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Plan du cours

Mecanismes moleculaires de I'apoptose

» Deux grandes voies de signalisation

 La voie extrinseque ou voie des récepteurs de mort
 La voie intrinseque ou voie mitonchondriale

» Les principaux acteurs de I'apoptose
* Les caspases
 La famille Bcl2

Methodes d’etude de I'apoptose



Objectifs pédagogigues du cours

* Objectif 1 : Connaitre les mécanismes moleculaires impliqués
dans le processus d’apoptose et ses principaux acteurs

* Objectifs 2 : Maitriser les techniques d'étude de 'apoptose



Apoptose, mécanisme moléeculaire

* 3 phases de |'apoptose :

»Phase d’initiation : activation des signaux externes ou internes
»Phase de décision : activation de proteases cellulaires

»Phase de dégradation : formation des « corps apoptotiques » et
phagocytose



Deux grandes voies apoptotiques
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La voie des récepteurs de mort : voie extrinseque
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La voie mitochondriale : voie intrinseque

Stress

Activation
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La voie mitochondriale : voie intrinseque

Mitochondria



Les acteurs de I'apoptose

» Caspases

> Famille Bcl2



Les caspases
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Les caspases : cascade d’activation

signal inducteur = signal apoptotique

procaspases initiatrices » caspases initiatrices Caspases initiatrices : 2,8,9,10,12
(inactives) auto activation (actives)
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Les membres de la famile Bcl-2

 lls controlent le relargage des facteurs apoptogenes de la mitochondrie.

* |ls se divisent en deux sous familles :

Anti-apoptotiques Pro-apoptotiques

* Bcl-2 « Bax like (Bax, Bak ..
* Bcl-xl « BH3-only ( Bad, Bid, Blm...)

« L’interaction des facteurs pro-apoptotiques et
apoptotiques régule la sensibilté des cellules a
I'apoptose.
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Les membres de la famile Bcl-2
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Interaction des voies intrinseques et extrinseques
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Meéethode d’'étude de I'apoptose

» Anomalies morphologiques
» Fragmentation de 'ADN
> Altéeration de la membrane

» Activation des protéases



Mise en évidence de cellules mortes par microscopie
optique
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Apoptose, mise en evidence de la condensation de
la chromatine

Cellule en
apoptose

Cellule normale

Chromatine condensée et

Chromatine homogene fragmentée

Immunofluorescence : Marguage cellules DAPI



Apoptose, mise en evidence de la fragmentation de
'’ADN

- Coupure internucléosomiques par des endonucléases

!

800 pb

nucléosomes
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!

- Génere des fragments multiples de 180pb caractéristique sur électrophorese
sur gel d'agarose



Apoptose, mise en évidence de la fragmentation de
’ADN
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Apoptose, mise en évidence des modifications
membranaires

- Pas de troubles de la perméabilité de la membrane plasmique

Cellule viable Cellule apoptotique Phagocyte

Apoptose Phagocytose
W |

- Externalisation des phosphatidylsérines : expositions des phosphatidylsérines sur le feuillet externe.
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Apoptose, mise en évidence des modifications
membranaires

> par cytomeétrie en flux

&

snnexin V

Analyse Pl/Annexine V-FITC de cellules de thymocytes de rat
A : non traitées, B : traitées par dexaméthasone ; Rl : viables (-/-), R2 : apoptotiques (Annexine+/PI-), R3 : R3 :

mortes, nécrotiques (+/+) [Van Engeland et al. 1998]




Apoptose, mise en evidence des modifications
membranaires

» par immunofluorescence

Marquage:
* |odure Propidium (rouge)
= Annexine V (vert)

Nécrose

Apoptose



Apoptose, mise en evidence de l'activation des
caspases par western-blot.

— } Sous-unités obtenues
= pl2 aprés activation

Western Blot : anticorps révelation anti caspase 3



Messages essentiels du cours

« Les mécanismes moléculaires de I'apoptose engagent deux voies
majeures : La voie des recepteurs de morts et la voie
mitochondriale.

« Ces deux voies sont regulées par deux acteurs majeurs : les
caspases et la famille Bcl2.

* || existe difféerentes techniques d’étude de I'apoptose qui reposent
sur les caractéristigues morphologigues et moleculaires de celle-
Cl.
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