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Mort cellulaire

Qu'est-ce que c'est?

Quelles en sont les causes?

Quelles en sont les conséquences?

Est-ce bénéfique ou néfaste?

Pourquoi s'y intéresser?

Un mécanisme unique?
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Introduction

« Conséquence inévitable de la vie d'une cellule
« Mort cellulaire: essentielle a la vie d'un organisme
« Elimination de cellules superflues, endommageées ou dangereuses
- Homeéostasie tissulaire : équilibre entre mort et prolifération cellulaire

 Classification initiale: morphologie Mort cellulaire

Cellule vivante Type I: Type Il Type IlI:
Apoptose Autophagie Nécrose

4 (.) (C)

1972 1974
J. Kerr, J. Cormack C. De Duve



Introduction

Causes:

Processus:

Stress aigu, conditions environnementales extrémes :

Mort cellulaire accidentelle
(Accidental cell death, ACD)

Physique (pression, T°C, désequilibre osmotique)
Chimique (pH)

Mécanique (force de cisaillement/étirement)

Phénomeéene brutal

Dissociation instantanée membrane plasmique

Libération contenu de la cellule

Morts cellulaires régulées
(Regulated Cell deaths, RCD)

Pas de perturbation environnementale
Perturbations environnementales/

intracellulaires prolongées

Contrdlé par expression de genes
Opéré par machineries moléculaires

Modulable (intervention pharmaco. ou génétique)

Elimination cellules superflues (homéostasie)

Elimination cellules endommagées/dangereuses

Galuzzi et al, Cell Death & Differ., 2018



Introduction

Nécroptose

Apoptotic ecrotic
morphology morphology

Galuzzi et al, Cell Death & Differ., 2018



l. Nécrose & Nécroptose

l.1. Caractéristiques morphologiques

Cellules vivantes Type lll: Nécrose

Source: https://pathologia.ed.ac.uk/topic/necrosis/



l. Nécrose & Nécroptose

l.1. Caractéristiques morphologiques

- Gonflement des cellules, des organites (mitochondries et noyau)
« Rupture/permeéabilisation de la membrane plasmique (MP)
« Libération contenu cellule dans milieu extracellulaire Nécrose

(DAMPs - inflammation) / e "

- Pas de bourgeonnement, pas de corps apoptotiques

¢ ’ organelle
: , : ® . swelling membrane
« Fragmentation ADN aléatoire / T _ sweliing
Cellules vivantes Type lll: Nécrose & @ ’
— o', N
. 9 ’ .
\ @

1
’ e
H
releaseof\ a5 / * membrane
intracellular  © . J Fei rupture
contents (DAMPs)

Source: https://pathologia.ed.ac.uk/topic/necrosis/



l. Nécrose & Nécroptose

l.1. Activation de la nécrose

Circonstances violentes et contextes pathologiques:

« Hypoxie (ischémie, attaque cardiaque, AVC, chirurgie)

« Températures extrémes

 Infections (bactéries, virus lytiques)

« Toxines (acides, bases, venins...)

« Stress mécaniques

« Pancréatite aigue : libération anormale d'enzymes pancréatiques qui digerent le tissus adipeux

environnant, conduisant a sa nécrose

Nécrose = toujours une mort cellulaire accidentelle (ACD) ?



l. Nécrose & Nécroptose

[.1. Activation de la nécrose

Longtemps considérée accidentelle, aléatoire, non contrdlée = ACD

Mort cellulaire régulée (RDC) ?

Necrostatine

Nécrose




l. Nécrose & Nécroptose

Nécroptose

Apoptotic ecrotic
morphology morphology

Galuzzi et al, Cell Death & Differ., 2018



l. Nécrose & Nécroptose

l.2. La nécroptose, un mort cellulaire régulée

« Caractéristiques morphologiques cellules nécrotiques
 Induite par perturbations:

« Intracellulaires (récepteurs TLR3, ZBP1)

« extracellulaires (récepteurs de mort FAS, TNFR)
« Induite quand apoptose inhibée

(mutations, inhibiteur de caspases zVAD)

« Voie de nécroptose la mieux comprise:
TNFa /TNFR (7umor Necrosis Factor)
RIPK3, RIPK1 et MLKL

Extracellular space

Plasma membrane

Cytoplasm

TNF
%‘TNFM
}

N
ecrop, o83

\4

v

clAPs or LUBAC

NF-xB activation

e Cell survival
» Proliferation

e Cytokine production

e |nflammation

O G
aspase

Multiple substrates

Caspase 8 inhibition

Apoptosis

¢ Cell shrinkage

* Nuclear condensation
* DNA fragmentation

e Anti-inflammatory response

Necroptosis

e Cell swelling
* Membrane rupture
e Release of DAMPs
e [nflammation

Weinlich et al, Nat Rev Mol Cell Biol, 2016



l. Nécrose & Nécroptose

TNF
Extracellular space
, . , , TNFR1
l.2. La nécroptose, un mort cellulaire régulée
Plasma membrane
Cytoplasm l
« Caractéristiques morphologiques cellules nécrotiques ——
aspase 8 inhibition ]
 Induite par perturbations: Necrosome
Caspase 8
. Ve /;/;[;b\ Inactive
« Intracellulaires (récepteurs TLR3, ZBP1) Rk
O(RP2)
« extracellulaires (réecepteurs de mort FAS, TNFR) /RQ? R'T"f
M)
« Induite quand apoptose inhibée @-( ik
®~"MLKL”\'
(mutations, inhibiteur de caspases zVAD) A .
P wo®
» Voie de nécroptose la mieux comprise: @
Pore-forming R‘ecrui't)merg of
TNFa /TNFR (Tumor Necrosis Factor) e I |
Necroptosis |

RIPK3, RIPK1T et MLKL

Weinlich et al, Nat Rev Mol Cell Biol, 2016



l. Nécrose & Nécroptose

N
eCrOp to Sis

|.3. Détection de la nécrose & de la nécroptose

7 . 1 u:_d
Cytométrie en flux
104
o i . oy E =
/ — @‘ : = % 107 =
¢ g organelle ;;w; \ -9 ()
® . swelling A ¥ memlﬂli':ne o -9
/ B Q , Swelling 8 _8 104
2 e o =
<OV = - s
" / a . : ’ Yoel
» B ' Apaptotic
release of \ A . membrane 10° L] T I 1
intracellular ~ ~ N J » rupture 10 1 10 1 104 10°

contents (DAMPs)

Annexin V

» lodure de Propidium (IP) = Agent intercalent de 'ADN fluorescent

« Annexine V = lie Phosphatidylséerines (PtdSer) localisées dans le Rupture MP > ADN et PtdSer accessibles

feuillet interne de la membrane plasmique Cellules nécrotiques = IP+/ Annexine V +



l. Nécrose & Nécroptose

N
ecr Op tOS/'S

|.3. Détection de la nécrose & de la nécroptose

« Phosphorylation MLKL

(immunodétection)

s Inflammation (indirect)
« Libération DAMPs

e Activation cellules immunitaires



l. Nécrose & Nécroptose

N
ecrOp(O Sis

=,
—

(A . @
l.4. Pathologies et traitements C g e &
® . swelling Z P mse“rlr;ﬁrgne
( E
Pathologies "R QN
-] = .
) : & /’
. : - : S
« Infections virales et bactériennes N\ ...

intracellular ~ ~ s ) = rupture

S

contents (DAMPs)

« Neécrose des cellules infectées - limite infection
 Libération massive de DAMPs - +++ Inflammation - sepsis

« Mécanismes d'évasion par certains virus:
protéines virales (domaine RHIM) inhibent RIPKs > échappement a la nécroptose, maintien

de la réplication virale



l. Nécrose & Nécroptose

|.4. Pathologies et traitements

100 Y o
Pathologies bmim -
_. 80- R L B
+ Inflammation / maladies inflammatoires > -
R
« Neécroptose excessive g 40.
n
« +++inflammation 20-
c 1} Ll L |
0 5 10 15 20 hours
WT Mutation Mutation 22 T WT s Casp8m
Caspa™ Casp8™ Casp8™+Nécrostatine

Coupes d'intestin
Analyses
histologiques

Gunther et al, Nature, 2011



l. Nécrose & Nécroptose

|.4. Pathologies et traitements /’ 3 ‘

Pathologies Wi Mutation Mutation
Casp8m Casp8™

 Inflammation / maladies inflammatoires +Nécrostatine

« Neécroptose excessive
« +++ inflammation

« Maladies inflammatoires chroniques de l'intestin

(MICI), polyarthrite rhumatoide, psoriasis,

dommages reins, cerveau...

Survie (%)

« Cancer : rbles pro- and anti- tumoraux (selon contexte)

0 5 10 15 20 hours

........... WT — Casp8m
---- Casp8m+Nécrostatine

Gunther et al, Nature, 2011



l. Nécrose & Nécroptose

N
ecrOp(O Sis

|.4. Pathologies et traitements

Traitements

Contréle de l'inflammation par inhibiteurs de nécroptose

* Inhibiteurs de RIPK1 :
Nécrostatine (Nec-1s)
Dérivés Benzoxazepinone (BOAs) (GSK2982772 essais clinique de

Phase Il pour psoriasis, RCH, and polyarthrite rhumatoide)
* Inhibiteurs de RIPK3 : GSK843, GSK872

 Inhibiteurs de l'oligomérisation de MLKL : Nécrosulfonamide (NSA)

Necrosome

/CaspaseD

5 * Nec-1s
@rc) — e
- * Compound 1
s Cpd27
/[ @ @ —— |+ GSK’840
» GSK'843
» GSK'872
MLKL
5) * NSA
{
2 @ —Is Compound 1
>
A Ca* Na

.....
~~~~~

Pore-forming Recruitment of
complex ion channels

[ Necroptosis ‘




ll. Apoptose

I1.1. Définition, réles physiologiques & caractéristiques

Mort cellulaire programmeée, suicide cellulaire

Prix Nobel Physiologie & Médecine 2002

S. Brenner H.R. Horvitz  J. E. Sulston

Quand? Pourquoi?



ll. Apoptose

{ Tj——Upto8o%of
Epithelial cells must die e ) neurons die in
to allow fusion of palate P \\ some ganglia

s n o . P plor L, B e
I.1. Définition, réles physiologiques & caractéristiques J:h‘;ms;’tzndo‘i/)/j’ \ | Teelsae

lactation ) (}\ \ inthymus

Cells of Millerian % |\ !

ducts die in males — f \f ‘ l \%

Prostate cells die % ’f W~ Cfllsd pf{t |

7 . . when deprived of [ interadigital . -
Nécessaires aux organismes romone | ;\ [ vebhrode eson) .-
\ ; 2
o

Développement embryonnaire et chez I'adulte S8

« Morphogeneése et élimination de structures

« Maturation systeme immunitaire: élimination lymphocytes T autoréactifs

« Maturation systeme nerveux: élimination neurones qui n‘atteignent pas leur cible

« Elimination de cellules endommagées ou infectées

« Homeéostasie tissus/organes (peau, sang, intestin)



ll. Apoptose

I.1. Définition, réles physiologiques & caractéristiques

Cellule vivante Cellule nécrotique Cellule apoptotique

ST




ll. Apoptose

Apoptosis

membrane
integrity

I.1. Définition, réles physiologiques & caractéristiques

cell
shrinkage

- Silencieuse (pas ou peu d'inflammation)

« Intégrité de la membrane plasmique (MP) préservée

) ) ) apoptotic O O
« Perte des jonctions cellulaires bodies

« Perte de l'asymétrie de la MP - externalisation des PtdSer

membrane
blebbing

« Fragmentation ADN/noyau

« Bourgeonnement MP, formation corps apoptotiques (éliminés par phagocytes)

Cell Biology third edition, T. Pollard, W. Earnshaw, Elsevier



ll. Apoptose

Il.2. Mécanismes moléculaires de I'apoptose

3 phases de l'apoptose

INITIATION DECISION EXECUTION
« Dommage ADN -
- Activation récepteur de mort [ aspase J
- — cascade

 Anticancéreux
« Arrét cycle cellulaire
e Privation facteurs croissance

|

Clivage protéines cellulaires

|

Protéines Caractéristiques morpho.

famille Bcl-2 @ Q




ll. Apoptose

/2.7 Caspases

Caspase = Cysteinyl-Aspartate-cleaving proteases or Cysteine-ASPartASES
« Famille de protéases cytosoliques (11 dans cellules humaines)
« Résidu Cystéine dans site catalytique

« Clivage de protéines cibles apres résidu Aspartate (Asp)

« Synthétisées sous forme de précurseurs inactifs, activation par clivage lors de 'apoptose

Site Catalytique

(QACXQ)
NH, | I ] COOH
Prodomaine | Grande sous-unité 1 Petite sous-unité
Asp Asp
NH, COOH NH, | I COOH

Prodomaine Grande sous-unité Petite sous-unité

Pro-caspase inactive

Caspase inactive



ll. Apoptose

Caspases initiatrices
Pro-caspase 8/10

Pro-caspase 2/9

Caspases effectrices
Pro-caspase 3/6/7

Inactive

Pro-domaine

Grande sous-unité

Petite sous-unité

Catalytic site

B oD B DD [
Death Effector 1 1
Domain
Asp Asp
Caspase Activation 1
Recruitment Domain
Asp Asp
Asp Asp

Active

Caspases Initiatrices
(8/10/2/9)

Auto-activation
Clivage caspases
effectrices

Caspases effectrices
(3/6/7)

Clivage substrats
cellulaires



ll. Apoptose

apgptotic
Cascade des caspases signal

initiator caspase
(caspases 8,9)
adaptor- .
binding - - adaptor proteins n
domain — t

I )
cleavage e sifélﬁnn Etape deC|s||ve
rotease i = .y .
Homar - sites DIMERIZATION, irréversible
. ACTIVATION, —
= AND CLEAVAGE ' small
inactive monomers active subunit
caspase
. . ., ACTIVATION !!
Multiples caspases effectrices clivées: .. BY CLEAVAGE Py
. active caspase
Amplification du signal executioner caspase
P & (caspases 3,6,7) / * \
— CLEAVAGE OF
MULTIPLE
SUBSTRATES
Y
APOPTOSIS

Alberts et al. in Molecular Biology of the cell, 6! edition, Garland Science



ll. Apoptose

Apoptosis
Substrats des caspases effectrices e s e o g Gl
‘ 2 |7 1% 5| vunctons
Mitochondria
Cell memb : : A : a‘ G @ Q G%m
s Clivage de multiples protéines cibles e e
Interceliular junctions break
® o o TRy F,lllnll.l.:.m:: Wil
Actin == focal { ‘
Apantictieh b » Molécules d'adhérence-> | contact
% MLC! Cell-cgll
o adhesion cellulaires
o B ' < 4.1 sites
Actin bunde™ « elF > | traduction
contaction qﬁODCKI
N
" . p--GRAspes -
< ector caspases _ o
Ooug ( = iSfie « ROCK1 > bourgeonnement MP
Golgi l | g
fragmentation \J k)
MST], = -ICAD elfs . . ) w
eyt o ?20 MSTI Kinase - phosphorylation i
] l } % Translational Histone H2B uaj
: LS. ¢ shutdown . . i
% - condensation chromatine £
o
ER 'é
fragmentation £
'Nucleus « Lamines = changement morphologie m#k L E
| 7 e
noyau IS
Taylor et al., Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2008 %
O




ll. Apoptose

Substrats des caspases effectrices: ex |ICAD

time (hr)

inactive
CAD

BR —
Zrpyy

executioner
caspase

» S! « Clivage ICAD - coupure ADN entre nucléosomes par

CAD (Caspase Activated DNAse), fragments de180 bp

DNA fragmentation
Electrophorese gel d'agarose: “barreaux d'échelle”

Alberts et al. in Molecular Biology of the cell, 6t edition, Garland Science



ll. Apoptose

6\47/7 .
s,

\06\

Voie extrinseque /

Voie des récepteurs de mort

@D Ligands

Cytosol
[

Deux voies de lapoptose

Récepteurs de mort

Caspases

|

Apoptose

Voie intrinseque /

Voie mitochondriale

o'

QQQ{QQQQQWVQQQQ{;K\




ll. Apoptose

11.2.2 Voie extrinséque @  Ligands (homotriméres)

Récepteurs de mort (homotrimeéres)

Protéines
Adaptatrices
/ Procaspases | peath-inducing Signaling
/ INnitiatrices CO/T],O/E'X (DISC)
/
/ g
| 4
o
° Caspases actives

Cytosol



ll. Apoptose

6\47,. .
’/)@/ 4

Complexe DISC (Death-Inducing Signaling Complex)

((7) Ligands (homotrimeres): FasL, TRAIL, TNF

Récepteurs de mort (homotriméres): Fas, TRAILR, TNFR

Membrane plasmique

Domaine de mort
Death domain (DD)

Protéines adaptatrices: — Domaine effecteur de mort
FADD, TRADD Death Effector domain (DED)

DISC
Procaspases initiatrices: 8, 10




ll. Apoptose

6\47,. .
’/)@/ 4

Complexe DISC (Death-Inducing Signaling Complex)

((7) Ligands (homotrimeres): FasL, TRAIL, TNF

Récepteurs de mort (homotriméres): Fas, TRAILR, TNFR

Membrane plasmique

Domaine de mort
Death domain (DD)

Protéines adaptatrices:
FADD, TRADD

Domaine effecteur de mort
Death Effector domain (DED)

DISC
Procaspases initiatrices: 8, 10




ll. Apoptose

Cellule immunitaire

killer lymphocyte

Fas ligand

target cell Fas death receptor

FADD death domain
adaptor tdeath effector

protein domain

death effector
domain
caspase-8 activati_on of
executioner
—_— —_— caspases —p apoptotic target cell

activated
caspase-8

NN

ASSEMBLY ACTIVATION AND
OF DISC CLEAVAGE OF
CASPASE-8

Alberts et al. in Molecular Biology of the cell, 6t edition, Garland Science



ll. Apoptose

/1.2.3 Voie intrinseque Stress Gy,
(UV, dommage ADN, stress ER, traitements...) %%

I/ N
/
Famille protéines A // L ,f; , / //‘ Perméabilisation membrane
- Bcl2? '/ mitochondriale (1, Aym)
L o J L > O
Libération de facteurs Cytochrome c Q AIF O EndoG

apoptogenes

l |

Condensation/Clivage ADN
Indépendant des caspases

| |

APOPTOSE

Caspases




ll. Apoptose

Protéines de la famille Bc/l2

« Régulent libération facteurs apoptogenes mitochondriaux

« Fonctions pro- ou anti-apoptotiques
 Interactions modulent leur activité

« 3 classes:

Cell Biology third edition, T. Pollard, W. Earnshaw, Elsevier

APOPTOSE

Bcl-2, Bel-xL...

Stress, DNA damage...

T
— O

ﬁ Bax/Bak

BH3-only proteins



ll. Apoptose

Protéines de la famille Bc/2?

Interaction et/ou régulation de différentes Ancrage
protéines impliquées dans |'apoptose aux membranes

Formation de pores
membranaires

b l

Homo- et hétéro-dymérisation avec les autres Dimérisation avec les protéines pro-
protéines de la famille Bcl-2 apoptotiques (BH3)

BH = Bcl-2 Homology Domain



ll. Apoptose

Anti-apoptotic

Pro-apoptotic

Pro-apoptotic

Protéines de la famille Bc/?

Liaison BH3 membrane kpa

el B4l B3 el B s B2 [ T {f) 26

BCL-XL 7 S T — T — VY L
BeLw Membres anti-apoptotiques
BCL2AI (LB bl BH3 (sl BH (sl BH2 f{) 70
BCLB B bl BH3 (ol BHI (o BH2 b TM i) 22
v S 1 B —TT O V1O Membres pro-apoptotiques : Bax-like
BAK Lol (sl (ol (M2 3 domaines BH
1) 4 1) ; , g, s
. SemEMEeRaEIE? Change perméabilité mb
BIK ( (BH3( (M8
HRK el (Ml
BIM (. B3l (Tmi 22
BAD ( (sl s Membres pro-apoptotiques : BH3 only
B | — 21 domaine BH3
PUMA ( (BH3[ 020
NOXA ( (BH3( on
BMF ( BH3[ 020

Taylor et al., Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2008



ll. Apoptose

Anti-apoptotic

Pro-apoptotic

Pro-apoptotic

Liaison BH3 membrane kDa

B4 el B3 1] sl B2 s TN () 26

BCL-XL (el B4 sl B3 s Bl (o BH2 (e TM {f) 76
BCL-W

MCLT (d BH4 (s BH3 foal BH) (sl B2 b TM () 37
BCL2AI (B b BH3 (sl BH]. (el BH2 () 70
BCL-B B sl B (o B (el B2 i TM ) 22
BAX e BE3L. (BHLL. (BH2(. (TM([ !
BAK o (BH30 (BHL. (BHa(. (M ([ 24
BOK e (BE30 o (BRIL o (BH20. (TM ] 23
BIK | (BH3[ (am( 8
HRK ( a3 (mlw0
BIM ( W3l (ami(( 22
BAD ( BH3( 08
BID ( {22

NOXA

LBH3(

PUMA ( (BH3[ 020
(
LBH3(

BMF §

Protéines de la famille Bc/l2

Principe de la famille
Séquestrée

Inactive

Stimuli Bad ) BHZ-0nly

pro-apoptotiques

( Bcl-2 | Bad Apoptose

Bcl-2, Bcl-xL...

o O
RN

AIE O
Endo G

Oo

Cytochrome ¢

APOPTOSE

O o Bax/Bak‘/— -

BH3-only proteins

Stress, DNA damage...



ll. Apoptose

Signal apoptotique

Famille Bcl2 Perméabilisation membrane
mitochondriale (1, Aym)
Libération de facteurs o O O
apoptogéenes @)

APOPTOSOME

Cytochrome c O
Apafi

ATP I I CARD (Caspase Recruitment Domain)

Procaspase 9



ll. Apoptose

@— CARD

! caspase-9

RELEASE OF
CYTOCHROME ¢

(
e& }
L)
EI o
ACTIVATION OF @ ASSEMBLY OF

o
Apaf‘l BY APOPTOSOME
CYTOCHROME ¢ . .

CARD

RECRUITMENT
OF CASPASE-9

APOPTOSOME

activation of caspase-9,
which cleaves and thereby activates
executioner caspases

N cytochrome ¢
in intermembrane
space

CASPASE CASCADE
Apaf1 (apoptotic protease activating factor-1) LEADING TO APOPTOSIS

CARD (Caspase recruitment Domain) Caspase 3/7

~ APOPTOTIC
STIMULUS

mitochondrion Alberts et al. in Molecular Biology of the cell, 6t edition, Garland Science



ll. Apoptose

) (]

nn
vy
Bax]
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Y

tBid | Bcl2

N
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B2
[
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|

rinseque
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BH3-only
-
v

Clivage l

que & in
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A

trinse

Caspase 8

o/es ex

/.2.4 Lien entre v
Ligands/Rec. de mort

i

Procaspase 8

fifi
vy
—_ o
()

DISC

APOPTOSE
Amplification du signal

o O(C)DCytochrome C

Procaspase 9

APOPTOSOME

o
Caspase 3

<



ll. Apoptose

I1.3. Détection & analyse de I'apoptose

Détection du clivage de [ADN
« Electrophorese sur gel d'agarose (fragments d’/ADN multiples de 180 pb)

« TUNEL (7erminal deoxynucleotidyl transferase dUTPNick End Labelling) . marquage extrémités 3'OH libres avec dUTP

fluo.
. & 200 -
« Analyse du contenu en ADN par cytométrie en flux : « Sub-G1 » E ; IN AN
8 1607 ADN  ADN
Q ]
Perméabilisation o 120 0/G1
des cellules  _-====_ g :
/2 S Z 80
/ \ A -
I/I// ‘ \\\‘ ‘ 40 ESub-G1
[ 1 Marqueur de I'ADN fluorescent :
N I' Ex: lodure de Propidium (IP) 0 JA.J ,,,,,,,,,,,,,
N W 0 200 600 800 1000
\ /
N

™
~ -

» Fluorescence IP

A

Cellules apoptotiques :
Sub-G1, <2N quantité dADN



ll. Apoptose

I1.3. Détection & analyse de I'apoptose

Analyse des modifications de protéines de [apoptose: WB or Immunofluorescence

Variation des niveaux des protéines de la famille Bcl2: | Bcl2, T BAX Staurosporine

Clivage des pro-caspases en caspases actives

Clivage de substrats des caspases effectrices (ex: PARP)

Sortie de cytochrome C de la mitochondrie

Staurosporine 0 ———

e — ——.

Extraits protéiques cytosoliques

Témoin

Staurosporine

+

Procaspase 3

| Caspase 3



ll. Apoptose

I1.3. Détection & analyse de I'apoptose

Externalisation Phosphatidylsérines (PtdSer) / lodure Propidium (IP) -Cytométrie en flux

Aninexin Annexin V' Binding

Plasma Merbramne Phosphaolipid F|||',||:!-|ng (u- -H" '!- ‘I-. shosphatidylserine

f -
#M Irscducticon of - Be N Py
Apoplosis '!" m
phosphaticylserine
Mormal Cell Apoptotic Call

Pas de fixation/perméabilisation des cellules
« Fixation Annexine V aux PtdSer externalisées par cellules apoptotiques

« Pas d'entrée d'IP dans cellules apoptotiques



ll. Apoptose

I1.3. Détection & analyse de I'apoptose

Externalisation Phosphatidylsérines (PtdSer) / lodure Propidium (IP) -Cytométrie en flux

lodure de
Propidium (IP)

n

10 o
B
107
1064

104

107
107

Annexine V-FITC

Traitement (1h)
1044 . = _.%‘
o |
109 . r HDa:
107
1084
104 r . e ;:l-_. .
10 ;
10¢

1 T
100 1 e 1

Traitement (6h)

104

104

104

104 = R .-ll %

1004

10
100

lodure de
Propidium (IP)

Necro.
Apo. ta

rdive

-| Viables

Apo.

n

+

Annexine V-FITC



ll. Apoptose

Externalisation Phosphatidylsérines (PtdSer) / lodure Propidium (IP) -Cytométrie en flux

o ° .
AnnexineV @ O ® D RN
®

® ®
P @ PY ®

- -

~ Py
S~ -
‘ ______

Cellules vivantes Apoptose précoce Apoptose tardive/Nécrose
IP~/ Annexine V- IP~/ Annexine V* IP* / Annexine V*

10° 4
1 e R

107

»
Ll

w4

100 ‘;_‘?

lodure de
Propidium (IP)

«
107 Y T
107 10! 10 107 104 10°

T T
107 1w 10 1 104 10

»
>

Annexine V-FITC




ll. Apoptose

Il.4. Lapoptose, une mort cellulaire silencieuse ?

« Elimination des cellules en apoptose/corps apoptotiques par phagocytes

Dégradation lysosomale

Signaux « Find-me » Signaux « Eat-me » . . ,
Réponse anti-inflammatoire
Q
o
Apoptotic
Efferocyte cfu 3
Macrophage [t “‘i AC Phagolysosome
(efferocyte) Stabilins %OC@ %
) =
P =
ADGRB1 ) =
D =
RAC1- %
dependent ==
actin TiMs =
polymerization =
TAMs ©
aVp3/
aVB5
|_integrin
GAS6 or 3 : . Lysosome-phagosome fusion —
© protein S O VTS R Ehosp Y iesiag increased acid hydrolase activity

G2A, G protein-coupled receptor G2A; S1PR, sphingosine 1-phosphate receptor.

Pas d'apoptose tardive

/nécrose secondaire dans un

organisme

Doran et al, Nat Rev Immunol, 2019



ll. Apoptose

Il.4. Lapoptose, une mort cellulaire silencieuse ?

« Pas de rupture de la membrane plasmique - pas de libération massive de constituants intracellulaires

« Certains stress (ex : certaines chimiothérapies anti-cancéreuses) - exposition/libération contrélée de
certains DAMPS

HMGB1
Calréticuline
Cytosol/ Histones Molécules
organites nucléaires
b
ADN/ARN

- = Mort cellulaire immunogene : importante pour réponses immunitaires anti-tumorales

Montico et al, J Mol Sci, 2018



ll. Apoptose

II.5. Apoptose, pathologies et traitements

Pathologies liées a un défaut dapoptose

« Maladies auto-immunes: pas d'élimination des lymphocytes T autoréactifs dans le thymus

- auto-immunité

 Infections virales: expression d'inhibiteurs viraux de I'apoptose > survie des cellules infectées,

réplication virale favorisée



ll. Apoptose

II.5. Apoptose, pathologies et traitements

Pathologies liées a un défaut dapoptose

« Cancers : mutation p53, surexpression Bcl2, perte de Bax = Survie cellules cancéreuses

p53 Caspase 3 clivée BAX

Cleaved caspase 3

Nucleus

Cleaved icaspa'se 3

Souris BALB/c

Tumeurs 4T1

+p53

(déficiente en p53)

Zang et al, JITC, 2022

Ré-expression p53 : rétablissement apoptose



ll. Apoptose

II.5. Apoptose, pathologies et traitements

Pathologies liées a un exces dapoptose

« SIDA: apoptose des lymphocytes liée a une surexpression du récepteur de mort Fas
- Maladies Neurodégénératives :
« Alzheimer (surexpression FasL or TNFa)

« Huntington / Parkinson

« AVC: ischémies causent surexpression de Bax



ll. Apoptose

II.5. Apoptose, pathologies et traitements

DR4 agonists DRS5 agonists
ABBV-621 TRAIL ABBV-621
Mapatumumab o fes g‘g',:fl‘(;‘z’g“mab DRD2/DRD3
TLY012 antagonist //*
ONC201 ( BH3
RTK mimetic
ligand DRD2/ \‘_ﬁ

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Trametinib
and navitoclax

ABBV-155

(@D @3

BAX

D
(@D—)

Venetoclax
S55746
APG-2575

AMG 176 BAX/
563845 BAK1
AZD5991

......................

JI

svac © l
@ @ Q SMAC mimetics
Caspase 9

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

I (6060888586660 08660086680!

" b N
‘*@. &
ONC201 j
) % y a7 4

o 4 ye

o ER stress
A S
[T 7
----------------------------- ’

MDM2 inhibitors

» |[dasanutlin
« AMG-232 g o

«APG-115 ﬁ :

Cytochromec “So_

® M

* Milademetan
« Bl 907828
* ALRN-6924

«LCL161
» Birinapant
l * Debio 1143

y
p53 , T DR5
mRNA

Caspase 3/ / M

Apoptosome

caspase 6/ { Apoptosis | €«——

caspase 7
Carneiro & El-Deiry, Nat Rev Clin Oncol, 2020

Traitement Cancers

Inhibiteurs Bcl2 / BelXL (ex: Venetoclax,
Navitoclax)

Inhibiteurs protéines anti-apoptotiques
(ex: LCL161, Birinapant)

Agonistes récepteurs de mort (ex
GEN1029)

Inhibiteurs MDM2 pour cibler p53 (ex:
|dasanutlin)

Inhibition signalisation Oncogénique (ex

Trametinib)



lll. Autophagie

l1.1. Définition, réles physiologiques & caractéristiques

Prix Nobel Physiologie & Medicine ¢

Y. Ohsumi

Lysosome (1955) |dentification 1" gene de l'autophagie (Atg) chez levure (1993)
Autophagie (1963) 1e" clonage d'un Atg (1997)



lll. Autophagie

Décrite initialement comme mort cellulaire de Type Il
« Accumulation de vésicules autophagiques
« Autodigestion a l'extréme

« Observée chez Drosophila melanogaster et Dictyostelium discoidum

Cellules vivantes Mort cellulaire autophagique
I

Vacuoles
autophagiques

(Macro)Autophagie = Processus d'autodigestion conservé au cours de I'évolution qui aboutit a la

dégradation lysosomale de molécules et organites intracellulaires dans des vacuoles autophagiques.



lll. Autophagie

S RS, 2

— Autophagosomes Vacuoles autophagiques

double membrane

fusion avec lysosomes
—% Autophagolysosomes

Mizushima et al, Cell, 2010



lll. Autophagie

I11.2. Mécanismes moléculaires

1. Séquestration de materiel cytoplasmique (macromolécules, organites, efc...)

7~ N\

Phagophore
| .
e O | sbpraesbs
6°0 /8°0 /8°3 /@> S
o0 B [ Lo® [0 )¢ 8

Recycling
D’aprés Janku et al., 2011

Synthesis of ATP

Synthesis of new macromolecules

2. Dégradation et recyclage du matériel cytoplasmique



lll. Autophagie

Fengsrud et al., 2000



lll. Autophagie

Machinerie cellulaire de Autophagie

Environ 40 genes de l'autophagie = ATG
« |dentifiés chez la levure, conservés au cours de 'évolution

« Formation and maturation des autophagosomes, régulation de l'autophagie

Protéines organisées en complexes

« Complexe de pré-initiation: ULK1/2, FIP200, ATG13, ATG101 - Nucléation

« Complexe PI3 Kinase de Classe Il : Beclin1, VPS34, VPS15, ATG14L - génération de lipides (PI(3)P)

« Protéines liant les lipides: WIPI2, DFCP1

« Machinerie de lipidation de la protéine LC3: ATG4, ATG10/3/7, ATG16L1/12/5 - Conjugaison de LC3 a
des lipides (phosphatidylethanolamines = PE)



lll. Autophagie

Complexe de pré-initiation Complexe PI3 Kinase de Classe Ill
BECLIN1
ULK1/2 FIP200 <~ VPS34 Ar1G14L e P3P
l ® PE
WIPI2
Protéines liant les lipides
DFCP1

ATG16L1,5,12 ——— ATG10,3,7 ATG4
@-LC3-1| « Z LC3-l «—=<- Pro-LC3

Phagophore

Lipidation LC3 : Ubiquitin-like conjugation systems

Lysosome

O-F-®

Autophagosome Autophagolysosome



lll. Autophagie

l1.3. Autophagie non-sélective et sélective

Autophagie non sélective:

« sequestration aléatoire de constituants du cytosol, cargos non spécifiques

Basale ou induite par déficit en énergie/nutriments

Autophagie sélective:

Reconnaissance de cargos spécifiques: pathogenes, mitochondries endommageées, RE,

agrégats protéiques...

Récepteurs de l'autophagie:

Reconnaissent et lient cargos spécifiques

Lient LC3 (LC3-interacting region = LIR domain)

b Mitophagy

Mitochondrion @ 2

p62, NIX, BNIP\
FUNDC1, HDAC6

Atg32,NBR1 and
OPTN

O

Aggrephagy

— Protein

{ @ aggregate

o=

O/LC3—PE
O

O

p62, NBR1, OPTN,
HDAC6 and BAG3

O
O

Autophagosome

(@)

Pexophagy

— Peroxisome

p62, NBR1,
Atg30 and Atg36

Kaur & Debnath, Nat Rev Mol Cell Biol, 2015



lll. Autophagie

# Cargos
# récepteurs

# formes d’'autophagie sélective

Réceptenr
Récepteur

& LC3-Il

@ Ubiquitine

100-1000 nm >1nm 10 nm 20-25 nm 1000-5000 nm 100-200 nm
Lipid droplets Protein glycosides Protein aggregates Ribosomes  Parts of ER membranes  Stress granules

LIPOPHAGY| | GLYCOPHAGY | [AGGREPHAGYl | RIBOPHAGY | |RETICULOPHAGY| IGRANULOPHAGY]

NIX

BNIP3
FUNDC1
NBR1 062 p62 P62 NDP52 -
ATG30 HDAC6 NBR1 OPTN -
ATG36 NBR1 NBR1
OPTN
NDP52
~ -?_'_,‘.._.‘,,'__ -
: MIDBODY TO BE
[PExoPHAGY| [zYMOPHAGY| [MITOPHAGY]| | DEGRADATION | [XENOPHAGY]| |DISCOVERED

200-500 nm 100-1000 nm 1000-2000 nm > 1000 nm 1000-5000 nm
Peroxisomes Zymogen particles Mitochondria Cellular midbody  Microbes and viruses

Rogov et al, Mol Cell, 2014



lll. Autophagie

l1l.4. Détection & analyse de l'autophagie

Protéine LC3 : marqueur de l'autophagie, sous différentes formes
« Pro-LC3 et LC3-1 = solubles, libres dans le cytosol

« LC3-ll = liées a la membrane des autophagosomes par conjugaison aux lipides (PE)

ATG16L1,5,12 — ATG10,3,7 ATG4

/LC3-I <—lPro-LC3

N

®-LC3-lI

Analyse de la lipidation et de la localisation cellulaire de la protéine LC3
« Protéine LC3 fluorescente : GFP-LC3

« Détection de LC3 par anticorps spécifique



lll. Autophagie

l1l.4. Détection & analyse de l'autophagie

Microscopie fluorescence
LC3 fluorescente ou immunocytofluorescence

HEK293 GFP-LC3

Témoin Déplétion acides aminés

Formation de structures punctiformes LC3+
dans le cytosol

Détection de LC3 par WB 0
Qq?’
S
IS
L2
LC3-1——  o— — l
LC3-1I— —

Lipidation LC3 (LC3-II conjuguée aux PE)
Migration plus rapide de LC3 lipidée (LC3-Il)
sur gel SDS-PAGE



lll. Autophagie

l1l.4. Détection & analyse de l'autophagie

Elongation

Recyclage rapide LC3-II

:

Inhibiteurs Lysosomes

1
+
1

Déplétion aa

- - +

Bafilomycin A1

LC3-I—

LC3-Il— Ex: Bafilomycin A1

Inhibition de la dégradation

= accumulation LC3-II




lll. Autophagie

l1l.4. Détection & analyse de l'autophagie

Autres marqueurs de I'autophagie

K
R0
- Détection des autophagosomes par microscopie électronique -
(vésicules intracellulaires double membranes) '
\ |
- - - SOSTM1/p62
 Structures punctiformes WIPI2+ ou DFCP1+ (étapes précoces) |:
Témoin Déplétion aa
- '— f-Actin

Dégradation recepteurs de 'autophagie (utile pour autophagie selective, ex: p62) 0



lll. Autophagie

Modulateurs dautophagie

Wortmannine o)

ATG101 ATG13 BECLIN1 .
| WS F—— 3-Methyladenine
_‘, ULK1/2 FIP200 <~~~ VPS34 A1G14L Inhibiteur VPS34

l

Déplétion aa WIPI2 o
PP242 A

Rapamycine o
Torin1 l

ATG16L1,5,12 &—— ATG10,3,7 ATG4

@-LC3-1 < Z LC3-| «—=< Pro-LC3

Stimulent formation autophagosomes

Inhibent formation autophagosomes
Lysosome

Inhibent dégradation autophagosomes
Bafilomycine A1
- accumulation ‘ ‘I Chloroquine



lll. Autophagie

l11.5. Rbles physiologiques de l'autophagie

Autophagie : basale ou # induite par formes de stress

Stress métabolique
Déplétion aa/FC, hypoxie

Agrégats protéiques \ l UV
AUTOPHAGIE
/ T Stress mécanique
Stress oxydatif (ROS) ‘ \
Agents thérapeutiques Infections

Anticancéreux



lll. Autophagie

/11.5.1. Autophagie et survie cellulaire

Ex: Stress métabolique
Autophagie induite

i =\

'
R 6 ";
4’:\.‘;‘; ‘?1"‘;/}. - -5

Agrégats protéiques, organites endommageés Recyclage constituants cellulaires
Renouvellement constitutants cellulaires Précurseurs pour synthese macromolécules / ATP
Contréle qualité cytosol Adaptation au stress
Production ROS limitée, homéostasie Cytoprotection

} }

SURVIE CELLULAIRE




lll. Autophagie

/11.5.1. Autophagie et survie cellulaire

Essentielle pendant développement

RS

Atg5 KO m WT o :
. Courbes de survie
Absence autophagie  Autophagie normale a
1004
S
=
2 Mauss, 4/-
~ (n=12)
S
ol (n=10)
0 12 24
Survie souriceaux sans allaitement maternel? Time (h)

ROle de l'autophagie?

Atg5 KO m : Survie réduite

Kuma et al, 2004



lll. Autophagie

Pasma ) ﬁ 1 Présentation Antigénique
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lll. Autophagie

11.6. Autophagie, pathologies & traitements

Organ-specific

Central Nervous System
Alzheimer's Disease PS-1(m)

Parkinson’s Disease PINK1 (m), Parkin (m)

Huntington's Disease

Tauopathies

Amyotrophic lateral sclerosis p62 (m)
Stroke

Lung

Asthma Atgs (p)

Heart

Cardiomyopathy
Ischemia/reperfusion Mitofusin 2 (h)

Liver

al-Antitrypsin Deficiency
NAFLD

Intestine

Crohn's Disease Atg16L1(m)

Skeletal Muscle
Myopathy

Bone

Paget disease of bone p62 (m)

Multi-systemic )

Cancer
Carcinoma
Sarcoma
Ovarian, breast Beclin-1(h)
Gastric UVRAG (m)

Immune
Infection
Lupus erythematous atgs (p)
Vici syndrome EPGS (m)

Metabolic Dysfunction
Type Il Diabetes
Metabolic Syndrome
Obesity

Vascular Disease
Ischemia/reperfusion

Lysosomal Diseases
Danon Disease LAMP-2 (m)
Pompe Disease
Gaucher Disease

Schneider & Cuervo, Curr Opin Genet Dev, 2014

Mutations genes de l'autophagie dans de nombreuses pathologies



lll. Autophagie

Cancer progression

Role double dans le cancer

Antitumoral

| Cancer initiation N

, v 7_
" Growth of primary tumour | < Protumoral
* - -
EMT I Antitumoral
) 1
. ¥ - [
~ Anoikis resistance < rotumora
\ : . Antitumoral
Migratich I‘ Protumoral
Cancer treatment
Protumoral

. Treatment resistance <

"Immunogenic cell death <

Antitumoral

Role of autophagy

Protection against stress (metabolic, oxidative, inflammatory)

Protection against stress (metabolic, oxidative, inflammatory)

Downregulation of EMT-promoting transcription factors

Unclear mechanism, multiple pathways involved

RHOA degradation
Focal adhesion turnover

Role of autophagy

Cytoprotection

Secretion of factors that trigger tumour-specific immune response

Dikic & Elazar, Nat Rev Mol Cell, 2018

Combinaisons entre inhibiteurs d'autophagie et agents anticancéreux - résultats décevants
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