L’apoptose ou la mort cellulaire programmé
Découverte par Kerr en 1972,  Apoptose : chute programmé des feuille à l’automne. Apo -> éloignement, ptose -> chute.  Programmé et implication majeures en physiologie et en patho. (cancer, maladie dégénérative)

Tissu normal : balance équilibrée  entre renouvellement cell – différenciation cell.  Trop de prolifération : Tumeur. Si pas assez de prolifération : maladie dégénérative.  Cancer : trop de prolifération et/ou pas assez apoptose. Maladie dégénérative : trop de mort

A la différence de la nécrose, l’apoptose affecte des cellule isolées (non regroupé) , processus de condensation et de fragmentation. 
Première manifestation : compaction et marginalisation de la chromatine nucléaire, une convolution des membranes (nucl et cyto) et condensation du cytoplasme. 

Le noyau va ensuite se fragmenter et sera entouré d’une double enveloppe ( corps apoptotique ( cytoplasmique ou nucléaire) il seront relargué et phagocyté par les macrophages. Pas de réaction inflammatoire.

Nécrose – Apoptose :
Nécrose : d‘abord modif de la membrane cyto, mitochondries gonflent, la membrane cyto est altérer ( perte perméabilité  <- ???????
· Jamais observé dans l’apoptose. ( intégrité des membrane jusqu’à la phase finale(corps apoptotique protégé par double enveloppe membranaire). Pas observé dans la nécrose, tout le contenu de la Cell est relargué en dehors de la cell ( phénomène inflammatoire, cliniquement bruyant : oedeme, chaleur, rougeur ex : brulure. 

Cause :  Nécrose : Anoxie,  dommages physique ou chimique.     
	 
	Nécrose
	Apoptose

	Cause
	Anoxie, dommages physiques ou chimique
	Déplétion en facteur de croissances hormonales, lésions ADN

	Modif nucléaire
	
	condensation, segmentation, fragmentation ( exclu apop

	Modif membranaires
	Lyse -> perte perméabilité membranaire
	

	Modif mitochondriales
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	Biochimie
	Subit
	Modif actives des l’exp des gènes et des prots dan la cell  (protéases)


Base moléculaire de l’apoptose : 

C elegans : peu de cell, génome entièrement décrypté.  Pour se dev normalement : C elegans doit prod 1090 cell et à besoin d’en éliminer 131 pdt le dev.  ( surplus de cell pdt le dev ( Pour bien ses développer il faut prod des cells qui seront éliminé.

3 gènes ont est individualisé, qui si ils sont muté vont venir perturber le programme de mort cell : ced-3, ced-4 et ced-9    ( C elegans death). 

Ced9 ( ced4 ( ced3 ( mort cell.  ( séquenciel)

Ced9 : doit diminuer expression pour engager l’apoptose des 131 cells. Ced4 va ensuite s’exprimer puis Ced3 dont l’aug participe à l’exécution de la mort cell. 
Ced 2 : homologue de Bcl2,  Ced3 : homologue des caspases. 

Au plan moléculaire : 1er phase : Signal apoptotique (intégration du signal apop) 2e phase : contrôle de l’apoptose. 3e phase : exécution de l’apoptose. 

1 : Signal apoptotique : peut être extra cell (privation facteur de croissance, déplétion hormonale) ou facteur interne ( stress génomique, lésion de l’ADN).  Fas, TNF alpha, perforine, Granzyme B ( Facteur pro apop

Récepteur de mort cell : médier un signal extra cell, médié par des médiateur soluble de la mort cell qui vont se fixer sur la partie extra cell du R. La fix sur le R va  entrainer une modif de la conformation du R entrainant au niveau intra cell, l’activation d’un signal intra cell de mort cell qui va permettre sur la partie intra cell la fixation d’adaptateurs de mort cell qui vont venir activer des enzyme ( procaspase 8 ….) Ex du ligant : TRAIL, Fas, TNF alpha. 

2 : Contrôle de l’apoptose :  intégration du signal d’alerte ( induction ou non de l’apoptose. 2 prots imp : Bcl2 et Bax. 

Prot anti-apoptotique : Bcl-2

Homologue de Ced9, prot connu pour sa surexpression dans un type particulier de lymphome. S’oppose à la mort cell.  ( tumeur des ganglion si exp. 

Prot pro-apoptotique : BAX

Bcl2 et BAX peuvent former des hétéro dimère ou des Homodimères. Si Bcl2 l’emporte ( anti apop l’emporte. Si homodimère BAX qui l’emporte c’est un état pro-apop qui va être favoriser dans la cell. 

3 : Exécution de l’apoptose : Caspases et mitochondrie

Les caspases : protéases à cytéine ( bcp de cytéine), effecteur ultime et principale de toutes les voies de transduction du signal apoptotique. Caspases entraine un phénomène d’apoptose d’irréversible même avec adjonction de quantité très imp de facteur de croissance. 
Analogue de Ced3, site actif catalytique clivant au niveau de résidus aspartates. Famille de molécules ( plein de caspases), Existe sous forme de pro-enzyme inactives. Activation en cascade. 
Substrat : protéine impliquées dans le maintient de l’intégrité cellulaire (( anomalie morphologique repéré par Kerr) et vont activer des endonucléases ( fragmentation du matos génétique (ADN)

Peut être une cible thérapeutique, des inhibteur chimique de caspases ont été dev ( pourrait être des médoc qui neutraliserait la mort cell dans les maladie dégénérative. 

La Mitochondrie : contrient de nombreux facteur pro-apoptotique (ex : AIF apoptosis inductible factor ou cytochrome C) 

Induction de l’apoptose ( Mito reçoit les dimère Bcl2-Bax qui viennent s’insérer au niveau de la membrane mitocondriale – modif de la perméabilité membranaire de la mito ( relarguage  de facteur pro-apoptotique : AIF  qui induit directement l’apoptose et Cytochrome C qui va activer les caspases. 

Elimination des cell morts par les macrophages : Prévention de la toxicité des produit intra-cell, les produit de l’apoptose vont attirer les macrophages. Méca de reconnaissance mal connu, dégradé spécifiquement la cell en apoptose et éliminer des résidus potentiellement toxique qui aurait pu être générateur de phénomènes inflammatoires.  
Présentation au système immuno : 

Présentation des « eat me flags », qui incite le macrophage à venir manger la cell en apop ( élimination des déchent ( pas d’inflammation. Présentation au système immuno des cell en apop ce qui va permettre à l’organisme  d’être immuniser contre les éléments intervenant de façon causale dans la mort cell  (virus, mutation de gène impliqué dans le cancer)

Il existe deux voie pour l’apoptose : une voie intrinsèque et une extrinsèque. 
La voie extrinsèque : Des facteurs solubles de mort cell aui viennet de slier sur des recepteurs et qui viennent activer par l’intermédiaire d’adaptateur de mort cell la Procaspase8 qui est le 1er intermédiaire de l’apoptose activé par les voies extrincèque. Les procaspase activées   vont libérer des caspases qui vont venir en cascade actier d’autres caspases. La caspase 8 va activer la procaspase 3 qui va elle activer des substrat apoptotique qui interviennent dans les évènements ultime de l’apoptose. 

La voie intrinsèque :  Principalement les dommages de l’AD N, cette voie fait intervenir un anti-oncogène, la P53 (gardien du génome) en présence de dommage de l’ADN, son expression augmente. L’augmentation de du niveau de P53 augmente l’expression de la prot pro apoptotique BAX qui va entraine des modifs de perméabilité de la mitochondrie qui va libérer le Cytochrome-C (imp car il vient se lier sur Apaf 1 puis se lier sur la procaspase 9 ( libération de la caspase9 --> activation de la caspase 3 ( rejoint la voie extrinsèque) et l’AIF  

Les différents niveau de l’apoptose interagissent entre eux : Cytochrome C (issue de l’activation endogène) va activer la caspase 3 (voie exogène) 

Technique d’étude de l’apoptose : 

· Anomalies morphologiques : 

· Coloration nucléaire : montre des cell au noyau condensé (= apoptose) 

· Coloration nucléaire fluorescent ( plus facile de voir les noyau rond, circulaire régulier par rapport aux noyau fragmenté, irrégulier  

· Fragmentation de l’ADN :
· Il est difficile même en fluorescence de caractériser et de quantifier existence d’un apoptose ( on utilise l’Activation des endonucléase.  Les caspases active les endonucléase qui vont fragmenter l’ADN. Une fois fragmenté l’ADN migre plus facilement dans le gel d’agarose. ( multiple bande coloré par le bromure d’etidium . Les endonucléase vont agir en internucléosomique, il vont donc couper de façon régulière tout les 200 paires de base. Les fragment observé dans le gel d’agarose vont donc concerner des multiples de 200 paires de base ( aspect régulier en barreau d’échelle. 

· Quand une endo nucléase a coupé l’ADN, elle libère l’extrémité 3’ et 5’ ce qui va permettre  un marquage augmenté si on utilise des terminales transférase ( enzyme capable de couper à l’extrémité des brins d’acide nucléique. Dans un ADN normal : 2 extrémité seront marqué. En cas de phénomène apoptotique, des coupure multiple seront observable au niveau de l’ADN génomique ( marquage significatif par l’intermédiaire de la terminale transférase qui va par exemple incorporer des bases marqué de facon fluorescente ou colorimétrique) 

· L’activation des protéases :

· On peut aussi visualiser L’activité des caspases, en incubant les cell/tissus ave des substrat qui vont être révélé de façon colorimétrique. 
· Altération de le membrane  :

· Détection des phosphatidyl sérine par l’Annexine V. Ceci revoit a un  mécanisme imp dans l’apoptose : le flip-flop ( l’inversion des résidu lipidique memebranaire et en particulier l’exposition extra-cell de phosphatidyl-sérine  habituellement intra-cell. Dans un cell normal, non perméabilisé les phosphatidyl-sérine reste en intra-cytoplasmique ( pas acessible à l’Annexine 5 qui a une affinité pour les phosphatidyl-sérine. Si on incube de l’Annexine 5 couplé à un marqueur fluo (ex : FITC) ( pas de marquage. En cas d’apoptose, les phosphatidyl-sérine sont explosé à la partie externe de la membrane cyto. L’annexine 5 va donc se lier et pemettre donc une visualisation de l’apoptose (avec le FITV) 

	
	Cell normal
	Cell Apoptotique
	Cell nécrotique

	annexine
	-
	+
	+ (annexine rentre en intra-cell à cause de la permeabilité élevé) 

	Iodure de propidium (colorant nucléaire)
	-
	-
	+


Défaut d’apoptose ( prolifération non régulée ( Cancer

Exces d’apoptose ( disparition exagéré de cells ( maladie dégénérative

Ex physiologique et pathologique : 

A l’age adulte :  dans le tissu normal, il exsite un équilibre entre mitose et apoptose. Les cell nécessitent en permanence certain facteur de croissance pour survivre 

Dans le système immuno, l’apoptose est responsable de la délétion des cell T auto-réactive (Lymphocyte qui peuvent entrainer la destruction d’un individu et  qui doivent être pdt le dev éliminé en particulié au niveau du thymus ( permet la tolérance du soi)  et la sélection des Lymphocyte B responsable de la réponse immunitaire (spécifique mais non dirigé contre les épitopes du sois . 

Dans les cancers : on peut trouver des foyers d’apoptose après irradiation, chimiothérapie, la suppression hormonale (cancer de la prostate : anti-androgène,  cancer du sein hormono-dépendant : utilisation de drogues anti œstrogène ou anti-progestérone qui ont un effet anti-tumoral) ou des anti corticoïde  en cas de surcharge en corticoïde  (leucémies et lymphomes). Les lymphocyte cytotoxiques sont tueurs par induction de l’apoptose de la cell cible.  ( la cible moléculaire apoptose est très imp dans le dev de nouveau traitement qui pourront être plus élaboré  que l’utilisation de la suppression hormonale avec par ex l’introduction de peptide capable d’activer la fonctionnalité des prots pro-apoptotique  ou part l’intermédiaire de stratégie de thérapie-génique permettant de réintroduire l’expression des gênes pro- apoptotique dans les tumeurs. Dans les lymphomes des molécules anti-sens (capable de neutraliser l’expression des gènes) sont déjà utilisé en  essaie clinique pour neutraliser l’expression du gène anti-apoptotique Bcl2 et donc augmenter in-fine la mort cell. 

Autre patho :  Maladie neuro-dégénérative comme la maladie d’Alzheimer, la sclérose latérale amyotrophique, la maladie de Parkinson mais aussi certaines thyroïdites.  Au contraire une apoptose  incontrolé, aigue est observé dans certaine maladie auto-immune ou l’hépatite fulminante ( apoptose sur aigue qui détruit le foie ( hépatite très souvent mortelle)

Avec des peptides mimant les prot BAX apoptique ( net diminution de la croissance tumorale sur la souris (diapo 51) 
Modulation de l’apoptose comme outil thérapeutique : TRAIL (médiateur soluble pro-apoptotique). ( neutralisation de la croissance tumorale à partir de 10mg. 
