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Résumé

Introduction : L'apoptose est une voie centrale utilisée dans le développement de 1'organisme et le maintien
de I'homéostasie, avec un role crucial dans I'¢limination des cellules génétiquement instables ou a croissance
aberrante. Les caspases sont les acteurs essentiel dans ce processus, sont des protéases, généralement
présentes dans les cellules saines sous forme de zymogeénes inactifs, mais lorsqu'elles sont stimulées, elles
subissent un clivage autolytique pour devenir pleinement actives. En plus, ont des réles polyvalents,
apoptotique et non apoptotique. A ce contexte, on trouve caspase 3, 8, et 9 qui ont montrés un role dans

'immunité anti-tumorale qui sont trés différents de leur role fondamental dans la mort cellulaire.

Objectif : L’objectif de notre travail est de concevoir des amorces des genes caspase-3, 8, et 9 pour

connaitre son effet dans I’immunité anti-tumorale.

Matériels et méthodes : recherche de la séquence des geénes caspase-3, 8, et 9 dans la base de donné

« ensembl » puis utilisé I’outil « Primer-Blast » pour concevoir les paires d’amorces.

Résultats : a travers 'outil primer blast, on choisit le 1ére paire de base pour chaqu’un de ces caspases. En

raison de ses produits qui sont inférieures a 900 paires de bases et aussi elles répond aux conditions requises.

Mots clé : L’apoptose - Caspase 3, 8, 9 — Immunité anti-tumorale — cellules cancéreuses- des amorces.



Abstract

Introduction: Apoptosis is a central pathway used in the development of the organism and the maintenance
of homeostasis, with a crucial role in the elimination of genetically unstable or aberrantly growing cells.
Caspases are the essential actors in this process, are proteases, usually present in healthy cells as inactive
zymogens, but when stimulated, they undergo autolytic cleavage to become fully active. In addition, have
polyvalent, apoptotic and non-apoptotic roles. In this context, we find caspase 3, 8, and 9 which have shown

a role in anti-tumor immunity which are very different from their fundamental role in cell death.

Objective: The objective of our work is to design primers for the caspase-3, 8, and 9 genes to understand its

effect in anti-tumor immunity.

Materials and methods: search for the sequence of the caspase-3, 8, and 9 genes in the « ensembl »

database, then used the « Primer-Blast » tool to design the primer pairs.

Results: using the primer blast tool, we choose the 1st base pair for each of these caspases. Due to its

products which are less than 900 base pairs and also they meet the requirements.

Keywords: Apoptosis — Caspase-3, 8, 9 - Anti-tumor immunity - cancer cells - primers.
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Introduction général

Dans les organismes multicellulaires, Le maintien de l'intégrité¢ des tissus pendant le
développement de 1’organisme et I'homéostasie tissulaire nécessite la coordination précise de
plusieurs processus cellulaires, y compris la mort cellulaire. La mort cellulaire est un
processus fondamental critique et actif qui €¢limine les cellules potentiellement nocives. Il
existe trois principaux types de mort cellulaire morphologiquement distinctes: 1'apoptose
(mort cellulaire de type I), la mort cellulaire autophagique (type II) et la nécrose (type III).
Tous les trois peuvent étre exécutés par des voies de signalisation distinctes, et parfois se
chevauchant, qui sont engagées en réponse a des stimuli spécifiques.

L’apoptose est la forme la plus pertinente de mort cellulaire programmée. Il sert a éliminer
toutes les cellules inutiles ou indésirables, la mise en forme des organes et I'ajustement du
nombre de cellules et est un processus hautement réglementé. Il existe une grande variété de
conditions qui entraineront l'activation de la voie apoptotique qui est activée a la fois par des
signaux intracellulaires et extracellulaires. Dans l'apoptose, la mort est exécutée par des
programmes moléculaires intrinséques dans la cellule pour s'assurer qu'il n'y a pas d'impact
sur les cellules vivantes environnantes. Notamment, dans 'homéostasie tissulaire, I'apoptose
agit également comme un mécanisme de surveillance pour éliminer les cellules endommagées
en réponse aux stress environnementaux. Au cours de ces processus, les caspases, un groupe
de protéases, ont été bien définies comme les principaux moteurs de la mort cellulaire.
L'apoptose est déclenchée lorsque les récepteurs de mort a la surface cellulaire tels que Fas
sont liés par leurs ligands (la voie extrinséque) ou lorsque les protéines proapoptotiques de la
famille Bcl2 provoquent la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (la voie
intrinséque). Les deux voies convergent sur l'activation de la famille des caspases protéases,
qui est finalement responsable du démantelement de la cellule.

L'une des caractéristiques de I'apoptose est la rupture du noyau cellulaire. Ce processus en
plusieurs étapes comprend la condensation de la chromatine, la fragmentation de I'ADN et
l'effondrement de l'enveloppe nucléaire. Les caspases, une famille de protéases dépendantes
de la cystéine, jouent un role important dans ces événements a la fois par 'activation médiée
par la protéolyse d'autres protéines apoptotiques et directement par le clivage des protéines
nucléaires. Etant donné que le noyau est la source de protéines et d'acides nucléiques
potentiellement immunogenes, ces derniers pouvant avoir une origine virale ou des propriétés
oncogenes, sa démolition et son élimination rapides représentent des étapes extrémement
importantes au cours de la mort des cellules apoptotiques.

L'apoptose peut €tre induite par un certain nombre de facteurs, tels que l'irradiation g, les
agents endommageant I'ADN, le retrait des nutriments, les conditions hypoxiques ou
l'activation des récepteurs de la mort (DR). Alors que l'apoptose est généralement considérée
comme non lytique et supprime tranquillement les cellules endommagées, infectées et
vieillissantes sans alarmer le systéme immunitaire.

—
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Introduction général

Dans certains cas, les cellules apoptotiques sécretent des signaux de croissance pour stimuler
la prolifération des cellules voisines. Cette voie fonctionne pour régénérer les tissus de
plusieurs organismes, mais elle pose également des problémes de résistance des tumeurs a la
chimiothérapie et a la radiothérapie. La mort cellulaire programmée était auparavant
considérée comme irréversible aprés la perméabilisation mitochondriale et 'activation de la
caspase. Des découvertes récentes remettent en question la notion d'irréversibilité¢ de
I'apoptose et créent une image plus compliquée de notre compréhension des caspases
«apoptotiques» conventionnelles. Généralement, ces caspases apoptotiques sont une famille
des enzymes évolutive impliquées dans la mort cellulaire et les réponses inflammatoires.

Ce n'est pas surprendre, une régulation incorrecte des caspases et de l'apoptose sous-tend la
pathogenese de nombreuses maladies humaines. Le plus notable d'entre eux est le cancer. Le
cancer est la principale cause de déces dans le monde. L'une des caractéristiques du cancer
humain est I'évasion de l'apoptose. Par conséquent, de nombreuses thérapies existantes contre
le cancer visent a surmonter 1'évasion de 1'apoptose en ciblant différentes voies de caspase.
Bien que la plupart d'entre eux le fassent indirectement, de nouvelles perspectives sur les
fonctions des caspases et de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur un ciblage direct
des caspases commencent a étre prometteuses.

La PCR est une technique largement utilis¢ dans plusieurs disciplines dont elle sert a
sélectionner puis amplifier un fragment d’ADN en une trés grande quantit¢ d’ADN
particuliéres. Ce processus se fait a travers un enchainement des étapes bien déterminées
incluant des acteurs génétiques. Le choix d’amorces est une étape primordiale dans la réussite
de la PCR et I’¢étude de I’expression de n’importe quel gene.

Objectif : A partir de cela et sur la base de tout ce qui précéde. Dans cette étude, il est
important pour nous de connaitre le role principal et efficace de ces enzymes au cours de la
mort cellulaire et indépendant de ce processus. En particulier, les caspases 3, 8, et 9 associées
a I’'immunité anti-tumorale.

—
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CHAPITRE I : revue de littérature

1. la famille des caspases :

1.1. Définition :

Les caspases sont une famille de protéases cystéine-acide aspartique
intracellulaires conservées, qui sont présentes dans la plupart des cellules sous
forme de zymogenes a chaine unique enzymatiquement inactifs appelés «
procaspases »(Kesavardhana et al., 2020). Qui se composent d'un prodomaine,
d'une petite sous-unité catalytique pl0 et d'une grande sous-unité catalytique
p20(Dabrowska et al., 2016) respectivement 20 kDa et 10 kDa qui forment
ensemble le domaine de la protéase(Van Opdenbosch and Lamkanfi, 2019). Au
cours du processus d'activation, formant en outre des complexes pour l'activité
enzymatique. Ils nécessitent un clivage dans des conditions cellulaires
apoptotiques pour étre activés(Dabrowska et al., 2016). Lors de l'induction de
'apoptose, un zymogene est clivé au niveau de résidus d'aspartate spécifiques,
puis de grandes et petites sous-unités forment un hétérotétramere
enzymatiquement actif (p20 — p10)(Zamaraev et al., 2017). Ce qui formant en
outre des complexes pour l'activité enzymatique(Kesavardhana et al., 2020).

Sur la base de la structure, Toutes les caspases contiennent un domaine de
caspase C-terminal qui traite protéolytiquement la protéine cible. Certaines des
caspases contiennent des domaines non enzymatiques tels que le domaine
effecteur de mort (DED) ou le domaine d'activation et de recrutement de caspase
(CARD) a leur extrémité N, et Plusieurs caspases contiennent des domaines
CARD. Les domaines DED et CARD appartiennent a une superfamille de
domaine de la mort (DD) et sont connus pour faciliter I'assemblage de grands
complexes de signalisation oligomeéres par auto-association et interactions
protéine-protéine avec des protéines contenant DED / CARD. L'oligomérisation
dépendante de DED / CARD peut déclencher une activation dépendante de la
proximit¢ des caspases ou activer des fonctions indépendantes de la
caspase(Kesavardhana et al., 2020). Procaspases subissent une dimérisation ou
une oligomérisation pour activation, qui ont un domaine effecteur mort (DED) et
qui se lie a la protéine adaptatrice a son DED(Pfeffer and Singh, 2018).

Des prodomaines N-terminaux, les caspases apoptotiques peuvent étre
subdivisées en caspases initiatrices (ou apicales) et effectrices (ou exécuteurs).
Les caspases initiatrices ont des prodomaines allongés qui contiennent soit les

—
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CHAPITREI - Revue de littérature

domaines effecteurs de mort (DED, par exemple pour la caspase 8) soit les
domaines de recrutement de caspases (CARD, par exemple pour la caspase 9).
En revanche, les caspases effectrices ont de petits prodomaines. Ces caspases
ont également des fonctions et des substrats distincts au cours du processus
d'apoptose. Les caspases initiatrices clivent les caspases pro-effectrices inactives
et les activent. Ils sont donc aussi appelés caspases apicales. En revanche, les
caspases effectrices, une fois activées par les caspases initiatrices, clivent
davantage leur large gamme de protéines cellulaires conduisant a 1'exécution de
la mort cellulaire. Ils ont donc un autre nom comme caspases
d’exécuteurs(Dabrowska et al., 2016).

Les caspases sont une famille de 18 cystéines protéases identifies(Shalini
et al., 2015), déterminant le destin qui sont les plus connues pour conduire a la
mort cellulaire, soit I'apoptose ou la pyroptose(Julien and Wells,
2017)\(Dabrowska et al., 2016). Leur nom dérive de I'expression cystéine-
aspartique protéase, A partir de l'utilisation courante d'une chaine latérale Cys
agissant comme nucléophile lors de 1'hydrolyse des liaisons peptidiques, et d'une
rare spécificité primaire pour le clivage aprés Asp - ce sont des protéases
spécifiques a l'aspartate dépendant de la cystéine(Ramirez and Salvesen, 2018).

Les caspases sont généralement divisées en initiateurs et effecteurs en
fonction de leur structure et de leur fonction dans l'apoptose(Gorelick-Ashkenazi
et al., 2018). Ce qui mene a la fois comme des enzymes clés responsables de
I'initiation et de Il'exécution de régulation de la mort cellulaire
apoptotique(Zamaraev et al., 2017). Impliquées dans les réponses
inflammatoires et dans les réponses immunitaires innées.

La famille des caspases humaines régule les fonctions biologiques
cruciales(Julien and Wells, 2017), et qui peuvent cliver des substrats situés dans
différents compartiments intracellulaires pendant l'apoptose(Kopeina et al.,
2018). Des milliers de substrats potentiels de caspases ont maintenant été
identifiés, mais chacun est clivé a des rythmes différents, et de préférence par
différents membres de la famille(Julien and Wells, 2017). Leur activation
dépend de la formation d'un complexe protéique multimere appelé apoptosome,
qui clive et active les caspases "initiatrices"(Pérez-Garijo, 2018). Alors que les
procaspases sont normalement situées dans le cytosol, leurs substrats semblent
étre répartis également entre tous les compartiments intracellulaires(Kopeina et
al., 2018).

—
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Les caspases apoptotique ont longtemps ¢été étudiées pour leur role dans la
mort cellulaire programmeée et la suppression des tumeurs. Avec les découvertes
récentes, cependant, il devient évident que ces exécuteurs de mort cellulaire sont
impliqués dans des voies biologiques supplémentaires au-dela de la destruction
des cellules(Zhao et al., 2018). Il est important de noter que de faibles niveaux
d'activité de caspase effectrice, qui sont bien en deca du seuil requis pour induire
'apoptose, peuvent inhiber puissamment ce processus, Ces résultats peuvent
avoir des implications pour la radiothérapie dans le traitement du
cancer(Gorelick-Ashkenazi et al., 2018). Une compréhension approfondie de ces
mécanismes est essentielle pour favoriser le développement de cibles
thérapeutiques précises pour traiter les troubles auto-inflammatoires, les
maladies infectieuses et le cancer (Kesavardhana et al., 2020). (figurel.1)

(B) | ||

NH, {CAHD domain ]—[ Large subunit p20 H Sma’;’:‘;b”’“f ]-cc-nH

Figure 1.1 : structure de caspase.

1.2. Classification des caspases :

L'apoptose est réalisée par des caspases (cysteine aspartyl-specific proteases) qui
sont une classe de protéines de cystéine qui clivent les protéines cibles.
L'activité protéase de la caspase est essentielle au succes de 1'apoptose car elle
clive des centaines de protéines diverses(Pfeffer and Singh, 2018). Une
compréhension plus approfondie de la biologie des caspases repose sur de
nombreuses facettes, y compris la fagon dont chaque caspase est activée, quels
substrats ils clivent, quelles fonctions biologiques ils dirigent chacun et dans
quel contexte cellulaire(Julien and Wells, 2017). C’est par le clivage de ces
substrats que les caspases assurent la médiation de bon nombre des
caractéristiques de la mort cellulaire (McArthur and Kile, 2018).

En raison de la différence dans la dénomination des caspases et dans leurs mode
d'emploi et leurs facon d'activation, en distingue 18 caspases de mammiferes
sont connues(Shalini et al., 2015). Selon de leur fonction, classées en deux
grands groupes: les caspases-2, -3, -6, -7, -8, -9 et -10 sont des caspases
apoptotique, alors que les caspases-1, -4, -5, -11 et -12 sont impliquées dans
I'inflammation(Shalini et al., 2015). Les caspases apoptotique et inflammatoires

—
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ont des mécanismes biochimiques et biologiques modérément bien définis. Les
caspases apoptotique peuvent étre subdivisées en caspases initiatrices (caspases-
2, -8, -9 et -10) et effectrices (caspases-3, -6 et -7)(Ramirez and Salvesen, 2018).
Cependant, les caspases-15, -17 et -18 nouvellement identifiées sont absentes
chez les mammiferes placentaires a l'exception de la caspase-16 (figurel.2). Il
est également important de noter que la caspase-5 n'est pas présente chez la
souris et que le caspase-11 est I'orthologue murins et caspase-13 est 1'orthologue
bovins de la caspase-4 humaine. La caspase-12 existe a la fois dans les all¢les
tronqués et pleine longueur chez 'homme et en tant que caspase pleine longueur
chez les rongeurs. La caspase-14 est exprimée dans I'épiderme et joue un role
principal dans la carnification et la protection des couches sous-jacentes de la
peau(Shalini et al., 2015).(figure 1.2)

1.3. Les type de caspases :
1.3.1 Les caspases apoptotique :

Les caspases apoptotique fonctionnent principalement pour initier et exécuter
'apoptose, qui est principalement immunologiquement
silencieuse(Kesavardhana et al., 2020) .Ces caspases apoptotique sont en outre
sous-groupes en tant que caspases initiatrices "2, 8, 9, 10" et effectrices "3, 6,
7"en fonction de leur ordre de fonction dans I'exécution de l'apoptose
(Kesavardhana et al., 2020). Et selon leur emploi dans la cascade des caspases et
les mécanismes d'activation(Zamaraev et al., 2017).

Dépendamment de cela, Il existe trois points de références importantes et
essentielles pour une discussion sur le role des caspases apoptotique dans la
médiation de la mort cellulaire entrainée par la voie intrinseque. Premiérement,
ils sont classés par structure et fonction comme «initiateur» ou
«exécuteurn.comme un exemple, la caspase-9 posseéde des pro-domaines
(contenant une CARD ou un domaine effecteur de mort, DED) qui facilitent leur
recrutement et leur activation via la dimérisation. La caspase-3 est la mieux
caractérisée des exécuteurs, qui manquent de pro-domaines et s'activent lorsque
les caspases initiatrices les clivent. Deuxiémement, ils fonctionnent comme une
cascade, 'activation de la caspase-9 conduisant au clivage et a l'activation de la
caspase-6, aboutissant a l'activation de la caspase-3 et de la caspase-7.
Troisiemement, les caspases-3 et -7 d'exécuteur ont des centaines, voire des
milliers de substrats(McArthur and Kile, 2018).

—
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o Initiatrices : (apicale)

Il existe quatre caspases d'initiateur (caspase-2, -8, -9, 10)(Pfeffer and Singh,
2018). Ces caspases, agissent comme des amplificateurs de signal protéolytiques
pour activer les caspases effectrices(Kesavardhana et al., 2020). Les caspases
initiatrices sont recrutées dans des complexes multiprotéiques de haut poids
moléculaire (HMW), ou elles subissent une activation autocatalytique
conduisant a l'induction de la mort cellulaire apoptotique. Les caspases
initiatrices possédent un long prodomaine qui contient un domaine de
recrutement d'activation de caspase (CARD) ou un domaine effecteur de mort
(DED), permettant leur recrutement dans des complexes HMW(Zamaraev et al.,
2017).

Les caspases initiales humaines-8, -9 et -10, contiennent toutes un long pro-
domaine et préférent des substrats avec une leucine ou une valine en position
P4(Julien and Wells, 2017).

Caspase 2 : c'est le Nedd2, renommée caspase-2(Shalini et al., 2015). La
caspase-2 a €té signalée pour jouer de nombreux roles a l'intérieur et a l'extérieur
des réseaux apoptotique, et des données récentes suggerent sa participation a la
régulation du cycle cellulaire (Ramirez and Salvesen, 2018). C’est la seule
caspase initiatrice pour laquelle la localisation nucléaire a été décrite comme un
moyen de réguler ses fonctions(Prokhorova et al., 2018). Bien que la caspase-2
ait été caractérisée comme caspase initiatrice en raison de son long pro-
domaine, sa spécificité de substrat est plus similaire aux caspases de type
exécuteur (Julien and Wells, 2017).

La caspase-2 est activée a travers d'une seule plate-forme d'activation, un
complexe macromoléculaire multiprotéiques PIDDosome. Qui comprend une
protéine PIDD contenant le domaine de la mort régulé par p53 (DD) et une
protéine adaptateur RAIDD contenant CARD et DD(Zamaraev et al., 2017). En
réponse au stress génotoxique et a 1'échec de la cytokinése pour inhiber la
prolifération cellulaire, et lors de dommages a I'ADN (Kesavardhana et al.,
2020).

Au cours de la voie apoptotique extrinséque, la phosphorylation de la caspase-2
par la protéine kinase CK2 (PKCK2) a S157 s'est avérée avoir un rdle inhibiteur
dans l'induction de l'apoptose(Zamaraev et al., 2017). Inversement, le statut
métabolique de la cellule contréle l'activité de la caspase-2 et la voie
apoptotique(Zamaraev et al., 2017).
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Caspase 8 : La caspase-8 est la principale caspase initiatrice de l'apoptose
extrinséque, qui est induite par des signaux externes activée au niveau des
chaines DED du DISC (le complexe de signalisation inducteur de mort) et donc
conduit a I'apoptose(Asadi et al., 2018)\(Dabrowska et al., 2016). Aussi bien
connue pour participer en clivant et en activant directement les caspases
effectrices-3 et -7, entre autres(Julien and Wells, 2017). Il s'exprime et
constitutive largement dans la plupart des cellules de rongeurs et humaines (Van
Opdenbosch and Lamkanfi, 2019).

Le gene (CASP8) propageant un signal létal en réponse a lI'engagement des
récepteurs de mort de la membrane plasmique ou de la perméabilisation de la
membrane externe mitochondriale (MOMP)(Galluzzi et al., 2016). La caspase-8
subit une phosphorylation dans les cellules mitotiques, qui sert probablement de
mécanisme de protection contre 1'induction de la mort cellulaire au cours de la
mitose(Zamaraev et al., 2017).

La caspase-8 interagit avec le complexe multiprotéique pour améliorer le clivage
des substrats d'adhésion focale et la migration cellulaire. D'ailleurs, son abattre
est perturbe les métastases dans le neuroblastome in vivo. Ont rapporté que la
caspase-8 contribue a la migration cellulaire(Zhao et al., 2018). Tandis que son
inhibition abaisse la migration et l'invasion des cellules du glioblastome(Zhao et
al., 2018).

Caspase 9 : La caspase-9 est une clé dans la caspase d'initiateur de 1'apoptose
intrinséque activée au niveau de CARD dans l'apoptosome sur une grande
variété d'inducteurs de mort cellulaire. Par conséquent, il n'est pas surprenant
que divers stimuli extrinseques et intrinséques conduisent a de multiples
événements de phosphorylation qui régulent l'activation de la caspase-9 en
maintenant lI'induction de la mort cellulaire sous controle strict (Zamaraev et al.,
2017). Ce caspase est I'exemple archétypal des premiers, qui possédent des pro-
domaines (contenant une CARD ou un domaine effecteur de mort, DED) qui
facilitent leur recrutement et leur activation via la dimérisation(McArthur and
Kile, 2018).

Remarquablement, la phosphorylation de la caspase-9 était causée par des
stimuli extrinséques(Zamaraev et al., 2017). Ce processus de phosphorylation
pourrait jouer un rdle dans le basculement entre ['apoptose et la
nécrose(Zamaraev et al., 2017). Collectivement, une multitude de réseaux de
phosphorylation contrélent des voies de mort cellulaire distinctes régulées par la
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caspase-9, fournissant un code réglementaire supplémentaire conduire a la
promotion de son activité(Zamaraev et al., 2017).

La caspase-9 initiatrice subit une autoactivation entre les grandes et petites sous-
unités du domaine catalytique, induite par la proximité dans la voie dite de
«l'apoptose intrinseque». Outre la caspase-9, ce complexe multi-protéique
cytosolique en forme de roue est composé de 7 a 8 unités activatrices du facteur
1 d'activation de la peptidase apoptotique (Apaf-1) qui se lient au nucléotide
d’ATP et au cytochrome ¢ mitochondrial, dont la fuite cytosolique sert de un
marqueur de dommages mitochondriaux étendus et de perméabilisation de la
membrane externe mitochondriale(Van Opdenbosch and Lamkanfi, 2019).
L'inhibition de 1'activation de la caspase-9 et de 1'apoptose, qui est observée dans
ce cas, pourrait donner lieu a un autre programme de mort cellulaire, tel qu'une
nécrose programmeée. Cette derniere est fortement associée a l'inhibition de la
caspase et serait induite par ces stimuli extracellulaires(Zamaraev et al., 2017).

Caspase 10 : la caspase 10 est une enzyme protéolytique. C’est une autre
caspase initiatrice qui est activée au DISC, car la procaspase-10 se liée a la
protéine adaptatrice, qui se forme le complexe de signalisation inducteur de mort
(DISC)(Pfeffer and Singh, 2018). Les rapports sur la régulation de l'activité de la
procaspase-10 via la phosphorylation sont assez pauvres(Zamaraev et al., 2017).

Bien qu'il y ait eu un débat sur la fonction de la caspase-10, la pensée actuelle
est qu'elle participe a l'activation de NF-kP en reconnecter le DISC vers des
résultats de survie cellulaire, et dans I'apoptose des lignées cellulaires privées de
caspase-8(Ramirez and Salvesen, 2018).

o Effectrices : (exécuteur)

Et il existe trois caspases effectrices (caspase-3, -6 et -7)(Pfeffer and Singh,
2018). Les caspases effectrices avec des prodomaines courts sont activées par
des caspases initiatrices. Ces caspases jouent un rdle clé¢ dans l'exécution de la
mort cellulaire et clivent plusieurs substrats cellulaires, conduisant a la
démolition de la cellule(Zamaraev et al., 2017). Ainsi que Les caspases
d’exécuteur apoptotique sont responsables des changements morphologiques
caractéristiques de l'apoptose qui incluent le saignement membranaire, le
rétrécissement cellulaire, la formation de «corps apoptotique» et la
fragmentation de 1'ADN chromosomique(Van Opdenbosch and Lamkanfi,
2019).
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Les caspases d’exécution effectuent la destruction et sont produites sous forme
de dimeres inactifs dépourvus de domaines d'interaction protéique. L'activation
est due au clivage protéolytique entre ce qui sera les grandes et petites sous-
unités de l'enzyme mature. Lors du clivage, les nouvelles extrémités se replient
dans l'interface dimére et favorisent les changements de conformation pour créer
deux sites actifs dans la protéase mature(Green and Llambi, 2015).

Les caspases effectrices apoptotique -3, -6 et -7 qui partagent un court pro-
domaine similaire, et sont classiquement décrites comme les «exécuteurs de
'apoptose»(Julien and Wells, 2017). Ce sont clivent protéolytiquement plusieurs
protéines cellulaires a leurs sites cibles pour faciliter 'apoptose(Kesavardhana et
al., 2020).

Caspase 3 : la caspase-3 est la premiere caspase apoptotique de bonne foi - avait
été identifieée(McArthur and Kile, 2018). Considérer comme la molécule la
mieux caractéris€ée des exécuteurs, qui manquent de pro-domaines et s'activent
lorsque les caspases initiatrices les clivent(McArthur and Kile, 2018). Cela
signifie que se activée par caspase-8 ou caspase-9, Ce qui mene clivage de
nombreuses protéines qui contribuent a l'intégrité structurale et bioénergétique
de la cellule(Galluzzi et al., 2016).

Tandis que, c'est une caspase importante lors de la mort des cellules apoptotique,
qui active des protéines cellulaires clés pour favoriser le démantelement de la
cellule(Zamaraev et al., 2017). Ou elle a un réle principal dans la dégradation du
noyau et des autres compartiments cellulaires pendant I'apoptose(Prokhorova et
al., 2018). Aussi bien le rdle facilitateur de la caspase-3 dans la cancérogenéese a
¢galement ¢t¢ confirmé dans la transformation induite par Myc des cellules
¢pithéliales mammaires humaines(Zhao et al., 2018).

Caspase 6 : la caspase-6 a ¢été caractéris€ée comme une caspase exécuteur en
raison de son court prodomaine et motif de reconnaissance de séquence, mais
l'activation de la caspase-6 seule n'est pas suffisante pour conduire a 1'apoptose
dans toutes les cellules (Julien and Wells, 2017). Il a été démontré que la
caspase-6 clive la Lamine A pour favoriser la condensation chromosomique
pendant I'exécution apoptotique, et sa présence été observée de maniere cruciale
dans les troubles neurodégénératives inflammatoires telles que la maladie de
Huntington et en particulier dans la maladie d'Alzheimer(Kesavardhana et al.,
2020).
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Caspase 7 : La caspase-7 est encore une autre caspase effectrice. Le zymogene
de cette caspase apoptotique est un homodimere inactif qui acquiére une activité
protéolytique lorsque les caspases initiatrice et exécutrice activée coupent le
lieur qui sépare leurs grandes et petites sous-unités catalytiques(Van
Opdenbosch and Lamkanfi, 2019). Aussi la caspase-7 a des fonctions
indépendantes de l'activité¢ de la caspase-9(Dabrowska et al., 2016). En outre,
elle assure l'achévement du processus apoptotique dans I'apoptose induite par
des médicaments ; et la fragmentation de I’ADN.

1.3.2 Les caspases inflammatoires :

Les caspases inflammatoires comprennent (caspases -1, -4, -5, -11 et-12), et sont
fonctionnellement distinctes des caspases apoptotique(Kesavardhana et al.,
2020). Varient sur la base des points communs d'avoir un long domaine de
recrutement des caspases et d'une préférence pour un gros résidu aromatique ou
hydrophobe en position P4(Julien and Wells, 2017).

Ces caspases inflammatoires sont activées par l'assemblage d'un complexe
macromoléculaire oligomere appelé « lI'inflammasome »(Kesavardhana et al.,
2020), qui est une ¢étape essentielle de la réponse immunitaire aux agents
pathogeénes microbiens (Zamaraev et al., 2017). L'activation de la caspase
inflammatoire induit une forme lytique de mort cellulaire inflammatoire appelée
pyroptose et déclenche également la sécrétion de DAMP pour favoriser
I'inflammation(Kesavardhana et al.,, 2020). Bien que ces caspases
supplémentaires soient incapables de cliver le prolL-1B et le prolL-18 en
cytokines bioactives, il a été démontré que chacune clive le GSDMD et induit
une pyroptose(Van Opdenbosch and Lamkanfi, 2019).

Caspase 1: la caspase-1, la premicre caspase a découvrir(Ramirez and
Salvesen, 2018). C’est un régulateur de l'inflammation pro-in production de
cytokines(McArthur and Kile, 2018), qui nécessite 1'assemblage de complexes
inflammasome pour son activation (Kesavardhana et al., 2020).

L'enzyme de conversion de l'interleukine-18 (IL-1B) (ICE), qui connue
maintenant sous le nom de caspase-1. A été découverte comme l'enzyme qui
clive et active les précurseurs des cytokines, et les cytokines pro-inflammatoires
primaires. Donc, elle responsable du traitement de prolL-1p inactif en IL-1B
actif dans les macrophages qui impliquée dans l'inflammation(Ramirez and
Salvesen, 2018). Egalement traité et activé le ProIL-18, connu sous le nom de
facteur inducteur d'interféron-gamma(Ramirez and Salvesen, 2018). Cela
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confirme le role essentiel de la caspase-1 dans la sécrétion d'IL-1 et sponsorise
I'inflammation en effectuant la maturation des pro-interleukines(Ramirez and
Salvesen, 2018). En outre, pyroptose Ce mode de mort cellulaire régulé par la
caspase-1 coincide fréquemment avec la sécrétion d'IL-1B et d'IL-18 et la
libération de DAMP(Van Opdenbosch and Lamkanfi, 2019).

I a ét¢ démontré que la caspase-1 est largement dispensable pour
'apoptose(Van Opdenbosch and Lamkanti, 2019). Bien qu'il puisse lier a la lyse
cellulaire induite par le clivage du GSDMD(Ramirez and Salvesen, 2018).

Caspase 4 : 11 est également considéré comme régulateurs de l'inflammation
pro-in production de cytokines(McArthur and Kile, 2018). Caspase-4 est
homologue a la caspase-12 de souris.

L’expression transitoire de la caspase-4 peut entrainer la mort des cellules
apoptotique dans une variété de lignées cellulaires. Comprenant leur implication
dans l'apoptose induite par le stress du réticulum endoplasmique (ER). Ou dans
les cellules, la caspase-4 est principalement localisée sur la membrane externe
de I'ER ().

Caspase 5 : 11 est I'autre un régulateurs de 1'inflammation pro-in production de
cytokines (McArthur and Kile, 2018). Classiquement, la caspase-5 a ¢été
attribuée a un role dans la cancérogenese. Ou des mutations somatiques dans le
gene CASPS ont été identifiées dans divers types de cancer.

Caspase 11 : La caspase-11 murine est l'orthologue des caspases humaines 4 et
5, et qui est impliquée dans I'activation de la procaspase-1 dans les macrophages
infectés par des agents pathogenes bactériens(Van Opdenbosch and Lamkanfi,
2019). Ou la caspase 11 fournit une protection immunitaire contre les bactéries
qui pénetrent dans le cytosol de la cellule hote, Et il est directement activé en
détectant le LPS pour induire la pyroptose et l'activation indirecte de
lI'inflammasome(Kesavardhana et al., 2020). L'activation de la caspase-11
entraine également la stimulation de I’inflammasome NLRP3 et la production
d'IL-1p et d’IL-18.

Le geéne codant pour la caspase-11 est adjacent au géne codant pour la caspase-1
sur le méme chromosome(Kesavardhana et al., 2020). Tandis que le substrat clé
de la caspase-11 semble étre une protéine cytoplasmique appelée Gasdermine D.

Caspase 12 : La caspase-12 est également une caspase inflammatoire, ce
caspase semble servir d'intermédiaire pour l'apoptose induite par le stress des ER
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mais est dispensable pour l'apoptose induite par des stimuli classiques. La
caspase-12 subit un auto-clivage mais ne clive pas les autres caspases. Il a été
démontré qu'il interagit avec la caspase-1 et -5 dans les macrophages et inhibe
l'activité de la caspase-1 et la libération d'IL-1P. La caspase-12 ne supprime pas
l'activité de la caspase-1(Kesavardhana et al., 2020).

Quelques exemples apparents incluent 1'observation que seuls des sous-
ensembles de la population humaine expriment de maniere détectable la
caspase-12(Julien and Wells, 2017).

1.3.3 Autres caspases :

La classification des groupes ne met pas non plus en évidence avec précision les
contextes cellulaires spécialisés dans lesquels certaines caspases peuvent
fonctionné(Julien and Wells, 2017). La chose qui distingue la présence de la
caspase qui n'appartient a aucun des groupes ci-dessus, telle que.

Caspase 13 : La caspase-13, ¢galement connue sous le nom d'ERICE, est un
inhibiteur de la cystéine protéase d'origine bovine. Qui ¢été initialement
confondue avec une protéine humaine, Plus tard il considérer comme un
orthologue bovin de la caspase-4 humaine. Et il est impliqué dans 1'apoptose.

Les inhibiteurs de la caspase-13 sont intéressants pour étudier le role de la
caspase-13 dans des maladies telles que le cancer et la neurodégénérescence. Et
un role possible lui a été attribué¢ dans le développement des follicules
dominants au cours du cycle menstruel (Galluzzi et al., 2016).

Caspase 14 : Le dernier ajout aux caspases humaines, La caspase-14. Elle n'est
pas classée comme caspase apoptotique ou inflammatoire(Kesavardhana et al.,
2020). Bien que mécaniquement obscur, semble avoir un role hautement
spécialisé. Il est connu pour participer dans le processus de différenciation
cellulaire épidermique des kératinocytes humains(Julien and Wells, 2017).

Caspase 16 : existe en tant que pseudogene chez la souris, 'homme et plusieurs
autres mammiferes, mais n'a pas été ¢tudi¢ en détail jusqu'a présent(Galluzzi et
al., 2016).
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Figure 1.2 : structure domaine et classification des caspases.

1.4. L’activation des caspases :

La plupart des stress cellulaires, tels que les dommages a 'ADN ou le stress du
réticulum endoplasmique (ER), engagent activement l'apoptose lorsque les
cellules sont endommagées au-deld de la réparation. A l'inverse, I'absence de
signal, comme ceux actives par des facteurs de croissance, peut aussi entrainer la
mort cellulaire(Green and Llambi, 2015). Ou le clivage des protéines nucléaires
par les caspases favorise la dégradation nucléaire, et par conséquent, joue un
role clé dans l'exécution de I'apoptose (Prokhorova et al., 2018). Alors,
'apoptose implique l'activation des caspases, qui orchestrent tous les
changements morphologiques qui caractérisent cette forme de mort
cellulaire(Green and Llambi, 2015).

1.4.1. Mécanisme d’activation des caspases (procaspase) :

Les caspases sont un groupe de protéases a cystéine. Elles sont présentes dans le
cytoplasme sous la forme d'un zymogene inactifs a chaine unique dite « les
procaspases », en attente de signaux d'activation appropriés pour
l'activer(Ramirez and Salvesen, 2018). De lui, les procaspases vont ensuite étre
clivées et dimérisées pour former les caspases actives.
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Les zymogenes des caspases initiatrices, sont des monomeres inertes(Ramirez
and Salvesen, 2018). Ces procaspases nécessitent une dimérisation pour
l'activation. Laquelle, la dimérisation est I'événement d'activation fondamental,
apres recrutement sur un échafaudage protéique et / ou un clivage protéolytique
du lieur inter-sous-unités entre les petites et grandes sous-unités(Julien and
Wells, 2017). Les caspases initiatrices sont adaptés par des molécules
adaptatrices sur des plateformes d'activation oligomeres suite a un signal
apoptotique. Le modele de proximité induite postule que l'augmentation locale
de la concentration entraine une dimérisation induite par la proximité et donc
une activation (Ramirez and Salvesen, 2018).

D'autre part, les procaspases effectrices, sont exprimées sous la forme de
dimeres constitutifs obligatoires et le clivage a l'intérieur de la région de liaison
inter-sous-unités, soit par des initiateurs soit par autoprotéolyse, induit une
activation(Julien and Wells, 2017). Lequel est exécuté par un linker séparant les
grandes et petites chaines. Le traitement protéolytique du lieur permet
I'assemblage du site catalytique par le réarrangement des boucles mobiles
caractéristiques. L'autoprotéolyse entrainant 1'¢limination du domaine pro N-
terminal ou le clivage du lieur inter-chaine suit parfois I'activation(Ramirez and
Salvesen, 2018).

En brievement, le processus d'autoactivation induite par la proximité du
zymogene caspase dans la protéase active est entrainé par des changements
conformationnels induits par la dimérisation qui conduisent a I'excision
protéolytique des régions de liaison flexibles séparant le prodomaine et les sous-
unités catalytiques grandes et petites(Van Opdenbosch and Lamkanfi, 2019). Et
de 1a, les caspases d'initiateur sont activées dans de grands complexes protéiques
multimeres distincts, tandis que les caspases effectrices sont activées par les
caspases d'initiateur(Gorelick-Ashkenazi et al., 2018).

Lors de l'activation, les caspases commencent a cliver un ensemble de substrats
prédéfinis, allant de quelques a plusieurs centaines de cibles, a des taux qui
peuvent varier de plus de 500 fois entre les cibles. L'activation de la caspase
peut entrainer la mort cellulaire via l'apoptose ou la pyroptose, ou la
différenciation cellulaire(Julien and Wells, 2017).(figure 1.3).
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Figurel. 3 : ’activation de procaspase.

1.4.2. Mécanismes d'activation des caspases dans I’apoptose :

L'activation des caspases pendant le processus apoptotique dans les cellules est
médiée par deux voies principales; la voie intrinseque et extrinseque(Zhao et al.,
2018) qui sont en corrélation avec le type de signal. Ils sont également appelés
voies mitochondriales et récepteurs de la mort (DR), respectivement(Pfeffer and
Singh, 2018).

Les signaux intracellulaires incluent les dommages a I'ADN, la privation de
facteur de croissance et la privation de cytokines, tandis que les signaux
extracellulaires les plus courants sont des signaux mortels produits par les
cellules T cytotoxiques du systeme immunitaire en réponse a des cellules
endommagées ou infectées(Pfeffer and Singh, 2018).

En bref, les caspases apoptotiques apicales sont le point auquel un signal de
mort cellulaire est converti en activité protéolytique, bien qu’ils répondent a des
signaux tres différents et soient activées dans des plateformes d'activation
distinctes, la nature d'une telle activation présente des similitudes
frappantes(Ramirez and Salvesen, 2018).

En outre, les voies convergent vers les caspases d’exécuteur. Des que 1'apoptose
est signalée, des changements commencent a se produire dans la cellule. Ces
changements comprennent l'activation des caspases qui clivent les composants
cellulaires nécessaires au fonctionnement cellulaire normal, telles que les
protéines cytosquelettiques et nucléaires. En raison de l'activité de la caspase, les
cellules apoptotiques commencent a rétrécir et a subir des modifications de la
membrane plasmique qui signalent la réponse des macrophages (Pfeffer and
Singh, 2018).
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La mort des cellules apoptotiques est principalement déclenchée par la voie DR
ou mitochondriale, bien qu'il existe des voies supplémentaires. Les DR, Fas
(CD95), récepteur Trail (TRAIL-R) ou TNFR1- induisent I'apoptose en recrutant
directement une plate-forme d'activation de la caspase lors de la liaison a leur
ligand respectif. La voie mitochondriale de l'apoptose, d'autre part, est
déclenchée lors de la perte d'intégrité¢ de la membrane externe mitochondriale, ce
qui permet la libération de facteurs proapoptotiques (le cytochrome c) des
mitochondries dans le cytosol. Ce processus est controlé par le Famille de
protéines Bcl2. Une fois dans le cytosol, le cytochrome c induit 'assemblage
d'un complexe d'activation de la caspase: «l'apoptosome». Les deux voies
aboutissent a l'activation des protéases caspases et au clivage des protéines
intracellulaires, conduisant finalement au démantelement de la cellule puis la
mort(Green and Llambi, 2015).

e La voie extrinseque :

La voie de l'apoptose extrinseque est médiée par les récepteurs de la mort, qui
initier apres la liaison au ligand et l'activation des récepteurs contenant le
domaine de la mort(Shalini et al., 2015). C’est l'apoptose au cceur de la
signalisation DR induite par le ligand extracellulaire. Les membres de la famille
DR bien caractérisée incluent les membres de la superfamille du facteur de
nécrose tumorale (TNF) TNF récepteur 1 (TNFR1 / CD120a), l'antigéne
d'apoptose 1 (APO-1, Fas / CD95), le récepteur de la mort 3 (DR3), DR4
[également appelé récepteur 1 du ligand induisant l'apoptose li¢ au TNF
(TRAIL-R1)] et DRS (TRAIL-R2 / APO-2)(Kesavardhana et al., 2020). Lors, il
est bien établi que l'apoptose peut étre induite par des facteurs externes
(extrinseques), tels que le ligand Fas, TRAIL-R1 et TRAIL-R2(Julien and
Wells, 2017). De 14, I'engagement de leurs ligands apparentés, induisent la mort
cellulaire(Kesavardhana et al., 2020).

En plus du TNF-a lui-méme, 1'archétype est le ligand Fas (FasL), qui se lie au
récepteur de mort Fas sur la surface cellulaire. Cela conduit a un regroupement
des récepteurs et au couplage du domaine intracellulaire a la protéine adaptatrice
FADD et / ou la protéine du domaine de la mort associée au TNFR (TRADD) et
d'autres composants(McArthur and Kile, 2018)\(Shalini et al., 2015), qui
facilitant le recrutement et 1'activation ultérieure de la caspase-8(McArthur and
Kile, 2018). Lors de la liaison, les facteurs cytosoliques caspase-8 et FADD
s'associent au récepteur homotrimérique activé pour former le complexe de
signalisation inducteur de mort ou DISC(Zhao et al., 2018). Et qui est assemblé
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sur la face cytosolique de plusieurs membres de la famille des récepteurs du
TNF soutient la dimérisation de la caspase comme une étape critique et
suffisante dans le recrutement et 1'activation des caspases initiatrices 8 et 10(Van
Opdenbosch and Lamkanfi, 2019). Par la suite, le DISC clive la caspase 8, et lui
permet d'activer des caspases-3 et -7 d’exécution (Zhao et al., 2018).

En revanche, la caspase-8 clive également la BID en une forme tronquée (tBID),
qui engage la voie mitochondriale pour amplifier la réponse apoptotique. Une
fois les caspases initiatrices activées par les voies d'apoptose extrinséque ou
intrinseéque, elles assurent aussi l'activation des caspases effectrices-3, -6 et -
7(Shalini et al., 2015). Ce qui conduit au démantelement de l'infrastructure
cellulaire critique et a la mort cellulaire éventuelle(Zhao et al., 2018).

e La voie intrinséque :

La voie de l'apoptose intrinseque est généralement activée a la suite de signaux
proapoptotiques qui activent plusieurs protéines a l'intérieur des mitochondries
pour étre libérées dans le cytoplasme(Zhao et al., 2018). Alors, elle est
déclenchée lorsque l'intégrit¢ mitochondriale est compromise en réponse aux
facteurs de stress cellulaire .Ces facteurs de stress comprennent une large
gamme de déclencheurs exogenes et endogenes, tels que les dommages a I'ADN,
le stress du réticulum endoplasmique (ER), les médicaments cytotoxiques et les
especes réactives de 1'oxygene(Kesavardhana et al., 2020).

La principale voie menant a la mort apoptotique dans les cellules de
mammiféres, l'intrinséque, est également appelée la voie «classique» ou
«mitochondriale». Comme son nom l'indique, il se concentre sur les
mitochondries(McArthur and Kile, 2018). La voie intrinseque, en particulier, est
régulée par la famille des protéines du lymphome 2 a cellules B (BCL-2) ce qui
comprend les protéines effectrices proapoptotiques, le BH3 uniquement qui
inhibent les protéines antiapoptotiques BCL-2. Et les protéines antiapoptotiques
BCL-2 qui inhibent l'apoptose par l'inhibition des protéines proapoptotiques
BCL-2, de la protéine X associée a BCL-2 (BAX) et du tueur d'antagoniste
homologue BCL-2 (BAK)(Pfeffer and Singh, 2018).

Cette voie implique le recrutement des effecteurs proapoptotiques. Ou les
facteurs de stress induisent 1'activation de I'antagoniste ou tueur proapoptotiques
BCL-2 (BAK) et / ou de la protéine X (BAX) associ¢e a BCL-2, ce qui entraine
une  perméabilisation de la  membrane externe  mitochondriale
(MOMP)(Kesavardhana et al., 2020). Le MOMP est I'événement définissant de
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'apoptose intrinseque et est considéré comme le point de non-retour(Pfeffer and
Singh, 2018). La perte d'intégrité mitochondriale entraine la libération de ses
protéines membranaires internes clés, telles que le cytochrome ¢ et le deuxiéme
activateur de caspase dérivé des mitochondries (SMAC; également connu sous
le nom de DIABLO), qui favorisent directement l'activation de la caspase et
l'apoptose intrinseque(Kesavardhana et al., 2020).

Le cytochrome ¢ cytoplasmique se lie au domaine WD du facteur 1 d'activation
de la protéase apoptotique (Apaf-1, une protéine adaptatrice ayant une
homologie avec Ced-4), ce qui forme un complexe laquelle facilite l'activation
de zymogene inactif de la caspase-9 d'une maniére dépendante de 'ATP/ dATP
(la procaspase-9 est convertie en caspase-9); et induisant un changement de
conformation et exposant le site de liaison aux nucléotides de Apaf-1(McArthur
and Kile, 2018)\(Kesavardhana et al., 2020). La forme liée aux nucléotides de
I'oligomérisation d'Apaf-1 subit d'autres changements structurels entrainant
l'assemblage d'un grand complexe heptamérique avec l'initiateur caspase-9,
appelé « apoptosome » (Kesavardhana et al., 2020), qui est la plate-forme
multimere d'activation de la caspase-9 (Zamaraev et al., 2017).

Au cours de ce processus, la caspase-9 initie la cascade de caspases, par
l'activation et le clivage des caspases exécuteurs, caspase-3 / -6 / -7 pour
provoquer l'exécution robuste de I'apoptose et commencent rapidement a
décomposer les protéines ce qui conduit a tuer la cellule hote. Ce processus est
encore amplifi¢ par SMAC, qui bloque la fonction inhibitrice de la caspase de
I'inhibiteur des protéines d'apoptose (IAP) en les ciblant pour la dégradation
protéasomique(Kesavardhana et al., 2020).

Il convient de noter que les protéines supplémentaires qui ont €été libérées des
mitochondries en plus du cytochrome ¢ et SMAC, comprennent le facteur
induisant l'apoptose (AIF), l'endonucléase G, la protéine A2 exigeant des
températures €levées, et inhibiteur direct de la protéine de liaison a l'apoptose a
pH bas(Zhao et al., 2018).

Tandis que, les caspases apoptotiques sont d'importants médiateurs de la mort
cellulaire, le MOMP médiée par Bak / Bax est 1'étape d'initiation essentielle. Les
cellules dépourvues de Bak et Bax ne présentent pas de libération de cytochrome
¢ ni d'activation de caspase lorsqu'elles sont exposé€es a une large gamme de
stimuli apoptotiques. Ils sont capables de survivre, de se diviser et de produire
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une progéniture viable, en d'autres termes, ils sont capables de maintenir la
clonogénicité(McArthur and Kile, 2018).

Evidemment, Les deux voies apoptotiques sont fusionnées ensemble en un
point dans une cellule apoptotique et la caspase 9 et la caspase 8 activent la
caspase 3 a la fin. A ce stade, le clivage de la caspase 3 inactive se produit par
d'autres médiateurs de 'apoptose, entrainant I'activation de la caspase 3, qui est
un événement critique dans l'initiation de l'apoptose(Asadi et al., 2018). En
revanche, la perturbation de l'activité enzymatique de certaines de ces caspases
peut altérer la fonction de mort cellulaire, mais elle maintient leur capacité a
participer a d'autres processus biologiques(Kesavardhana et al., 2020). (Figure
1.4).
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Figure 1.4 : ’activation des voies apoptotique.

1.4.3. Autres mécanismes d’activation :

Une grande partie de la régulation de l'apoptose se produit assurément au début
des plateformes d'activation de la caspase .Mais d'autres événements de
signalisation peuvent modifier les caspases, méme lorsqu'une plate-forme
d'activation appropriée se forme, leur activation est inhibée. Tel que XIAP et
FLIP(Green and Llambi, 2015). Un certain nombre de circuits réglementaires
controlent et modifie considérablement le traitement et 1'activité catalytique des
caspases. Et par conséquent, la liaison de groupes chimiques fonctionnels ou de
protéines Ou l'addition et / ou I'¢limination de groupes chimiques module
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l'activité enzymatique des caspases ou stimule et influence leurs fonctions non
apoptotiques (Zamaraev et al., 2017).

Les modifications post-traductionnelles alterent la conformation des caspases, et
donc, modulent de maniere cruciale leur fonction. Les modifications post-
traductionnelles, telles que la phosphorylation, I'ubiquitination, la nitrosylation,
la glutathionylation, la SUMOylation et l'acétylation, sont cruciales dans la
modulation de l'activité des caspases et la mort cellulaire. Ils représentent un
code unique, qui peut réguler la force de la réponse apoptotique et fournir une
possibilité supplémentaire d'affiner la signalisation de la mort en aval des stimuli
apoptotiques(Zamaraev et al., 2017).

e Le role de la phosphorylation dans l'activation des caspases:

La phosphorylation des caspases initiatrices et effectrices présente un
programme évolutif conservateur de régulation de 1'apoptose qui est hautement
conservé entre les différents organismes. La phosphorylation /
déphosphorylation des caspases fournit le réseau d'activation / désactivation qui
régule la mort cellulaire de maniere trés dynamique (Zamaraev et al., 2017).

Dans le controle de l'activité de la caspase initiateur: L’activation des
caspases initiatrices dans les plates-formes HMW, étape clé de I’induction de
I’apoptose, est suivie de 1’activation des caspases effectrices et du «point de
non-retour» dans la cascade des caspases. Remarquablement, chaque caspase
initiatrice a son propre réseau de phosphorylation controlant son activation sur
des stimuli particuliers via une kinase spécifique. Pris ensemble, un certain
nombre de réseaux de phosphorylation affinent I'activation des caspases
d'initiateur via la phosphorylation. Fait intéressant, la majorité des sites de
phosphorylation signalés jusqu'a présent sont situés dans la région des grandes et
petites sous-unités catalytiques plutot que dans le prodomaine des caspases
initiatrices (Zamaraev et al., 2017).

Dans le controle de I'activité de la caspase effectrice: La phosphorylation des
caspases effectrices préfére en outre affiner la force de la réponse apoptotique
induite via l'activation de la caspase initiatrice. Fait intéressant, la fonction
proapoptotique de la phosphorylation des caspases effectrices a également été
signalée, ce qui conforterait 1'hypotheése selon laquelle la phosphorylation
contrdle largement l'induction de la mort cellulaire en bloquant I'activation des
caspases initiatrices et en agissant sur l'activité des caspases effectrices en
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fonction du contexte, ce qui pourrait soit amplifier davantage ou bloquer la mort
cellulaire (Zamaraev et al., 2017).

e Régulation de l'activation des caspases par les kinases:

Il existe une interaction entre les kinases et les caspases a la fois dans la
phosphorylation des caspases et la phosphorylation des substrats des caspases
pour inhiber ou améliorer le clivage. De plus, d'autres protéases en plus des
caspases sont activées pendant la mort et la différenciation des cellules, telles
que les calpaines, les sérines protéases (granzymes) et les protéases lysosomales,
et celles-ci pourraient potentiellement générer presque le méme nombre de
substrats clivés(Julien and Wells, 2017).

Dans un cas particulier, La caspase-9 est phosphorylée sur un résidu de
thréonine dans la région entre le prodomaine et la grande sous-unité par
plusieurs kinases telles qu’ERK2 MAPK et CDK1. L'inhibition de l'activité de
la caspase-9 par ERK2 se produit en aval de Ras en réponse a des stimuli
prosurvivaux tels que la stimulation du facteur de croissance. CDK1-cycline-B1
contrdle la philosophie et 'activité de la caspase-9 pendant la mitose (Green and
Llambi, 2015).

e Activation de la caspase apoptotique sans mort cellulaire :

L'activation sublétale de l'activation de la caspase n'est pas sans conséquences.
TRAIL induit une voie d'apoptose extrinseéque en ligaturant les récepteurs de la
mort qui recrutent le FADD, la caspase-8 et / ou la caspase-10 pour former le
«complexe de signalisation induisant la mort». Ont démontré d'une
augmentation des dommages a I'ADN et des mutations dans les cellules
tumorales survivantes avec la caspase-8 activée apres une exposition sublétale a
TRAIL ou FasL. Cette activation sublétale des caspases a augmenté les
dommages a I'ADN en activant en partie la CAD, un facteur en aval de la
caspase-3 (Zhao et al., 2018).

La perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (MOMP) était
considérée comme le point de non-retour dans le mécanisme apoptotique car la
libération de protéines mitochondriales, y compris le cytochrome c, active les
caspases et conduit a la mort cellulaire rapide. Cependant, ont constaté qu'au lieu
de tuer les cellules, un MOMP minoritaire induit en fait des dommages a 'ADN
dépendant de la caspase, favorisant l'instabilit¢é génomique et la
tumorigenese(Zhao et al., 2018).
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2. Les roles et les fonctions des caspases :

Comme indiqué précédemment, les caspases sont des protéases largement
connues pour leur réle dans la régulation des fonctions biologiques cruciales.
Qui sont centralement impliquées au contrdle de la mort cellulaire programmeée,
de l'inflammation, et la suppression des tumeurs(Shalini et al., 2015). Donc, le
role des caspases était d'initier une voie irréversible vers l'apoptose, et une fois
les caspases activées, la cellule était vouée au suicide(Pérez-Garijo, 2018).

Et avec le temps, il est devenu évident que le réle de nombreuses caspases ne se
limite pas a l'apoptose et qu'elles fonctionnent dans d'autres modes de mort
cellulaire (nécrose, autophagie et pyroptose)(Shalini et al., 2015). C'est vrai que
la cascade de caspases apoptotiques accélere la vitesse a laquelle une cellule
meurt, mais a la fin de compte, il n'y a pas nécessaire pour la mort(McArthur
and Kile, 2018).

Etant donné le role 1étal des caspases, il peut sembler surprenant que ces tueurs
dangereux soient utilisés pour une pléthore de fonctions non apoptotiques,
souvent essentielles aux processus vitaux(Pérez-Garijo, 2018). I montre
illogique que ces enzymes qui ont la capacité de détruire la cellule puissent
¢galement induire la division cellulaire. Cependant, il devient de plus en plus
clair que les caspases sont beaucoup plus polyvalentes qu'on ne le pensait
auparavant. Dans certains cas, les caspases peuvent remplir simultanément leurs
roles apoptotique et mitogene, et tout en provoquant la destruction d'une cellule,
elles peuvent induire la prolifération des cellules voisines, ce qui les rend un
mécanisme qui peut éEtre trés précieux pour compenser la perte des
cellules(Pérez-Garijo, 2018).

2.1. Au niveau de la cellule :
2.1.1 Role apoptotique :

Comme discuté ci-dessus, l'apoptose est un mécanisme intrinseque de mort
cellulaire silencieuse qui a évolué¢ pour démanteler les composants cellulaires
d'une maniére programmée pour maintenir 'homéostasie. Les caspases sont au
ceeur de ce processus et hydrolysent systématiquement les protéines cellulaires
clés dans une cascade complexe. Parce que la protéolyse médiée par la caspase
est un événement irréversible, les caspases sont synthétisées comme précurseurs
monomeres inactifs. Les stimuli proapoptotiques amorcent les cellules a initier
la cascade des caspases, ce qui entraine l'activation induite par la proximité des
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caspases initiatrices, ce qui active a son tour les caspases effectrices
protéolytiquement, ce qui facilite le démanteélement systématique des
composants cellulaires, conduisant a des changements intracellulaires
caractéristiques, Par conséquent, les voies apoptotiques peuvent généralement
étre classées comme extrinséques ou intrinséques en fonction du mode
d'initiation et des adaptateurs et caspases initiateurs spécifiques impliqués dans
le processus(Kesavardhana et al., 2020).

En tant que caspases, les principaux acteurs de l'apoptose, non seulement se
déplacent vers le noyau au cours de ce type de mort cellulaire, mais modifient
¢galement la structure NE et régulent directement le transport d'autres facteurs
liés a I'apoptose(Kopeina et al., 2018), des études protéomiques montrent que les
substrats de caspases ne sont clivés qu'une ou plusieurs fois et peuvent créer des
produits de domaine stables dans la cellule. Il semble que ces substrats de
caspase clivés sont rarement capables de déclencher a eux seuls I'apoptose, qui
est un processus létal synthétique massif dans lequel l'activation soutenue de la
caspase conduit a de nombreux événements de clivage qui fonctionnent
ensemble pour entrainer la mort cellulaire(Julien and Wells, 2017).

L'une des fonctions les plus importantes des caspases pendant l'apoptose est de
favoriser la dégradation du matériel génétique(Kopeina et al., 2018). Ou les
caspases apoptotiques conduisent une morphologie caractéristique qui comprend
le saignement membranaire, et contribuer a l'activation ou a la translocation
nucléaire d'un ensemble de protéines favorisant la condensation de la chromatine
et la fragmentation de I'ADN chromosomique, le conditionnement des
constituants cellulaires en «corps apoptotiques» et, éventuellement, la mort
cellulaire. En contexte, L'apoptose est wune disparition cellulaire
immunologiquement silencieuse, en effet elle peut étre anti-inflammatoire, et
par conséquent des réseaux de signalisation complexes activés par des caspases
apoptotiques sont nécessaires pour démanteler et emballer les cellules en vue de
leur ¢élimination(Ramirez and Salvesen, 2018).

On dirait que, Les voies sont fortement régulées de sorte que l'apoptose ne se
produira que si elle est signalée. La dérégulation de 1'apoptose est un symptome
dans une grande variét¢ de maladies. L'apoptose accélérée se retrouve dans
I'infertilité¢, I'immunodéficience et les maladies dégénératives aigués et
chroniques, et I'apoptose retardée ou inhibée est présente dans le cancer et 'auto-
immunité(Pfeffer and Singh, 2018).
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2.1.2. Role non-apoptotique :

Les liens entre les caspases apoptotiques et le développement vont bien au-dela
de la mort. Ou une multitude de preuves émergent qui soutiennent 1'existence de
nombreuses autres fonctions non apoptotiques de ces caspases avec des roles
quelque peu surprenants et fascinants dans divers processus cellulaires. Qui sont
essentielles non seulement pour le bon développement de 1'organisme, mais
aussi pour I'homéostasie tissulaire(Dabrowska et al., 2016). De plus, il a été
constaté que l'activation des caspases ne conduit pas irréversiblement a la mort
cellulaire, contrairement au paradigme €tabli. L'activation sublétale des caspases
est évidente dans la différenciation cellulaire et la reprogrammation
épigénétique(Zhao et al., 2018).

On réserve le terme «non apoptotique» aux situations dans lesquelles les
caspases apoptotiques jouent un role dans un processus cellulaire qui ne
commence pas par la MOMP ou I’activation des récepteurs de la mort. Cela
impliquerait qu'une ou plusieurs des caspases apoptotiques (méme la cascade
entiere) soient activées par d'autres moyens pour atteindre un objectif particulier
de non-mort(McArthur and Kile, 2018).

Ces fonctions comprennent plusieurs champs, telque la régulation des réponses
immunitaires, la récupération aprés une blessure, et la promotion de la
régulation de la différenciation cellulaire et de la spécification du leur destin.
Notamment, les caspases apoptotiques dans les cellules mourantes induites par
le stress peuvent activer des signaux mitogenes conduisant a la prolifération des
cellules voisines, un phénomene appelé prolifération induite par I'apoptose. Ici,
nous mettons en évidence certaines de ces fonctions non apoptotiques, en
particulier les roles des caspases dans I'homéostasie tissulaire, dans le contexte
du développement du cancer(Dabrowska et al., 2016). (Figure 1.5).

e Activation des caspases dans la différenciation:

La différenciation cellulaire est un processus biologique plus défini et précis
impliquant une activation transitoire de la caspase. Il est possible que les
substrats clivés dans ces processus soient différents, en raison de l'activation
différentielle des caspases, ou du clivage sélectif des substrats rapides en raison
de l'activation transitoire. L’activation des caspases a ¢été observée dans la
différenciation érythroide, le développement des lentilles, la spermatogenése, la
différenciation des cellules souches, le développement neuronal et la coupe de la
dendrite. Bien que de nombreuses cibles puissent étre coupées par différentes
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caspases, chaque caspase a un ensemble préféré, suggérant qu'elles ont des
fonctions spécialisées(Julien and Wells, 2017).

e Mécanismes de prolifération induite par la caspase:

Comme mentionné précédemment, les caspases peuvent induire une
prolifération a la fois dans la méme cellule ou elles sont activées et dans les
cellules environnantes(Pérez-Garijo, 2018).

Prolifération autonome: Il a ét¢ détecté¢ qu'il existe de nombreuses cellules
dans différents tissus qui pourraient activer des caspases a des fins non Iétales
pendant et aprés le développement. Et il est récemment montré que les cellules
peuvent inverser l'apoptose, méme lorsqu'elles ont déja atteint des stades
avancés du processus apoptotique.

D'une part, si l'intensité de l'activation de la caspase est maintenue en dessous
d'un certain seuil, la cellule pourrait étre en mesure de maintenir ces faibles
niveaux d'activité de la caspase sans mourir. De plus, I'expression appropriée de
certains inhibiteurs de caspases peut controler les caspases et limiter 1'étendue de
leur activation.

Etonnamment, l'une des raisons pour lesquelles une cellule pourrait décider
d'activer les caspases est d'entrer dans la division cellulaire. De multiples
observations indiquent un réle possible des caspases dans la régulation du cycle
cellulaire. Par exemple, il a ét¢ démontré que les caspases étaient régulées a la
hausse juste avant ou pendant la mitose, et le traitement avec des inhibiteurs de
caspase peut retarder la progression mitotique(Pérez-Garijo, 2018).

Comme une ¢tude plus récente indiquée que la pro-caspase-3 et -7 peuvent
contribuer a la prolifération cellulaire. Et il suggere que la caspase-3 peut agir
comme un capteur de contraintes extracellulaires, déterminant ainsi si les
cellules vivent ou non(Dabrowska et al., 2016).

Prolifération des lymphocytes: Le role des caspases dans le systéme
immunitaire est particuliérement complexe. Alors que dans certains scénarios,
elles peuvent favoriser l'apoptose canonique et que certains types de cellules
dépendent d'eux pour se différencier, les caspases ont un role prépondérant dans
la régulation de la prolifération des lymphocytes. Par exemple, la mutation de la
caspase 8 peut conduire a de graves troubles lymphoprolifératifs, comme on
peut s'y attendre du role des caspases dans la promotion de la mort cellulaire des
lymphocytes, mais entraine également une diminution de la prolifération des
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lymphocytes T et une immunodéficience. Le role des caspases dans le
déclenchement de la prolifération est bien établi pour les lymphocytes T.

Dans les cellules B, le role des caspases est moins bien étudié et probablement
plus complexe. Comme dans le cas des lymphocytes T, la caspase-8 semble

avoir le réle le plus important dans la stimulation de la prolifération(Pérez-
Garijo, 2018).

e roles mitogénes des caspases :
» Prolifération induite par la caspase dans le développement et
I'homéostasie :

Lorsque I'on pense au role des caspases pendant le développement et
I'homéostasie, seule leur capacité destructrice vient a l'esprit. Tandis que la
fonction proliférative des caspases est conforme a leur nature mortelle. Alors,
les caspases jouent un rdle crucial a la fois dans la destruction de la cellule dans
laquelle elles sont activées ainsi que dans la prolifération des cellules
voisines(Pérez-Garijo, 2018).

Développement cardiaque: Le cceur en développement fournit un exemple
remarquable du r6le des caspases dans la prolifération au cours du
développement. La fonction principale des caspases dans ce scénario était de
promouvoir la prolifération. Et un role pour la voie apoptotique a été trouvé dans
I'hypertrophie cardiaque, une hypertrophie pathologique du cceur pouvant
conduire a une insuffisance cardiaque. Et on montre de fagon convaincante que
l'activation des caspases est nécessaire et suffisante pour induire la réponse
hypertrophique dans le cceur(Pérez-Garijo, 2018).

Formation osseuse: Fait intéressant, les caspases d’exécution jouent un role
crucial lors du développement et du remodelage osseux. Ces signaux, entre
autres fonctions, favorisent la prolifération des ostéoblastes, qui synthétisent et
sécretent les composants des nouveaux tissus osseux lors de 1'ostéogencse.

De plus, I'expression de la forme activée de la caspase 7 était corrélée a
I'expression de 1'ostéocalcine, un marqueur de l'ostéogenese, suggérant un role

distincte de la caspase-7 dans ce processus selon le type d'ossification(Pérez-
Garijo, 2018).
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La neurogenése: Le role non apoptotique des caspases a ¢té bien établi dans
I'élagage dendritique, la recherche de voies neuronales et la plasticité
synaptique, et l'inhibition chimique des caspases peut altérer la mémoire et
I'apprentissage. Cependant, les caspases semblent exercer une fonction
proliférative sans ambiguité dans le cerveau. Par exemple, les neurones
mourants peuvent déclencher la prolifération des cellules progénitrices et gliales
environnantes lors d'une blessure. Fait intéressant, des dommages aigus dans les
lobes optiques ont déclenché I'activation de la caspase et la mort des cellules
neuronales, et cela en corrélation avec une neurogenese améliorée, qui fournit de
nouveaux neurones pour soutenir la réparation du cerveau(Pérez-Garijo, 2018).

= Prolifération induite par la caspase dans la maladie:

La mort cellulaire a retenu beaucoup l'attention pour son implication dans une
myriade de maladies, et il est largement admis que la dérégulation de 1'apoptose
peut avoir des conséquences pathologiques. Par conséquent, il n'est peut-Etre pas
surprenant que les rdles des caspases se retrouvent fréquemment dans les
situations de maladie. Cependant, il est important de différencier les effets
exclusivement liés a la fonction exécuteur des caspases (c'est-a-dire les
pathologies associées a un exces ou a un déficit de mort cellulaire) et les
résultats résultant de leurs réles non apoptotiques et / ou de la signalisation
dépendant de la caspase.

Donc, on passe en revue ici le lien intrigant entre le r6le mitogéne des caspases
et la maladie(Pérez-Garijo, 2018).

Cancer (stimulation du repeuplement des cellules tumorales): La voie dans
laquelle les cellules apoptotiques libeérent des facteurs de croissance pour
favoriser la régénération tissulaire est clairement bénéfique dans la régénération
tissulaire normale et la cicatrisation des plaies(Zhao et al., 2018). En plus des
anomalies du développement, l'activation dérégulée de la caspase comme
mécanisme de maladie causale dans la tumorigenese, l'auto-immunité, 1'auto-
inflammation, les pathologies infectieuses, et d'autres problemes de santé
graves(Van Opdenbosch and Lamkanfi, 2019).

Le maintien de l'intégrité des tissus en empéchant la migration cellulaire
indésirable, pourrait étre 1'une des plus anciennes fonctions non apoptotiques de
cette famille de protéases. On montre que de faibles niveaux d'activit¢ de
caspase effectrice inhibent puissamment ce processus, ainsi qu'un autre
processus de migration cellulaire de développement distinct. Ces résultats
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pourraient étendre notre compréhension du réle des caspases en tant que
suppresseurs de tumeurs et avoir des implications pour la radiothérapie dans le
traitement du cancer(Gorelick-Ashkenazi et al., 2018).

Mais en revanche, on démontre que la caspase-3 dans les cellules tumorales
mourantes entrainait une réponse pro-angiogénique(Zhao et al., 2018).

o .;-.-..aur Growth / Metastasis / Tumay, Repﬂbm.m.-i- .
< Tu il on ",

——

!
([ Apoptosis

Figure 1.5 : les fonctions non apoptotique des caspases.
Autres maladies:

Bien que le cancer soit probablement 'endroit ou le lien entre les caspases et la
prolifération est le plus convaincant, I'activité non apoptotique des caspases
pourrait également étre la cause principale d'autres maladies. Par exemple, les
cas liés a l'activation de la caspase sont des maladies fibrotiques. La fibrose peut
résulter d'une réponse exagérée a la cicatrisation des plaies qui, par la
prolifération et l'activation des fibroblastes, conduit a une accumulation
anormale de tissu fibreux qui peut compromettre le fonctionnement normal d'un
organe. Il est intéressant de noter que les signaux sécrétés par les cellules
endothéliales mourantes semblent avoir un rdéle direct dans le processus de
fibogenese.

Les caspases ont également été impliquées dans des complications associées a
certaines conditions caractérisées par des niveaux ¢levés d'apoptose. Un
exemple est les dommages au foie causés par une infection chronique par
I'hépatite C. Plusieurs rapports montrent une forte corrélation entre les niveaux
d'activation de la caspase et le degré de I1ésions hépatiques inflammatoires, de
fibrose et de stéatose. La signalisation par les caspases pourrait également étre
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lice a la progression de la maladie vers la cirthose ou le carcinome
hépatocellulaire.

Comme dans le cas du cancer, il est intéressant de souligner que certains des
tissus dans lesquels les caspases ont un rdle prolifératif important au cours du
développement ou lors d'une blessure, comme le cceur et le foie, sont également
ceux qui sont affectés pendant la maladie. Cela pourrait refléter le potentiel de
ces tissus a activer les roles non apoptotiques des caspases, ce qui peut entrainer
des complications lorsque la situation tourne mal, conduisant a des états
pathologiques. Compte tenu de I'importance de I'apoptose au cours du
développement et de son implication généralisée dans la maladie, il est tres
probable qu'il existe encore de multiples rdles non apoptotiques non identifiés
pour les caspases qui peuvent étre liés a la pathologie(Pérez-Garijo, 2018).

Briévement:

Depuis leur découverte, role des caspases était d'initier une voie irréversible vers
l'apoptose, et donc, une fois les caspases activées, la cellule était vouée au
suicide. Mais aussi que ces enzymes potentiellement mortelles peuvent servir a
de nombreux fins non apoptotiques. Un rdle particulierement frappant des
caspases est leur capacité a favoriser la prolifération cellulaire, qui peut survenir
a la fois a la suite de l'apoptose ou dans des cellules résistantes a 1'apoptose, et
qui peut affecter la méme cellule qui active les caspases ou les cellules voisines.
Le lien entre ces enzymes induisant la mort et la croissance peut entrainer de
multiples résultats souhaitables. Par exemple, il a ét¢ démontré que les signaux
sécrétés par les cellules mourantes sont requis pour différents processus de
régénération et de réparation tissulaire(Pérez-Garijo, 2018).

Plusieurs caspases sont également impliquées dans la différenciation tissulaire,
la formation de tumeurs et les métastases, déterminant la réponse immunitaire,
la plasticité synaptique, les dommages a 1'ADN et la réponse au stress, le
métabolisme et le vieillissement. Ainsi, Une meilleure connaissance de la
fonction des caspases peut fournir des stratégies considérablement améliorées
pour concevoir des thérapies efficaces dans le domaine de l'inflammation, des
maladies auto-immunes et du cancer(Shalini et al., 2015).

Cependant, dans certaines circonstances, la déréglementation de ces mécanismes
peut entrainer une maladie(Pérez-Garijo, 2018).
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2.2. Au niveau de ’immunité anti-tumorale :

L'apoptose ¢été identifice comme une forme de mort cellulaire par ses
caractéristiques morphologiques distinctes, notamment le rétrécissement
cellulaire, la condensation des chromosomes, la fragmentation nucléaire et la
formation de corps apoptotiques. Ensuite r1évélé que I'apoptose est
génétiquement controlée et joue un role essentiel pendant le développement pour
¢liminer les cellules indésirables ou inutiles. Cette fonction de I'apoptose s'étend
en outre au maintien de l'homéostasie tissulaire en éliminant les cellules
endommagées ou inadaptées. L'apoptose a donc été considérée comme un
programme de surveillance visant a identifier et a tuer les cellules
potentiellement nocives pouvant se transformer en cancer. Conformément a
cette idée, 1'évitement de I'apoptose a €té considéré comme une caractéristique
du cancer(Dabrowska et al., 2016).

L'apoptose est un mécanisme évolutif conservé dans les organismes
multicellulaires, permettant la formation correcte de motifs au cours du
développement et I'élimination des cellules qui sont préjudiciables a la santé et a
la survie de I'organisme(Dabrowska et al., 2016). Dans ce contexte, Certaines
formes de mort cellulaire régulée, sont précipitées par l'activation des cystéines
protéases de la famille des caspases, y compris les caspases 8, 9 et 3(Galluzzi et
al., 2016). Les caspases sont une famille des enzymes qui sont les principaux
exécuteurs de I’apoptose. Se trouvent dans presque toutes les cellules et sont
hautement conservés sur le plan de I'évolution. Bien que tous les membres
n'aient pas €t¢ impliqués directement dans I'apoptose, sont impliquées dans la
réponse immunitaire innée (Mandal et al., 2020).

D'une part, les caspases apoptotiques étaient a l'origine identifiées comme des
acteurs clés du programme de développement. Leurs fonctions apoptotiques sont
essentielles pour 1'élimination des cellules supplémentaires produites au stade
précoce du développement et 1'élimination des cellules indésirables dans la
structuration tissulaire et la morphogeneése. Et d'autre part, les cellules
cancéreuses sont capables d'utiliser ces fonctions de caspases a leur avantage
pour permettre leur survie, leur prolifération et leurs métastases afin de croitre et
de progresser(Dabrowska et al., 2016).

Apparemment, différents aspects fonctionnels des caspases doivent éEtre
étroitement controlés et restreints par les contextes cellulaires afin de prévenir
leurs effets néfastes. Dans le contexte du cancer, ces fonctions non apoptotiques
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des caspases peuvent étre détournées pour assurer la survie des cellules
cancéreuses et favoriser leur propagation (Dabrowska et al., 2016). Les
meécanismes derriére la capacité oncogénique des caspases sont tres divers, et ils
ne sont pas seulement limités a leur réle de stimulation de la division cellulaire.
Il devient clair que les caspases entrainent non seulement la prolifération
tumorale, mais aussi de nombreux autres processus qui sont essentiels a la
transformation maligne, tels que l'invasion et les métastases, l'angiogenese,
I'accumulation de macrophages et le remodelage(Pérez-Garijo, 2018). (Figure
1.5)

La résistance a la mort cellulaire est traditionnellement considérée comme 1'une
des principales caractéristiques du cancer(Pérez-Garijo, 2018). Donc 1'évasion
de la mort cellulaire apoptotique est souvent une condition nécessaire pour
soutenir la transformation de 'oncogene(Green and Llambi, 2015). A cause de la
régulation aberrante de l'apoptose peut également étre la principale cause de
chimiorésistance pendant le traitement du cancer (Asadi et al., 2018).

De plus, les thérapies contre le cancer sont souvent congues pour induire la mort
cellulaire dans les cellules tumorales et, par conséquent, l'activation de la
caspase pourrait étre considérée comme un résultat souhaitable. Cependant, les
preuves commencent a s'accumuler révélant des propriétés inattendues de
promotion des tumeurs des caspases. En fait, des niveaux élevés d'activité de
caspase dans les cellules tumorales ont été liés a un mauvais pronostic chez les
patients cancéreux(Pérez-Garijo, 2018).Et les caspases apoptotiques peuvent
jouer des rdles oncogenes a travers leurs fonctions non apoptotiques (Dabrowska
et al., 2016). De cela, La vaste amélioration de nos connaissances sur la mort
cellulaire médiée par la caspase, les mécanismes immunitaires et les nouveaux
substrats suscite un grand espoir de nouvelles possibilités thérapeutiques a
l'avenir(Kesavardhana et al., 2020).

3. 1a relation entre les caspases 3, 8, 9 et 'immunité anti-tumorale :

De nombreuses stratégies anticancéreuses reposent sur la promotion de
'apoptose dans les cellules cancéreuses comme moyen de réduire les tumeurs.
Les caspases bourreaux, notamment la caspase-3, qui protéolysent une variété de
protéines, induisant la mort cellulaire, sont cruciales pour la fonction
apoptotique(Boudreau et al., 2019). Le clivage de la caspase-3 est généralement
considéré comme un marqueur universel de I'apoptose car 'activité du caspase-3
est requise pour la majorité des événements morphologiques et biochimiques
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associés a l'apoptose(Crowley and Waterhouse, 2016). Ce caspase est
extrémement importante car les voies intrinseques et extrinséques convergent
vers la caspase 3. En plus du role classique dans I'apoptose, des preuves
émergentes indiquent que la caspase 3 s'exécute également fonctions non
apoptotiques(Liu et al., 2019). (Figure 1.5)

Ou la caspase-3 est impliquée dans un certain nombre de processus qui ne sont
pas directement liés au désassemblage des cellules. L'activation des caspases
bourreaux pendant 1'apoptose a un rdle important en tant que régulateur négatif
de la réponse immunitaire en déclenchant la libération de cytokines anti-
inflammatoires et en supprimant la réponse inflammatoire. Parallelement a ces
roles de suppression immunitaire, les caspases bourreaux ont un role dans la
régénération et la prolifération tissulaires. Bien que l'activation de la Caspase-3
provoque la mort cellulaire dans la cellule hote, il s'est avéré qu'elle stimule la
prolifération cellulaire dans les cellules voisines non apoptotiques. Ce
phénomene est important dans la cicatrisation des plaies et la régénération
tissulaire. Bien que des cellules moins résistantes puissent activer la Caspase-3
et subir une apoptose, ces cellules mourantes peuvent envoyer des signaux a des
cellules cancéreuses plus résistantes favorisant la prolifération et le
repeuplement(Flanagan et al., 2016).

L'augmentation des activités de la caspase-3 est généralement considérée
comme un signe d'apoptose et un indicateur positif d'efficacité dans le traitement
du cancer. Mais Récemment, il existe de plus en plus de preuves que la caspase-
3 favorise la croissance des cellules cancéreuses induites par le stress, la
migration cellulaire, le pouvoir invasif et l'angiogenese tumorale. Dans le
traitement du cancer chez 'homme, plusieurs études ont rapporté que les patients
avec des niveaux plus €levés de procaspase-3 ou de caspase-3 active avaient un
pronostic plus mauvais que les patients avec des niveaux inférieurs de
procaspase-3 ou de caspase-3 active(Zhou et al., 2018). Alors, La régulation
négative de la caspase-3 dans les tumeurs probablement entraine généralement
une résistance au traitement anticancéreux(Huang et al., 2018).

Eté reconnu que les expressions de la caspase-3 et de la caspase-8 ont été
identifiées comme des marqueurs importants dans de nombreuses tumeurs
malignes(Yao et al., 2018). Bien que I'on sache que, la caspase-8, un initiateur
bien caractérisé de l'apoptose, jouer des rdles non apoptotiques dans les
cellules(Zhong et al., 2020). Elle remplit des fonctions initiatiques lors de
l'induction de l'apoptose par la voie extrinseque(Ivanisenko and Lavrik, 2019).
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Nous révélons ici que la caspase-8 peut induire la mort cellulaire d'une maniere
particuliere, qui ne dépend pas de l'activation des caspases et de l'initiation
mitochondriale (Zhong et al., 2020). Il est devenu évident que la caspase-8 fait
partie intégrante de l'initiation et de la régulation de l'activation médiée par le
récepteur de la mort de [Il'apoptose, de la nécroptose et de
l'inflammation(Tummers and Green, 2017).

La caspase-8, s'est également avérée jouer des rdoles non apoptotiques dans les
cellules. ou Certains études montrent que la surexpression de la caspase-8 induit
la mort cellulaire indépendante de l'apoptose dans les cellules cancéreuses, en
provoquant la désacidification lysosomale et donc la perméabilisation de la
membrane lysosomale, qui pourrait étre potentiellement appliquée dans les
traitements des cancers résistants a l'apoptose(Zhong et al., 2020).En outre, la
Caspase-8 joue €galement une fonction cruciale pour la survie en inhibant une
forme alternative de mort cellulaire programmeée appelée nécroptose. De faibles
taux d'expression de pro-Caspase-8 sont donc associés a la transformation
maligne des cancers. Il est devenu de plus en plus clair que les fonctions de la
Caspase-8 ne se limitent pas a son role établi de longue date dans le
déclenchement de l'apoptose. A partir du fait que la Caspase-8 est activée,
exprimée ou régulée de maniere différentielle dans différents types de cancer,
démontrent les vastes rdles dépendants du contexte qu'elle joue dans ces
cancers(Mandal et al., 2020).

D’autre part, la caspase-9 est la protéase initiateur apoptotique de la voie
apoptotique intrinseque ou mitochondriale, qui est activée sur des plates-formes
d'activation multi-protéines. On pense que son activation implique une
homodimérisation des zymogeénes monomeres. Il se lie a l'apoptosome pour
conserver une activité catalytique substantielle. Une variét¢ de stimuli
apoptotiques peut réguler la caspase-9(Kim et al., 2015). Les preuves suggérent
que la caspase-9 est parmi les membres les plus importants avec des roles non
apoptotiques dans I'exécution de la différenciation(Madadi et al., 2019).

La caspase-9 ¢étant une caspase initiatrice de l'apoptose, c'est une cible
thérapeutique importante de diverses maladies liées a l'apoptose. Par
conséquent, une compréhension approfondie des roles ainsi que des régulateurs
de la caspase-9 est nécessaire pour trouver des moyens plus efficaces de vaincre
les maladies liées a l'apoptose, en particulier le cancer. Ou les avantages de
cibler la caspase-9 dans le traitement du cancer sont que les cellules cancéreuses
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sont plus sensibles a certains traitements que les cellules normales (Kim et al.,
2015).

La découverte que l'activation de la caspase initiateur est induite par
dimérisation a directement conduit au développement de nouvelles approches
thérapeutiques utilisant une version inductible de la caspase-9. Cette approche a
d'abord été utilisée comme interrupteur de sécurité dans les thérapies
biologiques utilisées pour le traitement du cancer. La méme approche de
caspase-9 inductible a été testée comme mécanisme pour cibler directement les
tumeurs solides(Boice and Bouchier-Hayes, 2020).
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CHAPITRE II: matériel et méthode

L’objectif :

L'objectif de notre travail est de concevoir des amorces qui encadrent les
caspases-3, caspase-8, caspase-9 qui sont des enzymes apoptotique associée a
I'immunité anti-tumorale. Feras 1'objet d'une étude les génes chromosomiques
chez I'humain.

1. LaPCR:

PCR est l'abréviation de Réaction en Chaine par Polymérase, équivalent :
Amplification en Chaine par Polymérisation ou ACP. Est une méthode
enzymatique pour l'amplification exponentielle de fragments d'ADN
spécifiques, et trés sensible pour détection de l'acide nucléique. Elle permet
d'obtenir, a partir d'un échantillon complexe et peu abondant, d'importantes
quantités spécifique et de longueur définie.

La PCR consiste a utiliser, de maniere répétitive, I'une des propriétés des ADN
polymeérases celle de ne pouvoir synthétiser un brin complémentaire d'ADN qu'a
partir d'une amorce qui est une petite séquence d'ADN utilisée pour démarrer la
réplication de 'ADN lors de la PCR. C'est donc une séquence complémentaire a
une région située au début de 'ADN que l'on veut amplifier. Il faut bien choisir
'amorce pour que l'efficacité de la PCR soit optimale.

Chaque réaction met en ceuvre deux amorces sens et anti-sens,
oligonucléotidiques dont les extrémités 3-prime pointent 1'une vers l'autre. Les
amorces ou «primers» en anglais définissent alors, en la bornant, la séquence a
amplifier. L'astuce consiste a utiliser les produits de chaque étape de synthése
comme matrices pour les €tapes suivantes, au lieu de les séparer afin de ne
réutiliser que la matrice originale. Au lieu d'étre lin€aire, I'amplification obtenue
est exponentielle. (Touati)
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2. Les génes :

CASP3 : CASP3 (Caspase 3) est un gene codant pour les protéines. Un caspase
apoptotique d'exécuteur, qui parmi ses voies apparentées figurent la modulation
et la signalisation de l'apoptose et la signalisation les cellules T.

Il interagit avec la caspase 8 et la caspase 9. Elle est codée chez 'homme par le
gene CASP3, situé sur le chromosome 4.

Localisation :(4q35.1)

Chr 4
G488 88 8 30y § 899 998 %8 8hE €& @ @y & ZEE
[T = N o oo o O o0 o T T a2 = - = = = = = = = = o oD oD oD T T T
[C T W N — X I 1| || || | __Eol N
Figure 2.1: Localisation du CASP3 sur le chromosome 4 humain.
CASP8 : CASP8 (Caspase 8) est un gene codant pour les protéines. Un caspase
apoptotique d'initiateur, qui parmi ses voies apparentées, on trouve la
modulation et la signalisation de I'apoptose et le domaine de liaison aux
nucléotides.
Un paralogue important de ce gene est CASP10. Codée chez I'homme par le
gene CASPS, situé sur le chromosome 2.
Localisation : (2q33.1)
Chr 2
Mmoo —m o] 1] - [ [t — o — 0 M Ar - [P I o] — M- "
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Figure 2.2: Localisation du CASPS8 sur le chromosome 2 humain.

CASPY : CASP9 (Caspase 9) est un gene codant pour les protéines. Un caspase
apoptotique d'initiateur, qui parmi ses voies apparentées figurent la modulation

et la signalisation de I'apoptose. Egalement un paralogue important de ce géne
est CASP10.

Le géne caspase-9 humain contient 9 exons et 8 introns et il a été prédit qu'il
s'étend sur environ 35 kb de 'ADN génomique. Elle est codée chez I'homme par
le géne CASPY, situé sur le chromosome 1.
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Localisation : (1p36.21)

Chr 1
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Figure 2.3: Localisation du CASP9 sur le chromosome 1 humain.
3. La conception des amorces :

La conception des amorces est sans doute le parametre le plus important pour le
succes de la PCR. Ou la séquence d'amorce détermine plusieurs choses, telles
que la position et la longueur du produit, sa température de fusion et
finalement le rendement. Toutes choses égales par ailleurs, une amorce mal
congue peut empécher le fonctionnement de la réaction PCR.

Dans ce processus, on trouver les séquences des amorces a utiliser lors de la
réalisation d’une PCR. En plus, le choix des amorces est évidemment crucial. Et
permet d’étudier plus en détail ces amorces, notamment de savoir si elles ne
s’hybrident pas sur elles-mémes ou entre elles. Cela signifie, qu'elle permet de
proposer des couples d’amorces adaptés a la réalisation d’une PCR. Pour
intégrer les séquences déja connues, et acquérir des séquences nucléiques ou
protéiques a partir de « banques de données ». (Touati)

e Les outils :

- Connaissance de la séquence et des séquences ou des transcrits étudier par, la
base de donnée « Ensembl .

- Utilise un document « Word », pour une révision statistique.
- Obtenir des résultats par, le logiciel « Primer-BLAST ».

- Confirmation des résultats par, "UCSC in-silico PCR" (PCR virtuelle).

e La méthode :
On utilise cette méthode pour les trois génes (CASP3\CASPS8\CASP9).

1) La conception des amorces encadrant les 3 caspases (3\8\9) commence
par la recherche de la séquence de référence du gene CASP3, comme un
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choix. on utilise la base de donnée « Ensembl» est utilisé grace au site
«www.ensembl.org s' » comme montré dans la Figure 2.4.

ne browser 101 X | 72 Primerdesigning toal % | 52 Primer-Blast results x| B UCSC In-Silica FCR x| +

€& > C @ ensemblorg/indeshtmi ook OO :

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Holp & Docs | Blog

BLAST/BLAT >

Search

| Human v | for

caspase-3 [ Go |

&1 BRCAZ or rat 5:62797383-63627669 or rs699 or coronary heart disease

All genomes Favourite genomes ke

|.. Salact a specias - v

Pig breeds
8 Pig refarence genome and 12 additional breed

Figure 2.4 : cherche de caspase-3 sur base de données « ensembl ».

2) On cherche la séquence et déterminer les transcrits €tudier sur cette base
de donné. Ou sont représenté en noir les s€quences non codante, et en
rouge les exons.

& Gene: CASP3 (ENSGOOO00TE430 X | 72 Primer designing tacl x| 2 Primer-Blast results % | B UCSE InsSilics PCR = | +

& > @ (@ Nonséeurisd | en

ENSGO0000164305:1=4:184627696- 184649509 B v O »@ :

Figure 2.5 : 1a séquence étudiée.
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3) On Préciser la séquence €tudié, puis on copier dans un document « Word
». apres, la séquence d'intérét est encadrée comme montré dans la figure,
pour faciliter notre recherche des amorces.

Ci) Y Hﬁ\ v Document! - Microsoft Word - o =
Al aceuen | Insettion  Mise erpage  Reférences  Publipostage  Revision  Affichsge  Zotero 17
= pe 17 Pt - 34 Rechercher -
Courler New 95 [ ][5 |32+ 4= - | oo e (R | | aasbcene| Assbcene AaBbCi AaBbee AAB ‘5& S Reriplcer
ceentome |9 £ 8 cahe x x' Aac(22- A [BE B S E 4 @+ | ThHormal | Tsansint.  Titre 1 Titre 2 Tire |y }mﬂh’t': :‘ R
| | |

Bl Police e Faragraphe | styie 51l Moditication |

TCTRAGATGAGATCACCAT

COTCAGAATAATT TGTACCCCOCTOGOCACTAGCTAAT CGACG TGATGTCATGC TAAGCA.

GEACTTC, T O TOC TOCCAGGATT OTGOATT TGETECT
TTCATGT! ARA AATOTGCGCAT
TAAGGATTTCCTT TACCATCATATAAAT TTT TAAMGTATAT CAARATARACTGATARCTH

Figure 2.6 : 1a séquence étudiée copié sur « Word ».

4) Dans les ressources du « National Center for Biotechnology Information »
(NCBI) on utilisé¢ le logiciel « Primer-BLAST » dans le site « www.
ncbi .nlm. nih. Goy » afin de concevoir les amorces recherchées. puis on
coller la séquence d'intérét et insérer dans la zone correspondante.

Il faut éliminer les espaces.

& Genei CASPI (ENSGDO00016430° X £2 Primer designing tool ® =2 Primer-Blast results x| B UCSC In-Silico PCR x| +

€ > C @ ncbinimaihgov/tools/primer-blast/ B * >0

Primer-BLAST A tool for finding specific primers

Finding primers spacific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).
Resalpaos  Save search paramaters  Retdave racentrasulis  Bublication  Tips for finding spacliic primears

PCR Template
Entar i gl or FASTA (A rafsaq record |5 praferred) &8 Gluat Range
11 awmwmmg;tm%ﬂa&mm el - Ta

ATAT T TR T ICAGATAL TAATAATGAAGTTAATGAAGTCCACTATAL | Eran y
2545 1L 1T TATEAARTAT T TARATCCTAT IGTARMATAAIGTATTTTTTETT | Forward primer | [ A G
T AGT TTTAGAGAL TAAC AR TEG TAAT TTARRATE TER T T TAATTECECACE ACAGGE Rovarsaprimer| | | ]

Or, upload FASTA file | Choisir un fichier | Aucun fichier chaisi

Primer Paramelars

Use my own forward primes &
(8>3 on plus strand) [ L e

Use my own reverse primer 1 Clent
(53" on minus strand) | Jaa

Min Max
PCR product size [70 | [1o00 |
# of primers to return [10

Min Opt Max Max Tm difference
(P_run)‘eo melting temperatures | (57 0 | (60 0 | (630 | (E [+

Exan/intron selection A refssq mRNA sequence as FCR template input = required for options in the section &

Exon junction span [ Na prefarance |
Exon junction match Min 5 match  Min 3’ match  Max 3 match
i [T (I I

Figure 2.7 : logiciel « Primer-Blast ».
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5) On fait les révisions statistiques sur « Word ».

-6 Document] - Microsaft Word =}
Accumil Insertian ttse wn peae Ratarmnces Publipastags Affichage Zotara ]
&4, Recharche 4 inta-tulie e tradustion — B = |% \ T ket [ 3
re oy O3 Distionnaire dox yynanymes 5 Détinic tn tangue ‘\ L el nuil SR S Accentar Refu | @ | Praregaris |
Grammaire s £ cceptar Refurar amparar ratager e
SnbGraphe Wi Teaduction 145 seatintiques I S AR e IIE Volet Ventizations = . L S ot | dbenment = |
Wérttication Sl Maditicatinny ) |
o
Statistiques T. =
Statistiques
Pages '
Hats 4
Carnctéres (espaces non compris) 323
Caractéres (espaces compris) 223
AATGTTTEC TTARAAGLAT T TACAT TCH o
Lignes 4
STCTCASTTTGASATT TARRAACC T[] Inclure les zones de texte, les notes de bas de page ef les notes de fin
ik g [CEEme ]
AT TAARATTTAART TAGGATT GOCRETER T : FITTCRTTT

AGTEACTETTT CCTT TAGGATAT GAT TTTITATCTTTC

oo - RAGCA
CEACTTCAGTOALTT T IUCOOOAACT AA A TET OG THC CAGOACTUTOGATTTOGTOCT
TTCATETOW CPOATE, ! vorr

POAT T

TAA

AT TTOCTT TACCATCATAT ARRT TTT TAAAG TAT AT CARRATAR R TRATAACT G

AGABAATATAT AT TGTTOAGATACTAN AT GAAFT TAATEAAGTCERCTATAGTATT TS

TEAGARATETTTAT CARRT ATT TTAARTE

TATTGTAMRTANT GTATTTT

TTTTARRGAS

AATCCTARTITARCATE

TTTGAAT TS

TTCACACATTC T TTARTAACALGT T GTTT CAART TET TAATACT TTATAGD

Figure 2.8 : calcule sur « Word ».

6) On remplit les blancs par les stats obtenu.

& Genel CASPI (ENSGO000016430 % £= Primer designing tool T2 Primer-Blast results | B UcsC In-Silico PR Rl - =) =

- > C @ nebinbmanibagev/tools/p

rree-hiast/

Primer-BLAST A tool for finding specific primers

Finding primars spacific to y;

r PCR templata (using Primer3 and BLAST).

Besalpaon  Save seah paramelsrs  Reiieve meaniesulls  Publicalion  Tips forfinding apesiic nimacs
PCR Template
Ent ai, or FASTA (A misag i praforted) &b = Range
TaTOBATTTOGTGCTTTCATE - AAATGTOCOEATAT r aoas ~
T 1T AL CATCATAT ARAT 111 T AMAGTAT AT CAARAT AMAE TRAT AAE TRAGAARATAT ATAT 18T L ARAT A Eom  To_
TAAT BANST TAATGANGTECAC TATAGT ATT 16T ECE TGAGARATETTTATEARATATTTTARATCET ATTGTAAAAT AT —‘ Forward primer [1 223 Clont
GTATTTTTTCTTTCAGTT T TAGAGAC TEGE ARTEC TAATTTAACATCTECTTTTGAATT @ Vi (e
Ll
Or, upload FASTA file e
Primer Parameters
Usa my own forward primer
{823 on plus e [ | & S
my own reverse primer Cigas
(5'>»3' an minus strand) [ ol ‘

PCR product size
# ot primars to return

Primer melting temperatures
(Tm)

Exan/intron selactian
Exon junctian span

.
Exon juncllnn match Min 5 match Min 3 match Max J: match
(kd | [4 | (s J

Figure 2.9 : travail sur « Primer-BLAST ».
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7) On réguler les données en bas de la page, coché « show results in a new
window », puis cliquer sur « Get primers ».

= a X
&] Gene: CASP3 (ENSGODO0016430° X =2 Primer designing toal X 22 Primer-Blast results x | [ UCsC InSilico PCR x| +
<« - C & ncbinlm.nih.gov/tools/primer-blast/ B & = ™ o
Intron inclusion [ Primer pair must be separated by at least one intron on the corresponding genomic DNA &3
Intron length range Min Max

1000 1000000 | &

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow
Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template &3

Search mode @

Database \ Genomes for selected organisms (primary reference assembly only) v| W

Exclusion [ Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) | Exclude uncultured/s sample @
Organism [Homo sapiens

Enter an organism name (or organism group name such as enterobactenaceae, rodents), taxonomy id or select from the suggestion list as you type. &

Add more organisms

Entrez query (optional}

| &

Primer specificity stringency  primer must have at leasi[2 v | iotal mismaliches to unintended targets. including

at least mismatches within the \asl bps atthe 3" end. @&

lgnore targets that have or more mismatches to the primer. 42

Max target size @
Allow splice variants [ Aliow primer to amplify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) €2
| Get Primers | Show results in a new window 8 Use new graphic view i/
P Advanced parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow =
. . 4 .
Figure 2.10 : remplit les données sur « Primer-BLAST ».
. . 14 ]
8) On cliquer sur «submity, et les résultats s'affichent dans une nouvelle
A , . .
fenétre. Cette opération peut durer quelques minutes.
€] Gene: CASP3 (ENSGO0000164 X | &= Primer designing tool X = Primer-Blast hit review X = Primer-Blast results x | B ucsc in-silico PCR x ‘ + - = 2
« = C & ncbinim.nih.gov/tocls/primer-blast/primertool.cgi E & @ » o H
m) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in‘to NCBI
Primer-BLAST A tool for finding specific primers
Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST)
Input PCR template lcl|Query_1
Range 1-720

Your PCR template is highly similar to the following sequence(s) from the search database. To increase the chance of finding specific primers, please review the list below and select all
sequences (within the given sequence ranges) that are intended or allowed targets.

Selact: All None Selected:0

Accession Title Identity Alignment length Seq. start Seq. stop Gene
[CNC_000004.12 Homo sapiens chromosome 4. GRCh38 p13 Primary Assembly 100% 720 184644290 1845645009 CASP3
[ONC_000004.12 Homa sapiens chromosome 4, GRCh38.p13 Primary Assembly 96.79% 374 184643018 184643391 CASP3

Submit () show results in a new window

BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine Support center  Malling fist [ﬁ&
NeBI bod =

: i : R i m /(ﬁ USA.gov
National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine L X 7 i

MEDICINE

8600 Rockville Pike, Bethesda MD, 20894 USA

Policies and Guidelines | Contact

Figure 2.11 : cherche le résultat sur « Primer-BLAST ».

On fait tous ces étapes avec les deux autres genes (CASP8/CASPY).
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CHAPITRE III : Résultats et perspectives

CHAPITRE III : résultats et perspectives

1. Les résultats : Les résultats apparaissent pour les 3 génes, a ceci :

CASP3 :

@] Gene: CASP3 (ENSGO0000164 X | =3 Primer designing tool X

e

22 Primer-Blast results X 22 Primer-Blast results x | [ ucsc in-silico PCR x| +

> C B ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?cig_time=15989928678&job_key=s7Is0k20QABROLA_3V_0DadEST-KV_diiw B & B % ° H

m) U.S. National Library of National Center for Biotechnology Information

(Ciem _ s _ =9 8 = __ . _ _a_
! Gene CASP3 (ENSGO0000TE4 X | = Primer designing teol X 22 Primer-Blast results X 22 PrimerBlast results ¢ | B3 ucscin-silico PCR 7 \ + -
&« = C @ ncbi.nlm.nih.gov/tocls/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=1598992867&job_key=s71s0k20QABNOtA_3V_0DadEST-KV _4iiw B D » o

Primer-BLAST Results &

Input PCR template Id|Query_1
Range 1-720
Specificity of primers Primers may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected database:Genome database (reference assembly only) for selected species

(Organism limited to Homo sapiens)...help on specific primers
Other reporis P Search Summary

©Graphical view of primer pairs

=) = Query 1~ | Find: ~[ & | a i @ i = R Tooks~ | fk Tracks~ 2 7 -
E |4 |60 [ge |16 |28 [146 (162 [i58 (200 (220 (24D 250 (260 [30@ [320 (348 (350 [360 |40 420|440 [460 (450 06 [52@ |S4p [see [see  |Gee |52e |64 [s6e (sep | Ted

{0y Primer pairs for job s71s0k2c0ABnOTA 3V 0DAdEST-RV_4ifw 4

Priner 1= ——
Primer 2 §' §

Priner 3 = ——
Primer 4 = —

Priner § = —
Frimer § §

Friner 7 =2 ——
Primer § '§

Priner 2 = —_—

Primer 18 § §

Lo (26 |48 |ea (80 |1e@ (128 |48 [160 (158 (260 |22 (240 (250 (264 (306 (320 (346 (360 [300 (400 (426|440 (460|400 [508 [52a  |S40 (569 580 (660 (520 (G460 (666 (586 | red
" ¥ Tracks shown: 2/5

Query_1: 1..720 (720 nt)

“Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3* complementarity
Forward primer CAGGAACCAGCAACAGCCTA Plus 20 138 157 5996 5500 3.00 2.00
Reverse primer GCCTGTGGTGGGGAATTCAA Minus 20 720 701 6054 5500 600 3.00

Product length 583

Products on potentially unintended templates
>NC_000004.12 Homo sapiens chromosome 4, GRCh38.p12 Primary Assembly

product length = 583
Features associated with this product:
form d

Forward primer 1 CAGGAACCAGCAACAGCCTA 20
Template AB464MBT2  LiLi-iaciiiapeiaaane 184644853

Reverse primer 1 GCCTGTGGTGGGGAATTCAA 28
Template IB4GAAP98 ... v 154644389

product length = 1716
Features flanking this product:

janus kina:

interacting protein 1 isoform 2

wolframin
Reverse primer 1 GCCTGTGGTGGGGAATTCAA 28
Template 6180219 ATG.T....ovvenens G.. 6lsa2ee
Reverse primer 1 GCCTGTGETCEGGAATTCAA 28
Template 178584 . TG.T..civaiainsad G.. 6178523

Figure 3.1 : résultat de CASP3.
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CASPS :

&/ Gene: CASPS (ENSGO00DD0G40T X | =5 Primer designing tool X = Primer-Blast results x B ucsc insilico PCR x| +

< 2> C # ncbinim.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=15990099808&ycb_key=ycMWqfv1913RY_Nm_gbXVIQdxmapDt17gA

Sign into NCBI

m) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information

Primer-BLAST » 1o iD:yeMwaful913RY_Nm_gbX\ViQdxmapDt17gA
Primer-BLAST Results &

Input PCR template Id|Query_1

Range 1-780
Specificity of primers Primers may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected database:Genome database (reference assembly only) for sefected species

{Organism limited to Homa sapiens)...help on specific primers
Other reports Search Summary

©Graphical view of primer pairs

FoTools~ | fFTracks~ @ 7 -

= Query 1~ | Find: ~| & | [ @ i = 7

228|240 |26R joAR (3R |32A (340 (360|388 (460 (428|448

Gr job yeMWATvISL3RY Wi gEXVIOGmapDLITgh (&l Gl
—
Priner 1 = =]
Primer 2,:',‘=“~ \v:.b
Priner 3 =5 —
Priner 4
=
= |
Friner 5 ==t —
Primar § E= —
- —"]

Priver 7
Frimer & § —_—

(U] Primer pair

Priner 5 =
Friuer 18
=

=
L [eo, |48 |8 |8 198 125 |48 169 |1z |=8@

|80 |eos [s20 [gap |ee@ |esp [7e@ |72 |74m | 7ad

[220 |45 |2E@ |23 |3e@ [32@ [34B |36@ |38@ [488 |42@ |448 (460 [486 @A |52 |54E  [se@
7" % Tracks shown: 2/7

Query_1: 1..780 (780 nt)

! Gene: CASPE (ENSGO000006401. X | = Primer designing tool X 22 Primer-Blast results x B UCsC inSilico PCR x | +

« 2> C & ncbinlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=1559009980&job_key=ycMWqfv1213RY_Nm_gbXVIQdxmapDti7ghA B & B » o H

©Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCAGGTCCTTGGTTGGAGAA Plus 20 154 173 5989 55.00 500 0.00
Reverse primer TAGAAGGCTGTGGGGAGGAC Minus 20 639 620 6062 60.00 3.00 1.00

Product length 486

Products on potentially unintended templates
=NC_000002.12 Homo sapiens chromosome 2, GRCh38.p12 Primary Assembly

product length = 486
Features associated with this product:
caspase-3 orm G precursar

£aspa form X1

Forward primer 1 GCAGGTCCTTGGTTEGAGAS 20
Template 201272536 . .. 201272555

TAGAAGGCTGTOGEGAGGAC 28

Reverse primer 1
WIFIN wnissraas P ARG 201273002

Template

oroduct length = 3829
Features flanking this product:
51658 bp at 5' side: COPS signalosome complex subunit 7b isoform X3
62319 bp at 3' s C-type natriuretic peptide preproprotein

Reverse primer 1 TAGAAGGCTGTGGEGAGGAC 28
Template 231863185 C..G........ AT.G.... 2318638856

Reverse primer 1 TAGABGECTETOGEGAGGAC 28
Template 231859277 ....G..G.TG......... 231859296

Figure 3.2 : résultat de CASPS.
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CASPY :

! Gene: CASP (ENSGO000013290. X | 2 Primer designing teol X 22 Primer-Biast resulis x B ucsc inSilico PCR x | +

« 2> C 8 ncbinim.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgifctg_time=1599007167&job_key=aWO2CSWLKCMPHSO0YIHgIKIpiGBh3cAMFdg

e
o
=
¥

-]

m) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign into NCBI

Primer-BLAST » JoB ID:aW02CSWLKCMPHSOYIHE JKIpjGBh3cAMFdg

Primer-BLAST Results &2

Input PCR template Icl|Query_1
Range 1-780
Specificity of primers Primers may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected database:Genome database (reference assembly only) for selected species
(Organism limited to Homo sapiens)...help on specific primers
Other reports ©Search Summary

©Graphical view of primer pairs

& Query_1+ | Find:

AToolsw | fFTracks~ & P -

se0 |soe [s26 726|740 | 78

(U} Primer pa HGIRIp3CERIcAMFdy AT oK%
anerl;{* ;
Primer EE ;
Priner 3 =t —
Frimer 4t:v,*=“~ \=.“='
Priner § =s- —_—
Frimer § §
Priner 7 =2 —
Friner & s —
Priner 3 = —
Priver 10 s =
i, [2a |48 [0 |8, @@ (128 148 [16@ (186 285 [?2@ [240 |26@ [PEA (300 |32@ 348 (360|388 |40@ |47@ |448 |48 |43@ [SPA (520 [S4@ [SE@ [sS@ |6@s (620 [s4a |ee [BsA [FEm (729 [74m | 7ae
Query_1: 1..780 (780 nt) " ¥ Tracks shown: 2/6
O al e . - . %
5 : - - o x
€] Gene: CASPO (ENSGO000013290° X | &3 Primer designing tool X 2 Primer-Blast results % [ UCsC in-Silice PCR %It
&« = C & ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=1599007 167&job_key=aWO2CSWLKCMPHSOYIHgKIpjGBh3cAMFdg B o :

©Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5°-=3') Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCTGGGAAATGGGGAGACAA Plus 20 202 221 5996 5500 200 0.00
Reverse primer ATGC CAGAGGAGGGGC Minus 20 756 737 6003 5500 300 2.00

Product length 555

Products on potentially unintended templates
»>NC_000001.11 Homo sapiens chromosome 1, GR'Ch38.p12 Primary Assembly

product length = 555
Features associated with this product:
casp. r

caspase-9 isoferm alpha precursor

Forward primer 1 GCTGGRAAATGOGGAGACAA 20
Template 15318473 . 15518454
Reverse primer 1 ATGCTTTTCAGAGGAGGGEL 28
Template 15517919 ...iiiririeaneaaes 15517938
product length = 3817
Features associated with this product:

Fc receptor-like protein 4 orm X1

Fc receptor-like protein 4 precursor
Forward primer 1 GCTGGGAAATGGGGAGACAA 28
Template 157593475 C. o 157593456
Reverse primer 1 ATGCTTTTCAGAGGAGGGAC 20
Temnlate 1S7SROASA TE. ... @.._.. 157SR9ATR =

Figure 3.3 : résultat de CASP9.
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Dans un premier temps, jusqu'a 10 ou plus couples d'amorces ont été congues
par le site «Primer-BLAST », et chacun présenter un produit aspécifique de
400 a 700 Paires de bases (Pb). Grace au ce logiciel, nous avons obtenue un
couple d'amorce spécifique a la région encadrant le CASP3 (figure 3.1).

Les amorces ainsi congues doivent répondre aux critéres suivants :

e Choisir le couple d'amorces qui donne le moins de produits aspécifiques,
afin d'amplifier que le produit étudi¢ (généralement le premier couple
dans le tableau est le plus fiable).

e Ignorer les produits aspécifiques de plus de 900 Pb, car lors d'une produit
de PCR il est pourraient étre difficiles d'amplifier une séquence de plus de
1kb.

2. La confirmation des résultats :

1) Afin de vérifier la fiabilité des amorces, « in silico PCR » (PCR virtuelle)
doit étre réalisée. Ceci s’effectue par un programme dans le site suivant :
« https://genome.ucsc.edu/ ».
Cliquer sur tooL, puis in silico PCR.

&l Gene: CASP3 (ENSGOOO00164° X | =3 Primer designing tool X | 23 Primer-Blast results % | = Primer-Blast results x B UCSC Genome Browser Home X 4 = >
&« > C & genome.ucsc.edu B W 2 » 6 H
1] SHNIH Gcnormcs

Institute ; Q Genome Browser

Genomes Genome Browser Tools Mirrors Downloads My Data Projects Help About Us

Our tools

= Genome Browser
interactively visualize genomic data
= Coronavirus Data
view SARS-CoV-2 genome and COVID-19-related datasets
= BLAT
rapidly align sequences to the genome
B Table Browser
download data from the Genome Browser database
m Variant Annotation Integrator
get functional effect predictions for variant calls
B Data Integrator
combine data sources from the Genome Browser database
m Genome Browser in a Box (GBiB)
run the Genome Browser on your laptop or server
B n-Silico PCR
rapidly align PCR primer pairs to the genome
m LiftOver
convert genome coordinates between assemblies
B Track Hubs
import and view external data tracks

m REST API
returns data in JSON format

More tools...

Figure 3.4 : logiciel de confirmation.
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2) puis insérer la séquence d’amorce sens et anti-sens de couple d'amorces
qui on choisir « primer pair 1 ». Et cliquer sur « submit ».

— o b3
&] Gene: CASP3 {ENSGOD000164 X | 52 Primer designing tool X | = PrimerBlast results X | 2 PrimerBlast results x A ucsc in-Silico PCR x 4+

€« > C @ genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?wp. target=8idb=hg38&org=Human&wp f=TGAAGCCATGCAGATGCAGABWP r=GGATGTTGCACAAGCATCTCABWp size=4000&... B ¥ o = o H

re Genomes. Genome Browser Tools Mirrors Downloads My Data Projects Help About Us

UCSC In-Silico PCR

Genome: Assembly: Target: Forward Primer: Reverse Primer:
[Human ~| [Dec. 2013 (GRCh38/hg38) ~| [genome assembly v [CAGGAACCAGCAACAGCCTY| [SCCTGTGGTGGGGAATTCA | submit
Max Product Size: |4000 ] Min Perfect Match: |15 Min Good Match: |15 Flip Reverse Primer: [J

About In-Silico PCR

In-Silico PCR searches a seguence database with a pair of PCR primers, using an indexing strategy for fast performance. See an example video on our YouTube channel

Configuration Options

Genome and Assembly - The sequence database to search

Target - If available, choose to query transcribed sequences

Forward Primer - Must be at Ieast 15 bases in length_

Reverse Primer - On the opposite strand from the forward primer. Minimum length of 15 bases.

Max Product Size - Maximum size of amplified region

Min Perfect Match - Number of bases that match exactly on 3' end of primers. Minimum match size is 15.
Min Good Match - Number of bases on 3' end of primers where at least 2 out of 3 bases maich

Flip Reverse Primer - Invert the sequence order of the reverse primer and complement it

Qutput

When successful, the search returns a sequence output file in fasta format containing all sequence in the database that lie between and include the primer pair. The fasta header
describes the region in the database and the primers. The fasta body is capitalized in areas where the primer sequence matches the database sequence and in lower-case elsewhere.
Here is an example from human:

>chr22:31000551431001000 TAACAGATTGATGATGCATGAAATGGG CCCATGAGTGGCTCCTARAGCAGCTGL
TtACAGATTGATGATGCATGAAATGGGEEgtggccagggstegagestea
gactgcagagaasggcaggectagttcataacaagetttgtgegteecaa

Figure 3.5 : confirme le résultat sur « in silico PCR ».

3) On soumit les séquences des amorces de tous les trois différents génes a
ce programme d'analyse de confirmation, Chacun séparément. Et donc on
obtenu les résultats de confirmation suivants:

CASP3 :

& Gene: CASP3 (ENSGO0000TEA X | &3 Primer designing tool X | 22 Primer-Blast results X | £ Primer-Blast results x B UCSC In-Silico PCR x o+

&« > C # genomeucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?hgsid=889459533_J386K5XBPmgGKATgIGYGYWgT4eUBBiorg=Humanddb=hg388wp_target=genomeBiwp_f=CAGGAACCAGC.. B D » o

Genomes Genome Browser  Tools Mirrors Downloads My Data Projects Help About Us

UCSC In-Silico PCR

»chird 1 1845644290-184644872 583bp CAGGAACCAGCAACAGCCTA GCCTGTGGTGGGGAATTCAA
CAGGAACCAGCAACAGCCTAatgagctgattaagasttttagagatttas
satttaasttaggattgccagttttagagactggracataaatgtttica
tttasggeagtgactgtttectttaggatatgattttttatctttctass
atgagatcaccatcctcagaataatttgtaccccgotgggcactagetas
tgpaggtgatgtcatactasgeageactteagtgagttttpcasgaacca
asgctotgeteccaggagtgtagatttggtgctitcatgtggasansges
gatzatgacaagtagagagcasatgtgcacatgtctgatgctataagesat
ttcctttaccatcatataaatttttaaagtatatcasaataaactgataa
ctgagaaaatatatgtigttcagatactastaatgasgttaatgaagtce
actatagtatttgtccctgagaaatctitatcaaatsttttasstectat
tgtaasataatgtattttttctttcagttttagagactggcaatectaat
ttaacatctcctt TTGAATTCCCCACCACAGGC

Primer Melting Temperatures

Forward: 61.4 C caggasccagcaacagccta
Reverse: B5.3 C gcctgtggtggggeaticaa
The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3.

Help

What is chr_alt & chr_fix?
Replicating in-Silico PCR results on local machine

Figure 3.6 : confirmation de CASP3.

50

—
| —



CHAPITRE III : Résultats et perspectives

CASPS :

== =] x
€] Gene: CASPS (ENSGODO000540T X \ = Primer designing tool X | & Primer-Blast results x B ucscinsilico PCR x 4+

<« = C & genome.ugsc.edu/cgi-bin/hgPer?hgsid=889459533_J386K5XBPmMgGKATGIGVGYWa T4eUB&lorg=Human&idb=hg388wp._target=genome8iwp f=GCAGGTCCTTG.. B # O #* o H

Genomes Genome Browser  Tools Mirrors Downloads My Data Projects Help About Us

UCSC In-Silico PCR

»chr2:2012725364201273021 486bp GCAGGTCCTTGGTTGGAGAA TAGAAGGCTGTGGGGAGGAC
GCAGGTCCTTGATTGEAGARattggaaattaaaaaaaaaaatctaatcta
aasaccagtagggctcaatecagattcccaactttatttetectectctt
agaacctgctggatattttcatagagatggagaagagggteatectegea
gaaggaaagttggacatcctgasasgagtctgtgcccaaatcaacaagag
cctpctgaagataatcaacgactatgasgsattcagcasaggtagasaca
acctgacagocgggastcggeaaaacctactctaaaattgaaactgacaa
atcgctceatatcacagttgtttctaatcaaatattgtttggastttccc
cttttaattcagagagaagcagcagccttgaaggaagtcctgatgaattt
tcasatggtaatgcttggagatacattticanagatttagttaatttacta
tetggtacctgeatgtGTCCTCCCCACAGLCTTCTA

Primer Melting Temperatures

Forward: 62.5 C gcaggtccttggttggagaa
Reverse: 61.6 C tagaaggct_gtggggaggac 1 _ 2 3 .
The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3

Help

What is chr_alt & chr_fix?
Replicating in-Silico PCR results on local machine

Figure 3.7 : confirmation de CASPS.

CASPY :

== a x
&f Gene: CASPO [ENSGODDO0132901 % | =2 Primer designing tool X | & Primer-Blast results x [ ucscinsiico PCR X 4+

€ 3 C & genomeucscedu/cgi-bin/hgPer?hgsid=889459533 J386K5XBPmgGKATGIGVGYWaT4elB&org=Humangidb=hg38&wp. target=genomeBiwp f=GCTCGGAAATGGEG.. #r 0 & @

Genomes Genome Browser  Tools Mirrors My Data Projects Help About Us

UCSC In-Silico PCR

>chr1:15517919-15518473 555bp GCTGGGAAATGGGEAGACAA ATGCTTTTCAGAGGAGGGGEC
GCTGEGAAATGGGGAGACAAgEtgagagccatatasaagtacgtggataa
ttagtatcctgoctttctttecaascagegggcaggetetggatotogge
gegatcagsccaggcagctgatcatagatctggagactcgagggagteag
getcttoctttgtteatctectgettagsggacacaggecaggacatget
ggcttcgtitctgegaactaacaggcaagcagcaaagtigtcgaagecas
ccctagasaaccttaccccagtggtgoteagaccagagattcgeaaacca
gaggttctcagaccggasacaccoagaccagtggacattggttctggags
atttggtgatgtoggtasgtagcasgagagtaattagtaggtagscatge
cacgtagtcatttgggactcactatgagtacagetgggtgggetgagatt
cagastttasttttagcattgtctttctgaatgttcatagggatsgeaas
attctgggagsttttcaggaggttgaatcttggraGCCCCTCCTCTGAAA
AGCAT

Primer Melting Temperatures

Forward: 64.5 C gctgggeactggggagacas
Reverse: £2.9 C stgcttttcagagzaggege

The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Brimer3.

Help

What is chr_alt & chr_fix?
Replicating in-Silico PCR results on local machine

Figure 3.8 : confirmation de CASP9.
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e La discussion :

Si les amorces sont fiables, un seul résultat apparait, en donnant la position sur
le chromosome et la taille. Si on a deux ou trois chromosomes, cela veut dire
que ces amorces peuvent amplifier d’autres genes, ce ne sont pas les bonnes. Et
on refaire la conception, choisir d’autres régions ou étaler la sélection.

Alors que, dans notre travaille, les résultats de cette confirmation ont donné que
chacun des génes (CASP3/ CASP8 /CASP9) est situé sur leur propre
chromosome, (figures 3.6\ 3.7\ 3.8). Donc ces résultats confirment la fiabilité et
la spécificité des amorces qu'on a congues.
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General conclusion

Conclusion :

L'apoptose est orchestrée par les caspases, une famille de cystéine
protéases qui clivent leurs substrats du coté carboxy-terminal de résidus d'acide
aspartique spécifiques. Ces protéases sont généralement présentes dans les
cellules saines sous forme de zymogenes inactifs, mais lorsqu'elles sont
stimulées, elles subissent un clivage autolytique pour devenir pleinement
actives. Ils clivent ensuite leurs substrats en un ou deux sites spécifiques, ce qui
peut entrainer l'activation, l'inactivation, la relocalisation ou le remodelage du
substrat. Alors, cette famille des protéases caspases est essentielle pour initier et
exécuter la mort cellulaire apoptotique. En plus, de nombreuses caspases ont des
fonctions non apoptotiques qui doivent étre prises en compte lors du ciblage des
voies des caspases dans le cancer.

En résumé, les approches qui induisent directement l'activation de la
caspase ou levent les freins sur les inhibiteurs existants de l'activation de la
caspase représentent des stratégies prometteuses pour le traitement de différents
types de cancer. Cependant, certains défis demeurent. Depuis la découverte de la
famille des caspases de protéases, notre connaissance de leurs fonctions est
passée du statut de seuls moteurs de l'apoptose a des rdles multiformes en
biologie cellulaire allant de la régulation de la prolifération cellulaire a
l'induction de l'instabilit¢ génomique. Ajoutant a cette complexité, différents
répertoires de substrats de caspases individuelles qui changent avec les types de
cellules et la progression de la maladie peuvent avoir un impact significatif sur
le résultat de 1'activation d'une caspase spécifique. En raison de ces divers rdles,
une activation insuffisante ou incompléte des caspases peut méme contribuer a
la chimiorésistance ou a la résurgence de la croissance tumorale. Ainsi, afin de
tirer pleinement parti des voies de la caspase apoptotique a des fins
thérapeutiques ou préventives, les mécanismes et les conséquences complétes de
leur activation doivent étre pris en compte et leurs multiples roles critiques dans
la détermination du destin cellulaire doivent étre pleinement compris.
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