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Le réle de I'apoptose
dans la genése
et le traitement du cancer

L’apoptose des cellules tumorales, spontanée ou induite,
régle la croissance des tumeurs. Cette « mort cellulaire
programmée » est sous la dépendance d’oncogenes dont
certains, comme c¢-myc, sont aussi impliqués dans le con-
trole de la prolifération, tandis que d’autres, tels que
bcl-2, sont essentiellement inhibiteurs de I’apoptose.
L’orientation du métabolisme cellulaire vers la mort ou
la prolifération pourrait se faire au niveau de points-
controle. La p53 semble étre un de ces points. La com-
préhension des mécanismes de I’apoptose dans les cellu-
les tumorales et de son induction par divers traitements
ouvre de nouvelles perspectives dans la prophylaxie des

tumeurs malignes et leur traitement.

’apoptose est un mode ubi-

quitaire de mort cellulaire

qui jouc un rdle opposé a

celui de la mitose dans la

régulation des populations
cellulaires animales [1]. Elle inter-
vient, par exemple, dans le dévelop-
pement embryonnaire et feetal (depuis
la régulation de la cellularité du blas-
tocyste jusqu’a l’organisation du
systeme nerveux central ou de I’appa-
reil génital), dans I’élaboration du
systétme immunitaire et dans
I’homéostasie des tissus hormono-
dépendants. L’homéostasie tissulaire
nécessite un équilibre constant entre
mort et prolifération cellulaire. Dans
les organismes supérieurs, lc métabo-
lisme cellulaire est orienté par des
signaux (hormones, facteurs de crois-
sance) provenant des cellules voisi-
nes : les uns contrélent sa proliféra-
tion, les autres son programme de

suicide [2]. Les facteurs de croissance
hématopoiétiques, par exemple, ont
pour fonction premiére de prévenir
I’apoptose des cellules capables de les
reconnaitre [3]. D’unc facon générale,
le « suicide » cellulaire est activé pour
éliminer sélectivement les cellules
devenues indésirables. Il peut s’agir
de cellules 1ésécs ou sénescentes (poly-
nucléaires accumulés sur un site
inflammatoire), de cellules reconnucs
comme étrangeres ou prénéoplasiques
(les cellules cytotoxiques tuent leurs
cellules cibles en induisant leur apo-
ptose), dc cellules qui ne sont plus a
leur place et ont perdu le contact
avec leur micro-environnement (cel-
lules épidermiques ayant migré dans
le tissu sous-cutané a la suite d’un
traumatisme), ou de cellules en exces
entrant en compétition avec d’autres
cellules vis-a-vis d’un signal inhibi-
teur [2].
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Des lors, on comprend les effets délé-
teres que peut avoir toute dérégula-
tion dec I’apoptose, qu’clle soit acti-
vée par un signal inhabituel (infection
virale, agression chimique ou physi-
que) ou qu’elle soit diminuée par
insensibilit¢é aux signaux inducteurs
(tératogenese, auto-immunité, onco-
genese) [4-9]. En envisageant I’onco-
genese comme la conséquence d’une
dérégulation de I’apoptose, plusieurs
notions nouvelles sont apparues. La
premiere est qu’un oncogene, en
Poccurrence b¢l-2, peut agir non pas
en stimulant la prolifération cellulaire
(comme ¢-myc), ou en prévenant
I’émergence de clones malins (comme
Rb ou p33), mais en inhibant I’apop-
tose des cellules dans lesquelles il
s’exprime [9]. Plus récemment,
I’oncogeénc ¢-mye, qui est impliqué
dans la prolifération cellulaire en
réponse a divers facteurs de crois-
sance, s’est révélé capable d’induire
I’apoptose lorsqu’il reste fortement
exprimé dans des cellules privées de
signal mitogénique [10]. Enfin, la
pd3, dont la disparition ou !’inacti-
vation est observée dans la plupart
des tumcurs malignes, peut orienter
la cellule vers I’apoptose ou la proli-
fération en fonction de divers signaux
internes ct externes [11]. L’analyse
des mécanismes de régulation de
I’apoptose ouvre de nouvelles pers-
pectives thérapeutiques dans le
domaine du cancer.

Caractéristiques
de l'apoptose

Les caractéristiques de I’apoptose ont
fait I’objet de plusieurs articles (m/s
n® 7 wol 7, p. 681, [4, 5, 12]) et ne
seront rappelées que brievement.
L’identification d’une cellule apopto-
tique repose avant tout sur des crite-
res morphologiques stéréotypés domi-
nés par la condensation de la chro-
matine nucléaire, la fragmentation de
la cellule en « corps apoptotiques » et
leur phagocytose par les cellules voi-
sines (figure 1). Contrairement a ce
que l'on observe dans la nécrose, la
chromatine ne flocule pas, les mito-
chondries ne gonflent pas, la mem-
brane cellulaire n’est pas perméable
aux colorants vitaux et 1’apoptose ne
déclenche pas de réaction inflamma-
toire car les enzymes lysosomiales ne
sont pas relarguées.

La fragmentation internucléosomiale
de ’ADN lui donne un aspect carac-
téristique « en échelle » dans un gel
d’électrophorese. Cette fragmentation
est un élément central du processus
apoptotique [13]. Son intensité et sa
précocité varient suivant les cellules.
Elle est cependant inconstante et non
spécifique [14]. Typiquement, elle
engendre des fragments réguliers qui
sont des multiples de 180-200 paires
de bases, la longueur d’un fragment
d’ADN enroulé autour d’un seul
octamere d’histone. Cette fragmenta-
tion n’est pas observée dans les cel-
lules nécrotiques. Lors de la nécrose,
PADN est débarrassé de ses histones
par des protéases puis dégradé par
des nucléases en fragments dont la
taille forme un spectre continu en gel
d’électrophorese.

A Theure actuelle, aucun marqueur
biochimique ou génétique spécifique
de I’apoptose n’a été identifié. L’acti-
vation d’une ou plusieurs nucléases
endogenes est probablement a I’ori-
gine des coupures internucléosomia-
les. Néanmoins, la nature de cette
(ou de ces) nucléase(s) reste hypothé-
tique. Le processus apoptotique
s’accompagne de modifications carac-
téristiques de la membrane plasmi-
que, du cytosquelette, des signaux de
transduction et du noyau. Ces modi-
fications sont le plus souvent limitées
a certains systemes cellulaires et sont
résumées dans le Tableau I (p. 671).
La transcription active de génes non
spécifiques et la syntheése de nouvel-
les protéines ne sont pas toujours
nécessaires au déroulement du proces-
sus apoptotique [15].

Apoptose et
croissance tumorale

L’apparition puis la croissance d’une
tumeur ne sont pas seulement la con-
séquence d’une prolifération cellulaire
excessive. Elles résultent d’un désé-
quilibre entre prolifération et apo-
ptose. Ce déséquilibre apparait des
les premieres étapes de la carcinoge-
nese. Il a été étudié au niveau hépa-
tique chez le rat [3]. Un traitement
par des composés lipophiles tels que
phénobarbital, cyprotérone ou hexa-
chlorocyclohexane induit une hyper-
plasie hépatique. A I'arrét du traite-
ment, la régression de I’hyperplasie,
plus ou mois rapide en fonction de
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la vitesse d’élimination du mitogene
chimique, se fait par apoptose comme
la régression des hyperplasics tissulai-
res physiologiques (utérus apres gros-
sessc, glande mammaire apres lacta-
tion). La reprise du traitement mito-
génique inhibe I'apoptose et entretient
I'hyperplasie hépatique qui prédispose
a la transformation maligne.

Lorsqu’'un foyer prénéoplasique hépa-
tique est initié par un carcinogene
chimique, le taux de cellules apopto-

tiques au scin de cc foyer est plus
élevé que dans le tissu sain environ-
nant. Contrairement aux idées
recues, la phase d’initiation tumorale
n’cst donc pas irréversible puisque 80
a2 90 % des cellules initiées sont éli-
minées par apoptose. L’étape de pro-
motion est, elle aussi, influencée par
I’apoptose. Un promoteur tel que le
phénobarbital inhibe I’apoptose au
niveau des foyers prénéoplasiques et
favorisc ainsi la croissance tumorale.

A Tarrét du traitement, on observe
un taux élevé de cellules apoptotiques
au scin des foyers prénéoplasiques.
La possibilité d’une réversion particlle
de la promotion tumorale est une
notion essentielle dans I’évaluation du
risque lié aux promoteurs chimiques.
Au sein d’une tumeur, des cellules
disparaissent régulierement par diffé-
renciation, desquamation, migration
ou mort cellulaire. Le coefticient de
perte cellulaire peut étre évalué cn

A

Figure 1. Morphologie de I'apoptose induite par divers agents dans les cellules leucémiques humaines HL-60.
A : cellules HL-60 normales (x 6300) B : Premiére étape : condensation de la chromatine a la périphérie du noyau
et condensation du cytoplasme (x 6300). € : fragmentation du noyau (x 4000). D : corps apoptotique renfermant
un fragment du noyau et des organelles cytoplasmiques intactes (x 10 000). E : phagocytose des corps apoptotiques
(x 6 300). F : nécrose cellulaire post-apoptotique avec rupture de la membrane et chromatine non condensée (x 5 000).
(B : camptothécine, 1uM, 3 heures ; C,E : acide rétinoique : 1uM pendant 6 jours ; D,F : phorbol myristate acétate
10 nM ; cellules non adhérentes & 24 heures et 4 jours).
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comparant le temps de doublement
des cellules tumorales et le temps de
doublement de la masse tumorale. Ce
cocfficient cst élevé dans la plupart
des tumeurs. II peut dépasser 70 %
dans les carcinomes colorectaux ou
bronchiques et les mélanomes
malins [4]. La nécrose et I’apoptose
sont les principales causes de perte
cellulaire. Des foyers de nécrose sont
observés au centre des tumeurs peu
vascularisées. Un coefficient élevé de
perte cellulaire pcut étre observé en
I’absence de nécrose : la croissance
des carcinomes basocellulaires est
lente en ’absence de nécrose et en
dépit d’un index mitotique élevé.
L’apoptose spontanée des cellules
tumorales est observée dans les
tumeurs solides de toute taille, en
leur périphérie aussi bien qu’en leur
centre ainsi que dans les cellules leu-
cémiques fraiches mises en culture.
Cette apoptose spontanée peut étre
amplifiée par la thérapeutique, par
exemple par la privation hormonale
dans les tumeurs hormono-dépendan-
tes.

Les cellules cytotoxiques induisent au
niveau de leur cible cellulaire des
changements morphologiques évo-
quant l'apoptose. C’est pourquoi le
nombre de cellules apoptotiques est
particulierement élevé dans les
tumeurs largement infiltrées par des
lymphocytes T cytotoxiques et des
cellules NK [4]. Les mécanismes de
la mort des cellules cibles sont encore
mal expliqués et associent probable-
ment nécrose et apoptose. La frag-
mentation de ’ADN est treés rapide
(moins d’une heure), s’associe a des
modifications de la chromatine et
n’est pas bloquée par les inhibiteurs
de la synthese de macromolécu-
les [12]. Le role des altérations mem-
branaires associées aux Interactions
cellulaires et des molécules libérées
par exocytose (perforine, sérine pro-
téases), dans linitiation de la frag-
mentation de ’ADN, reste treés dis-
cuté [16]. La compréhension des
mécanismes de la mort cellulaire
induite par les cellules cytotoxiques
et de leur modulation devrait per-
mecttre d’optimaliser les essais
d’immunothérapie actuellement déve-
loppés.

La différenciation, spontanée ou
induite, des cellules tumorales abou-
tit le plus souvent a la mort cellulaire

par apoptose. Une condensation de la
chromatine, similaire a celle observée
lors du processus apoptotique, est
décrite lors dec la différenciation de
I’épithélium du cristallin ou de la
maturation érythrocytaire. La diffé-
renciation granulocytaire ou macro-
phagique des cellules leucémiques
humaines HL-60, sous I'influence de
divers agents inducteurs, conduit a la
mort de ces cellules par apoptose
[17]. Paradoxalement, les cellules
HL-60, différenciées en macrophages
sous l'influence du tpA, deviennent
résistantes a I’induction de 1’apoptose
par divers agents chimiques ou physi-
ques [18]. Ces observations soulignent
a quel point I’induction de I’apoptose
dépend a la fois du terrain cellulaire,
du signal inducteur et de son
intensité [12].

Oncogénes
et apoptose

L’existence d’un contrble génétique
de I’apoptose a été démontrée chez le
nématode Caenorhabditis elegans avec la
mise en évidence de genes effecteurs
(ced 3 et ced 4) et de geénes répresseurs
(ced 9) [19]. Chez le baculovirus, un
geéne répresseur code pour une pro-
téine p35 qui inhibe 1’apoptose des
cellules infectées [20]. Dans les cellu-
les humaines, bcl-2 est, a I’heure
actuelle, le mieux étudié des genes
dont le produit inhibe I’apoptose (m/s
n®1, vol. 7, p. 88). Cet oncogene a
ét¢ identifié dans les lymphomes
malins folliculaires par clonage de la
translocation t(14 ; 18)(q32 ; q21). Ce
réarrangement chromosomique induit
I’hyperexpression de bc/-2 en I’ame-
nant au contact du segment J du
géne des chaines lourdes des
immunoglobulines (b¢l-2/1g) [9].

Le role de bc/-2 dans la régulation de
la mort ccllulaire est suggéré par plu-
sieurs observations : (1) la mort par
apoptose est réduite dans les tumeurs
surexprimant b¢/-2 ; (2) la transfec-
tion de bcl-2 dans diverses cellules
augmente considérablement leur
durée de vie et leur clonogénicité, et
peut supprimer leur dépendance vis-
a-vis d’une interleukine [9, 21, 22];
(3) chez la souris transgénique
bel-2/Ig, on observe une accumulation
de cellules B centrofolliculaires dont
la plupart ont quitté le cycle cellulaire
et ont une durée de vie trés augmen-
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Tableau |

MODIFICATIONS CARACTERISTIQUES DU PROCESSUS APOPTOTIQUE

Evénements biochimiques associés a I'apoptose

Conséquences

Activation d’'une endonucléase
Enzyme(s) non identifiée(s) : clivage internucléosomi-
que de I’ADN

Aspect « en échelle » de I’ADN migrant dans un gel
d’agarose

Modifications du cytosquelette
Activation d’une transglutaminase et de protéases
entrainant la formation d’un réseau protéique insoluble

Prévient la rupture lysosomiale et membranaire et la
survenue d’une réaction inflammatoire (« effet cage »)

Modifications de la membrane plasmique
Augmentation de la synthése des isoprénoides et
perte de I'asymétrie des phospholipides membranaires
Modification des récepteurs de la surface membra-
naire, en particulier de leur composition en sucres
Activation probable de pompes dépendantes de
I’ATP, permettant la fuite de |’eau intracellulaire con-
tre un gradient de concentration

Favorisent la reconnaissance des cellules apoptotiques
par les cellules phagocytaires

Explique la réduction de taille des cellules apopto-
tiques, parfois mise a profit pour isoler ces cellules
sur gradient de Percoll

Evénements inconstants
Augmentation du calcium intracellulaire

Augmentation de la synthése de (-galactoside binding
protein

Augmentation de la transcription du géne TRPM-2
Activation de collagénases et de métalloprotéases

Dans le cadre de la transduction d’un signal membra-
naire ou de la transcription d’'un géne spécifique (ex :
calmoduline)

Inhiberait la prolifération cellulaire ?

Induit I'augmentation du calcium intracellulaire
Permettent a la cellule de se séparer des cellules

Synthése de TGFg1

voisines

épithéliales)

Régle I’'équilibre apoptose/prolifération (cellules,

tée in wvitro [9]. Le geéne bel-2 apparait
comme un nouveau type d’oncogene
dont Dl’activation contribue au déve-
loppement tumoral en inhibant la
mort cellulaire. L’effet inhibiteur de
bcl-2 n’est cependant pas universel.
Son intervention dans la régulation
de I’apoptose dépend de la cellule
et/ou du signal induisant la mort cel-
lulaire. A titre d’exemple, b¢l-2 pro-
longe la survie des cellules dépendan-
tes d’IL3, privées d’IL3, mais n’a
aucun effet sur la survie de lignées
dépendantes d’IL2 ou d’IL6, privées
de leur facteur de croissance [9].

La protéine Bcl-2 est exprimée au
niveau de la membrane interne des
mitochondries [23]. Il a été suggéré
qu’elle pourrait interférer avec une
ou plusieurs fonctions mitochondria-
les telles que phosphorylation oxyda-
tive ou mouvements ioniques intracel-
lulaires. Néanmoins, les mitochon-
dries ne sont pas sa seule localisation
comme cela a été récemment démon-
tré avec Bcl2 exprimant son effet

m/s n® 6-7 vol. 9, junjuillet 93

anti-apoptotique dans une lignée cel-
lulaire dépourvue de mitochondries
(m/s n° 3, vol. 9, p. 328). Les méca-
nismes biochimiques de régulation de
I’apoptose par la protéine Bcl-2 ne
sont pas encore connus. A I’échelle
tissulaire, la protéine Bcl-2 participe
a ’organisation du systeme immuni-
taire. Elle contrdle la sélection néga-
tive des cellules B antigéne-réactives
et la production des lymphocytes B
mémoires. Elle pourrait aussi jouer
un rble dans la sélection positive des
lymphocytes T au niveau du thymus
(m/s suppl. au n°1, vol. 5, p. 25,
n® 10, wol. 5, p. 788 ; n° 4 wol. 8,
p. 392). En dehors du systtme immu-
nitaire, Bcl-2 pourrait assurer la
pérennité des cellules progénitrices ou
effectrices (couche basale de I’épi-
derme ou des cryptes intestinales, cel-
lules souches hématopoiétiques) au
niveau desquelles elle est expri-
mée [9].

L’infection des lymphocytes B par le
virus d’Epstein-Barr peut induire leur

immortalisation. Parmi les génes de
ce virus, certains ont une structure
voisine de celle de b¢l-2, dont ils
pourraient mimer les effets biologi-
ques. Mais, surtout, 'une des huit
protéines latentes du virus (LMP-1)
peut activer b¢l-2 dans les cellules
infectées [24]. Ces interactions entre
virus et gene bc/-2 pourraient expli-
quer la contribution de certains virus
au développement de tumeurs mali-
gnes telles que le lymphome de Bur-
kitt. Les observations faites chez les
souris transgéniques bc/-2 / Ig ont
également montré le role de bel-2
dans l'oncogenese des tumeurs et,
d’une fagon plus générale, I'impor-
tance des modifications génétiques
interférant avec le programme de
mort cellulaire. Apreés une phase
d’hyperplasie lymphoide polyclonale
indolente, caractérisée par I’accumu-
lation de lymphocytes B circulants a
faible taux de prolifération mais a
durée de vie augmentée, ces souris

développent des lymphomes malins m—
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de haut grade de malignité [9]. Cette
prolifération monoclonale secondaire
résulte vraisemblablement de I’activa-
tion de nouveaux oncogenes, en par-
ticulier de ¢-myc.

L’oncogene ¢-myc, une des clés de la
régulation de la prolifération cellu-
laire, intervient aussi dans la régula-
tion de I'apoptose. Cette notion nou-
velle et paradoxale a fait I'objet d’une
récente analyse (m/s n°6, wvol. 8,
p. 586). L’apoptose est observée
lorsqu’il existe un découplage entrc
des niveaux élevés d’expression de ¢-
myc et la disparition des signaux
mitogéniques [10, 25, 26]. La pro-
téine Myc agit vraisemblablement
comme un facteur de transcription.
Elle apparait comme une composante
de certaines voies d’induction de la
mort cellulaire programmée : 1’apop-
tose induite dans les cellules T imma-
tures par activation du récepteur T
pour I’antigéne est inhibée par un oli-
gonucléotide antisens correspondant a
¢-myc [27]. La voie d’activation de
I’apoptose a laquelle participe ¢-myc
est aussi une voie d’activation de la
prolifération. Ainsi, chez le rat,
I’apoptose de la prostate ventrale
déclenchée par la castration passe par
une cascade d’activation génique (c-
fos>c-myc> hsp-70) précédemment
associée a la prolifération [28].

La protéine Myc est donc une étape
commune aux voies d’activation de la
mort et de la multiplication des cel-
lules tumorales. Le corollaire est que
la surexpression de Myc dans une
cellule la protege de la transformation
maligne en induisant son apoptose, a
moins qu’un autre signal réoriente la
voie d’activation de ’apoptose pas-
sant par Myc vers une progression a
travers le cycle cellulaire et une sti-
mulation de la prolifération. C’est
ainsi que s’explique la coopération
entre Myc et Bcl-2 dans la transfor-
mation maligne [29]. Il vient d’étre
montré que Bcl-2 prévenait la mort
cellulaire induite par Myc sans abo-
lir ses propriétés mitogéniques [30,
31]. Lorsque la mort cellulaire est
inhibée, D’activation de nouveaux
oncogenes a l’occasion de réarrange-
ments chromosomiques ou de muta-
tions géniques favorise la progression
tumorale.

L’association Myc / Bcl-2 ne confere
pas un phénotype classique de cellule
transformée. L’apparition d’un tel

phénotype semble nécessiter un évé-
nement supplémentaire tel que P'acti-
vation d’un oncogene ras. L’activa-
tion de ras et ses intcractions avec les
systemes de transduction peuvent
inhiber I’apoptose et stimuler la pro-
lifération cellulaire. Ainsi, une lignée
fibroblastique de rongeur transfectée
avec c¢-myc ou c¢-Ha-ras devient
tumorigene chez I’animal immunodé-
primé. Le taux d’apoptose spontanée
est élevé dans les tumeurs transfectées
par ¢-myc mais tres réduit dans les
tumeurs transfectées par ¢-Ha-ras [26].
Cependant, ’activité prolifératrice de
I’oncogene ras muté semble pouvoir
étre réorientée vers un signal de mort
cellulaire par activation de la protéine
kinase C par le tpA ([32] (m/s n° 6,
vol. 8, p. 586). Cette observation
récente suggere que plusieurs oncoge-
nes pourraient participer a I’induction
de la prolifération ou a I'induction de
I’apoptose en fonction des signaux
transmis a la cellule.

Les oncogenes ¢-myc et ¢-Ha-ras ne
sont pas les seuls dont la dérégulation
interfere avec I’apoptose. C’est aussi
le cas du geéne codant pour la phos-
phoprotéine nucléaire p53, un onco-
geéne considéré comme suppresseur de
tumeur. L’inactivation de la p53 par
mutation ou délétion génique, ou par
liaison a une protéine virale (antigéne
T de SV40) ou cellulaire (MDM?2)
est observée dans la plupart des
tumeurs humaines. La p53 intervient
dans le cycle cellulaire, cn particulier
dans la transition de G1 a S, en con-
trélant la transcription de genes spé-
cifiques. La pd3 intervient aussi dans
I’induction de D’apoptose. L’équipe
d’Oren a réintroduit une p53 dans
des cellules leucémiques murines qui
en étaient dépourvues. Le geénc trans-
fecté pouvait s’exprimer soit sous la
forme sauvage, soit sous une forme
mutée en fonction de la température.
La protéine sauvage, mais non la
forme mutée, induit rapidement
I’apoptose. Cet effet de la protéine
sauvage peut étre prévenu par
I’IL6 [33]. Cette observation suggere
que la pd3 est nécessaire a I'induc-
tion du programme apoptotique. Sa
disparition pourrait allonger la survie
de cellules progénitrices normalement
destinées a disparaitre par apoptose
en I’absence d’un signal de différen-
ciation ou de prolifération. Les cel-
lules ayant perdu la p53 progressent
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dans le cycle ccllulaire et sc mult-
plient jusqu’a I’activation d’un nou-
vel oncogenc [28, 33, 34].

Sclon D. P. Lanc [11], la p33 agirait
physiologiquement comme un des
« gardicns » du génome cellulaire. Si
PADN ecst altéré, par excmple par
des radiations, la p53 s’accumule et
bloque le cycle cellulairec en G1 pour
permettre aux systemes de réparation
de fonctionner [35]. Si les Iésions de
I’ADN persistent ou si la ccllule ne
recoit pas les signaux de différencia-
tion appropriés, la pd3 pourrait
induirc ’apoptose. Si la pd3 est
absente, mutée ou inactivée, la cel-
lule ne s’arréte pas pour réparer son
génome. Mutations et réarrangements
chromosomiques s’accumulent ct con-
duisent a la sélection de clones
malins. Le haut niveau d’ancuploidie
et dc mutations observé dans les
tumeurs des souris n’exprimant pas
la p53 ct I'instabilité génétique des
fibroblastes des patients atteints de
syndrome de Li Fraumeni pourrait
s’expliquer par la suppression d’un
programme apoptotique.

I Apoptose et récepteurs

Chaque ccllule recoit de multiples
signaux (hormones, cytokines) par
Vintermédiaire de récepteurs spécifi-
ques. Ces signaux peuvent induire
I'entrée de la cellule dans le cycle cel-
lulaire ou son apoptose. A titre
d’exemple, les glucocorticoides ou les
ionophores du calcium induisent
Papoptose dans les thymocytes. Ce
processus cst inhibé par activation de
la protéine kinasc C par un ester de
phorbol ou par I'IL1 [36]. L’altéra-
tion d’un récepteur spécifique pour-
rait participer a ’apparition d’un
clone malin cn déséquilibrant cette
rclation entre signaux inducteurs et
répresseurs dec ’apoptosc ct de la
prolifération.

L’antigene Fas ou APO-1 cst une
protéine transmembranaire exprimée
notamment a la surface de certaines
ccllules hématopoiétiques [37]. Fas /
APO-1 appartient a une nouvelle
famille de récepteurs partageant des
analogies de structure et de régulation
avec les récepteurs des TNF (tumor
necrosis factor) et du NGF (nerve growth
factor) ainsi que les antigénes CD40
ct OX40 exprimés respectivement a
la surface des cellules B et T [37]. La
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liaison d’un anticorps spécifique anti-
APO-1 a son récepteur induit I’apo-
ptosc des ccllules lymphoblastoides
humaines SKW6.4 [38]. Cette induc-
tion cst indépendante de toute activa-
tion complémentaire. Un anticorps
monoclonal peut donc étre directe-
ment cytotoxique [23]. La transfection
du gene humain codant pour Fas/
APO-1 dans des cellules de souris a
permis de montrer que ce récepteur
était bien lec médiateur du signal
apoptotique. Chez les souris lpr carac-
térisées par le développement de
syndromes lymphoprolifératifs et de
manifestations auto-immunes, la
mutation du domaine cytoplasmique
de Fas / APO-1 bloque la transduc-
tion du signal induit par la liaison du
réccpteur a un ligand [7]. Ces obser-
vations suggcrent que Fas/APO-1
pourrait étrc impliqué dans I’élimina-
tion des clones lymphocytaires T
autoréactifs au niveau du thymus et
dans la régulation dc la durée de vic
des lymphocytes B. Le systeme Fas
/ APO-1 agirait donc a 'inverse dec
Bcl-2.

Le fait que des anticorps dirigés con-
tre le récepteur Fas / APO-1 puissent
induire dircctement I’apoptosc dans
les cellules exprimant cc récepteur
pourrait avoir des applications théra-
peutiques in viwo. Leur utilisation a

Réparation
de 'ADN

Figure 2. Réle des oncogénes dans
la régulation de la mort cellulaire
programmée. L’activation de c-myc
semble étre commune & certaines
voies d’activation de la prolifération et
de I’apoptose. La p53 jouerait le réle
de point contréle avant le passage de
G1 a S. Si I'ADN est altéré, la p53
inhiberait la progression dans le cycle
cellulaire pour permettre a la cellule de
réparer ces lésions. Si les réparations
sont insuffisantes, la p53 orienterait le
métabolisme cellulaire vers |I’apoptose
(d’aprés [11]). La protéine Bcl-2, si
elle est exprimée, peut inhiber le pro-
cessus apoptotique. Dans ce cas, la
cellule ne meurt ni ne prolifére.

été envisagée dans le traitement des
lymphomes de Burkitt APO-1 posi-
tifs. Cecpendant, toutes les cellules
exprimant APO-1 ne sont pas sensi-
bles a Dactivation dec ’apoptose par
un anticorps spécifique [39]. Les con-
séquences de lactivation d’APO-1
sont probablement modulées par le
programme génétique de la cellule,
en particulier par le niveau d’expres-
sion de c¢-myc.

En I’état actuel des connaissances, la
stimulation de la prolifération et celle
de Dl’apoptose semblent passer par
Iactivation de génes communs tels
que c¢-fos et ¢-myc. Le métabolisme cel-
lulaire cst ensuite orienté vers I'un ou
I’autre des deux processus au niveau
de points-contréle (figure 2). Les mul-
tiples signaux que regoit la cellule
reglent D’activité de ces points-
contrdle. L’un de ces points pourrait
étre la p53, dont on sait qu’elle cst
impliquée dans la progression de G,
a S. Bcl-2, situé au départ de certai-
nes voles d’activation dc ’apoptose,
scrait capable de bloquer la progres-
sion dans cette voic sans relancer la
prolifération. Au-dela de ces points-
contrdle, la transcription de gencs
spécifiques tels que TRPM-2 (apo-
ptose) ou ornithine décarboxylase
(prolifération) assurerait la progres-
sion du métabolisme cellulaire dans
I’une ou l’autre voie [40].

Apoptose et
traitement anticancéreux

La plupart des traitements utilisés
dans le domaine du cancer pcuvent
induire I’apoptose des ccllules tumo-
rales, qu’il s’agisse de chimiothérapie,
de radiothérapie ou d’hormonothéra-
pie. Les mécanismes d’induction
dépendent a la fois des cellules trai-
tées et du traitement utilisé [41-44].
Il est possible de distinguer deux
grandes voics d’activation de ’apo-
ptose sous leffet d’un traitement.
Cette distinction est fondée sur la
vitesse de survenuc de l’apoptosc et
I’éventuelle mise en jeu des génes de
régulation du cycle cellulaire.

La premiere voie d’induction est celle
de la mort cellulaire programmée.
Cette voie débute avec ’activation
d’oncogenes non spécifiques (c-fos, ¢-
Jun, c¢-myc). Au niveau des points-
contrdle, cette voie d’activation est
orientée vers l’apoptose en réponse

673



39. Falk MH, Trauth BC, Decbatin KM, e
al. Expression of the APO-1 antigen in Bur-
kitt lymphoma cell lines corrclates with a
shift towards a lymphoblastoid phenotype.
Blood 1992 ; 79 : 3300-6.

40. Grassili E, Bettuzi S, Monti D, et al.
Studies on the relationship between cell pro-
liferation and cell death : opposite patterns
of SGP-2 and ornithine decarboxylase
mRNA accumulation in PHA-stimulated
human lymphocytes. Biochem Biophys Res
Commun 1991 ; 180 : 59-63.

41. Barry MA, Bchnke CA, Eastman A.
Activation of programmed cell death (apo-
ptosis) by cisplatin, other anticancer drugs,
toxins and hyperthermia. Biochem Pharmacol
1990 ; 40 : 2353-62.

42. Bertrand R, Kerrigan D, Sarang M,
Pommier Y. Cell decath induced by topo-
isomerase inhibitors. Rolc of calcium in

mammalian cells. Biochem Pharmacol 1991 ;
42 : 77-85.

43. Bertrand R, Sarang M, Jenkin J, Ker-
rigan D, Pommicr Y. Diffcrential induction
of sccondary DNA fragmentation by topoi-
somerase II inhibitors in human tumor cell
lines with amplified c-myc expression. Can-
cer Res 1991 ; 51 : 6280-5.

44. Martikainen P, Kyprianou N, Tucker
RW, Isaacs JT. Programmed death of non-
proliferating androgen-independent prostatic
cancer cells. Cancer Res 1991 ; 51 : 4693-700.

45. Lotem J, Sachs L. Hematopoictic cyto-
kines inhibit apoptosis induced by transfor-
ming growth factor 81 and cancer chemo-
therapy compounds in mycloid lcukemic
cells. Blood 1992 ; 80 : 1750-7.

46. Baxter GD, Lavin MF. Specific phos-
phorylation in apoptosis induced by ionizing

radiation and hecat shock in human
lymphoid tumor cell lines. J Immunol 1992 ;
148 : 1949-54

47. Uckun FM, Tucl-Ahlgren L, Song CW,
et al. lonizing radiation stimulates uniden-
tified tyrosine-specific protein kinases in
human B-lymphocytes precursors, triggering
apoptosis and clonogenic cell death. Proc Natl
Acad S¢i USA 1992 ; 89 : 9005-9.

48. Tanizawa A, Kubota M, Hashimoto H,
Shimizu T, Takimoto T, Kitoh T, Akiyama
Y, Mikawa H. VP-16-induced nucleotide
pool changes and poly(ADP-ribose) synthe-
sis : the role of VP-16 in interphase decath.

msssn  Exp Cell Res 1989 ; 185 : 237-46.

674

aux signaux extracellulaires qui
modulent leur activité (signaux inhi-
biteurs ou absence de signal). C’est
le cas de l'apoptose induite par la
privation hormonale dans des cellu-
les prostatiques de rat [28, 44]. Les
molécules classiquement impliquées
dans le cycle cellulaire, en particulier
c-fos, ¢-myc puis la pd3 sont activées.
La cellule est cependant incapable de
compléter le cycle cellulaire, proba-
blement du fait de I’absence de signal
mitogénique, et meurt par apoptose.
Un arrét en GI1 ou surtout en G2 est
une autre réponse observée dans des
cellules tumorales traitées par un
agent cytotoxique, qu’il s’agisse
d’inhibiteurs des topo-isomérases
(adriamycine, étoposide, téniposide,
amsacrine, campthotécine), d’anti-
métabolites (ara-C, 5-fluoro-uracile,
métothrexate), d’agents alkylants
(cyclophosphamide, melphalan, cis-
platine) ou d’inhibiteurs de la tubu-
line (vincristine, vinblastine) [18,
41-43]. Cet arrét est interprété
comme un moyen, pour la cellule
traitée, de gagner du temps afin de
réparer ses lésions avant de progres-
ser plus avant dans le cycle cellulaire.
En cas d’échec, la cellule entre en
apoptose a distance de I’arrét en G,
ou en G,. Inversement, si les points-
contrble tels que la pbd3 ont disparu
au cours de la transformation mali-
gne, la cellule ne s’arréte pas en
cours de cycle pour réparer et accu-
mule rapidement des lésions létales.

La seconde voie d’induction est celle
de la mort en interphase. L’apoptose
est observée trés rapidement dans les
cellules tumorales traitées, moins
d’une heure apres le début du trai-
tement. Le nombre de cellules apop-
totiques est alors tres supérieur au
nombre de cellules dans une phase
donnée du cycle cellulaire, suggérant
que linduction de I’apoptose est
indépendante du cycle cellulaire.
Tout se passe comme si la cellule
était préprogrammée pour l’activation
de la phase finale de 1’apoptose, pro-
bablement D’activation d’une endo-
nucléase. C’est le cas des cellules leu-
cémiques humaines HL-60 traitées
par des inhibiteurs des topo-
isomérases [43]. Les inhibiteurs de la
synthese des macromolécules n’ont
aucune influence sur cette voie
d’induction. Un changement du pro-
gramme génétique de la cellule au

cours d’un processus de différencia-
tion [18], ou des signaux adressés a
la cellule [45], peuvent modifier la
sensiblité cellulaire a I’induction de
I’apoptose.

Un méme traitement peut induire
I’apoptose selon I'une ou l'autre de
ces voies en fonction de la cellule
cible, de son degré de différenciation,
des signaux qui lui sont adressés et
de leur intensité. Ainsi I’apoptose
induite par les glucocorticoides est
prévenue par les inhibitcurs de
syntheése des macromolécules dans les
thymocytes immatures (mort cellu-
laire programmée) mais non dans les
cellules de leucémie lymphoide chro-
nique (mort en interphase). Lorsque
la p53 sauvage est transfectée dans les
cellules HL-60, de faibles doses de
radiation entrainent un arrét en G1.
Cet arrét en Gl n’est pas observé
dans les cellules HL-60 n’exprimant
pas la pd3 [35]. De ces observations,
pourraient découler de nouvelles con-
ceptions du traitement des tumeurs.
D. P. Lane suggérait récemment que
Pinduction de la pb3 par un agent
non toxique dans les cellules norma-
les devrait permettre de traiter les
tumeurs avec de plus hautes doses de
chimiothérapie ou de radiothérapie.
L’efficacité thérapeutique serait aug-
mentée sans accroitre la toxicité [11].
Il est possible également que le
niveau d’expression constitutive de ¢-
myc influence la réponse apoptotique
aux agents cytotoxiques [43].

La mort cellulaire induite par les cel-
lules cytotoxiques est la seule qui
semble indépendante de la cellule
cible et de son programme généti-
que [16]. L’étude de ses mécanismes
devrait permettre de connaitre les élé-
ments décisifs dans I’induction du
processus apoptotique. Le jeu des
phosphorylations / déphosphorylations
pourrait étre un de ces éléments déci-
sifs [46, 47]. En inhibant la plupart
des kinases intracellulaires, la stauro-
sporine a un effet inducteur particu-
licrement puissant (Bertrand et al.,
soumis pour publication) tandis que
Pacide okadaique, un inhibiteur des
phosphatases, peut induire ou préve-
nir I’apoptose selon les systemes cel-
lulaires. II est possible que des agents
anticancéreux, en cours de dévelop-
pement préclinique, agissant sur les
systemes de transduction cellulaire, se
révelent étre des inducteurs spéci-
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fiques de ’apoptose dans les cellules
malignes.

La capacité des cellules tumorales a
entrer en apoptose devrait logique-
ment étre une des clés de la réponse
au traitement des affections malignes
chez I’homme. La modulation de
I’apoptose pourrait avoir diverses
implications : potentialiser 1’activité
antitumorale des agents cytotoxiques,
réduire leurs effets indésirables (toxi-
ques) en inhibant I’apoptose dans les
cellules non tumorales, guider la
recherche de nouveaux produits
induisant sélectivement 1’apoptose
dans les cellules malignes. Les inhi-
biteurs de la synthése des macromo-
lécules ne préviennent pas la mort en
interphase. En revanche, ils inhibent
I’apoptose lorsque son induction passe
par lactivation d’un programme
génétique. Scules les molécules qui
modifient la structure de la chroma-
tine (polyamines, inhibiteurs de la
poly[ADP]ribosylation) ou qui inhi-
bent Iactivit¢ nucléasique (zinc),
retardent I’apparition de I’apoptose
en interphase [48] W

Summary

Apoptosis function in oncogene-
sis and cancer treatment

Spontaneous or induced-apoptosis
regulates tumor growth. « Pro-
grammed cell death » appears to
be dependent on several oncoge-
nes. Some of these genes like ¢-myc
have been previously involved in
cell proliferation while others like
bcl-2 were shown to be only apop-
tosis inhibitors. Cell metabolism is
directed to cell death or prolifera-
tion depending on checkpoints
involving molecules such as p53.
The understanding of apoptosis
mechanisms in tumor cells and
apoptosis induction by various
treatments offers new perspectives
in malignant tumor prophylaxis
and treatment.
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