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Régulation

de la mort cellulaire
programmeée :

vers une conception
plus dynamique

Arnaud Couzinet, Zoltan Hérincs,
Anne-0dile Hueber

> La mort cellulaire joue un role fondamental dans
le maintien de Iintégrité de I'organisme et son
déréglement a été identifié dans de nombreux pro-

REVUES

cessus pathologiques. Une activation en cascade
de protéases a cystéine - les caspases - conduit
au clivage de divers substrats protéiques essen-
tiels ala survie cellulaire et permet I'amplification

&

d’un signal de mort provenant principalement de
deux voies : (1) 'une déclenchée par des protéines
relarguées par des mitochondries ; (2) Pautre
engendrée dans la membrane plasmique par des
récepteurs, membres de la famille du TNFR (tumor
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necrosis factor receptor). Pour chacune de ces
voies, les mécanismes d’intégration des signaux
s’établissent au niveau d’un complexe multipro-
téique, respectivement I'apoptosome et le DISC
(death inducing signaling complex). C’est en agis-
sant sur la formation et/ou sur I'activité de ces
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giques est probable-

des complexes multiprotéiques localisés dans _
ment une des meil-

d’autres lieux stratégiques de la cellule sont éga-

leures preuves de cet
lement indispensables a I'intégration et/ou a la

engouement. |l a été introduit en 1972 par J.F. Kerr et A.H.
régulation des signaux de mort cellulaire. < Wyllie et désigne une séquence d’altérations morpholo-
giques comprenant une condensation du cytoplasme et du
L I B [

noyau, une fragmentation de I’ADN, un bourgeonnement
de la membrane plasmique [2] et une perte de I"asymétrie

La mort cellulaire programmée, un des processus par
lequel des cellules surnuméraires, dysfonctionnelles ou
ectopiques, disparaissent de 'organisme, est nécessaire
au développement et au maintien du bon fonctionnement
de tout organisme vivant. Alors qu’on savait des le milieu
du XIX®siécle [1] que la disparition d’une cellule ne résul-
tait pas d’une simple incapacité de résister a 'usure du
temps ou aux agressions de I’environnement, mais plutot
d’une capacité de s’auto-détruire en quelques heures, ce
n’est que depuis moins de trente ans que la mort cellulaire
a été considérée par les biologistes comme une fonction a
part entiere. Ce domaine de recherche a alors connu un
essor considérable et soudain. l'adoption du nom « apop-
tose » pour définir ’ensemble des morts cellulaires pro-

Un glossaire regroupe I’'ensemble des abréviations utilisées dans les articles trai-
tant de I"apoptose, p. 881.

M/S n° 8-9, vol. 18, aolit-septembre 2002

membranaire. La définition de I"apoptose reposant uni-
quement sur des criteres morphologiques, ce terme est
apparu depuis 2 a 3 ans trop restrictif pour définir I’en-
semble des morts cellulaires programmées (certaines ne
s’accompagnant pas forcément de cette séquence sté-
réotypée de modifications) [3, 4], et I’on préfére parler
maintenant de mort programmée au sens large. Aprés
cette phase purement phénoménologique, les recherches
sur la mort cellulaire ont connu une accélération molé-
culaire, notamment avec le travail pionnier de B. Horvitz
sur le développement du nématode C. elegans [5], qui a
permis d’identifier I’existence d’un programme molé-
culaire permettant aux cellules de déclencher leur mort.
Au cours du développement de ce ver, 131 cellules sur
1 090 meurent au cours d’un processus faisant intervenir
quatre protéines-clés, chacune constituant maintenant
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le prototype d’une famille de génes chez les mammiferes
(Figure 1) : CED-9 (’homologue des protéines anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2) en interagissant avec
CED-4 (’homologue de la protéine pro-apoptotique
Apaf-1), ’'empéche d’activer CED-3 (I’homologue de la
caspase 1/1CE). La mort cellulaire est déclenchée quand
la protéine EGL-1 (I’homologue des protéines pro-apop-
totiques de la famille Bel-2 & domaine BH3) se lie & CED-
9 et I'inactive, libérant ainsi CED-4 qui peut alors s’oligo-
mériser avec CED-3 et provoquer son auto-activation.
Les cellules de mammiferes expriment plusieurs membres
de chacune de ces quatre familles de protéines et ont
ainsi élaboré des réseaux complexes de signalisation
conduisant a la mort cellulaire.

Les caspases : acteurs principaux
dans I’étape d’exécution

La premiere évidence du rdle primordial des protéases a
cystéine, appelées plus tard caspases (cysteinyl aspar-
tate-specific proteinases) (1) dans Iétape d’exécution
d’un signal de mort provient de I'identification, puis du

clonage, du géne pro-apoptotique ced-3 chez C. elegans [6], dont le pre-
mier homologue identifié chez les mammiféres a été ICE (interleukin-1 3

converting enzyme), plus tard rebaptisé caspase 1. On connait maintenant
14 caspases différentes. Uensemble des membres de cette famille d’en-

doprotéases possede un site catalytique comprenant un résidu cystéine
localisé dans un motif QACXG (ol le résidu X est R, Q ou G et le résidu cys-

+ Les caspases a long pro-domaine dites caspases
d’amont ou « initiatrices » contiennent des motifs
d’interaction protéine-protéine, tels que les domaines
DED (death effector domain) pour les caspases 8 et 10
ou CARD (caspase recruitement domain) pour les cas-
pases 1, 2, 4 et 9, par I'intermédiaire desquels elles
sont recrutées au niveau de complexes protéiques de
signalisation puis auto-activées.

Les caspases 3, 6, 7 et 14 possedent quant a elles un
pro-domaine plus court (10 a 40 résidus) et sont dites
caspases d’aval : ne possédant pas de domaine leur
permettant d’étre recrutées et de s’oligomériser, elles
sont activées a la suite de leur clivage par une autre
caspase (& pro-domaine court ou long) ou par la gran-
zyme B, aboutissant a un fonctionnement dit en cas-
cade. Leur activation conduit au clivage de diverses
protéines substrats (pour revue, voir [8]) a I'origine de
la plupart des événements biochimiques, structuraux
ou morphologiques de "apoptose.

La mise en route :
quelles sont les voies moléculaires
conduisant a ’activation des caspases ?

l’activation en cascade des caspases permet une
amplification d’un signal initial. A ce jour, deux grandes
voies moléculaires principales conduisant a I'activation
des caspases ont été identifiées : (1) la voie déclenchée

téine est directement impliqué dans le processus cataly-
tique). Ces enzymes reconnaissent, puis clivent, des
chaines polypeptidiques au niveau d’un résidu aspartique
de la partie carboxy-terminale. La spécificité des cas-
pases pour leur substrat est déterminée en particulier par
la nature du résidu en position P4 du site de
clivage/reconnaissance (WEXD, DEXD ou [L/V]EXD) qui a
permis de définir trois sous-familles. Ces enzymes existent
dans le cytoplasme sous une forme inactive (zymogene).
Leur protéolyse (par d’autres caspases ou par elles-
mémes grdce a leur activité auto-catalytique) provoque la
dimérisation des formes zymogenes conduisant a leur cli-
vage. Un premier clivage libere une premiere sous-unité
(p10/p12), tandis qu’un second clivage engendrera une
sous-unité de taille plus importante portant le site cataly-
tique (p17/p20) (Figure 2A). Uenzyme active ainsi formée
est composée de deux hétérodimeres composés chacun de
I'association des deux sous-unités (et comprend donc
deux sites catalytiques) (pour revue, voir [7]).

Toutes les caspases possedent, en position amino-ter-
minale, un pro-domaine dont la taille, variable, est a
I'origine d’un mode d’activation particulier qui a permis
une classification supplémentaire de ces enzymes
(Figure 28B).
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Figure 1. Les protéines essentielles au programme de mort cellulai

gans et chez les mammiféres. Les études génétiques chez C. elegans (A) ont

permis de définir quatre protéines-clés essentielles au programm

lulaire chez ce nématode et dont les homologues maintenant identifiés chez les

mammiféres (B) constituent les prototypes de familles de génes.
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par des protéines relarguées par des mitochondries
endommagées ; (2) la voie déclenchée au niveau de la
membrane plasmique par I'activation de récepteurs
membranaires.

La voie intrinséque mitochondriale

La mitochondrie, depuis longtemps identifiée comme I"or-
ganite indispensable a la production d’ATP, a été plus
récemment également impliquée dans la régulation des
mécanismes moléculaires de mort cellulaire. €n effet,
dans une cellule engagée dans un processus de mort cellu-
laire (& la suite de stimulus engendrant un stress ou un
dommage cellulaire, que ce soit a la suite d’un choc ther-
mique ou osmotique, de radiations ionisantes, ou d’un
sevrage en cytokines), on observe une perméabilisation

« Une des hypotheses postule I"ouverture d’'un mégapore
mitochondrial appelé PTPC (permeability transition
pore complex) [9], complexe multiprotéique composé
en majorité de la porine de la membrane mitochon-
driale externe (aussi appelé VDAC, voltage dependent
anion channel), et d’un « translocateur » de nucléo-
tides a adénine (ANT), inséré dans la membrane mito-
chondriale interne. Selon ce modele, des protéines pro-
apoptotiques (telle que Bax), en s’associant au PTPC,
favoriseraient son ouverture, provoquant ainsi un gon-
flement de la matrice mitochondriale (d a une entrée
d’eau et de solutés provoquée par une hyperosmolarité
de la matrice). Lors de cette expansion, I'excédent de
surface de la membrane interne par rapport a la mem-
brane externe provoquerait une rupture mécanique de

&

des membranes mitochondriales (& I'origine de la libéra- cette derniére.

tion de protéines pro-apoptotiques de I'espace intermem-

Un autre modeéle suppose un dysfonctionnement de
I’échange ATP/ADP mitochondrial lié a la fermeture de VDAC, provo-
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branaire vers le cytosol) accompagnée dans la plupart des
cas d’une chute du potentiel transmembranaire mitochon-
drial (AW,,). Le mécanisme précis de cette perméabilisa-
tion membranaire reste encore tres controversé. Plusieurs
modeéles sont proposés et pourraient coexister (Figure 3).

quant une accumulation de protons dans 'espace intermembranaire,
responsable a la fois du gonflement de la matrice et d’une production
de radicaux oxygénés. Ce modele ne permet cependant pas d’expliquer
comment une libération des protéines apoptogénes pourrait précéder
la chute du AW, [10].

+ Un dernier modéle sug-

gere plutét la formation

A d’un pore dans la mem-
Grande Qan Petite
) - " brane mitochondriale
Pro-domaine sous-unité sous-unité P
P externe permettant la

(forme zymogene)

s Asp-X Asp-X . libération de protéines
v I dans le cytosol sans
1 clivage aljcerat|on p.hy5|qufe de la
mitochondrie (voir plus
Enzyme . loin). La protéine pro-
Asp-X partiellement clivée i
apoptotique Bax pour-

I e rait €tre a 'origine de la
28 clivage v QACKG QACXG for.matioln de ce. pore,

Homodimérisation soit en interagissant
4 + directement avec des
lipides, soit en s’asso-
ciant au VDAC ou bien

N ¥

encore par auto-oligo-

QACXG mérisation ou formation
d’oligomeéres avec un
Caspase |
mature et active autre membre de la
méme famille [11].
OACKE Les protéines ainsi libé-

rées sont maintenant
Figure 2A. Activation des caspases. Dans leur forme inactive (zymogeéne), ces enzymes sont constituées d’un pro-  regroupées sous le nom
domaine, d’une grande sous-unité (portant le site catalytique) et d’une petite sous-unité. Leur clivage en deux ~ générique de SIMP (solu-
étapes successives, libérant d’abord la petite sous-unité puis la grande, conduit & la formation de la forme  ble inter membrane mito-
active de ’enzyme : deux hétérodiméres composés chacun de I’association des deux sous-unités, et comprenant ~ chondrial proteins) et

donc deux sites catalytiques. possedent toutes une
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activité pro-apoptotique (Figure 4). Une premiére
classe de SIMP agit sur la voie classique d’apoptose
dépendante des caspases. On y distingue des pro-cas-
pases, le cytochrome ¢ et un répresseur d’inhibiteur de
caspases, la protéine Smac/DIABLO. Une fois libéré
dans le cytosol, le cytochrome c interagit avec I’homo-

déclenche - d’'une maniere indépendante des caspases -
la fragmentation de la chromatine en particules de haut
poids moléculaire [13].

La voie extrinséque des récepteurs membranaires
Certains des membres de la superfamille des TNFR (tumor

(0) mss logue de CED-4, la protéine Apaf-1 et la forme zymo-  necrosis factor receptor) (1), connus sous le nom de
1’:2’1"04’ géne de la caspase 9, formant ainsi, en présence d’ATP,  « récepteurs de mort », ont la particularité de posséder
P un complexe multiprotéique appelé apoptosome a I’ori-  dans leur portion intracellulaire une région conservée
gine du clivage - et donc de la formation de la forme appelée le « domaine de mort » (DD, death domain), un
active - de la pro-caspase 9 [12]. Cette derniére acti-  motif protéique d’environ 80 acides aminés nécessaire a
vera @ son tour d’autres caspases exécutrices comme la transmission du signal de mort par ces récepteurs. La
les caspases 3 ou 7. La protéine Smac/DIABLO, quant a  découverte de ces récepteurs de surface induisant spéci-
elle, se lie aux protéines inhibitrices de I"apoptose (IAP)  fiqguement un signal de mort a, au cours de ces derniéres
et les inactive (voir plus loin). années, largement contribué a une meilleure compréhen-
L’AIF est, pour I’instant, le seul représentant d’'une autre  sion des mécanismes moléculaires mis en place lors de
classe de SIMP : il s’agit d’une flavoprotéine qui I'induction de la mort cellulaire programmée. Les sous-
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Figure 2B. Exemple d’activation séquentielle des caspases. Les pro-caspases initiatrices possédant un long pro-domaine (pro-caspase 8 ou 9)

s’auto-clivent a la suite de leur interaction avec des protéines adaptatrices possédant des motifs identiques (DED ou CARD), puis activent des

pro-caspases a pro-domaine court comme la pro-caspase 3. CARD : caspase recruitment domain ; DED : death effector domain ; WD : 40 répéti-

tions tryptophane/acide aspartique ; NBD : nucleotide binding domain.
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membres de cette famille sont au nombre de 7 : Fas
(CD95/APO-1), TNFR1 (p55/CD120a), DR3, DR6, p75NGFR
(nerve growth factor receptor), ainsi que les deux récep-
teurs de TRAIL, les molécules DR4 (TRAIL-R1) et DR5
(TRAIL-R2) (pour revue, voir [14]).

La capacité d’induction de mort cellulaire relayée par le
récepteur Fas ayant été la premiere décrite, nous avons
choisi cette voie de signalisation pour illustrer I’en-
semble des voies de ces récepteurs de mort [15] (). La
voie de signalisation en aval de Fas conduisant a la
mort cellulaire est particulierement bien définie (Figure
4). Larecherche des molécules se liant & sa région cyto-
plasmique a tout d’abord conduit a 'identification de
FADD, une protéine cytoplasmique ubiquitaire qui
contient, dans sa partie carboxy-terminale, un domaine
de mort. U'oligomérisation de Fas permet le recrutement
a la membrane de FADD grace a une interaction homo-
typique entre domaines de mort. Outre son domaine de
mort, FADD possede dans sa partie amino-terminale un

autre domaine appelé domaine effecteur de mort
(DED), grace auquel FADD attire a son tour la pro-cas-
pase 8 (la forme zymogene de la caspase 8). Le com-
plexe multiprotéique formé a la membrane par Fas,
FADD et la caspase 8, a la suite de la multimérisation
du récepteur Fas par son ligand (Fas-L) a été appelé le

DISC (death-inducing signaling complex) [16]. Le rap- (0) ms
1999, n°6-7,
prochement des pro-caspases 8 dans le DISC permet 0. 909

leur clivage réciproque et la libération des formes

actives de la caspase 8 dans le cytosol, qui vont a leur

tour cliver un certain nombre de caspases effectrices  (;7) s

telles que les caspases 3, 6 et 7. 2001, n°10,

Jusqu’a présent, il avait été supposé que le ligand de Fas ~ P- 1088

sous forme homotrimérique (composé de trois mono-

meres identiques) engageait trois monoméres de Fas conduisant ainsi a

’assemblage d’un récepteur trimérique et a "agrégation des domaines

de mort sous la membrane [17]. Mais ce modéle d’assemblage du récep-

teur Fas a été récemment remis en cause par les travaux des équipes de

M. Lenardo [18] et G. Ruberti [19] qui ont démontré non seulement que
Fas possédait la capacité

A

e . |-_|+
i o=
FERMETURE DE VDAC

de s’assembler en trimeres
© VDAC indépendamment de I’en-

ANT gagement de son ligand,

0 Box mais que ce pré-assem-

blage des monomeres en

e Cytochromec L . .

. trimeres etait un pre-
requis a la liaison de Fas-L
et donc a la transmission
du signal de mort. La
région nécessaire a cette
trimérisation de Fas appe-
lée PLAD (preligand as-
sembly domain) est cons-
tituée des 49 premiers
acides aminés de la région
amino-terminale de la
portion extracellulaire de
Fas et est donc distincte
du domaine de liaison a
o e Fas-L. Ainsi, indépendam-
ment de la présence d’un
y . ligand, des trimeéres et des
monomeéres de Fas co-exis-

PORES LIPIDIQUES CANAL Bax/VDAC CANAL Bax/Bax tent dans la membrane

plasmique (). Cette dé-

Figure 3. Modéles possibles de libération des SIMP (soluble inter membrane mtichondrial proteins) de espace  couverte souléve évidem-

intermembranaire vers le cytosol. Les modeles A et B proposent une rupture mécanique de la membrane externe ~ ment plusieurs questions

mitochondriale provoquée par le gonflement de la matrice intermembranaire mitochondriale. Ce dernier serait  intéressantes. Ces trimeres
dii & Pouverture du PTPC (pore transition permeability complex) (A) ou & la fermeture de la porine (VDAC) (B), ~ peuvent-ils engendrer un
entrainant une altération dans I’échange ATP/ADP. Le modele (€) propose la participation du membre pro-apo-  signal indépendamment

totique de la famille Bel-2, Bax, soit dans une régulation des pores lipidiques ou du canal VDAC, soit en formant ~ du ligand ? Dans 'affirma-

lui-méme un canal a la suite de son oligomérisation.
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Figure 4. Schéma général
réprésentant les deux voies
principales de déclenchement
de la mort cellulaire. 'oligo-
mérisation de Fas, engendrée
par interaction avec son
ligand, permet le recrute-
ment de FADD et de la pro-
caspase 8 a la membrane
plasmique grace a des inter-
actions homotypiques entre
respectivement les domaines
DD (death domain) et DED
(death effector domain). Le
complexe multiprotéique
ainsi formé a été appelé DISC
(death-inducing signaling
complex). Le rapprochement
des pro-caspases 8 dans le
DISC permet leur clivage
réciproque et la libération de
la caspase 8 dans le cytosol,
qui va a son tour cliver un
certain nombre de caspases
effectrices telle que la cas-
pase 3. Une deuxieme voie,
déclenchée par le clivage de
la molécule Bid par la cas-
pase 8, est caractérisée par
une perméabilisation des

membranes mitochondriales

Noyau

DD
Pro-caspase 8
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Bax/Bak tBid
@ - €0 «— 0 +— i
Caspase 8
Bcl-2/Bcl-x, N Apoptosome
oo ®
* z.t. Pro-caspase 9
ytc
CARD
/ Apaf-1 _—
CARD

Mitochondrie
‘ [ @

Caspase-9

”—|°

Smac/DIABLO

\4

Pro-caspase 3

Fragmentation :><:
chromatinienne

Cascade
\ de caspases
Clivage
@ de substrats
:>< critiques pour

la survie

Caspase 3

aboutissant au relargage dans le cytosol des SIMP (le cytochrome ¢, Smac/DIABLO et AIF) : le cytochrome c interagit avec la protéine Apaf-1

(apoptotic protease activating factor) permettant, en présence d’ATP, le recrutement de la pro-caspase 9, formant ainsi un complexe multipro-

téique appelé apoptosome, a I'origine de I"activation de la caspase 9, qui activera a son tour la caspase 3. La protéine Smac/DIABLO, quant a elle,

se lie aux protéines inhibitrices de I'apoptose (IAP) et les inactive. Enfin, AIF migre dans le noyau, ol elle met en route la fragmentation chroma-

tinienne. WD : 40 répétitions tryptophane/acide aspartique ; NBD : nucleotide binding domain ; FLIP : FADD-like ICE inhibitory proteins.
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mort ? L'agrégation de leur domaine de mort suffit-elle a
recruter des molécules comme FADD ?

Un dialogue étroit entre la voie du récepteur et

la voie mitochondriale

Lidentification de la caspase 8 dans le DISC lie directe-
ment le récepteur Fas a la cascade des caspases. Son
activation via FADD est essentielle a la mort engendrée
par Fas : les thymocytes et les fibroblastes embryon-
naires de souris déficientes en FADD ou en caspase 8
résistent a la mort induite par Fas. Cependant, I'impor-
tance de la voie mitochondriale a été récemment démon-
trée dans la mort induite par Fas au moins dans certaines
cellules [20]. €n fait, selon I'utilisation de ces deux voies
apoptotiques en aval de Fas, deux types de cellules ont
pu étre définies [20] : alors que les cellules de type |
seraient indépendantes d’une activité apoptotique des
mitochondries et utiliseraient uniquement une activité
directe des caspases, les cellules de type Il en seraient
dépendantes. Mise a part la quantité de pro-caspase 8
recrutée et clivée au niveau du DISC (faible dans les cel-
lules de type Il et importante dans les cellules de type I),
aucune différence moléculaire n’a permis a ce jour d’ex-
pliquer cette différence de comportement entre les deux
types de cellules.

Un membre de la famille Bcl-2 @ domaine BH3 récemment
identifié, la molécule Bid [21], constitue un des liens
entre la voie du récepteur et la voie mitochondriale
(Figure 4). Un fragment de cette molécule engendré a la
suite du clivage par la caspase 8 est transféré du cyto-
plasme a la mitochondrie. €n effet, Bid, en se liant a Bax,
un autre membre pro-apoptotique de la famille Bel-2
présent sous forme monomérique dans le cytosol, induit
I'oligomérisation de ce dernier et son intégration dans la
membrane externe mitochondriale, entrainant Iouver-
ture de mégapores mitochondriaux a I'origine de la chute
du potentiel transmembranaire mitochondrial et de la
libération du cytochrome ¢ [22].

Une autre protéine faisant la jonction entre les deux
voies a été identifiée. Il s’agit de la protéine régulatrice
BAR [23], qui posséde la capacité de s’associer & la fois
aux molécules anti-apoptotiques Bcl-2/Bcl-x, via un
domaine SAM et a la caspase 8 via un domaine DED.

Trés longtemps, une incertitude a plané sur le réle inhi-
biteur de Bcl-2 dans la mort induite par Fas. Une expli-
cation possible est venue de I'identification des cel-
lules de type | ou de type Il. €n effet, Bcl-2 ne jouerait
aucun role dans la mort provoquée par Fas dans les
cellules au sein desquelles une activation directe des
caspases est suffisante (type I). €n revanche, dans des
cellules dans lesquelles une amplification du signal
d’activation via la voie mitochondriale (type Il) est
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nécessaire, la mort induite par Fas serait modulée par
des protéines de la famille Bel-2.

Intégration et régulation des signaux
au niveau de complexes multiprotéiques

Pour chacune des deux voies moléculaires décrites (la
voie mitochondriale et la voie du récepteur) conduisant
a la mort de la cellule, les mécanismes d’intégration des
signaux s’établissent au niveau d’un complexe multipro-
téique (respectivement 'apoptosome et le DISC). C’est
en agissant au niveau de la formation et/ou de I"activité
de ces derniers que la plupart des modulateurs de la
mort cellulaire exercent leur action.

Les régulateurs

du complexe multiprotéique « récepteur »

Les récepteurs leurres de Fas

La plupart des récepteurs du TNF a domaine de mort exis-
tent aussi sous une forme soluble (engendrée par
épissage alternatif ou par clivage protéolytique a la
membrane plasmique) ; celles-ci bloquent la fonction
du récepteur et peuvent méme étre utilisées comme
agent thérapeutique [24]. Un épissage alternatif de
I’ARNm de Fas conduit a la production de toute une série
de protéines tronquées parmi lesquelles on trouve des
formes solubles du récepteur Fas, capables in vitro d’en-
trer en compétition avec Fas et agissant donc comme des
formes dominantes négatives [19, 25]. De facon intéres-
sante, on peut noter que "ensemble de ces variants pos-
sede la région PLAD, responsable de I"oligomérisation des
monomeres de Fas [19]. Leur capacité d’interférer avec
le signal de mort de Fas est donc liée a leur interaction
homotypique avec le récepteur Fas, perturbant ainsi son
homo-oligomérisation et donc la formation du DISC.

Un gene appelé DcR3 codant pour un récepteur leurre de
Fas, membre de la famille TNFR et se liant a Fas-L, a été
isolé [26]. Il s’agit d’'une protéine sans région trans-
membranaire et sécrétée. Bien que son homologie avec
la molécule Fas ne soit pas trés forte, sa capacité de liai-
son a Fas-L est comparable a celle de Fas. La protéine
DcR3 est capable d’inhiber la mort engendrée par Fas,
probablement en entrant en compétition avec la molé-
cule Fas au niveau de sa liaison a Fas-L.

La localisation de Fas a la membrane plasmique

La localisation spécifique, la concentration locale des
récepteurs a la membrane, la présence de molécules
adaptatrices dans la région sous-membranaire, repré-
sentent également des parametres importants de
modulation d’un signal. Dans ce contexte, nous avons
récemment mis en évidence le rdle crucial de microdo-
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maines membranaires particuliers riches en sphingoli-
pides et en cholestérol, les rafts (radeaux), dans les
signaux de mort cellulaire engendrés par Fas [27]. Nous
avons montré, d’une part, que les molécules Fas étaient
localisées de fagon constitutive dans les rafts et,
d’autre part, que les molécules FADD et caspase 8 y
étaient recrutées apres engagement de Fas. Ces régions
membranaires apparaissent essentielles a la signalis-
tion de ce récepteur puisque leur absence inhibe non
seulement la formation du DISC @ la membrane mais
également le signal de mort engendré par Fas. Il est
donc possible que les rafts puissent servir de plates-
formes a partir desquelles la cascade de signalisation

de protéines adaptatrices au domaine de mort, et donc
I’activité du DISC. Leur présence pourrait, entre autres,
empécher une auto-agrégation des récepteurs pouvant
engendrer une mort spontanée indépendante d’un
ligand. C’est le cas notamment de la molécule SODD
(silencer of death domains), qui interagit avec TNFR1

[301 (o).

Les régulateurs

du complexe multiprotéique « mitochondrial >»

Les membres

de la famille Bcl-2

Les membres de la famille Bcl-2 ont une importance

engendrée par I’engagement du récepteur Fas a la membrane plas-
mique et conduisant a la mort cellulaire est déclenchée et organisée.

Un récepteur leurre de FADD : FLIP
Plusieurs régulateurs agissent aussi au niveau de la formation du DISC.
Les plus connus sont les FLIP (FADD-like ICE inhibitory proteins), des

isoformes de caspase 8,
possédant deux domaines
DED mais pas de site
catalytique actif (Figure
5A) (o). Ces protéines
fonctionnent donc comme
des molécules leurres de
FADD en entrant en com-
pétition avec les caspases
8 pour leur recrutement
au niveau du DISC [28].
Bien qu’il existe différents
variants transcriptionnels
de FLIP, seuls deux sont
présents au niveau pro-
téique : une forme longue
c-FLIP, et une forme
courte c-FLIP;. Bien que
toutes deux soient
capables de bloquer un
signal de mort induit par
le récepteur Fas, elles
sembleraient agir a des
niveaux différents du cli-
vage de la pro-caspase 8
[29].

Il est par ailleurs raison-
nable d’imaginer que la
présence d’autres molé-
cules capables d’interagir
avec la région cytoplas-
mique du récepteur pour-
raient moduler la liaison

cruciale dans la régulation des voies de signalisation de
la mort cellulaire. Cette famille comprend aussi bien
des protéines pro-apoptotiques (comme Bax, Bak, Bad,
Bid, Bim, etc.) qu’anti-apoptotiques (comme Bel-2 et
Bcl-x,). Ualignement de leur séquence protéique a per-
mis de définir quatre régions de forte conservation

A

FLIP, BN oeo B ooep (NN

FLIPg I oe0 B obep BN

B

Bel-2, Bel-x. BH4 BH3 BH1 BH2 ™ J Groupe |
Bax, Bak BH3 BH1 BH2 ™ I Groupe Il
Bik [ BH3 BRI

) Groupe |11
Bid, Bad [ B3|

C

NIAP (BIRC1) BIR BIR BIR N
clAP-1, clAP-2

(BIRCZ. BIRC3) BIR BIR BIR CARD RING

X-IAP (BIRC4) BIR BIR BIR RING

TIAP/Survivine
(BIRC5)

Figure 5. Trois classes principales de régulateurs de la mort cellulaire. FLIP (FADD-like ICE inhibitory proteins) (A), les
membres pro- ou anti-apoptotiques de la famille Bel-2 (B), et les IAP (inhibitor of apoptosis proteins) (C). Les
domaines conservés entre les différents membres d’une méme famille sont représentés : BH (Bcl-2 homology), BIR
(baculoviral IAP repeat), CARD (caspase recruitment domain), DED (death effector domain), RING (zinc finger), ™

(domaine transmembranaire).
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appelées domaines BH (Bcl-2 homology) 1 a 4 (Figure
5B). Certaines molécules pro-apoptotiques contiennent
les domaines BH1, BH2 et BH3 (Bak), tandis que
d’autres ne contiennent qu’un seul domaine BH3 (Bid,
Bim, Bad). Le domaine BH4 est, quant a lui, spécifique
des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bel-x,, Bcl-w,
Mcl-1, Al, Diva). Ces protéines interagissent entre elles
formant des homodimeéres ou des hétérodimeres, le
niveau relatif de chaque protéine dans la cellule déter-
minant sa sensibilité @ un signal de mort [31]. Par
ailleurs, une grande majorité d’entre elles contiennent
une partie carboxy-terminale hydrophobe qui assure
leur ancrage au niveau de la membrane externe mito-
chondriale, mais également des membranes externes du
réticulum endoplasmique et du noyau.

Les molécules anti-apoptotiques siégeraient au niveau
de la mitochondrie tandis que les protéines pro-apop-
totiques posséderaient une localisation différente
(cytosol ou microtubules). A la suite d’un signal apoto-
tique, ces dernieres s’inséreraient dans la membrane
mitochondriale et induiraient sa perméabilisation [32].
Il a été proposé que cette capacité d’insertion soit liée
a leur similitude de structure avec certaines toxines
bactériennes, leur permettant de former des
canaux/pores transmembranaires modulant ainsi la
libération des SIMP [33]. D’autres auteurs proposent
qu’elles pourraient aussi étre liées a leur interaction
directe avec VDAC (voir plus haut) [10].

Deux régulateurs principaux des caspases :

les IAP et Smac/DIABLO

Contrairement a d’autres modifications post-traduc-
tionelles, le clivage protéolytique des caspases semble
irréversible et est donc soumis @ un controle tres strict.
Les IAP (inhibitor of apoptosis protein) sont des pro-
téines qui inhibent la mort cellulaire en se liant directe-
ment aux caspases (aussi bien initiatrices qu’effec-
trices), empéchant ainsi leur clivage et leur activité
[34]. Toutes possédent un ou plusieurs motifs BIR
(baculoviral IAP repeat) qui pemettent leur interaction
avec les caspases et sont donc indispensables a leur
activité anti-apoptotique. Certaines contiennent un
domaine RING (zinc finger) (Figure 5C). C’est le cas du
prototype de cette famille, la molécule XIAP, qui se lie a
la caspase initiatrice 9 et aux caspases effectrices 3 et
7, inhibant ainsi leur activité. Ason tour, 'activité inhi-
bitrice de XIAP sur les caspases peut étre réglée de
maniére négative par au moins deux protéines inter-
agissant directement avec XIAP : la protéine Smac/DIA-
BLO, une des SIMP, qui, sous sa forme active, se lie a
XIAP et inhibe sa capacité de liaison aux caspases, et
XAF-1 (XIAP associated factor 1) [35].

M/S n° 8-9, vol. 18, aolit-septembre 2002

Dialogue inter-organites : vers une conception

dynamique de la mort cellulaire

[l est probable que d’autres complexes multiprotéiques

indispensables a 'intégration et/ou a la régulation des

signaux de mort cellulaire existent dans d’autres lieux
stratégiques de la cellule. €n effet, le role de plus en
plus précis joué par des organites aussi divers que le
réticulum endoplasmique, "appareil de Golgi ou les
lysosomes a été récemment mis en évidence dans la lit-
térature (pour revue, voir [36]). Parmi ces organites se
trouve le noyau, dont le rdle a été tres étudié et dis-
cuté. Il avait d’abord été suggéré (& partir de la pré-
sence de modifications morphologiques caractéris-
tiques de I'apoptose dans des cellules enucléées [37])
que la présence du noyau n’était pas requise pour I’exé-
cution de I'apoptose, et que celui-ci ne faisait que
subir les événements mis en ceuvre pour éliminer la cel-
lule eucaryote. Des découvertes plus récentes sugge-
rent néanmoins qu’il jouerait un réle essentiel dans une
régulation du programme apoptotique. Nous Iillustre-
rons ici en commentant trois exemples que nous esti-

mons représentatifs (Figure 6).

1. Les POD (PML oncogenic domain) sont des amas
moléculaires sphériques qui, bien qu’exclusivement
nucléaires, participent activement au déroulement
de la mort cellulaire induite par une variété de sti-
mulus. Le réle des POD dans la mort cellulaire est
illustré par les situations au cours desquelles ils
sont absents des cellules. En effet, chez des souris
déficientes en PML (promyelocytic leukemia) - pro-
téine indispensable a leur formation - les cellules
sont protégées de la mort induite par Fas, le TNF, le
céramide, 'interféron, ou I’irradiation y [38]. Cer-
taines pistes moléculaires a la base de ce dialogue
entre les récepteurs de mort a la surface cellulaire
et ces protéines localisées dans ces structures par-
ticuliéres du noyau, commencent a étre bien docu-
mentées. Cest le cas de la molécule Daxx (Fas death
domain-associated protein) dont la capacité de
potentialiser la mort induite par surexpression de
Fas dans les cellules Hela a permis de définir un
nouvel axe dans la mort induite par Fas [39, 40].
Daxx, bien qu’initialement identifiée comme une
molécule se liant au DD de Fas et activant la voie
JNK (C-Jun N-terminal kinase) via le recrutement de
ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) [39,
40], a été par la suite décrite comme une protéine
nucléaire, capable d’interagir avec PML au niveau
des POD (lorsque PML est liée de facon covalente &
SUMO-1) et de réprimer la transcription (0) [41].
De maniere intéressante, la présence de Daxx dans
les POD est un pré-requis a son activité pro-apopto-

(D ) m/s
2000, n°11,
p. 1242
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tique dans la mort induite par Fas [42, 43]. Cette
molécule semble donc étre une molécule des POD
capable de répondre a un signal envoyé par un récep-
teur membranaire tel que Fas. Les travaux de I’équipe
de J. Landry ont d’ailleurs montré une relocalisation de
Daxx dans le cytoplasme a la suite d’une stimulation
par Fas [44]. Une autre molécule capable de s’associer
a Fas, la sérine thréonine kinase FIST (Fas-interacting
serine/threonine kinase), est également présente dans
les POD [45]. Cette protéine est capable d’interagir
avec FADD, formant un complexe trimoléculaire Fas-
FIST-FADD dans lequel FIST phosphoryle FADD. Par
ailleurs, FIST interagit fortement avec Daxx, mais le
compartiment cellulaire dans lequel cette interaction a
lieu demeure inconnu. Il semblerait donc qu’un certain
nombre de protéines associées aux POD ne soient pas
confinées a ces structures ou présentes exclusivement

dans le noyau comme on aurait pu I'imaginer, mais soient capables

d’interagir avec des récepteurs membranaires. La résultante est un

trafic protéique entre le noyau et le cytoplasme fournissant une

source d’échange apparemment indispensable a I’exécution de

I’apoptose.
Ces échanges protéiques
entre le noyau et le cyto-
plasme a I'origine d’une
régulation de la mort cel-
lulaire ne semblent pas
étre limités aux seules
protéines des POD,
comme le démontre le
rdle de XAF-1 et de DEDD.
2. La molécule XAF1 est
une protéine nucléaire
a domaine RING (zinc
finger) qui interagit
directement avec XIAP,
provoquant sa redistri-
bution du cytosol vers
le noyau. Ainsi, son
expression antagonise
I"activité anti-apopto-
tique de XIAP et aug-
mente le seuil de sensi-
bilité d’une cellule a
un signal de mort.
Contrairement a I'autre
inhibiteur connu de
XIAP, la molécule
Smac/DIABLO, XAF1 ne
nécessite pas de signal
d’activation  mais
interagit constitutive-

ment avec XIAP pour inhiber sa fonction dans des
cellules destinées a mourir. Dans cette optique, le
noyau est utilisé comme un outil de séquestration de
molécules anti-apoptotiques. De fagon intéressante,
le niveau d’expression de XAFl est tres faible dans
certaines lignées cancéreuses [46].

3. La molécule DEDD (DED-containing DNA-binding
protein) est une protéine localisée majoritairement
dans le noyau et se liant a I’ADN [47, 48]. €lle exerce
une activité pro-apoptotique probablement via sa
capacité d’activer la caspase 6 et d’inhiber la trans-
cription. Sa rétention dans le noyau et donc son role
de régulateur apoptotique semblent étre modulés
par son interaction avec la protéine DEDAF (DED
associated factor), trés récemment isolée [49]. Il
est intéresssant de remarquer que, comme Daxx et
FIST, DEDAF possede la particularité d’avoir une
double localisation. €n effet, outre le fait de moduler
I’activité de DEDD au niveau nucléaire, elle a été
trouvée dans le cytoplasme, favorisant la formation
du DISC en interagissant avec les DED de FADD et des
pro-caspases 8 et 10.

Membrane plasmique

i

Mitochondrie

Smac/Diablo

o— £:

XAF1 XAFl@

Noyau

Fas

Fas-L

Pro-
caspase 8

FIST

Daxx
¢ f PML
POD

Transcription

Figure 6. Le dialogue cytoplasme-noyau. Un nombre croissant de protéines réglant la mort de la cellule et possé-

dant la particularité d’avoir une double localisation (cytoplasmique et nucléaire) ont été décrites. Leur reloca-

lisation d’un compartiment cellulaire a I'autre lors d’un stimulus de mort pourrait étre un moyen de régulation

du signal apoptotique (voir glossaire, p. 881).
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Conclusions

Au cours de ces dernieres années, des analyses biochi-
miques et génétiques ont donc permis : (1) de définir un
grand nombre de voies de signalisation responsables de la
mort cellulaire ; et (2) d’identifier leurs principaux
acteurs. €n dépit de ces avancées théoriques impor-
tantes, peu de progrés ont été réalisés dans le traitement
ou la prévention des maladies associées au déreglement
de la mort cellulaire (comme les cancers, les syndromes
neurodégénératifs et auto-immuns ou les infections
virales). Il est raisonnable d’espérer que le développe-
ment d’agents pharmacologiques, modulateurs de la
mort cellulaire utilisables en thérapie, devrait constituer
un des enjeux majeurs de la médecine du XXI® siecle. ¢
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SUMMARY

Programmed cell death’ regulation: Towards a more
dynamic conception

Programmed cell death is essential for the development and
maintenance of multicellular organisms and alterations in
control of cell death/survival contribute to the pathogenesis of
many human diseases. Cell death is ultimately executed by cas-
pases, a family of cysteinil aspartate specific proteinases that
cleave critical intracellular proteins and execute the apoptotic
program. At least two major pathways for caspase activation
have been identified: (1) the receptor-mediated pathway which
involves members of the tumor necrosis factor (TNF) family of
death receptors and (2) the mitochondrial-mediated pathway
involving SIMP (soluble inter membrane mitochondrial proteins)
released from the mitochondria. A formation of a multi protein
complex which forms a template for efficient caspase proces-
sing is characteristic for each pathway respectively: the DISC
(death inducing signaling complex) is formed by the death
receptor and a set of cytosolic adaptor proteins (including pro-
caspase) rapidly recruited to the membrane after ligand bin-
ding, and the apoptosome contains cytochrome ¢, Apaf-1 and
procaspase 9. The function of these two complexes is modi-
fied at different levels by multiple inhibitory proteins: Flips
(FADD-like ICE inhibitory proteins), IAPs (inhibitor of apop-
tosis protein) and the Bcl-2 family members. The role of
other protein complexes formed at other locations within
the cell, such as the nucleus that might have a role in cell
death regulation will be also discussed. ¢
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