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1. Differentes morts cellulaires
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Les X types de mort cellulaire
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Les X types de mort cellulaire
Yan, 2020
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Les X types de mort cellulaire
Yan, 2020

Extrinsic
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2. Apoptose
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Apoptose

Br. J. Cancer (1972) 26, 239

APOPTOSIS: A BASIC BIOLOGICAL PHENOMENON WITH WIDE-
RANGING IMPLICATIONS IN TISSUE KINETICS

J. F. R. KERR*, A. H. WYLLIE a~np A. R. CURRIE{}
From the Department of Pathology, University of Aberdeen

Received for publication April 1972
Apo (= au loin / a partir de) + Ptosis (= chute)

« apoptose en complement de la mitose pour le controle
cellulaire »

— processus actif !
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Les multiples roles de l'apoptose

Développement

Différenciation

Régulation et fonctionnalité du systeme immunitaire
Elimination des cellules anormales (et/ou infectées)

Prolifération et maintien de ’homéostasie
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Apoptose dans le déeveloppement

1. « Sculpture » des organes
— ex: la digitation

Patte de souris
(Alberts, Molecular Bio Cell)

(A)
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(B) I
1mm
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Apoptose dans le déeveloppement

2. Elimination de structures vestigiales
Jacobson, 1997

C

Perte de la queue du tétard Elimination des canaux de:
. Wolf chez les femelles
. Muller chez les males
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Apoptose dans le déeveloppement

3. Ajustement du nombre de cellules

(D)
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508 — S
®
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| ©

Exemple dans le systeme nerveux: élimination du nombre
d'oligodendrocytes pour coller au nombre neurones (-50%)
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Apoptose dans le déeveloppement

4. Elimination de cellules anormales, non-fonctionnelles,
mal localisées ou dangereuses pour 'organisme

Exemple dans le systeme immunitaire: élimination des cellules
autoréactives (-95%)
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Apoptose dans le déeveloppement

5. Elimination de cellules endommagées ne pouvant étre
reparéees

PRt
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Apoptose et pathologies humaines

Inhibition

Cancers
Accumulation de cellules
Résistance aux thérapies
Surveillance défectueuse du systéme immunitaire
lymphomes, carcinomes, tumeurs hormono-dépendantes

Maladies auto-immunes
non-élimination des cellules autoréactives

Infections virales
non-élimination des cellules infectées (herpes...)
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Apoptose et pathologies humaines

Activation

SIDA
Déplétion des lymphocytes T

Maladies neurodégénératives

Alzheimer (perte neurones cholinergiques)
Parkinson (perte neurones dopaminergiques)
Sclérose amyotrophique latérale

Maladies auto-immunes
Mort excessive dans des organes spécifiques

Lésions ischémiques
Infarctus du myocarde
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Manifestations de l'apoptose

Lymphocyte normal vs. apoptotique
— bourgeonnement

Figure 9.18a The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)
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Manifestations de l'apoptose

Figure 9.18b The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

Cellules HeLa normales vs. apoptotiques
— condensation ADN, déstructuration du noyau
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Manifestations de l'apoptose

Figure 9.18d The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

Fragmentation et délocalisation de l'appareil de Golgi
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Manifestations de l'apoptose

Détection de I'histone H2B
phosphoSer 14
— condensation ADN
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Manifestations de I'apoptose

Phagocytose des corps apoptotiques

]
.
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Aspects cytologiques de I'apoptose

Membrane starts b|ebbing\
- Organelles disintegrate
The cell shrinks :

\
Chromatin condenses \\
de
i T8 ""/

: NAZEN
Apo ptos lS Nucleus and ;)rganelle;j collapse

Membrane continues to bleb

A normal cell
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Apoptotic bodies form

Macro;hages phagocytose Abou-Ghali 2015

apoptotic bodies
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Comment détecter l'apoptose ?

— détecter la phosphatidylsérine exposée a I'extérieur

SM PC CHOL

{7

PS PE PE-O

Skotland 2019

ol

= .

2 PS PE

=

'65.1_ - Feuillet

o externe

s = B

_g:u Feuillet

THE interne

Q

=

B o
100 universite

PARIS-SACLAY




Comment détecter l'apoptose ?

— détecter la phosphatidylsérine exposée a I'extérieur

Demcheko
Excitation

Emission

el VA RO

Figure 9.19 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)
Vert = annexine V % é \% Lﬂ
Orange = iodure de propidium , . :
universite
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Comment détecter l'apoptose ?

— détecter la phosphatidylsérine exposée a I'extérieur

FL3-H / PROPIDIUM IODIDE

104

10 5

107

101

10°

SECONDARY
NECROTIC

Marquage Annexine V = apoptose
Marquage Pl = membrane disloquée
(apoptose tardive/ nécrose)

4'.! ‘
-MLF il .:"'""_-_
k{i TR ). o
10° 10" 10 10 104
FL1-H I ANNEXIN V-FITC

RQ: PS sera détectée par les phagocytes
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Comment détecter l'apoptose ?

— détecter la fragmentation de 'ADN

R & K&
& & & &
¥ & ¥
¥ ¥ ¥ ¥
——
Lats2 = proteine pro-apoptotique
— ADN clivé
direction
101‘

electrophoresis

A549 H1299

Figure 9.18¢ The Biology of Cancer (© Garland Science 2014) [ ]
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Comment détecter I'apoptose ?

— détecter les cassures de 'ADN

o—9o o—©o
*————8 o— 0
—0 —
. @ @ Optional
Fix and h 0 PY T + CoCl. + —= X .. ° nuclcal; ()rt()'icr
] Was ) P 2 Was o——o counterstain
permeablize
sample (5 minutes) ——@ TdT incorporation (5 minutes) *——9 Wash (5 minutes) @
(90 minutes) —@ P —e ;
—@ of fluorescent-dUTP —0
.. into fragmented DNA l.
o—-o (60-120 minutes) o—-o
o—o o—o
O 0 O —

Fluorescently-labeled

DNA fragment
DNA fragment

= Terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP nick-end

labelling
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Apoptose vs. nécrose

Table 9.3 Apoptosis versus necrosis

Apoptosis Necrosis

Provoking stimuli

Morphological changes

Affected cells
Cell volume
Chromatin
Lysosomes

Mitochondria

Inflammatory response

Cell fate

Molecular changes
Gene activity
Chromosomal DNA
Intracellular calcium

lon pumps

programmed tissue remodeling
maintenance of cell pool size

genomic damage

metabolic derangement
hypoxia

imbalances in signaling pathways

individual cells
decreased
condensed
unaffected

morphologically normal initially

none

apoptotic bodies consumed by
neighboring cells

required for program
cleaved at specific sites
increased

continue to function

metabolic stresses
absence of nutrients

changes in pH,
temperature

hypoxia, anoxia

groups of cells
increased
fragmented
abnormal

morphologically
aberrant

marked

lysis

not needed
random cleavage
unaffected

lost

Adapted from R.J.B. King, Cancer Biology, 2nd ed. Harlow, UK: Pearson Education, 2000.

Table 9.3 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)
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3. Genes de l'apoptose
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Découverte

Prix Nobel 2002

Sydney Brenner H. Robert Horvitz John E. Sulston
Prize share: 1/3 Prize share: 1/3 Prize share: 1/3

1.2mm

DORSAL
ANTERIOR intestine eggs gonad POSTERIOR

4-.:\ — =\
I‘\ === - anus
pharynx oocyte musde] o v
1090 cellules dont 131 meurent par uterus vulva epidermis o
apoptose au cours du développement VENTRAL Caenorhabditis elegans
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Genes CED...

Regulator  Adapter Effector

C. elegans CED-9— CED-4 —> CED-3 — Death

CED4 et CED3 déclenchent I'apoptose
CED9 les régule
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Genes tres conserveés

Regulator  Adapter Effector

C. elegans CED-9— CED-4 —> CED-3 — Death

Vertebrates Becl-2 — Apaf-1 —» Casp9 —» Casp3 —>» Death
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Les caspases

= Cystein-dependent aspartate-specific protease

QACXG
Prodomaine Grande sous-unité l Petite sous-unité
[ ] { et} | Procaspase inactive
2 -
\
\sp \sp

l prom— o Busser 2009

Caspase active

— - QACXG = site catalytique

Clivage de substrats spécifiques
(caspases, actine, kératine, PARP...)

Apoptose universite
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Les 14 caspases

« effectrices »
3/6/7

« initiatrices »
2/8/9

9 = mitochondriale

~p20 ~p10
L) L 1
28 175
277
Casp-3 | ' " ||| l I |
_[ ZSl 198
303
Casp-7 I l “ ”l LI |
ZBl 179 194
293
L Casp-6 N | 1T 11
216 374] 1385
479
— Casp-8 [ DED || DED | ' I B
219 415
521
— L—casp-10 [[DEDID]NDED] | | |
315‘1331
416
Casp-9 [ CARD | | | [ Ml
|| 152 316 331
435
Casp-2 [ CARD | || [T I
270 290
37T _
Casp-4 [carp | W |
377
Casp-13 || _CARD | l |
311 331
418
Casp-5 [ CARD | l 1T ]
373
— Casp-11 | cArRD | [] 0 i
419
—Casp-12 [ CARD ] | | | I
119 297 317
404
Casp-1 [ CARD | N |
242
Casp-14
L1 L2 L3 L4 —

— inflammation
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Caspases initiatrices

Pro-caspase 8

h‘ Auto-clivage

]
— Cospase 8
I

»

Caspase ¢

1 Auto-clivage

B C‘ASPASES INITIATRICES
A PRO-DOMAINE LONG
Pro-domaine long
4+
" pepl  DED2
E ] _
DED
FADD  [NDEDN I _
1, =
5 ] _
]
b
o
L=
]
Protéines
adaptatrices
a
=
E
2
5
'E
o CARD
= CARD
o oR ~
Apaf-1 [ [T NSDNTHEITH

(WD | IBD >

I_J_I

Pra-domaine long

Pro-caspase ¢

Couzinet 2002

DED = Death Domain Effector
CARD = Caspase Recruitement Domain

— Domaines d'interactions protéines -
protéines
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Caspases effectrices

F'ru-:lnrll:ll'rl court il-:
I]'m—r.:-u:p-mﬂl |!i [}

Caspases 5, 6,7

Couzinet 2002

Clivees par les caspases initiatrices
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Caspases effectrices

Coupe cancer du sein

(©

Ex de la caspase 3 détectée par un anticorps specifique de la forme clivée
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A la suite des caspases effectrices

Caspases

N

Inhibitor of
DNase (ICAD)

Muclear
lamins

Cytoskeletal proteins
(actin, myosin, a-actinin,
tubulin, vimentin)

Golgi
matrix proteins

Scramblase

DOMA fragmentation  Fragmentation

of nucleus

Cytoskeletal disruption,
cell fragmentation,
membrans blebbing

Fragmentation
of Golgi

Translocation of
phosphatidviserine
to cell surface
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Ex: Caspase-activated DNase
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Les 2 voies de l'apoptose

ROle de récepteurs de la membrane
plasmique
= voie extrinseque

Role de |la mitochondrie
= voie intrinseque
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Les récepteurs de mort

= voie extrinseque de l'apoptose

Jingjing 2019

Fasl, expression:
Activated T cells and NK cells
MDSCs, Tregs, tumor cells,
endothelial cells,
testis and eye

CDQSL/FasLl

CD95/Fas.

iFADD

Caspase 8

23 TRAIL
R

TRAIL expression;
Widely and constitutively expressed
and/or secreted

‘l Trail ‘

Decoy
Receptors

(9)

Cleavage of
effector caspases

-~ v

Apoptosis

TNF_expression:

Macrophages
Lymphocytes
Mastocytes
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Les récepteurs de mort

= voie extrinseque de l'apoptose

FAS DR5
()
L)

AL

procaspase 8

(procaspase 10)\',

\‘

Oo caspase 8
| e FADD = Fas Associated Death Domain

caspase cascade

Y
\

Figure 9.32a The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)
[ ]
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Role de la mitochondrie

= voie intrinseque de I'apoptose

control + staurosporine

Figure 9.26¢ The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

Staurosporine = inducteur apoptose
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Role de la mitochondrie

= voie intrinseque de l'apoptose

untreated

(B)

(A)

(@) (D)

Figure 9.25 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

Relargage du cytochrome c (en vert) par les mitochondries
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Role de la mitochondrie
= voie intrinseque de l'apoptose

anti-apoptotic

pro-apoptotic (survival) signals
Af\af_1 (death) signals :
- L closed channel
YV

\“i//// d?ap::el 000 (%) Oo 000
\ [
© 100
r— o°o - ®
C

ytochrome c

inner mitochondrial
membrane

outer mitochondrial
© membrane
procaspase 9

Relargage du cytochrome C dans le cytosol
/ %ﬁ capase s — Lien avec Apaf1
[/

initiator ©C apoptosome

— Formation apoptosome avec Pro-Casp9
procaspase c/gl\\b . — Activation Casp 3/6/7

%

apoptosis (IAPs)

I
X ‘ 1 inhibitors of
1%

executioner executioner
procaspases-3,6,7

caspases-3,6,7

e_—_" @
L) 00

/—\ N (\ '\)
ICAD lamin cleavage 1/
death of death \J\J I
substrates vimentin actin substrates
etc.

Figure 9.30 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)
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Interactions des 2 voies

death
ligand

death
receptor

plasma membrane

4 granzyme B
A

| l

——— executioner

initiator /—\O caspase 3
procaspases LS © caspase 8
, /—\ caspase 8 J
-
(¥
caspase 10 ,
- /
( ‘ : ) (%
'J_‘g/ tBld ®
executioner @ /\A B|d Q
procaspases . © © © cytochromec
/ 5
o>
Q Apaf-1
apoptosome
i caspase 9

. &Y "V‘u g,—,

i AY
death ICAD lamin :gﬁlpu
substrates vimentin actin d

etc.

Figure 9.34 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)
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Controle de I'apoptose

Regulator  Adapter Effector

C. elegans CED-9— CED-4 —» CED-3 — Death

Vertebrates Becl-2 — Apaf-1 —» Casp9 —» Casp3 —>» Death
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Controle de I'apoptose

Bcl-2 family Bcl-2,

Bcl-X,, A1,

receptor domain Bcl-W, Mcl-1
al a2 o3 o4 ob5 06 a7 08 09
I | 1 11 | N
& W—
Bax family : L ™ Bax,
Bak, Bok
al o2 a3 a4 ob5 o6 o7 o8
1 [ [ 11 [ [ 171
BH3-on|y * Bld
family
W—
Aﬂj Blm:

Bik, Bad,
ligand Bmf, Hrk,
domain Noxa,

Puma

Figure 9.26a The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)
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Activation voie intrinseque apoptose

Mitochondrie lésée

=5

Apopiofic
signal BH3 domaln
Mitochondrial

binds
HI[I}EI]I'B o groowve

oufer membrane
1, (;;v_p %} —

//T-

Création du Pore Mitochondrial dans la membrane externe (MOMP)
— Permet la sortie du cytochrome c
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Activation voie intrinseque apoptose:
Régulation par Bcl2

Pihan 2017

a b
Antiapoptotic BCL-2 proteins

(Brd B3 B Brial ([ 1—4 BCL2 — ‘m‘

BCL-2, BCL-X,, MCL-1, BCL-w, BCL-Band A1

Proapoptotic BCL-2 proteins ,BH&OW ) —» BAX/BAK

Effectors BID_

(A e e ) }

BAX, BAK and BOK PUMA MOMP

BH3-only proteins vom

(& Gl X, bty o —
BIM, PUMA, NOXA, BAD, BMF, HRK, BIK, 1 A

BNIP3, NIX and tBID Mu/ ! !_:‘, Cytochrome ¢

Bcl2 inhibe activation Bax/Bak -> pas d'apoptose
Bcl2 anti-apoptotique
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Activation voie intrinseque apoptose:
Régulation par Bcl2

genotoxic
damage, death
hypOX|a cytokine anoikis, receptors,
deprlvatlon uv granzyme B
| |
p53 | ca flux, |1
ster0|d : : taxol uv :
(I 1 ?
-7 \J | I
\ \
Noxa Puma 'Bad @ Hrk : Bik (pro-apoptosis)
| Llf) J l ;
// tBid
Bcl-2/Bcl-X|

(pro- survwal)

1 t

Bax/Bak @ |
(pro-apoptosis) |
|

|

I

|

- — <

Figure 9.28a The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

Bcl2 est inhibé par des signaux pro-apoptotique !
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Activation voie intrinseque apoptose:
Régulation complexe...

(b) Presence of trophic factor: Inhibition of . )
caspase activation Présence d'un

Trophic factor —‘ facteur de

Q 2 )il survie
—5-
Inhibition de
/

I'activation des
@13 kinasd capsases
s 1.
@/ Activation récepteur

2
[ Procaspase 9 | Phorsphorylation et
Apaf 1 séquestration de Bad
(\- 3.
| A Inactivation de Bax par
\ Ao | ’ Bcl-2/Bcl-X
3 e
| | ,‘]
Situation controle... .
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Activation voie intrinseque apoptose:

Régulation complexe...

>~ _— Trophic factor receptor

Plasma membrane
Death

Cleavage of substrate:

— /
PI-3 kinase) [Procaspase 3 /I—> 3

/ B

| Procaspase 9 |

‘ Quter
’ mitochondrial
membrane

Activation de la voie apoptotique

Absence d'un
facteur de survie
=>

Activation des
capsases

1.
Bad inactive Bcl-2/Bcl-xL

2.
entrée d’ions, perte de
potentiel membranaire

3.

Libération cytochrome c
et formation complexe
avec Apaf-1

4
activation capsases

universite
PARIS-SACLAY




Induction apoptose par p53

lack of uv ionizing oncogene blockage of
nucleotides radiation radiation signaling transcription

N ﬂﬁ )
p53

cell cycle DNA block of
arrest repair angiogenesis

IOR\
return to
proliferation

hypoxia

apoptosis

senescence

Figure 9.8 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)
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Induction apoptose par p53

IGF%P-B lG;UZ
FasL L
- Q W o . IGF-1R
——— ”&f )\ T § =
* ‘ﬂ% I /1N
i ps3%?i ,GFBP_%% PI3 kinase
|
1 \W}iw
‘ 2
t WJ%WBMI //s{igr;al\S\\

Bad

.~ T caspase 8 \(\”‘)/_\

(%) t
/\‘o Mop osome active inactive
caspase 10 FOXO3
Wy S -
Bax . . y
\l \ active inactive
executionerg, —— —a
caspases \‘g 000 Ooo g — 9
H active inactive
© ©

death ()

substrates %&0
(%)
) (%]
(%)
» )
© (%)

Figure 9.35 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)

©
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Stratégie anti-apoptotique des
cellules cancéreuses

FAS TNFR1  DR4,5  |gpgp-3 [GF-1

9% ’ ’ —

oo d o o [V i

iii X AX } —IGF-1R
r—’ L [ }

mim |

Brmiton e" { Bleu = pro-apo réduite
[ et | TR Rouge = anti-apo augmentée
—n—e

¢ N
P e o S
9 0\ R, PTEN REX2a
¢\ E\AktIPKB
executi P T a

p53

- PUgIA
[wipt] — &5 5)
Bax

Mdm? | ‘_Akt/PKB

T
—|r—

Figure 9.36 The Biology of Cancer (© Garland Science 2014)
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Conclusions

'apoptose est un processus absolument nécessaire au développement,
mais aussi a I'hnoméostasie de lI'organisme avec par exemple I'élimination
de cellules T auto-réactives ou de cellules anormales.

'apoptose est possible grace a l'activation de protéines tres conservées
au cours du temps = les caspases.

Les caspases initiatrices (2/8/9) vont étre activées par une signalisation
externe (voie extrinseque) ou interne (voie intrinseque, essentiellement
mitochondriale), aboutissant a l'activation des caspases effectrices
(3/6/7)

L'apoptose est régulée par la famille Bcl, avec des membres inhibiteurs
(Bcl2) et des membres activateurs (Bax, Bak).
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