasmique est altérée, il s’ensuit un stresetitulum endoplasmique pour
lequel une réponse adaptative hautement consestémige en place, 'UPR

(Unfolding Protein Response) [23].

L’'UPR est induite par I'activation synergique deisrprotéines : PERK
(PKR like Endoplasmic Reticulum Kinase), ATF6 (Awtiing Transcription
Factor 6) et IRE1 (Inositol Requiring 1).

L’'UPR, suite a I'induction de facteurs de transtiop (elF, ATF6, ATF4,
IRE1/XBP1), conduit d’'une part a un arrét de lategse protéigue normale, et
d’autre part, a une augmentation de la transcripties protéines chaperonnes
du réticulum endoplasmique (BIP/Grp78, Grp94, ORP1&fin de permettre a

la cellules de corriger les altérations du proceskusynthese protéique [24].
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Cependant, si les atteintes sont trop importartegie I’'homéostasie ne

peut étre rétablie, 'TUPR peut entrainer la molutare par apoptose.

L’induction de l'apoptose suite a un stress pro#ongu reticulum
endoplasmique passerait par différents mécanismeplexes impliquant une
dérégulation calcique, l'activation de protéases, kihases, de facteurs de
transcription et de protéines appartenant a lalli@nicl-2 ainsi que leurs

régulateurs [25].

IRE1 peut s’associer avec TRAF2 (TNF-Receptor Aissed Factor) qui
en se liant sur le domaine cytoplasmique du récephe TNF va activer la voie

proapoptotique des JNK kinases [26].

De plus, 'UPR induit I'expression du facteur deanscription CHOP
(CCAAT/enhancer binding protein Homologous Proteimui régule

négativement I'expression de la protéine antiagapie Bcl2 (Figure 10) [27].

21



L'apoptose : la mort cellulaire programmeée
Rasting conditiona ER atreas Unreachvable atrens
=
Boi— — Bax
“Bak i o Bal
i
Cadt < Ce?t
BHEI pl’D o JNK c "y
; ol g Bax ; e Bax/Bax:
s B 5| ©12 2 Eak 3 s . Bak|Bak .
3 - / \ & @ £z 2
& B B ;
P 2+
28 BH3 Bel-2 Ca®* and cther
death signals
i i 9
[Bcl-2]) @) P
\ R -3
g% T G
Q—Pﬁ%’ EJI_-|C_3P— Apoptosome
4.5 &
t -
ATF4 A / Lyt oy
> . Caspasa
= ™ activation
= ['e)
o i e
B =

FigurelO: Voie d'induction de I'apoptose par le stressRiE.[28]

E- Rbéle du calcium dans la signalisation apoptotique :

Classiquement, le réle toxique du calcium étaibeigsa une mort par

nécrose, suite a I'activation massive de protéasds phospholipases [29].

Mais depuis, plusieurs études ont démontré quaukgmentations de calcium

intracytosolique étaient associées a tous les stdeléa mort par apoptose .Une

dérégulation sévere de 'homeéostasie calcique pawonduire a la mort par
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nécrose, alors qu’une augmentation plus contrééa doncentration calcique

cytosolique pourrait promouvoir la mort cellulapar apoptose [30].

Le calcium libre étant toxique pour la cellule et séquestré dans des
organelles cellulaires dont les principaux sontmitochondrie et le reticulum
endoplasmique. La concentration calcique cytoseligat régulée par tout un
ensemble de molécules Ilocalisées sur les membrapesmiques,

mitochondriales et réticulaires.

La dérégulation de I'homéostasie calcique a I'oegide processus
apoptotiques peut provenir de différents mécanigmpiquant la mitochondrie

et le reticulum endoplasmique [23].

Le calcium est impliqué dans plusieurs étapes d@i de signalisation
apoptotique  mitochondriale lors d'une augmentatiodu calcium
intracytosolique, celui-ci est capté par la rhiondrie et provoque I'ouverture
du PTP (pore de transition de perméabilité), deegtraine une désorganisation

de la matrice mitochondriale et la libération dtocjirome c [31].

Une perturbation de I'homéostasie calcique condégalement a
I'activation de la calcineurine (phosphatase catgilqui en déphosphorylant

Bad active la voie intrinséque mitochondriale [32].
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Des modifications de I'homéostasie calcique sontl'axigine de
l'activation des calpaines par dissociation de leribiteur endogene, la
calpastatine. Les calpaines forment une famillprdééases a cystéine capables
de cliver des substrats communs avec les caspas®d tapoptose.

Elles peuvent cliver les procaspases 3, 7, 8, 92etles membres de la
famille de Bcl-2 (Bid, Bcl-XL, Bcl-2), des protéiaestructurales (actine, fodrine,
cytokératine...), et aussi des protéines impliquéessda réparation de 'ADN
et le cycle cellulaire (poly ADP ribose polyméra@@ARP), cyclin D). Le
clivage de ces protéines par les calpaines peetp&b- ou anti-apoptotique
[23].
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A- La famille bcl-2 :

Les protéines de la famille Bcl-2 jouent un rélendamental dans la
régulation de I'apoptose vis-a-vis de la plupars démuli apoptotiques sauf,
dans certains cas, suite a I'activation des récepte mort. Elles sont au moins
au nombre de 20 dans les cellules de mammiferesnetdivisées en trois sous-

familles en fonction de leur structure et de lenction [33].

Les membres de la sous-famille des anti-apoptati@Bel-2, Bcl-X, Bcl-
w, Al et Mcl-1) partagent une homologie de séquemme 4 domaines BH
(Bcl-2 homology). Ces protéines promeuvent la supgllulaire en neutralisant
l'activité des protéines Bak-like. Les membres desbus-famille des pro-
apoptotiques Bak-like (Bak, Bax, Bok) possedentdemaines BH1, BH2 et
BH3 alors que les protéines de la sous famille 3#®Hly » (Bad, Bid, BIk,
Bim, Bmf, Hrk, Noxa, Puma) ne possédent que le dioen®8H3, domaine

absolument requis pour leur activité pro-apoptaiffigure 11).

. . Bcl-2 — —
Antiapoptotic = @ [ am @ C £
Bol-x .
BH4 BHS> BH1 BHZ2
Proapoptotic Bax ; y ~
multidomain Balk C Lg—g% Lﬁ'ﬁ% {—BLH,Z =
Bid
Proapoptotic Bad -
BH3-only Moxa 2 & Lr !
Puma BH3
Bim

Figure 11 : les domaines de la famille bcl-2 [34].
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Ce sont des protéines qualifiées de sentinellasdgtectent divers stress
cellulaires. Par exemple, Noxa et Puma semblerd Ets médiateurs de
I'apoptose induite par un stress génotoxique tagdes Bad est activée suite a
une privation en facteurs de croissance. Ellesss@aent et neutralisent la
fonction des protéines anti-apoptotiques. Certaileeses protéines (Bim, Puma,
Bid) sont capables de s’associer avec toutes letipes anti-apoptotiques

constituant ainsi de puissants inducteurs d’apeptos

Les autres ne peuvent s’associer qu’avec certapreseines anti-
apoptotiques. Par exemple, Noxa s’associe uniqueavat Mcl-1 et Al alors

gue Bad ne s’associe qu’'avec Bcl-2, Bcl-X et Bcl-w.

Suite a un stress cellulaire, certaines protéingés3Bnly sont activées et
vont conduire a l'activation de Bak/Bax. Deux mésares d’activation de
Bak/Bax par les BH3-only ont été proposés (Fig@te lLe modele d’activation
directe est basé sur une association et activdireote de Bax/Bak par certains
BH3-only.

Dans ce modéle, les BH3-only sont divisés en dsaxs-groupes en

fonction de leur capacité a activer directemenhon les protéines Bax et Bak.

Les activateurs tels que Bim ou tBid se lientcteenent avec Bax et Bak et les
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activent alors que les autres BH3-only sensilidisis ne peuvent lier que les

protéines anti-apoptotiques.

Suite a un stress, les sensibilisateurs s’assamigret neutraliseraient les
protéines anti-apoptotiques ce qui conduirait alib@ération de tous les «
activateurs » et a l'activation directe de Bak/Bae. deuxieme modéele, le
modele d’activation indirecte, suggere que tousBet3-only s’associeraient
avec leurs partenaires anti-apoptotiques spécHigtenduiraient 'apoptose en
empéchant la neutralisation de l'activité de Balk/Bmr les protéines anti-
apoptotiques. Dans ce modele, Bim et tBid sont disspnts inducteurs de
'apoptose puisqu’ils sont capables d’antagonismrtes les protéines anti-

apoptotiques [35].
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AModzle d*activation directe

Senmbibizateurs Activatewrs

Modele d*activation indirecte
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Figure 2 ; Modéles d’activation de Bax et Bak

|
&

Figure 12 modéles d'activation de Bax et Bak [36].

Quel que soit le modele, une fois activées, BaBat vont conduire, par un

mécanisme qui reste encore deébattu, au relarguage & cytoplasme de

facteurs apoptogenes normalement séquestrés dmpmde intermembranaire

mitochondrial. Le relarguage de I'ensemble de eesefirs contribue a induire

efficacement I'apoptose des cellules [36].
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B- Les IAP (inhibitors of apoptosis protein) :

Les IAP (inhibitors of apoptosis proteirgonstituent une famille de
protéines anti-apoptotiques initialement décriteensd le baculovirus.
Actuellement huit IAP ont été identifiees chez himme : c-IAP1, c-IAP2, NAIP
(neuronal apoptosis IAP), survivine, XIAP, BruceR? et livine [37].

Name Primary sequence features Caspase Specificity  Cleaving Caspase Binding partners
N G R ffe{{{#===1403  Caspase3, 7 Hippocalcin

caP1 === == [=—{[5~s12 Caspase3, 7,9 Caspased.7 Smac, Omi, TRAF1,2
a2~ 0l=—" %502 Caspase3, 7,9 Smac, Omi, TRAF1,2

U e G C o e P Caspase3,7, 9 Caspase3,7 Smac, Omi, XAF1

Livir- Caspased. 7,9 Caspasel.7 Smac
| —— @0
iLp-z  —s—l=27 Caspasad
Survivin la—m Caspased, 7 B-tubulin, Smac

e CP @

| BIR CARD RIMNG Leucine Rich Repeat

Figure 13: les membres de la famille IAP [38]

Les membres de la famille des IAP sont définis pae ou plusieurs
répétitions d’'un domaine de 70 acides aminés hartegonservé nommeé BIR
(Baculovirus IAP repeat). A I'exception de NAIPsetrvivine, les IAP humaines

contiennent aussi une séguence RING a I'extrémiigr@inale.
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Les IAP peuvent inhiber I'apoptose induite par dembreux stimuli.
Cette action est le résultat d’ufieation directe sur les caspases conduisant a
leur inhibition. Cette inhibition directe de l'acité des caspases permet donc
une régulation supplémentaire de I'apoptose ureedoe la cascade d’activation
des caspases a été initiee. Elle permet d’empéobé&r induction d’apoptose
inappropriée. Les protéines mitochondriales SmatiDiet Omi/HtrA2 une fois
libérées regulent cette action inhibitrice des IA&#R. se fixant directement sur

celles-ci, elles empéchent la fixation des caspi@8ds

FasL/TNF f!\

Death Receptors I

Exirinsic paihway

WA T Procaspase-§

r’-“ o
" O Cuspasc-s
f/ / z
;
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Figure 14: Les cibles et les régulateurs de I'|AP [40]

31



L’apoptose : la mort cellulaire programmée

32



L'apoptose : la mort cellulaire programmeée

Les différents modes de mort cellulaire peuverg @&is en évidence a
I'aide de différentes techniques telles que la @simopie, I'électrophorése ou la
cytométrie en flux, dans ce chapitre nous allogsrice les principales

méthodes disponibles.

A- Analyse morphologique par microscopies optigue, éronigue et
fluorescence :

Les modifications morphologiques, telles que laidution de taille ou la
condensation du noyau et de la chromatine, permetie détecter les cellules

apoptotiques par microscopie optique et électrasdiiableau I) [41].

Tableau 1. Criteres morphologiques pour lidentification desllules

apoptotiques et nécrotiques [42].

Apoptose Nécrose
Taille réduite, forme complexe Gonflement de la cellule et du noyau
Condensation de la chromatine Condensation de la chromatine

Bourgeonnement de la membrane plasmiqu€acuolisation du cytoplasme

Perte de structure du noyau (apparence liss&onflement de la mitochondrie

Fragmentation du noyau Rupture de la membrane plasmique

Présence de corps apoptotiques Dissolution de I'ADN ("Caryolyse")

Dilatation du réticulum endoplasmique
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L'apoptose implique le rétrécissement de la cellutee augmentation de
la densité du cytoplasme, la condensation de lancéitine et la ségrégation en
masses qui peuvent former des protusions. Ces édesnise séparent pour

donner des corps apoptotiques liés a la membrane.

Initialement, la mitochondrie et I'appareil de Gabg présentent pas de
signes d'éclatement et la membrane nucléaire netstete durant une longue

période.

En revanche, durant la nécrose, la chromatine seletse en masses mal
définies, les organelles gonflent, et a un stade pl’ancé, la membrane s'altére

et la cellule se désintégre.

En microscopie électronique, I'application des méamphes d'imagerie
quantitatives pour visualiser les différents nivede gris permet de détecter les

modifications de densité nucléaire [43].

Un autre outil est la microscopie confocale a ymi@ laser, puissante
pour l'analyse morphologique et la localisation raawléculaire, en réalisant

des sections optiques des cellules [44].

La condensation de la chromatine et la fragmentatiucléaire sont
faciles a visualiser par examen de cellules déidN est coloré a l'aide, par
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exemple, d’'iodure de propidium et de Hoechst 33E2l'absence de systemes
d'analyse d'images complexes, la limitation matefekes méthodes basées sur
la microscopie dans les études quantitatives geptase est le nombre limité de
cellules qui peuvent étre effectivement analys€es. techniques sont utilisées
principalement comme méthode de détermination ik de I'apoptose. Pour

la quantification, la cytométrie en flux est plpsissante. [45 ; 46].

1- Microscopie optigue et colorants d’exclusion :

Le bleu trypan est un colorant qui entre dans Ehiles. Une cellule
vivante expulsera la molécule et restera blanchenmwoscope, au contraire
d'une cellule morte qui n'aura pas I'énetrgie deejater et restera bleue. Cette
technigue permet donc de détecter les cellulesotigaes et apoptotiques
tardives (membrane plasmique altérée). Le comptige cellules peut étre

réalisé sur une cellule de Thoma ou de Biirker.

Cependant, ce marqueur présent l'inconvénientedékique pour les
cellules, ainsi l'analyse doit étre réalisée rapielet sous peine d'obtenir des
résultats faussés. L'érythosine est un colorancldision fluorescent, entrant
dans les celluledont la membrane est endommageée .Les cellules sramtent

visualisées en rouge. [47].
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2- Analyse des brins dADN par microscopie a fluoressence

2.1 Méthode “TUNEL" :

L'une des caractéristiques de I'apoptose est leadétion de I'ADN qui,
aux premiers stades de l'apoptose, concerne des zoternucléosomales. Le
clivage de I'ADN peut produire des coupures simplesloubles.

Les deux types de fractures peuvent étre détempésnarquant les
extrémités 3'-OH libres a l'aide de nucléotides ifiexl (biotine-UTP,

fluorescéine-dUTP) intervenant dans une réactiayreatique.

L'enzyme terminal desoxynucléotidyl transférase T(Tccatalyse la
polymérisation sans matrice nucléique des desoomubléotides des extrémités
3' de I'ADN double et simple brin. Cette méthode¢ agpelée "TUNEL"
(Terminal deoxynucleodityl Transferase-mediated Btbiotin Nick End
Labelling). Elle consiste a ajouter aux extrémBe®H, un nucléotide marqué.
Apres perméabilisation, les cellules sont incubéesc le réactif TUNEL
contenant I'enzyme TdT et le marqueur (ex : fluogese-dUTP). Pendant cette
période d'incubation, I'enzyme permet I'additionnalrqueur sur les groupes 3'-

OH libres des simples et doubles brins d'ADN.

Aprés lavage, le marqueur incorporé au niveau diéss SADN
endommagés peut étre visualisé par microscopigefioence dans le cas de

marquage par nucléotides fluorescents, soit aprés r@action particuliére,
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fonction du marqueur employé .La quantificaionrésiisable par cytométrie en
flux (Figure 15 et 16).

Cette technique a l'avantage de marquer les celildat les altérations
morphologiques sont encore difficiles a visualiggr microscopie optique
[48 ,49].

DNA of fixed cells labeled by the addition of
fluorescein-dUTP at strand breaks by terminal transferase

Figure 15 Principe du test TUNEL-fluoresceine-dUTP [50]

Figure 16: Observation de la fragmentation de I'ADN a kaité la méthode
enzymatique TUNEL [49]

Al : Cellule apoptotique avec chromatine condemsais sans fragmentation nucléaire

A2 : Cellule apoptotique avec fragmentation nuaigay : Cellule viable
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Il existe difféerentes variantes de ce test. Uneeaalternative est de
marquer les groupes 3'-OH libres par "nick tramstdt la DNase
(endonucléase) crée des cassures aléatoires ('nilcki's 'ADN double et
simple brin, 'ADN-polymérase 1 se fixe sur cesr@xités 3' libérées et
synthétise une nouvelle chaine d'ADN a partir dedéotides marqués ou non
du milieu d'incubation. Cependant, la technique BLUNest considérée comme

étant plus sensible et plus rapide [52].

2.2 Méthode “DAPI* :

Le DAPI (ou 4°,6-diamidino-2-phenylindole dihydrdatate) est un marqueur
bleu fluorescent des acides nucléiques qui seulkerégions AT de I'ADN.

permet la mise en évidence de la fragmentatiohAd¥N (Figure 17).

Cellules témoins, wiables Cellules apoptoticues,
traitées par paclitaxel,
anti cancereux antimitoti que

Figure 17 : visualisation des cellulles apoptotique par mdehDAPI [45]
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3- Visualisation de la chromatine et des corps apoptmiues par
microscopie a fluorescence (AO/PI) :

La combinaison des deux marqueurs, acridine oraygé de
propidium, permet de distingukss différentes sous-populations de cellules. Les
cellules viables et apoptotiques précopesduisent une fluorescence verte du
fait de la coloration des acidasicléiques par l'acridine orange (AO) mais elles
excluent liodure de propidium (PI). Lesellules apoptotiques précoces se
distinguent par leur chromatine tres condensée. deadluiles nécrotiques et
nécrotiques secondaires émettent €flnerescence rouge par inclusion du Pl
(Tableau II).

Les cellules nécrotiqgues ont une chromatine diffalees que les nécrotiques
secondaires et les corps apoptotigues ont une ehimen condensée)
[51 ,52 ,53 ,54].

Tableau 1l : Caractéristiques des sous-populations de cslememicroscopie a
fluorescence AO/PI. [48]

Population fluorescence Noyau/chromatine
Viable Verte Noyau normal
apopotique précoce verte Noyau condensé, fragmentée
Apoptotique tardive rouge Chromatine condenségjientée
nécrotique rouge Noyau normal

Fluorescence verte = coloration AO et exclusion P
Fluorescence rouge = inclusion PI
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B- Analyse de I’'ADN et des protéines par électrophores:

Les modifications au niveau de I'ADN et des praéipeuvent étre mises

en évidence par électrophorése.

1- Analyse des brins d’ADN par électrophoréese sur gel
d’agarose :

L'événement le plus caractéristigue dans l'apoptestele clivage de
I'ADN. Il est une conséquence de l'activation dedoaucléases. Ce clivage a
lieu entre les nucléosomes et produit des fragmesrtgprenant un nombre de
paires de bases multiple de 160 a 200 paires desb&d]. L'analyse des
fragments par électrophorese sur gel d'agaroses agwvélation au bromure
d'éthidium, présente une configuration caractéuistidite en "échelle" appelée
"DNA ladder" (Figure 18 et Figure 19).

La détermination du rapport d'ADN fragmenté suDIM total, dans les lysats
de cellules entieres (centrifugation haute vitess€té mise au point dans de
nombreuses études pour la quantification de I'aseptans les populations de

cellules in vitro [42 ,45].

180-200 pb

Figure 18 Fragmentation internucléosomale [56]
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"Baads-on-a-string” Maono- and ollgonuclensomes YDNA laddar”
form of chromatin (HMW-DNA) {LMW-DNA) after gel elactrophoresis
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Figure 19: Fragmentation internucléosomale de I'’ADN lord’dpoptose [56].

Une endonucléase clive I'ADN entre les nucléosoraesggénere des

fragments réguliers qui forment une échelle d’ADN & gel d’agarose aprés
électrophorése [56].

Une méthode améliorée, pour détecter la fragmentate |'ADN,

visualise 'ADN aprés "Southern blotting" a l'aideine sonde radioactive de
I'ADN total cellulaire, au lieu du bromure d'éthidi, qui augmente la

sensibilité.
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Ces techniques plus sensibles ont cependant diffnmconvénients
(temps, nécessité d'un grand nombre de celluldmaetivité pour la méthode la
plus sensible). Elles ne permettent pas de déterngnpourcentage de noyaux
apoptotiques ou de reconnaitre les cellules apgpex parmi une population

hétérogene de celluleS [57].

2- ldentification des endonucléases mises en jeu daas
fragmentation d’ADN :

La fragmentation de I'ADN est la conséquence detitaion des
endonucléases. Si I'on souhaite les identifieesi possible de réaliser une
électrophorése "SDS-PAGE" ("sodium dodecyl sulfamyacrylamide gel
electrophoresis") contenant un acide nucléiquetgtbsnarqué au 32P ou non-
radioactif. L'activité de I'endonucléase est réxgdar la diminution du substrat
dans le gel [58 ,45].

3- Analyse de I'activation de I'apoptose par westerndot :

Cette technique utilise I'électrophorése sur gelpdlyacrylamide pour
séparer les protéines, préalablement dénaturdes, lser masse. Les protéines
sont ensuite transférées depuis le gel sur une na@@b(typiquement en
Polyvinidyl difluoride PVDF), ou elles sont exposée un anticorps spécifique
de la protéine d'intérét. Cette technique permetddtecter des protéines
caractéristiques de l'apoptose telles que les saspactivees, PARP clivé

(substrat de la caspase- 3) ou le cytochrome &l ;60].
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Deux exemples, concernant la cap-3 et le cytochrome; sont décrits -
apres.

* Caspase-3:

Cette protéase est présente dans la cellule soue fune procaspase inacti
L'activation lors de l'apoptose nécessite le ckvag I'enzyme, au niveau
sites aspartate spécifiques, en deux -unités de poids moléculaire de 12
(p12) et 17 000 (pl7). La proenzyme a une mimoléculaire N = 32 000
(Figure 20).

— — p32 Proenzyme

- pl7 } Sous-unités obtenues
aprés activation

Figure 2C : Electrophorese Caspase-3 [60]
Ligne 1 : Cellules CHO non traitées, Ligne 2 : Qkdk traitées par NaBu et NAC, Ligne
Cellules traitées par NaBu se
NaBu : Butyrate de sodium (cytotoxiqt

NAC : Nacetylcystéine (antioxydar

* Cytochrome-c:

Lors de l'apoptose, la mitochondrie relargue leocytome-c qui active les
procaspases, dans le cytoplasme. La quantité delogim«-c retrouvée dans

suspasion de culture est le reflet de l'incidence dpedptose (Figure 2:
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Figure 21 : Electrophorese Cytochrome-c [60]
Ligne 1 : Cellules CHO non traité
Ligne 2 : Cellules traitées par NaBu et N

Ligne 3 : Cellules traitées par NaBu st

C- Mesure de l'activité de lactate déshydrogénase par méthode

enzymatique colorimétrique :

Cette technique permet d'évaluer l'intégrité memmdira. Les cellule
dont la membrane a été permeéabilisée ou lyséerehbeleur conten
cytosolique, et notamment I'enzymectate déshydrogénase (LDH), dans
milieu extracellulaire. La quantité de LDH relarguéans le milieu de cultu
est proportionnelle au nombre de cellules mortpse&@évaluation du conte

en LDH d'une cellule viable

La mesure de l'activité LDH peet d'évaluer non seulement la r
cellulaire nécrotique (caractérisée par une ruppnéecoce de la membra
plasmique) mais aussi une partie demort cellulaire apoptotigt: les cellules

apoptotiques ne sont pas phagocytéin vitro) et finissent paiperdre leur
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intégrité membranaire au stade ultime du procesmptotique ("nécros
secondaire”). La mesure de l'activité LDH dans lkemn de culture peut ét
réalisée par dosage enzymatique colorimétr.Le surnageant des cellules
incubé avec Isubstrat de I'enzyme LDH, I'acide lactique. L'atdide I'enzym
est déterminée a l'aide d'une seconde réactiompléma la premiere, pend:
laquelle un colorant (sel de tetrazolium) est rédie dosage est effectué |

spectrophotométrie a envit 500 nm [61 ,62] (Figure 22).

LDH
Lactic acid / \ ~ Pyruvic acid

NAD* NADH + H*
Formazan ~ \ / Tetrazolium
(red) Diaphorase (vellow)

Figure 22 : Principe du dosage de la LDH [63]

D- Viabilité cellulaire par méthode colorimétriqgue auMTT :

Les mitochondries des cellules viables contienneetenzyme réductas
la succinate deshydrogénase, permettant cuire un sel de tetrazolium, le-
[4,5-(dimethylthiazol-2yl)]- 2,5-diphenyltetrazolium bromide ou MTT (jaur

en formazan (bleu violet) (Figure 2
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= Succinate
L deshydrogenase

|
O
SN O

Figure 23: Principe de la méthode colorimétrique au MTT

MTT

L'intensité de la coloration violette alors proportionnelle au nombre

cellules vivantes et a leur activité métaboliqué.

E- Analyse par cytometrie en flu :

La cytométrie en flux est une technique qui pertaehesure simultané
de plusieurs caractéristiqgues physiques et biolagicd'ne cellule. Elle a ét
initialement développée pour le dénombrement désle® en suspension
I'évaluation de leur taille mais elle est devenune technique d'analyse et
guantification dans des domaines divers tels querddifération cellulaire
I'ilmmunologie, la microbiologie ou le diagnostic dertaines maladies. Elle ¢
la seule technique qui permet de faire une analyséule par cellule
guantitative, multiparamétrique, a grande vitessec une bonne sensibilité
détection. Un tri desellules peut également étre asst
Cette méthode présente différents avante

- I'analyse individuelle des cellul:
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- la facilité de préparation des échantillons,
- la rapidité de l'analyse,

- le faible nombre de cellules nécessaires,
- I'identification de sous-populations,

- la mesure simultanée de différents parameétrésiaieés.

Pour l'analyse par cytométrie, une dissociatiotulzete est nécessaire.
Les cultures de cellules en suspension cellul@resuspension représentent le
matériel de choix pour l'obtention de cellules éssl ; seule une bonne
dispersion est nécessaire pour éliminer les evintigeegats cellulaires. Dans le
cas de cultures de cellules adhérentes, il essraaite de détacher les cellules de
leur support et de les dissocier. Le détachemeld éissociation mécanique
peuvent étre obtenus par I'emploi d'enzymes prgi§aks, d'agents chélateurs

ou par leur association.

La trypsine, enzyme protéolytique, est courammenipleyée. La
pronase, mélange de protéases, (aminopeptidasarlebxgpeptidase) et la

collagénase peuvent également étre utilisées.

L'utilisation d'enzymes pour la dispersion peutdiore a des altérations
de la surface cellulaire. Il est donc nécessaireadiver ces enzymes par du
sérum ou un inhibiteur (inhibiteur de soja danscés de la trypsine). La

dissociation des cellules peut également étre abt@ar des agents chélateurs
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(EDTA...), mais qui peuvent aussi étre a l'origingtdrations chromosomiques
et des mitochondries. L'association d'une enzynttuet agent chélateur assure

une excellente dispersion cellulaire.

La fixation des cellules permet de les conservesdm état aussi proche
que possible de I'état vivant en provoquant uneyuation tres fine de la
matiere vivante sans deétruire les structures.

Elle a pour but :

- d'éviter l'autolyse des constituants fondamentaoxs I'effet des

enzymes  cellulaires, autolyse qui aboutirait arénsformation des

protéines en aminoacides ;

- de précipiter les constituants cellulaires déstia étre analysés ;

- d'éviter les phénomeénes de distorsion et deatétra

Dans l'analyse quantitative des acides nucléigaesytométrie en flux,
le but essentiel de la fixation est de consolidesubstrat morphologique et
d'assurer la préparation des structures cellulaitascoloration. Le fixateur
universel n'‘existe pas, tous ont des avantagessahdonvénients. Les

composeés le plus souvent utilisés sont I'éthandé dormaldéhyde [65].

1- Principe de fonctionnement :

La cytométrie en flux permet l'analyse multiparamée de plusieurs
milliers de cellules isolées. Des mesures simudanéle caractéristiques

physiques et biologiques peuvent étre réalisées ploacune d'elles. Chaque
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cellule est entrainée par un fluide au centre diteiee liquide. Elle traverse

ensuite la source d'excitation lumineuse.

La cytométrie en flux se caractérise par deux [pex:

- le guidage des cellules isolées en suspensi@da d'un flux laminaire

liquide, assurant le défilement des cellules uns& devant une source
lumineuse d'excitation, a une vitesse uniforme (I10am.s-1) aprés un
centrage hydrodynamique ;

- l'utilisation d'un systeme d'excitation et deedéibn permettant I'analyse

d'une cellule en quelques microsecondes.
La source d’excitation lumineuse doit permettre umitation des

colorants utilisés a une longueur d’onde prochéede maximum d’absorption.

Elle doit étre puissante, stable et nécessite anadfocalisation (Figure 24).
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Figure 24 : Principe de fonctionnement d'un cytometre er [f@6]

Les signaux optiques ou physigues émis par laleebm suspension,
coupant le faisceau de la source lumineuse, sauiiteranalysés. lls sont reliés
aux propriétés optigues intrinseques (diffusionihause liée aux dimensions de
la particule, structure interne, autofluoresceneeettaines cellules) ou induites

par fluorescence (marquage de structures ou detidosccellulaires). Ces
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différents parametres optiques permettent d'obtsrinformations cellulaires

(Tableau ).

Tableau Ill : Informations données par la cytométrie en flux[6

Parameétres optiques Signaux Informations

Diffusion de la lumiere auxProportionnelle au diamétre| Taille des cellules

petits angles volume cellulaire

Diffusion de la lumiere aFonction du contenuHétérogenéité cellulaire

angle droit cellulaire

Fluorescences Couleur et intensite, Marqueur cellulaire, ADN,
proportionnelles a l'intensité§ ARN, fonctions cellulaires
du marquage

2- Analyse morphologique : Laser scanning cytometer
LSC) :

Les propriétés de diffusion de la lumiere des tedlpeuvent étre utilisées
pour analyser les modifications de taille et denglasité. Apres intersection du
rayon incident, la cellule diffracte la lumiere dbre 25). L'intensité de la
lumiere diffusée dans l'axe (angle < 12°), est prignnelle a la taille de la
cellule (FSC : Forward SCatter) ; celle diffusé80& est représentative de son

contenu cytoplasmique, sa granulosité (SSC : Sithdt8r) [45].
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Liniere défectée a 90° (SSC)

Liunmniere dérecfée anr
petit angle (FSC)

Lumiere
incidente

Figure 25: Incidence de la lumiere sur la cellule [67]

Les signaux détectés par le systeme optique soplifas, convertis en
signaux électroniques puis en valeurs numériquéssaput analysées grace a

I'unité informatique du cytofluorimetre.

L'affichage simultané des parametres, FSC, SS@drqiar le logiciel,
visualise chaque cellule sur écran sous forme dat.p®n obtient un
cytogramme, nuage de signaux punctiformes (Figéje 2
L'apoptose est accompagnée d'une perte d'eau,omtr@ction de la cellule et
d'une fragmentation de I'ADN, non présentes lorslad@écrose. Ainsi, les
cellules apoptotiques et nécrotiques differentlpar motifs de diffusion de la
lumiére ; les cellules apoptotiques diffractent msola lumiére vers l'avant, du

fait de leur petite taille, mais plus a 90° (comterondensé€) que les cellules
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viables, reflétant une plus petite taille et undaten de la densité du noyau

du cytoplasme (Figure 26) [5

S8C
SSC

FSC

Figure 26 : Analysedes parametres morphologiques cellulaire par L8&]
A : cellules non traitées, Beellules traitées par dexaméthas
Ap = cellules apoptotiques : Faible FSC, Haute ¢

En principe, I'analyse des paramétres morphologiguae cytométrie e
flux est une méthode rapide et objective pour ddmwem les cellule
apoptotiques. Selon leseux parametres FSC et SSC, il est possible
distinguer différentes populations cellulaires e tlacer le contour de
population a étudier en excluant, d'une part, lsrid sur les critéres de pef
taille (FSC) et petite granularité (SSC) et re part, les agrégats situés 1
haut dans la partie supérieure de I'écran. La abmérét ainsi délimité
(appelée fenétre ou région) est la population @tk homogene. Seules |

valeurs concernant cette région sont analyséesrplagiciel
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3-Analyse des fonctions cellulaires par fluorescence

Le laser produit une lumiere monochromatique quitexspécifiguement
un fluorochrome a une longueur d'onde donnée. liesdchromes sont des
substances capables, lorsqu'elles recoivent unnnayoent incident d'une
certaine longueur d'onde, de réémettre une radiatie longueur d'onde
supérieure. lls peuvent se fixer directement sueldment cellulaire comme
ADN, ARN, protéines ou étre conjugués a un antisogpécifique d'un

constituant cellulaire.

On détermine alors les pourcentages de cellulegu@as et la quantité de
I'élément étudié présent dans les cellules, gradentansité du marquage.
L"intensité de la fluorescence émise est propumiétie a la quantité de cet
élément.

Les analyses morphologiques (LSC) et de fluorescgmeuvent étre
couplées. Des points apparaissent représentanirchiae cellule en fonction de

sa taille et de la fluorescence qui lui est asgocié

Différents fluorochromes sont a disposition. Ceidasont spécifiques
d'éléments cellulaires permettant de les quantii'intensité de fluorescence
émise ; d'autres sont liés a un marqueur spécifigiéments cellulaires servant
d'étiquette pour un marqueur cellulaire non fluocees dont le site de fixation

est connu.
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La détection de plusieurs parametres n'est liniée par les sources
d'excitation disponibles. Ainsi, sont souvent géB [lisothiocyanate de
fluorescéine (FITC) et la phycoérythrine-R (PE)i sont excitables a la méme
longueur d'onde, mais qui émettent a 2 longueuondd bien séparées

permettant ainsi de récupérer 2 signaux différents.

Les signaux émis sont focalisés, séparés puisnanhe vers des
systémes de détection, photomultiplicateurs. Pesirsignaux de fluorescence,
on utilise un photomultiplicateur (PMT) qui a padte de convertir une énergie
lumineuse en énergie électrique puis d'amplifiteeg@ pour permettre sa
mesure précise par les composants électroniqueytdmetre. La réponse du

PMT est fonction de la longueur d'onde qu'il recoit

Les endonucléases conduisant a la fragmentatidADBdl puis a la perte
importante d'’ADN, l'apoptose peut étre mise enenaeé par simple mesure du
contenu d'ADN en utilisant un colorant intercaldat’ADN comme l'iodure de
propidium (PI) , le bromure d'éthidium (EB), l'atire orange (AO) ou des
colorants se liant a I'extérieur de I'ADN comme étod 33342, DAPI (4'-6-
diaminido-2-phenylindole) [68 ,69].

L’iodure de propidium (PI) et le bromure d'éthitifEB) sont des agents
intercalants de I'ADN (sans spécificité de base), slructures chimiques

similaires, qui ne peuvent pas traverser une memebecgtoplasmique intacte. lls
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pénetrent, par contre, dans les cellules dont lambngne est endommageée : ils
sont donc utilisés comme marqueurs de cellulesandrécrotiques), marqueurs
de l'intégrité membranaire. La combinaison de ation, a l'aide de Hoechst
33342 et d'une solution d’iodure de propidium, neidiffuse pas a travers les
membranes intactes, permet de différencier et disantles cellules

apoptotiques, nécrotiques et viables [70].

La translocation de la phosphatidylsérine (PS) duillet interne au
feuillet externe de la membrane plasmique pendgmbptose, peut étre détectée
par I'annexine V (Perte de I'asymétrie de la membphospholipidique).

Les paragraphes suivants abordent différentes méshatilisant la fluorescence

en cytomeétrie en flux [71].

3.1 Modification au niveau de l1a membrane plasmique :

3.1.1 Modification de la perméabilité :

Les colorants cationiques, tels que l'iodure depidiom, le bromure
d'éthidium ou la 7- actinomycine (7-AMD), ne péeretr pas les cellules a
membrane intacte. lls permettent donc de mettrévatence les cellules mortes
et ainsi de faire un sondage sur la viabilité ddlles.

» lodure de propidium et bromure d'éthidium

Le liodure de propidium (Pl) et le bromure d'éthit (EB) sont des

agents intercalants de I'ADN (sans spécificité deelp, de structures chimiques

similaires, ne traversant que les membranes cydoptpies endommageées. lls
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permettent ainsi de mettre en évidence, des celapeptotique perméabilisées,
hypodiploides et les phases du cycle cellulairedFR2

* Diacétate de fluorescéine

Le diacétate de fluorescéine (FDA) permet d'évalaemperméabilité
membranaire. Non chargé, il passe facilement |lalon@ne plasmique (transport
passif) et est clivé en fluorescéine par les estéraes cellules vivantes, cette
fluorescéine libre chargée positivement sort pergdment que ne rentre son
ester. Elle est donc retenue dans les cellulesiigga Ce composé peut étre, par

exemple, utilisé en combinaison avec le iodurerdeidium. [73].

e 7-aminoactinomycine-D

La 7-aminoactinomycine-D (7-AAD) est un analogueg®e fluorescent
de I'actinomycine-D, spécifique de I'ADN, qui firdale dans les régions GC de
I'ADN. Durant le procédé de mort cellulaire, la nieane plasmique s'altere
progressivement et devient perméable a ce colocantest a été initialement

décrit pour la détection et la quantification dg@dptose [74].

3.1.2 Perte de I'asymetriede menmbrane phospholipmue

Les cellules viables présentent une membrane piasmMasymétrique (Figure
27). La phosphatidylsérine n'est présente qu'agamivinterne de la bicouche
lipidique. Pendant I'apoptose précoce, la phosgyiagérine est transloquée de la
face interne de la membrane plasmique a la facerrextet est identifiée en

utilisant un conjugué fluorescent de I'annexind=\gre 28) [75].
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Figure 27 : Repesentation schématique de la perte d'asymétria mhembran:

plasmique durant I'apoptose et du test a I'annexifys]
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Figure 28 : Principe du test a I'Annexine V [i

L'annexine V est une protéine capable de se liar ghophatidylsérine
Pour les malyses, elle est conjuguée a un marqueur tel gugotine ou I
fluoresceine (FITC).Elle ne peut donc pas se lier aux cellules viable=

présentant pas de phosphatidylsérine a la sur@wez les cellules nécrotiqut
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au contraire, ceci est possible du fait de la pdneégrité de la membrane. Pour
différencier les cellules apoptotiques des cellubésrotiques, on utilise en
complément un colorant tel que l'iodure de propidiPl) ou la 7-
actinomycine-D. Cette analyse peut étre effectaeyptométrie en flux (Figure

29) ou microscopie (Figure 30) [75,72].

R2 R2
A ST - R

annexin V

R1 e RI
' F'I-up.ta_ke _ _ | F‘I-uptéke
Figure 29: Analyse PI/Annexine V-FITC de cellules de thyyies de rat [75]

A : non traitées, B : traitées par dexaméthasonl, : viables (-/-), R2 : apoptotiques

(Annexine+/Pl-), R3 : R3 :mortes, nécrotiques (+/+)
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Figure 30 : Marquage de cellules MR65 cultivées en préseree2@uM
d'olomoucine, inducteur de I'apoptose

Apres4,5 h,les cultures sont incubées avec Annexi-FITC, Pl et Hoechst 3334
A gauche : cellule apaptique, a droite : cellule nécrotiqgue (Annexing\Wért), Pl (rouge)
Hoechst (bleu))

3.2 Perte du potentiel mitochondria :

La perte de potentiel mitochondrial au début deoldose peut ét
mesurée a l'aide de fluorochromes qui lui sontiblass La rlodamine 123 est
un colorant spécifique de la mitochondrie. Il g'afjine cyanine cationique c
s'accumule dans les compartiments électriquemengatif® tels que le
mitochondries, sans induire d'effets cytotoxiques.cas de perte de poten
mitochandrial, comme au début de l'apoptose, la rhodamsiin@ccumule dar
une moinde mesure. Un double marquage Rhodaminlepel® étre réalis
(Figure 31) [73].
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Figure 31: Double marquage Rhodamine 123 /PI1 [73]
G1, G2 : phase du cycle cellulaire des celluleste®(G1(2n), G2(4n))

La chlorométhyl-X-rosamine (CMX-Ros) est un marqueequestré dans
les mitochondries des cellules vivantes. Lors dechute du potentiel

mitochondrial pendant I'apoptose, cette molécutdileérée de la cellule [76].

Le marqueur JC-1
(5,5',6,6'-tétrachloro-1,1',3,3'-tétraéthylbenziaadicarbocyanine iodure) est
une molécule lipophile (carbocyanine cationiquei) fiporesce en vert sous sa
forme monomérique, en rouge lorsqu’il constitue dadtimeres. La charge
négative établie par le potentiel membranaire rhibodrial permet a ce
fluorochrome chargé positivement de s’accumuler sdala matrice
mitochondriale ; Lorsque sa concentration augmeltds agrégats se forment et
fluorescent en rouge. Dans les cellules apoptatigigepotentiel mitochondrial
diminue et le JC-1 ne peut s’accumuler dans laghiadrie & une concentration
suffisante. Il reste donc dans le cytoplasme ows darmitochondrie, sous sa

forme monomérique verte (Figure 32) [77].
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Le colorant JC-9 (3,3'-dimethyl- -naphthoxacarboaya iodure) présente
un spectre similaire a JC-1, dépendant du potentibant d'un produit

fluorescent en vert a des agrégats rouges.

Nitechondrie

Figure 32: Principe du marquage JC-1 [78]

Les marqueurs carbocyaniques de type DiOC2(3).cwwaglent, a faible
concentration, au niveau des mitochondries (Fidiire Les cellules viables,
aux membranes mitochondriales polarisées, émettenfortes fluorescences
contrairement aux cellules apoptotiques ou néaresqFigure 33).
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Figure 33: Marquage au DIOC2(3) de cellules Jurkat [78].
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Non-traitées (A) or traitées au carbonyl cyanidechterophenyl hydrazone (CCCP) qui
rompt la membrane mitochondriale (B)

| T

" L
Log Fluo

Leg Fluo

Figure 34 : Variation du potentiel mitochondrial [79]

A : Sans induction par camptothécine, B : avec atidn
Les cellules avec une forte fluorescence DIOC6(@)t sviables, alors que autres sont

apoptotiques

La nonyl acridine orange est connue pour ses mEwide liaison a la
cardiolipine au niveau de la membrane interne demitochondrie. Sa
fluorescence diminue lorsque la cardiolipine esydée ou altérée pendant

I'apoptose [80].

3.3 Condensation de la chromatine :

La condensation de la chromatine peut étre misévatence a l'aide du
marqueur Hoechst 33342 (bisbenzimide H 33342).'dbis d'un colorant
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(fluorescence bleue) d'acides nucléigues spécifijas régions de I'ADN

bicaténaire riches en AT. Il est facilement caeé tputes les cellules au début
de l'apoptose alors que les colorants non perménia membrane tels que
I'iodure de propidium et le bromure d'éthidium saxiclus. L'apoptose se
poursuivant, la perméabilité de la membrane augmeet qui permet au iodure

de propidium ou au bromure d'éthidium de pénétaesda cellule (Figure 35).
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Figure 35: Marquage Hoechst /Pl [81]
V :viables, A : Apoptotiques, N : Nécrotiques

Sa fluorescence bleue est particulierement lummebsz les noyaux condenseés
des cellules apoptotiques (Figure 35). Des assocgmtde marqueurs sont

également possibles avec la 7- aminoactinomycinded, colorants des acides

64



L'apoptose : la mort cellulaire programmeée

nucléiques (YOPRO...), la calcéine-AM ou Carboxy SNAR (marqueur du
pH intracellulaire)[ 78] .

3.4 Microfilaments d’actine :

Une perte rapide des structures de la surface laedy tels que les
pseudopodes et les microvillosités, intervient emajpele des modifications
nucléaires et cytoplasmiques chez un grand nombreallules entrant en
apoptose .La F-actine est un constituant majewgedestructures. [82]

Ces modifications donnent une surface lisse typaauecellules apoptotiques en
microscopie électronique. Les phallotoxines, umailfa de peptides cycliques
toxiques, se lient spécifiguement a l'actine eteéai dépolymérisation.

Ainsi, la FITC-phalloidine, phallotoxine marquést etilisée afin de mettre en
évidence la F-actine. Des anticorps fluorescentsaatine peuvent également

étre utilisés [83].

3.5 Calcium cellulaire :

Le calcium joue différents roles au niveau strualtuélectrique, en tant
que co-facteur d'enzymes et protéines et régulaiatnacellulaire. La
concentration en ions calcium libres intracellairest maintenue a un faible
niveau (de l'ordre de 0,1 nM) par rapport a la eotr@tion externe du milieu.
Le bas niveau en calcium est maintenu grace auxpesmTPase-Ca de la
membrane plasmique et du réticulum endoplasmigpeareséquestration par les

organelles. Une cellule saine maintient une comagah dix mille fois
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inférieure a celle extérieure. Au moment de I'apsetpar contre, un influx de
calcium survient. Les esters du colorant Quin-Zesittdans la cellule et sont
clivées par des estérases produisant des molécules aggmentent la
fluorescence, fonction de la concentration en alsium C&'". Cependant, les

colorants Fura-2 et Indo-1 sont 30 fois plusfaszents. [42].

3.6 Activités caspasiques:

Un évenement caractéristique des premiers stadefapleptose est
I'activation des enzymes caspases jouant un rolerndiant en tant que
médiateurs dans les événements complexes biochemigDeux types de
méthodes existent pour quantifier ces protéassstelghniques fluorimétriques

et colorimétriques (Figure 36).
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Induction of apoptosis
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Figure 36: Principe des méthodes fluorimétrique et colotimgée [84]
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3.6.1 Meéthodes des sulassr fluorimeétrigues :

La méthode fluorimétrique met en jeu des substrBtsamides non
fluorescents (Tableau V).

Tableau |V : Exemple de substrats fluorescents des casp@éks |

Séguence peptidiqgue Caspases cibles Substrats
Z-DEVD-AFC
DEVD = Asp-Glu-Val-Asp 3,6.7.8,1 Z-DEVD-R110
Z-DEVD-AMC
Z-IEDT-AFC
IETD = Ile-Glu-Thr-Asp 8 Z-IEDT-R110
Z-IEDT-AMC
LETD = Leu-Glu-Thr-Asp B Z-LETD-R110
YVAD = Tyr-Val-Ala-Asp 1.4 ZYVAD-AFC
Z-YVAD-R110
VEID = Val-Glu-Ile-Asp ] Z-VEID-R110
LEHD = Leu-Glu-His-Asp 9.4,5 #-LEHD-ATC
Z-LEHD-R110
LEED = Leu-Glu-Glu-Asp 13 Z-LEED-R110
YDVAD = Tyr-Asp-Val-Ala-Asp 2 Z-YDVAD-R110

Le bisamide non fluorescent est d'abord convertilpaaspase activée en un
monoamide fluorescent et ensuite en fluorophorerenglus fluorescent (Figure
37) [84].
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Figure 37 : Action des caspases sur les substrats bisamalégd ~-DEVD-

R110 [85]

3.6.2Méthodes des anticorps fluorescen :

On utilise un anticorps polyclonal ar-caspase& active, conjugué

phycoérythrine, pour suivre l'activation de la @s-3 durant I'apoptose (
cellules leucémique, induite par la daunorubicirfagre 38). D'autres
marqueurs fluorescentsls que l'isothioganate de fluorescéine (FITC) peuv

étre couplés a l'anticorps ecaspase-3 active.
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Figure 38 : Activation de la caspase-3 par la daunorubicsugvie par
cytométrie en flux Cellules U937 [86]

(lignée de cellules leucémiques humaines issues lgimphome histiocystaire) fixées et
marquées a l'aide d'anticorps anti-caspase-3 actohwée), apres 1h (B), 3h (C), 4h (D) et
5h (E) apres le début de I'expérience. A : contriilgatif avec un anticorps non pertinent

Des expériences sur des cellules apoptotiquesrn@qués de patients, atteints
de leucémies myéloides aigues et lymphoides aigyizgétees par daunorubicine
et idarubicine, et des lymphocytes normaux, ont tnéoria relation entre

I'activation caspasique et la perte de I'asymétgenbranaire (Figure 39).
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Eigure 39 Activation de la caspase-3 liée a la modificatthexposition de la
phosphatidylsérine [86].

Leucémie myeéloide aigue : symboles blancs, Leudgmghoide aigue : symboles noirs
Daunorubicine : cercles, idarubicine : trianglesgmtraités : carrés

A : leukemic blast cells, B : lymphocytes

3.6.3 Meéthodes colorimétrigues spectrophotomeétrie:

Il existe eégalement des substrats colorimétriqudgisables en

spectrophotométrie. La libération de la p-nitroaeilest suivie a 405 nm :

- Caspase 1 : Ac-WEHD-pNA (Ac-Trp-Glu-His-Asp-pNAJVAD-pNA...
- Caspase 3 : DEVD pNA, Ac-DEVD-pNA...

- Caspase 8 : Ac-IETD-pNA

- Caspase 9 : Ac-LEHD-pNA

- Caspase 10 : Ac-AEVD-pNA
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Des inhibiteurs des caspases peuvent égalemenitifisés pour s'assurer
gue la fluorescence ou la densité optique est emgut liée au clivage du
substrat  introduit (ex : DEVD-CHO (aldéhyde), DEVIDk
(fluorométhylketone), z-VAD-fmk... Ces inhibiteurspeent étre couplés a des
marqueurs fluorescents (FITC) Ces composés peldtemtemployés dans la
prévention de I'apoptose [87 ,88].
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inguieme Javtie :
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L'apoptose est une méthode active de mort cekulgirn joue un réle
fondamental dans le développement des organismégetiulaires, ainsi que
dans le maintien de leur homéostasie tissulairaut Tereglement dans le
programme d'exécution ou dans le contrdle du psuseapoptotique peut donc
potentiellement contribuer a la physiopathogénie ndenbreuses maladies.
Ainsi, un défaut d'apoptose se traduira par unelif@ration cellulaire
incontrélée (cancer), alors qu'une stimulation amée ou excessive de
I'apoptose conduira a certaines maladies neuro@égdres comme les
maladies d'Alzheimer ou de Parkinson, ainsi qu@idparition des lymphocytes

CD4+ au cours du sida.

A- Apoptose et maladies auto-immunes :

L’étiologie de certaines maladies auto-immunessetiue La thyroidite
de Hashimoto ou syndrome de lymphoproliferationoaotmune non malin

(ALPS) mettent en jeu la voie Fas.

Les lymphocytes T cytotoxiques sont capables dinedliapoptose de
leurs cellules cibles. Pour ce faire, ils activesriire autres, la molécule Fas
(CD95/ Apo-1) a l'aide du ligand membranaire FaBhs est un récepteur a
death domainprésent a la surface de la cible et dont I'actoratentraine
I'apoptose. Cependant, les lymphocytes T cytotasgactivés synthétisent eux-
aussi le récepteur Fas, et sont donc eux-mémeghkesna I'apoptose relayée

par Fas. Celle-ci peut résulter d’une autoactivatle Fas par FasL a la surface
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des lymphocytes T, contribuant ainsi a limiter lépoméne de cytotoxicité.
Alternativement, un lymphocyte T activé peut étedrgit par une cible qui

synthétise également la molécule FasL. [89 ; 90]

B- Apoptose et cancer :

Les pathologies tumorales peuvent étre définiesnm®mne accumulation
anormale de cellules résultant soit d’'un exces d#if@ration, soit d’'un
défaut d’apoptose ou encore de la combinaison das grocessus. 11 est
probable que la présence d’anomalies dans les \d®etransduction du
signal apoptotique contribue au développementainities cancers et a

I'apparition de cellules tumorales résistantes éhieniothérapie.

L’avancée récente des connaissances sue les vomeéculaires
d’'induction de l'apoptose a permis d’identifier dgénes jouant un réle
critique dans la régulation du processus apopteficget présentant des

anomalies (mutations, translocations, pertes eftan$ certains cancers.

La p53, peut étre considéré comme le plus impogane suppresseur de
tumeurs ,ce gene est muté dans plus de 50% deersahumains. En
réponse a une variété de stress cellulaires, teés ltpypoxie, le choc
osmotique, les dommages de I'ADN, lI'expression abge d’oncogenes,
p53 est activé d’'une maniére transcriptionnell@at-traductionnelle pour
induire le contréle du cycle cellulaire, la répamatde 'ADN, la sénescence

cellulaire et I'apoptose.
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La relation la plus intuitive entre la transactiva médiée par p53 et
I'apoptose vient de sa capacité a contréler lasttaption des membres pro-
apoptotiques de la famille BCL-2. Ceci inclut BARUMA, NOXA et BID.
P53 peut aussi transactiver d’autres effecteul&ageptose, comme le gene
codant pour APAF-1.

L’apoptose par voie extrinseque est aussi réegugepp3. Par exemple,
les loci des génes des récepteurs Fas/CD95 etabiRbque le gene codant
pour le Fas ligand sont chacun une cible directpafe De plus, le fait que
p53 transactive BID, peut faciliter le cross-taiktre les voies extrinséque et
intrinséque. Par conséquent, p53 peut sensiblksecellules aux ligands de
récepteurs de mort, soit en augmentant le tauxgdeds, soit en induisant
I'apoptose directement. P53 a aussi d'autres g&givion transcriptionnelles
comme la relocalisation des récepteurs de mortaggpdreil de Golgi a la

surface cellulaire engageant ainsi la voie desptéces de mort. [91]
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Figure 40. Les voies apoptotiques régulées par p53 [91].
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C- Apoptose et maladies virales :

La réplication d'un virus dans une cellule ciblegénéralement pour
conséquence la production d’un grand nombre densriqui vont disséminer et
initier a leur tour de nouveaux cycles d’'infectigour la plupart des virus). Les
virus codent des protéines hautement efficaces ppiimiser cette réplication.
Cependant, I'organisme possede des systemes desdéfeur limiter I'infection

virale en tuant les cellules infectées.

Une réplication virale réussie nécessite donc, ms@ulement une
production et une dissémination des virions ef@sacmais aussi un «
échappement » des virus a ces mécanismes de défendéhdte. Ces
mécanismes de défense font le plus souvent intedesréponses immunitaires
et inflammatoires de I'héte. La plupart des virgge ce soit des virus a ARN ou
a ADN, déclenchent au cours de l'infection, un awysteme de défense de

I'h6te : 'apoptose.

Elle peut étre réprimée par des genes de survaeibiee par des genes de
mort cellulaire. Mais, face a de tels systémes éfertde, de nombreux virus
développent tout un arsenal de protéines qui itent avec ces génes de
régulation pour inhiber ou retarder ces actionstgutaces permettant la
production d’'un nombre suffisant de virions. Cest@ines virales agissent sur
un grand nombre de points stratégiques dans legsas d’apoptose par liaison

directe, mimétisme fonctionnel ou homologie streliel
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Ces interactions sont particulierement bien iléss dans certains
modeles : au niveau des récepteurs du signal limtembranaire (Fas), au
niveau de la transduction du signal aux genesgidaton (p53, pRb, bcl-2) ou
par transactivation des protooncogenes (c-mycsc€gun), et au niveau de la

phase effectrice mettant en jeu les caspases.

Cette apoptose peut étre le résultat d’une répoelbdaire a I'infection,
mais elle peut aussi étre la conséquence inévitdeld’action de certaines
protéines virales. De plus, il semble que certainss codent des protéines qui
induisent et se servent de l'apoptose comme moyem fuer et sortir des
cellules, tout en favorisant la dissémination de®mns. Dans ce cas, une tres
fine régulation entre I'inhibition et I'inductionedl’apoptose est mise en place

par I'expression séquentielle de protéines virales.

Il est maintenant bien établi gu’'un grand nombrevidgs responsables de
pathologies agissent sur les mécanismes moléculaimpligués dans les

processus apoptotiques [92].

1- Stratégies virales de régulation de la voie des
récepteurs de mort

a) Inhibition de la voie des récepteurs de mort

Les protéines E3-10.4K et E3-14.5K des Adénovirggradent le

récepteur Fas et diminuent ainsi son expositioa durface des cellules .Le
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manque en récepteur Fas provoque une résistancevaes apoptotiques

meédiées par le FasL [93].

Le virus Epstein-Barr (EBV) a fait I'objet de tr@embreuses études sur
I'apoptose. Il code une protéine, LMP-1, qui cartti@lusieurs domaines
capables d’interagir avec les molécules adaptatribe récepteur au TNF,
notamment TRAF et TRADD [94]

Ces interactions empéchent le recrutement des sspaonc la

transduction du signal apoptotique initiée pardesdn du ligand au TNF-R.

La protéine de capside du virus de I'hépatite C QYBloque l'effet pro-

apoptotique du TNéen empéchant I'activation de la procaspase-8.[95]

La protéine M-T2 du Myxomavirus est une protéinembtogue au
récepteur TNF-R cellulaire mais qui est non fonutielle. Cette protéine, quand
elle est exprimée a la surface des cellules inéscténtre en compétition avec
les TNF-R cellulaires pour la liaison du T&FAinsi, M-T2 diminue voire

empéche l'activation de la voie apoptotique indpae le TNFe [96].

Le virus de la variole bovine (Cowpox virus) praddtriois protéines
distinctes qui inhibent les voies de signalisatiépendantes de Fas ou du TNF-
R : CrmB, CrmC et CrmD. CrmB et CrmD sont des hagoks structuraux au

TNF-R ; CrmC qui est soluble, lie avec une granflmig¢ le TNFo et ainsi
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empéche sa liaison au TNF-R. Le blocage de la apaptotique induite par le

TNFa se fait donc a deux niveaux [97].

Plusieurs virus Herpes codent des protéines nommid&spour « FLICE
Inhibitory Proteins » qui inhibent I'activation di# caspase-8. Les FLIP virales
(VFLIPs) sont des isoformes de la caspase-8 ; etleBennent deux DED mais
pas de site catalytique actif. Ces VFLIPs se Iggpparément a FADD et la

caspase-8 et ainsi bloquent la formation du DISC.

Les VvFLIPs bloquent I'apoptose induite par les péeers de mort CD95,
TNF-RI, TRAMP/DR3 et TRAIL-RI, ce qui laisse supgosjue ces récepteurs
utilisent la méme voie de signalisation pour induiapoptose. [98] .

b) Induction de la voie des récepteurs de mort

La protéine E1A des Adénovirus augmente la seigibdes cellules
infectées au TNé-et au FasL, par un mécanisme qui dépendrait ti@idan de
p300, une acétylfransférase impliquée dans la afignl de I'expression de
nombreux genes cellulaires. Toutefois le mécanidiaetion de E1A n’est pas

completement élucidé [99].

La protéine moyenne T (« middle-T antigen ») duypoiavirus induit
aussi une grande sensibilité des cellules infe@@eENF, mais uniquement en

absence de la petite protéine T (« small-T antigga00].
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L’infection par le virus herpes humain HHV-6 prowsg une
augmentation de I'expression du TNF-R, facilitantriort cellulaire induite par
la liaison du TNF aussi bien au niveau des celludésctées que les cellules

non-infectées [101].
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L'apoptose

FAMILLE GENRE VIRUS GENOME | PROTEINES FONCTIONS
Herpesviridae Simplexvirys Human herpesyiniz-1 HEY-1 AN dh ¥ 345 Déphosphioryle elf-2a
(14 7
¥ 345 Inhike totalement la syrthése protéique celllaire
Burvit i berpesvinues BH'-4 BORFEZ [eFLIP, inbiileur v e Gagpise-d
Varicelloviras Bovine Ferpesvirus BH-1 LFP Inhike I3 progression du cycle celllaire
Cytomegalovires Human herpesyinis- HCMY IE2 & 33 et linactive
Unknowr, (1 %) |36questre p33 dang le cytoplasme
WMeromegaliovitus Ecuine herpesvins-2 EHY-2 E8 vFLIPz, inhiateur ce la caspased
Lymphocryplovitus Human herpesyinis-4 EBY L1 Sur+egule 3ol-2
EpsteinBarr Yrus BHRF1 ctivité ant-apoptotioue, tomalogue de Bel-2
FRRL-4 Sursénile ps menbires er ba famile A2
EBMA-5 Interagh avec pRbet po3
L1 Interagh avec TRAFs et TRALD
BALF Irtatagit svec Bax ou Bak
BILF1 Bloce 2 transactivation de po3
Rivadinovirues | luman herpesyins-0 K13 [TLIPs, inhisteur oe la caspased
K3-Bclz  fhomologuea Bol-2
LANA, Code un inhibitewr de ps3
Saimiring Ferpesyirus-2 Yitus Seimiri OrfT vFLIPz, inhiateur ce la caspased
ORF16 ctivité ant-apoptotioue, tomalogue de Bel-2
"Marek's disease-like virses" Gallid herpesviris-2 Yiuz de kb maladie de Marek ME2 7
kridoviridan Iridovirus Aftican Swine Fever Virug AEFY (BAT1Y) AN dh 170 ctivité ant-apoptotioue, tomalogue de Bel-2
Aftican Swine Fever Virug AEFY (Malaw) pdl ctivité ant-apoptotioue, tomalogue de Bel-2
LMAEHL (5-HL) Jactivité ant-apaptetique, samalague de Bel-2
240 Homalogue de [4P
Papillomaviridae Pupillomavirey Bt et Papaillun iaeir s BPY A2 b Ej Eripzite Fapupluze inuduile par b cares oe e
BPY E8 Inhike [apoptose indute par les LY.
Human Fapilamain Hr u] Ldrade p3 par 1a vale Laigutire
Polyowaviridae Palyomavirus AN dh 5 Blocue le sinal THE
M ctive PI-3K en réponse 4 la phosphorylation de Bad vig Akt
Simian Wins 40 Shdn IT Alrry e IR =ignal Fas
vl SYAOLT(7)  |Activté art-apoptatioue, vomalogue de Bel-2
vl LT lie p33, bloque I'apoptose

ADN inhibant I'apoptose [102]

irus

Vv

Tableau V
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L'apoptose

FAMILLE GENRE VIRUS GENOME PROTEINES FOHCTIONS
Advnaviridan Aderoiriz himain AN da FR-1 9K Artvité anti-apnptrticg e, hamingz de A2
E3-147K Blogue Maction PLAZ
RO(FAAN4AL 5K JFlnigur Faction PLAD
RO(E3104Mc5K)  |Décrade Fas
FR-1 9K Irteat aver FAID
E1B-55K Lig 953, réprime |3 transactivaion et bicoue 'apcptoss
Edorfg Lie 53, réptime |3 transactivation et blcque lapcptose
E1E-55¢/Eorfe complex  |Décrade pa:
Bacwloviridze | Nucleopolvhedrovires | Autographs californiza niclesr povhedrosa vitus | AchPY ADM dh paa % f | des caspases
Bombyy:: mari nuclzcr pokthcdrosiz virug Bmtiry citeulir: p3a S of | doz cozpaccs
Oryyiapeeudotaugea polvhedrosia vitus Oy Op-l&p ILP
Granalovires Cydin pomancla granuloziz i pl Cp-an g
Baculviruz p3a Inkibtcur de I famils dez protéaecs ICE
&P 5e ie etinhibe TRAF:
Hepadravividae | Orifrobepadnayiey Hepaliliz B virus HEY ADH b HEx () Ylie 153, bk b L esaclivlion el lapupluse
circulaire
Poyviridae Orthopoxvires Covwpos vitus ADM do CrmB Homalacue su ThE-R
crme Homalocue su 1h:-k (salule)
CnD Homalacue su ThE-R
CHms [=Erne
CHChr & ffecte [organization e [ite
WECCinia vins i Infibe: PKR
ki Infibe: PKR
i Inhibe: RilAze L
B13R (SR-2) Sering
B2R Seraine
CHhr (CRTT) & ffecte [organization e [ite
A53R Homalacue su ThE-R
Nolluscipoxvirys Wolluzcum Cortagiosur Yirs MCY MCTS9MC160 vFLRs
WCOREL Artoxydant
Leporipoxvitus Mxomayirs M-12 Homalacue su ThE-R
h-T4 7
W13 7
1L Protéinetransmenbranaire
Serp-2 Sering
Rabbitpax vius SPI Sering
P2 Seraine
Shope fibrama virus SFY.T2 Homalocue su TRF-R

ikt

i

[102]

hibant I'apoptose

In

irus ADN i

Vv

Tableau VI
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FAMILLE GENRE YIRUS GENOME | PROTEINES FONCTIONS
Flavivitidae Hepacivirs Hepatitis G virus HCY | &RMsb+ | Coreprotein  [Active NF<B==intilifion de lapoptose mediee via Fas et TUF-o
Coreprotein  [interagt avec e domaine cytoplasmioue du récepter au THE
Coreprotein — {Bloque Iz transcripfion de pa3
Orhomyxoviidae | Mfwenzavines A Influenza A irus ARM sh - M5t |Inhibe PER
PFicomaviritae Cardiovies | Theiler's muing encerhalomyeliis vinig| TMEY | ARNsh+ L* ?
Reoviridae Ranvirs ARN db 1 |inhibe PER
()
Retroviridae Lentivirus Human inmunadefciencyviris -1 | HI-1 | ARNsh + Tat SUrequie Bt
Human inmunadefcieneyvirig -2 | HIv-2 Yo Supprime [apoptose indute via TR eninhibant [activite NFxB
Deltarofroviys Rurman T-cell leckemiaving - JHTLW k| Bloque [z transeripfion médiée par ps3
Touaviritae Clagcical swine fovarying SOV | ARN b+ Ems |7
wHE3 ik Wctiite anfi-apaptofiue, homalogue de Bek:

ARN inhibant I'apoptose. [102]

irus

Vv

Tableau VII
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Le syndrome d’immunodéficience associé a l'infectipar le VIH est
caractérisé par la diminution progressive dans d&mgsdu nombre de

lymphocytes T exprimant le récepteur CDA4.

L’infection par le VIH de lymphocytes T CD4 condu#pidement a leur
destruction par un processus d’apoptose. Danselades infectées, I'apoptose
est déclenchée par la liaison de la protéine dleppe du VIH (gpl20) au
récepteur CD4. Des expériences effectuées en mesbAZT ont indiqué que
induction du programme de mort cellulaire prograée nécessite la
réplication du virus. Par ailleurs, des cellulesodiuement infectées par le
VIH peuvent aussi servir d’inducteur d’apoptasevitro dans des cellules non
infectées, ce processus est déclenché au coussfderiation de syncytia, issus
de la fusion entre une cellule infectée exprimarrbtéine gp120 et une cellule

non infectée exprimant le récepteur CDA4.

Il existe d’autres protéines du VIH autres que 2fphyont des effets
proapoptotiquespa exemple la protéine trans-adteal at est un des produits
des génes précoces du VIH : elle sensibilise cextigipes cellulaires a la mort

apoptotique en interagissant avec les voies dwé&dasNFo [103].

Elle augmente la sensibilité a l'apoptosm Fas en sur-régulant la
caspase-8 (Bartz & Emerman, 1999). La forme séerééla protéine Tat est

capable d’induire I'apoptose des cellules non-it&fes [104].

85



L'apoptose : la mort cellulaire programmeée

Ce phénomene de déplétion cellulaire médaéd pt contribue en
partie a 'immunodéficience liée a l'infection parVIH-1. La conséquence de
cet exces d’'apoptose prématurée est la destrudésreffecteurs antiviraux, et
notamment les lymphocytes T « helper » producteersytokines de type |
(IL2, IFNY), essentiels au maintien d’'une réponse cytotox{¢in8 antivirale.
Tat diminuerait également I'expression de Bcl-2,e uprotéine cellulaire
antiapoptotique. En outre, la protéase du VIH chiteBcl-2 [105].
Des étudesn vitro ont montré que les cellules infectées par le VIHt gmus
sensibles a [l'apoptose induite par Fas. Les auteams montré que
'augmentation de sensibilité des cellules infestpar le VIH a la voie Fas est

associée au produit du gene vpu du VIH [106].

D’autre part, il a été montré que Nef, une aut@é@ne virale, augmente
I'expression a la fois de Fas et de FasL, a laasaerfdes cellules, et que la
capacité de Nef a interagir avec des kinases aelhgl était requise pour

'augmentation de ces expressions et pour I'ap@ptos

Enfin, une des protéines accessoires du VIH, \fiphyit aussi I'apoptose
de cellules T non infectées. En effet I'ajout det@ine synthétique Vpr sur des
cellules T intactes, provoque une chute rapide dtergiel mitochondrial
membranaire, ainsi que la libération du cytochranet une apoptose cellulaire
[107].
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D- Apoptose et maladie neurodégéneratives :

1-Maladies d’alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) touche 50 & 60 % desspanes atteintes de
maladies neurodégénératives. Il existe des forndegditaires (génétiques) et
sporadiques de cette maladie. Elle se caractéaisane perte progressive de la
mémoire a court terme puis a long terme, par umandition des capacités
intellectuelles et, parfois, par des troubles msteles régions du cerveau les
plus touchées sont le cortex rhinal et I'hippocampgliqués dans les processus
de mémorisation, au sein desquels les neuronesinetgijues sont
particulierement sensibles a I'apoptose. Les cangtijues majeures retrouvées
dans ces zones de mort sont un dépot et accunuiatjortant de peptidgs
amyloide BA), composant des plaques séniles, ainsi qu’unesrd¥gscence

neurofibrillaire.

Cette accumulation exercerait une pression neudpiex sur les
mitochondries qui entrainerait leur gonflementretrelachement du cytochrome
C dans le cytosol. Le cytochrome C cytosolique gvaver la pro-caspase 3

conduisant a I'apoptose neuronale ainsi qu'a wweodégenérescence .

De plus, la présence de plaqueamyloides,in vivo, induit, chez des
souris transgéniques, une modification de I'honadistcellulaire au niveau de

la régulation du Cd intracellulaire. Ce déréglement entraine l'actovaties
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calpaines, un disfonctionnement de la mitochondiaetivation des caspases et

I'activation de la mort cellulaire par apoptos®d1 109]

2- Maladie de parkinson

La maladie de Parkinson (MP) se caractérise paéggenérescence des
neurones dopaminergiques de la substance noirecparpacta couplée a des
inclusions intracytoplasmiques nommees “corps deyt’eCette mort cellulaire
provoque une déficience en dopamine (DA) dansdg®ns innervées par ces

cellules, soit le putamen et le noyau caudé (dasips stri€).

Il existe plusieurs facteurs pouvant influencedéeeloppement de la MP,
comme des herbicides, des produits chimiques iridlssbu encore de la pate a
papier émanant d’'usines, mais aucune toxine spaeiin’a été retrouvée dans le
cerveau de parkinsonien. Il faut cependant considgue 5 a 10 % de ces
patients ont une forme familiale, autosomique damia. || a été observé
gu'une drogue chimique appelée 1,2,3,6-méthyl-pht&tsahydropyridine
(MPTP) provoquait des syndromes semblables a ceuladVP, aussi bien
cliniqgues que pathologiques. C’est la conversionMRITP en ion pyridinium
(MPP+), dans les astrocytes, qui le rend toxique MPP+ est d’ailleurs tres
employé dans I'étude de I'apoptose au sein de la GH®te drogue agit en fait
en inhibant le complexe | de la chaine respiratdeea mitochondrie. Il faut
mentionner qu’'une diminution d’activité de 30 a 4@ ce complexe a été

observée chez les patients atteints de MP [110].
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Des expériences réalisées sur différentes celhdesonales ou lignées
cellulaires, soumises a des concentrations vadéesIPP+, ont révélé que la
mort cellulaire pouvait aussi bien étre due a l@pee qu'a la nécrose.
Cependant, la neurotoxicité de nature apoptotiquelait a une activation de
protéase de type caspase-3 qui, par conséquentrapoétre bloquée par

différents inhibiteurs de caspases [111].

De plus, il a été montré que des souris déplésgeBax étaient plus
résistantes a la neurotoxicité provoquée par le RIQUie les souris témoins.
Etant donné que Bax semble jouer un rdle impodans ce processus de mort,

il pourrait éventuellement servir comme cible tipéaique[112].

Un autre type de toxicité peut étre envisagé damselrodégénérescence
de la MP. Il implique, en fait, une trop forte eation (“exocytotoxicité”) des
récepteurs a glutamate, nombreux sur les neuromgsninergigues, ce qui a
pour effet de générer un influx de calcium danseliule, induisant donc la mort
cellulaire [113].

3- Maladie de hunington

Une autre des maladies neurodégénératives encoreopaues a I'’heure
actuelle est la maladie de Huntington (MH). Il stag’'une pathologie
héréditaire a caractere dominant, causée par unationusur le petit bras du
chromosome 4. Elle se -caractérise par un changerpeogressif du

comportement, des déficiences cognitives, un mangueoordination dans la
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motricité et des mouvements involontaires chor&qle site majeur de cette

pathologie est le corps strié (striatum), ou 90&% eurones sont perdus.

La mutation observée dans la MH correspond au pgelment de la
répétition des trinucléotides CAG sur I'exon 1 ddng codant pour la protéine
huntingtine. Les individus qui ne sont pas atteitdda MH ne possédent que 6 a
34 repétitions CAG, alors que les patients attedgtcette pathologie ont entre
36 et 120 répétitions. Cette élongation se traghat une expansion de
polyglutamine dans la région N-terminale de la @re. Les mutants de la
huntingtine s’agregent par leur extrémité N-terr@nmodifiee et forment des
inclusions nucléaires dans les neurones striéoricaux. Le mécanisme a
travers lequel les mutants de la huntingtine proeod la neurotoxicité est
encore inconnu.

Néanmoins, des hypotheses sur la participation meepteurs au
glutamate, de type NMDA (N-méthyl-D-aspartate), uisdnt une

exocytotoxicité, ont été émises [114].

Bien qu’'on ne connaisse pas exactement les voiegptapues
impliquées dans la MH, les caractéristiques promesapoptose ont été

observées dans les cellules contenant la protéingnigtine, sauvage ou mutee.

In vitro I'huntingtine est clivée par la caspaset3ce clivage se fait de

facon proportionnelle a la tailee du domaine paltehique de I'’huntingtine.
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Des inhibiteurs de caspases ont été testés sun@&ews cellules. Le Z-VAD-
fmk, inhibiteur irréversible de la majorité des pases, le Z-DEVD-fmk,
inhibiteur des caspases exécutrices 2, 3 et 7 lsemigmenter la survie, mais
pas diminuer les inclusions nucléaires et cytopiases, n‘augmente pas la

survie des cellules, mais réduit les inclusiondéaices et cytoplasmiques [95].

Saudou et al. ont également mis en évidence |ef&tla perte sélective
des neurones du corps strié est de nature apaptafjautre part, on a observé
gue le modele de souris transgéniques pour la Mifipcenant en outre une
mutation dominante négative pour la caspase-1, antit considérablement

leur survie et diminuait les inclusions neuronglds, 116 ,117].

4- Ischémie cérébrale

Il est assez difficile de caractériser ainsi quelatliser la mort des
cellules dans l'ischémie. Leur vulnérabilité dépeled récepteurs membranaires
et des connexions intrinseques gu’elles posse@ams I'hippocampe, ce sont
les régions CAl, CA2 puis CA3 qui sont les plusctaes (en ordre
décroissant), tandis que dans le cerveau entgepdgies les plus vulnérables a
I'ischémie sont les couches 2, 3 et 5 du néocoléegorps strié et la substance
noire pars rediculata. La profondeur et la duréd’idehémie déterminent la
rapidité et le type de mort neuronale. Si I'ischémast transitoire ou moins

sévere, des changements morphologiques de typéodipop sont observes.
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Dans la forme globale, la mort neuronale paraiventuen différé. Dans
les cas d’ischémie focale, le traumatisme se lsealians une seule région du
cerveau. On observe, cependant, une zone centiiala mort cellulaire est
dense, et autour de celle-ci, une “zone de péndmimieles cellules sont
vivantes, mais fonctionnellement silencieuses. lsaut dépend alors beaucoup

de la gravité de I'ischémie et des variations idténes du débit sanguin.

Dans lischémie globale transitoire, [I'activatione dcaspases ou
I'inhibition de la mort cellulaire par I'ajout d’imbiteurs de caspases ont pu étre
observées a maintes reprises. Des neurones CAledslley ont presque
entierement été protégés de la mort a l'aide dhimbiteur de caspases, autre
gue la caspase-1. Une expérience semblable faielelrat a démontré 40 % de

survie des neurones CAL trois jours apres l'isckeeerti 20 % 7 jours apres.

D’autres changements biochimiques peuvent démotdrgrrésence de
I'apoptose dans I'ischémie globale : les protéimempoptotiques Bax et Bcl-xl
sont exprimées dans les cellules CAl, vulnérablés mort. En plus de ces
caractéristiques biochimiques, dans plusieurs c¢ashémie, la coupure en
échelle de 'ADN a été observée. Lors d’'une iscleémaicale, les neurones
apoptotiques apparaissent de préférence tét apa®t ischémique et semblent
prédominer sur la nécrose dans les régions otelagn est la moins sévere.
Toutes ces évidences nous aménent a reconnaigdiece de I'apoptose dans

'ischémie. Un des mécanismes importants de l'isghéest I'arrivée massive
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de calcium de l'espace extracellulaire, par canaaiciques voltage ou
récepteurs (glutamate)-dépendants. Il n’y a p&ngitemps, la “calcitotoxicité”

était seulement considérée comme inductrice dedd oellulaire. Toutefois,

depuis quelques années, on considere qu’elle jpartégalement a I'activation
de DNAses et de caspases au cours de I'apoptossi, Aes activités de type
caspase-3 ont été observées dans des cytosolbulescadditionnés de 0,5 mM
de CaC} .Apres une ischémie globale, un traitement préveatiec des

inhibiteurs de caspases et/ou de calpaines démamgranhibition de I'apoptose
dans les cellules CA1 de 'hippocampe. La synedgg effets d’'inhibiteurs de
caspases et de calpaines dans la protection desnesucontre la mort dans
'ischémie suggére une interaction entre ces derptépses au cours de
I'apoptose[118]
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L'apoptose est un processus physiologiqueaté cellulaire au cours duquel
des mécanismes complexes sont activés pour abéutr destruction de la
cellule. Ce « suicide cellulaire » est un événenainien biologie car il permet
I'équilibre entre prolifération et dégénérescenekulaire dans les organismes
pluricellulaires, c'est a dire le maintien de lbBoméostasie. De plus, I'apoptose
est un mécanisme « silencieux » pour l'organisnilepermet donc la régulation

des populations cellulaires tout en respectartégiité de I'organisme.

L'apoptose survient naturellement au codes I'embryogenese, du
renouvellement tissulaire et lors du vieillisseme@ependant, elle peut
également se produire dans diverses conditionsologfiques. De plus, un
dysfonctionnement des mécanismes régulateursppt@se va donner lieu a de
graves pathologies. Ainsi, un défaut d'apoptoseen@ainer des syndromes
prolifératifs associés a un processus de tumasisatout particulierement au
niveau des tissus a renouvellement rapide commey$teme immunitaire
(lymphome, leucémie). A l'inverse, une activatiomm@mnale va donner lieu a un
phénomene de dégénérescence, comme cela est chsaweérs de nombreuses

maladies neurodégénératives telles que la malatlizheimer.

La mort cellulaire est précédée par une cosal®n du noyau et du
cytoplasme, une fragmentation du contenu cellul@mne corps apoptotiques
(structure membranaire contenant des débris cypppies et nucléaires) et

I'élimination de ces dernieres composantes par @hdgse.
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L'apoptose peut étre déclenchée par des stiongainternes mais aussi
externes, dont la nature détermine la voie d'aimtinala cellule dispose de
plusieurs systemes pour déclencher le programnsadeort. Il existe en effet,
dans chaque cellule vivante, un programme génétigueort qui, s’il est mis

en oeuvre, entraine sa disparition.

Ainsi, la mort par apoptose est rapide et m&ne en général ni Iésion, ni
inflammation, ni cicatrisation : c’est pourquoieskest passée aussi longtemps

inapercgue.

En conclusion, I'apoptose apparait esseatiela construction, au maintien
et a la réparation des tissus, mais aussi a |ié&htiain des cellules surnuméraires,
dysfonctionnelles ou endommagées. Le suicide diéslaeest placé sous un

contrble hautement spécifique et efficace.
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RESUME

Titre : L'apoptose : la mort cellulaire programmeée
Auteur : Omar Benkhai
Mots clés: Apoptose, Récepteur de mort , Mitochondrie , Cesp&ytomeétrie en flux

L’apoptose est devenue un concept biologique trepgulpire. La raison
principale vient de son réle fondamental dans ielbppement et I'homeéostasie

cellulaire.

Notre travail résume les connaissances actudlile$apoptose dans le but de

fournir les bases principales pour comprendre énpmene.

En effet les cellules ont la capacité de réponddes signaux tres différents

activant un ensemble de mécanismes et conduidantsamorts.

Une apoptose inappropriée peut contribuer a cedaiathologies telles que la
maladie d’Alzheimer ou maladies auto-immunes atprsin défaut d’apoptose

peut contribuer au développement du cancer.

Une meilleure compréhension et exploration des méugaes apoptotiquest
permis le développement de nouvelles stratégies visanmamipuler la
machinerie apoptotique et a I'activer quand eltedéficiente ou l'inhiber quand

elle est inappropriée.
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SUMMARY

Title : Apoptosis: programmed cell death
Author  : Omar Benkhai

Keywords: apoptosis, death receptor, mitochondrion, casplase cytometry

Apoptosis is became a very popular biological cphcEhe main reason comes

from its role in development and cellular homeadstas

Our work summarizes current knowledge on apoptosorder to provide the

main basis for understanding this phenomenon.

Indeed, cells have the ability to respond to a \different signals activating set

of mechanisms and leading to their death.

Inappropriate apoptosis may contribute to someadise such as Alzheimer's
disease or autoimmune diseases whereas a lackatiosgs may contribute to

the development of cancer.

Understanding and exploration of apoptotic mechmasiallow the development
of new strategies to manipulate the apoptotic nrelyiand activate when it is

deficient or inhibited when it is inappropriate.
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