
HAL Id: tel-02457149
https://theses.hal.science/tel-02457149

Submitted on 27 Jan 2020

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Rôle de la Caspase-2 au cours des processus
neurodégénératifs associés au vieillissement. Conception

rationnelle d’inhibiteurs sélectifs et évaluation sur des
modèles biologique

Elodie David-Bosc

To cite this version:
Elodie David-Bosc. Rôle de la Caspase-2 au cours des processus neurodégénératifs associés au vieil-
lissement. Conception rationnelle d’inhibiteurs sélectifs et évaluation sur des modèles biologique.
Biochimie [q-bio.BM]. Sorbonne Université, 2018. Français. �NNT : 2018SORUS173�. �tel-02457149�

https://theses.hal.science/tel-02457149
https://hal.archives-ouvertes.fr


                                                                           
 
 

THÈSE DE DOCTORAT DE SORBONNE UNIVERSITÉ 
 

Sciences de la Vie - Biochimie et Biologie Moléculaire 
École Doctorale ED-515 - Complexité du Vivant 

 
Présentée par 

Mme Elodie DAVID - BOSC 
 

Pour obtenir le grade de 
DOCTEUR de SORBONNE UNIVERSITE 

 
Laboratoire d’accueil 

Adaptation Biologique et Vieillissement (SU-CNRS UMR8256, INSERM ERL U1164) 
Équipe : Vieillissement Cellulaire Intégré et Inflammation  

Équipe : Stress Neuronal et Vieillissement 
7 quai Saint Bernard Case 256, 75252 Paris Cedex 05 

 
Rôle de la Caspase-2 au cours des processus neurodégénératifs 

associés au vieillissement 
Conception rationnelle d’inhibiteurs sélectifs et évaluation sur des modèles 

biologiques 
 

Présentée et soutenue publiquement le 26 Novembre 2018, devant le jury composé de : 
 
M. Philippe Karoyan         Président 
Professeur, Sorbonne Université 
Mme Joëlle Vidal        Rapporteur 
Professeur, Université de Rennes 
M. Alain Buisson        Rapporteur 
Directeur de Recherche, Grenoble Institut Neurosciences 
M. Daniel Gillet        Examinateur 
Directeur de recherche, CEA Saclay 
M. Lorenzo Galluzzi        Examinateur 
Assistant Professor, Weill Cornell Medical College 
Mme Chahrazade El Amri       Directrice de thèse 
Professeur, Sorbonne Université 
M. Etienne Jacotot        Directeur de thèse 
Directeur de Recherche, INSERM 



2 
 

 
 
 
Comme Marie Curie, « Je suis de ceux qui pensent que la science est d'une grande beauté. Un 

scientifique dans son laboratoire est non seulement un technicien : il est aussi un enfant placé 

devant des phénomènes naturels qui l'impressionnent comme des contes de fées » 
 

 

 

 

 

 

 

À Jérôme,  

À maman, À papa, 

À Mamie Yo, À papi Pierrot, 

À papi Dédé 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

« Premier principe : ne jamais se laisser abattre par des personnes ou par des événements » 
Marie Curie 

  



3 
 

 REMERCIEMENTS 

Ces trois années ont été aussi enrichissantes sur le plan professionnel que personnel, puisque, 
oui, la thèse est avant tout une belle aventure humaine au cours de laquelle j’ai fait de 
merveilleuses rencontres. Aussi, j’aimerais remercier toutes les personnes qui ont contribué 
de près ou de loin à l’aboutissement de ce travail.  

Je souhaite tout d’abord remercier les membres du jury qui ont accepté d’évaluer ce travail 
de thèse en n’hésitant pas à adapter leurs emplois du temps pour permettre la constitution 
de ce jury. Aussi, je remercie vivement M. Philippe Karoyan d’avoir accepté de présider ce jury. 
Je remercie aussi sincèrement Mme Joëlle Vidal et M. Alain Buisson qui ont accepté d’être les 
rapporteurs de ce travail en consacrant leur temps précieux à la lecture de ce manuscrit. Enfin, 
je remercie chaleureusement, M. Daniel Gillet et M. Lorenzo Galluzzi qui ont consenti à 
examiner ce travail de thèse.  

Je remercie tout particulièrement mes deux directeurs de thèse, Chahrazade El Amri et 
Etienne Jacotot qui m’ont offert l’opportunité de réaliser ce travail de thèse. Etienne, merci 
de m’avoir fait partager ta passion débordante pour la Caspase-2, d’avoir su me faire 
confiance tout au long de cette thèse, et de m’avoir impliqué dans ce projet qui t’anime depuis 
20 ans. Chahrazade, vous m’avez récupérée au berceau, comme vous dites souvent. Dès ma 
première année de Master vous avez su me transmettre votre passion pour l’enzymologie 
mécanistique des protéases, au travers de nombreux conseils et d’échanges scientifiques 
toujours ponctués de bonne humeur. Bienveillante et à l’écoute vous m’avez toujours 
soutenue et m’avez permis d’achever sereinement ces derniers moments de thèse, nous y 
sommes arrivées. « La vérité si je mens » Chahrazade, vous êtes une directrice au top, merci 
de m’avoir accordé votre confiance.   

Je remercie ensuite M. Bertrand Friguet qui m’a accueillie au sein de son unité et de son 
équipe. Toujours à l’écoute et bienveillant, vous avez nettement contribué au bon 
déroulement de cette thèse. Je tiens également à remercier Mustapha, co-directeur de 
l’équipe. Mustapha, merci pour tous ces échanges qui m’ont permis de travailler plus 
sereinement sur les THP-1. Merci également de m’avoir associée à votre travail sur l’Arglabine. 
Je remercie également Bernard Brugg, pour nos échanges, ses conseils et sa bonne humeur. 
Ça été un plaisir de travailler dans votre équipe à Étienne et toi. 

Je remercie aussi sincèrement les membres de mon comité de suivi de thèse, Mme Guianvarch, 
M. Belvindrah et M. Galluzzi qui m’ont accompagnée et encouragée pendant ces trois années 
de thèse. Je retiens tous les bons conseils que vous m’avez prodigués et qui me permettrons 
d’appréhender sereinement la suite de cette aventure.  

Je remercie ensuite Dirk Stratmann, Jacques Chomellier, Jaysen, Maxime, Maud et Fabio, de 
l’Institut de Minéralogie, de Physique des Matériaux et de Cosmochimie, pour ces échanges 
toujours enrichissants au cours desquels j’ai beaucoup appris sur la modélisation moléculaire.  



4 
 

Évidemment, je ne peux que remercier M. Christophe Piesse qui m’a initiée à la synthèse 
peptidique. Merci pour ta gentillesse, ta bonne humeur et tes moqueries multiples. Je les 
retiens !  

Je remercie chaleureusement Michèle Reboud. Jamais avare de sourires et de très bons 
conseils, j’ai toujours admiré la passion qui vous animait lors de nos échanges riches en 
enzymologie. Ça été un réel plaisir de travailler avec vous. Merci également de m’avoir 
accordé votre confiance pour ce travail que nous avons mené, en équipe, sur le protéasome.  

Je remercie vivement l’équipe d’Oxiprotéomics, Martin, Andréa, Anaïs. Merci de m’avoir 
permis de réaliser la toute dernière expérience de ma thèse. Merci également pour nos 
échanges, votre bonne humeur, et votre soutien. Je remercie aussi, la petite stagiaire 
Bordelaise, Inès, pour ces échanges agréables et son sourire.  

Je remercie également Candice Botuha pour cet échange enrichissant sur la réactivité 
chimique.  

Je souhaite également remercier l’équipe de spectrométrie de masse, Emmanuelle, Gilles, 
Lucrèce pour la super formation que j’ai suivie à leurs côtés. Merci pour vos sourires qui m’ont 
accompagnée jusqu’à la moitié de ma thèse, déménagement oblige.  

Je remercie Philippe, Johanne, Aurélie, Najet et Florence. Malgré votre charge de travail vous 
avez toujours su m’accorder de votre temps pour m’aider dans toutes mes démarches. Merci 
aussi pour toutes nos petites conversations et surtout, pour vos sourires. Vous faites un travail 
incroyable, que je tiens à saluer.  

Un grand merci aux membres de l’équipe d’Onnik Agbulut, Hélène, Alexandre, Pierre et Onnik 
bien évidemment qui m’ont permis d’utiliser leur microscope pour achever les travaux de ma 
fin de thèse. Je remercie aussi l’équipe Zhenlin pour leurs sourires et bonne humeur. Marie 
Thérèse, je crois que notre spot aura été ce couloir du A6, que de rires en ce lieu sacré ! Merci 
aussi pour ton soutien. Je te souhaite une très bonne fin de thèse, et je sais que ton travail 
colossal sera récompensé comme tu le mérites.  

Un grand merci aussi à l’équipe enseignante, Nicole, Sandrine, Éric, Laetitia et aux collègues 
CME avec qui j’ai partagé de super moments. Sandrine Castella, finalement nous n’aurons pas 
produit notre enzyme, pourtant ce n’est pas faute d’avoir fait des tentatives. J’ai beaucoup 
apprécié tous nos échanges et surtout merci pour ton sourire, c’était un vrai plaisir de te 
croiser dans les couloirs à chaque fois.  

Je remercie particulièrement Julie, Pauline, Philippe, Benjamin et Josquin qui m’ont formée à 
la microfluidique, à la culture de lignées cellulaires, à la quantification synaptiques, aux 
traitements pharmacologiques, aux IFs, …. Ça en fait pas mal finalement. J’ai adoré apprendre 
à vos côtés. Merci aussi pour votre soutien, et finalement même si tout le monde est parti je 
n’en retiens que le meilleur. Merci à vous. Je remercie également Jean-Michel, bien que nos 
échanges aient été limités, j’ai toujours apprécié nos conversations. 



5 
 

Je remercie aussi Gullen, que d’heures passées à la préparation des dispositifs microfluidiques. 
Merci aussi pour tes sourires et ta bonne humeur. Hugo, même si nous avons débuté sur de 
mauvaises bases, la suite de nos échanges s’est toujours avérée agréable. Je te souhaite le 
meilleur pour la suite.  

Je remercie également Coralie, qui a toujours géré la L1 d’une main de maître. Je remercie 
également Francesca, Lucie, Morgane pour leur gentillesse. Julia, je te remercie de nous avoir 
parlé du plugin de comptage sur ImageJ, ça s’est avéré plus qu’utile pour cette fin de thèse.  

Isabelle, merci pour toutes ces discussions et tous les bons conseils que tu m’as toujours 
apportés. Nos échanges ont toujours été un réel plaisir. Aurore, merci également pour tes 
conseils, notamment pour la culture cellulaire. Merci aussi pour ces petits moments agréables 
passés en salle de culture  

M. Duplus, tu as cru que j’allais m’arrêter à la partie sur l’enseignement je suis sûre… Je te 
remercie sincèrement pour toutes nos conversations, pour ton soutien tout au long de ma 
thèse et surtout merci pour tous les conseils que tu m’as donnés avec la gentillesse et la 
bienveillance qui te caractérisent. 

Je tiens aussi à remercier Khadija, Vimala, Dominique pour leur bonne humeur et leur 
gentillesse. Dominique, je n’oublie pas ce jour d’été 2017 où tu as réceptionné mes cellules 
avec qui j’avais eu tant de malchance, merci pour cette douceur qui te caractérise. Janek, 
merci pour toutes ces conversations passionnantes et parfois délirantes. J’admire la passion 
des sciences qui t’anime. Je te souhaite que le meilleur pour ton nouveau poste. 

Je remercie aussi chaleureusement ma chère Monique et ma chère Claire, mesdames, vous 
faisiez partie des piliers du laboratoire, merci d’avoir rendu mon séjour à vos côtés tellement 
agréable. Vos petits conseils et attentions m’ont toujours beaucoup touchée. Merci aussi à toi 
Hilaire, ton sourire, ta bonne humeur et ta grande gentillesse m’ont fait passer de beaux 
moments dans les couloirs. J’espère que je vais pouvoir honorer comme il se doit la promesse 
que je t’ai faite en entrant en thèse. 

Merci également aux stagiaires du laboratoire : Coline, Nesrine, Mia, Thomas, Lorraine, 
Maxime, et ma petite Laurie-Lou. Vous avez su, chacun à votre façon me faire perdre mes 
cheveux parfois (il se reconnaîtra), et surtout me faire vivre de bons moments.   

Ma petite Marie Popo, on dit toujours de garder le meilleur pour la fin, donc comme tu pourras 
le constater tu n’es pas à la fin (haha). Merci pour toutes ces conversations, ces conseils, ces 
fous-rires, ces moments passés en culture, ces mesquineries que tu manies à la perfection.  

Merci à toi aussi ma petite Rachel, pour ton soutien et ton sourire. Merci pour cette journée 
de formation WB ! Je pense que nous nous en souviendrons. Je ne te souhaite que le meilleur 
pour la suite. Merci aussi à toi Rym, même si je n’ai pas eu pleinement le temps d’exercer à 
fond mes plaisanteries avec toi, j’ai toujours apprécié nos petites discussions. Même si je n’ai 
aucune inquiétude, je te souhaite un bon courage pour cette thèse que tu sauras mener à bien 
(la biblio, penses-y). Merci aussi à toi Yara, pour ta douceur et ton sourire.  



6 
 

Ma petite Fanny, ça y est, l’aventure touche à sa fin, nous avons presque réussi. Je te remercie 
pour ton soutien tout au long de la thèse et plus particulièrement pendant la rédaction. C’est 
avec beaucoup d’admiration que je regarde ce gros travail de thèse que tu as accompli. Je ne 
te souhaite que le meilleur pour la suite.  

Kadiatou, merci pour ta bonne humeur, ta gentillesse et tes « Coucou c’est moi ». Tu as été le 
petit soleil de ma thèse. J’aimerai tant t’emmener avec moi pour la suite... 

Je remercie aussi Maryse, Julietta et Josette pour leurs sourires et leur gentillesse.  

Je le dis souvent, mais vous, l’équipe « Friguet » : Chahrazade, Isabelle, Bertrand, Mustapha, 
Aurore, Éric, Marie Popo, Sabrina, Valérie, Hilaire, Fanny, Rachel, Rym, Dominique, Vimala, 
Khadija, Michel, Kadiatou mais aussi les « anciens », Monique, Claire, Janek, Audrey, Sofia, 
vous êtes ma « seconde famille laboratoire ». Vous avez tous contribué au fait que je puisse 
rendre avec fierté ce manuscrit. Par vos multiples conseils et attentions, vous avez été d’un 
réel soutien. Merci à vous.  

Je remercie aussi toutes les personnes dont je ne me souviens pas le nom mais qui par leur 
sourire ont illuminé certaine de mes journées. Je m’excuse aussi pour les personnes que j’ai 
oubliées. Si ce n’est pas fait sur le papier, j’ai déjà dû vous remercier de vive voix.  

Tata Valou, merci pour toutes ces conversations tellement agréables et bien souvent 
mythiques que nous avons partagées. Tu as su tout au long de ma thèse m’apporter ton 
soutien pour m’aider à franchir les obstacles qui se présentaient. Toujours aux petits soins 
avec moi, tu m’as soutenu jusqu’au bout et pour tout cela je te remercie.  

Ma Ségo, qui aurait cru qu’au détour d’une dissection de souris Swiss au stade de gestation 
E16, je rencontrerais une si belle personne. Merci pour tout, ton soutien, les fous-rires, les 
bêtises faites ensembles, tes conseils et surtout merci pour ton énergie débordante que 
j’apprécie tellement.  

Ma Sahsah, ma Brousse, mon cHaton, que dire ? (à part tu que tu es rousse, haha). Tu es une 
superbe personne, juste, merci pour tout. Ton soutien inconditionnel, les fous-rires à 
répétitions, nos conversations toujours dans un langage soutenu, les épopées Distrib où nous 
« sélectionnions le produit souhaité », ta gentillesse, ta douceur et ta bienveillance. Tout ça, 
m’a permis de me battre, d’achever ma thèse en merveilleuse compagnie et de rendre ce 
manuscrit. Tu es, sans aucun doute, l’une des plus belles rencontres de l’aventure, et si un 
chapitre se clôt au laboratoire, un nouveau s’ouvre sur la suite. Je ne te lâche pas. Et je sais 
que ta rigueur, tes talents de neurobiologistes et les compétences indéniables que tu as 
développées en Enzymo (tu as maîtrisé tellement vite d’ailleurs !) te feront mener à bien cette 
thèse, j’ai parfaitement confiance et « foie » en toi.  

Ma Fifi, bien souvent au cours de la thèse je ne savais pas si je devais te secouer en te 
demandant « mais pourquoiiiiiiii ? » ou alors te remercier. Aujourd’hui maintenant que 
l’aventure touche à sa fin, je ne peux que te remercier. Merci d’avoir largement contribué au 
fait que je me sois orientée vers le chemin périlleux de la thèse. J’ai trouvé en toi un mentor, 



7 
 

mais surtout une merveilleuse amie, qui a toujours su me soutenir, me conseiller, m’aider à 
retrouver la motivation bien souvent. Merci pour tout ce que j’ai appris à tes côtés, tu as fait 
de moi une accro à l’enzymo ! J’ai beaucoup d’admiration pour toi et pour le travail que tu as 
accompli, tu as été un vrai modèle au cours de cette thèse. Évidemment je te remercie aussi 
pour nos énormes fous-rires, les moments « dancing », les moments de panique et de 
« trouille » en fermant le laboratoire. Finalement au cours de la thèse, j’ai perdu des cheveux, 
des neurones mais surtout j’ai gagné une amie formidable. (Maintenant, place à la raclette !) 

Je remercie aussi ma Tomin qui m’a suivie une partie de ma thèse. Merci à ma Molly et mon 
Sammy qui sont mes petits soutiens du quotidien.  

Papi dédé, j’ai cru avec la plus grande naïveté qu’en travaillant sur un sujet qui s’approchait 
du mal qui t’éloignait de nous, j’arriverais à comprendre. Aujourd’hui il est trop tard, alors je 
te remercie pour toutes les belles images que je garde en mémoire et que nous avons 
construites ensemble, autour des repas partagés, de ton impatience, sifflotant face à mes 
retards du matin et nos trajets vers le lycée où l’on écoutait la radio. Merci d’avoir été cette 
personne exceptionnelle. 

Mamie Yo, merci d’avoir cru en moi jusqu’au bout. Merci aussi pour tous ces coups de fil du 
dimanche qui m’ont à chaque fois donné le sourire et le courage. J’admire ton énergie et ta 
force, elles ont été une vraie inspiration pour me permettre d’achever ce travail. Je regrette 
tellement que papi n’ait pas pu voir ça, il est l’une des principales motivations qui m’ont 
permis de poursuivre mes études. J’espère de tout cœur le rendre fier.  

Maman, Papa, je vous remercie tellement. Vous avez été d’un soutien inconditionnel, toujours 
là pour me soutenir et croire en moi, c’est grâce à vous que je termine ma thèse. J’espère de 
tout cœur vous rendre fiers. Ces remerciements ne seront jamais à la hauteur de tout ce que 
vous avez fait pour moi évidemment, mais vous savez aussi tout ce que ça représente.  

Mon Jérôme, c’est avec tellement d’émotion que je t’adresse mes remerciements. Toi, mon 
pilier du quotidien, mon mari, le futur papa de ce petit être, mon tout. Sans toi je ne serais 
jamais arrivée là où j’en suis. Tu m’as toujours encouragée à aller plus loin, à me battre, à tout 
donner pour arriver à mes fins. Tu es incontestablement ma plus grande motivation et aussi 
ma plus belle inspiration. Merci d’avoir facilité grandement mes traitements de datas, sans 
tes macros, je serai sans doute toujours en train de recopier mes valeurs à partir de feuilles 
( ;) ). Merci pour tout, ton soutien sans faille, ton énorme patience, tes encouragements, ta 
sagesse, ta grande gentillesse. Ce manuscrit, je te le dédie.  

Une page se tourne bientôt, et c’est avec beaucoup d’émotion que je me tourne vers l’avenir, 
chacun à votre façon vous avez contribué à la rédaction de ce manuscrit et pour cela je vous 
remercie tous, sincèrement. 

(Finalement, même (spoiler alert !) pour les remerciements je n’arrive pas à faire court… 
Heureusement on n’a pas atteint les 15 pages, n’est-ce pas Chahrazade ? (haha)) 

  



8 
 

 SOMMAIRE 

AVANT-PROPOS 19 
INTRODUCTION 22 
I. « Alice in Caspase Land » ............................................................................................................. 22 

A. Préambule ............................................................................................................................. 22 
1. Protéases : Nomenclature ................................................................................................. 22 
2. Clan CD, Famille C14 : Les Caspases ................................................................................... 24 
3. Famille C14 : Phylogénie .................................................................................................... 25 
4. C14A : Classification par fonctions biologiques .................................................................. 27 

B. Biochimie des Caspases .......................................................................................................... 29 
 Base moléculaire de l’activation des Caspases ................................................................... 29 

1.1. Organisation structurale .......................................................................................................... 29 
1.2. Pro-Caspases monomériques et plateformes d’activation ........................................................ 30 
1.3. Activation des Caspases exécutrices ........................................................................................ 42 
1.4. Activation de la Caspase-14 ..................................................................................................... 45 
1.5. Activation des caspases initiatrices par des agents cosmotropiques in vitro ............................. 46 

2. Mécanismes catalytiques des Caspases : Catalyse et spécificité ......................................... 47 
2.1. Structure et Organisation générale .......................................................................................... 48 
2.2. Architecture du site actif ......................................................................................................... 49 
2.3. Spécificité de substrat ............................................................................................................. 53 
2.4. Mécanisme catalytique ........................................................................................................... 55 

II. Les Caspases, Rôles biologiques .................................................................................................. 58 
A. Caspases : Régulateurs majeurs de l’Apoptose et de l’inflammation ....................................... 58 

1. Les différents types de mort cellulaires ............................................................................. 58 
2. Caspases et Apoptose ....................................................................................................... 58 

2.1. Voie intrinsèque ou voie mitochondriale ................................................................................. 59 
2.2. Voie extrinsèque : Caspases-8 et -10 ....................................................................................... 62 

3. Caspases et Inflammation ................................................................................................. 63 
3.1. Les Caspases-1, -4, -5 et -11 : acteurs clés de l’immunité innée ................................................ 63 

B. Régulation de l’activité Caspase ............................................................................................. 67 
1. Régulation de l’activité des Caspases apoptotiques ........................................................... 67 

1.1. Régulation post-traductionnelles ............................................................................................. 67 
1.2. Régulation par interactions protéines/protéines ...................................................................... 69 

2. Régulation des Caspases inflammatoires ........................................................................... 73 
C. « When dying is not the end » ................................................................................................ 75 

1. Caspase et différenciation cellulaire .................................................................................. 75 
1.1. Cas des cellules anucléés ......................................................................................................... 75 
1.2. Cas des cellules nucléées ......................................................................................................... 77 

2. Caspases : prolifération et régénération tissulaire ............................................................. 78 
3. Caspases et propriétés des cellules souches embryonnaires et pluripotentes induites ....... 80 

D. Caspases et Système nerveux central ..................................................................................... 80 
1. Organisation générale du système nerveux central ........................................................... 80 
2. Physiologie ........................................................................................................................ 82 

2.1. Activation des Caspases au cours du développement neuronal ................................................ 82 
2.2. Caspases et neurogénèse ........................................................................................................ 83 
2.3. Fonctions non apoptotiques des Caspases dans le système nerveux ........................................ 83 

3. Fonctions des Caspases dans les maladies neurodégénératives ......................................... 91 
3.1. Rôles dans les pathologies aigues – Ischémie ........................................................................... 92 
3.2. Rôles dans les pathologies chroniques. .................................................................................... 93 

III. La Caspase-2 : « The Cinderella Caspase » ................................................................................. 105 
A. Généralités sur la Caspase-2 ................................................................................................. 105 



9 
 

1. Historique ....................................................................................................................... 105 
2. Structure et régulation du gène CASP-2 ........................................................................... 105 
3. Localisation tissulaire et subcellulaire .............................................................................. 107 

B. Biochimie de la Caspase-2 .................................................................................................... 109 
1. Activation ........................................................................................................................ 109 

1.1. Activation par dimérisation ................................................................................................... 109 
1.2. Plateforme d’activation ......................................................................................................... 110 

2. Structure et Catalyse ....................................................................................................... 115 
2.1. Organisation générale ........................................................................................................... 115 
2.2. Structure ............................................................................................................................... 115 
2.3. Mécanisme catalytique : La Caspase-2 en action .................................................................... 117 

3. Substrats endogènes ....................................................................................................... 118 
C. Caspase -2 : Rôles Biologiques .............................................................................................. 120 

1. Souris constitutivement déficientes en Caspase-2 ........................................................... 120 
2. Caspase-2, son rôle dans les processus apoptotiques ...................................................... 121 
3. La Caspase-2 comme suppresseur de tumeur ? ............................................................... 122 

3.1. Des preuves issues des modèles animaux .............................................................................. 122 
3.2. Généralités sur la régulation du cycle cellulaire ..................................................................... 122 
3.3. Mécanismes possibles de la suppression de tumeur par Caspase-2 ........................................ 123 

4. Caspase-2 et inflammation .............................................................................................. 126 
5. Caspase-2 et Stress oxydant ............................................................................................ 128 

5.1. Phénotypes des souris CASP-2-/- ............................................................................................ 128 
5.2. Le stress oxydant induit une apoptose Caspase-2 dépendante ............................................... 129 
5.3. Caspase-2 et homéostasie osseuse en condition de stress oxydant ........................................ 129 
5.4. Répression de l’autophagie ................................................................................................... 130 

6. Caspase-2 et Métabolisme .............................................................................................. 131 
7. Caspase-2 et Vision ......................................................................................................... 132 
8. Régulation de l’activité Caspase-2 ................................................................................... 133 

8.1. Régulation de l’expression du gène CASP-2............................................................................ 133 
8.2. Régulation post-traductionnelles ........................................................................................... 134 
8.3. Régulation de la formation du PIDDosome par BubR1 ........................................................... 135 

IV. La Caspase-2 dans le système nerveux central........................................................................... 138 
A. Rôle de la Caspase-2 dans des modèles de stress neuronaux ................................................ 138 

1. Hypoxie / ischémie néonatale ......................................................................................... 138 
2. Caspase-2 et Excitotoxicité .............................................................................................. 139 
3. Carence en sérum ou en facteurs de croissance neuronaux ............................................. 140 
4. Mitochondrie, stress oxydant et Caspase-2 ..................................................................... 141 

B. La Caspase-2, une des cibles de la maladie d’Alzheimer ? ..................................................... 142 
1. Axe b-amyloïde ............................................................................................................... 142 

1.1. Caspase-2 : Médiateur de la synpatotoxicité induite par Ab ? ................................................ 142 
1.2. Médiateur de la toxicité induite par Aβ ................................................................................. 145 

2. Caspase-2 et Tau ............................................................................................................. 146 
3. Enjeux ............................................................................................................................. 147 

C. Stratégies thérapeutiques actuelles pour la maladie d’Alzheimer ......................................... 148 
1. Cibler Ab sous toutes ses formes ..................................................................................... 149 
2. Agrégation de Tau ........................................................................................................... 149 
3. Récepteurs du SNC .......................................................................................................... 150 
4. Autres stratégies ............................................................................................................. 150 

V. Inhibiteurs synthétiques de Caspases, La sélectivité : un réel enjeu ........................................... 152 
A. Généralités sur les inhibiteurs de protéases ......................................................................... 152 
B. Inhibiteurs de Caspases ........................................................................................................ 153 

1. Stratégies ........................................................................................................................ 153 
1.1. Inhibiteurs du site actif ou orthostériques ............................................................................. 154 



10 
 

1.2. Inhibiteurs allostériques ........................................................................................................ 161 
2. Sondes d’activités Caspases............................................................................................. 163 

C. Inhibiteurs de Caspases : Outils pour la recherche et pour le développement clinique ......... 165 
1. Inhibiteurs en tant qu’outils ............................................................................................ 165 
2. Inhibiteurs de Caspases en essais cliniques. ..................................................................... 165 

D. Vers des inhibiteurs sélectifs de la Caspase-2 ? ..................................................................... 168 
1. Inhibiteurs irréversibles sélectifs du groupe II .................................................................. 168 
2. Optimisation ................................................................................................................... 168 

CONTEXTE ET OBJECTIFS DE LA THESE 171 
MATERIELS ET METHODES 175 
I. Enzymologie mécanistique ........................................................................................................ 175 

A. Matériels.............................................................................................................................. 175 
1. Enzymes recombinantes et substrats fluorogènes ........................................................... 175 
2. Molécules étudiées au cours de la thèse ......................................................................... 176 
3. Autres réactifs ................................................................................................................. 177 
4. Appareils ......................................................................................................................... 177 

B. Cinétique enzymatique ........................................................................................................ 177 
1. Conditions expérimentales .............................................................................................. 177 
2. Détermination de l’IC50 .................................................................................................... 179 

C. Étude du mécanisme d’inhibition ......................................................................................... 180 
1. Réversibilité de l’effet inhibiteur par la méthode de dilution ........................................... 180 
2. Inhibition réversible – méthode de Compétitivité ............................................................ 180 
3. Inhibiteurs covalents ....................................................................................................... 184 

3.1. Mise en évidence .................................................................................................................. 184 
3.2. Quantification des paramètres cinétiques ............................................................................. 184 

II. Évaluation des inhibiteurs sur des modèles cellulaires d’apoptose et d’inflammation ............... 187 
A. Modèle cellulaire standardisé d’apoptose ............................................................................ 187 

1. Culture des cellules HeLa ................................................................................................. 187 
2. Principe ........................................................................................................................... 187 
3. Traitement et Conditions de marquage ........................................................................... 188 
4. Quantification des effets cellulaires ................................................................................. 188 

B. Modèle inflammatoire ......................................................................................................... 189 
1. Cultures des lignées THP-1 .............................................................................................. 189 
2. Différenciation des cellules.............................................................................................. 189 
3. Étude de l’inflammation et de la mort cellulaire .............................................................. 190 

III. Étude du clivage de la protéine Tau humaine recombinante...................................................... 191 
IV. Modèle intégré de la maladie d’Alzheimer ................................................................................ 192 

A. Dispositifs microfluidiques ................................................................................................... 192 
1. Présentation des modèles utilisés ................................................................................... 192 
2. Fabrication des puces microfluidiques ............................................................................. 193 

B. Cultures de neurones primaires............................................................................................ 194 
1. Dissection et récupération des neurones ......................................................................... 194 
2. Ensemencement et entretien des cultures ...................................................................... 195 

C. Traitements pharmacologiques ............................................................................................ 195 
1. Préparation des oligomères d’Ab .................................................................................... 195 
2. Sélection des circuits et traitements pharmacologiques .................................................. 196 

D. Étude de la perte synaptique ................................................................................................ 197 
1. Immunocytochimie ......................................................................................................... 197 
2. Microscopie à fluorescence ............................................................................................. 199 
3. Quantification de la perte synaptique.............................................................................. 199 

E. Analyses statistiques ............................................................................................................ 200 



11 
 

V. Étude de la cytotoxicité des inhibiteurs sur des cultures primaires de neurones corticaux ......... 201 
RESULTATS PARTIE 1 203 
I. Considérations générales sur les propriétés enzymologiques de la Caspase-2 ........................... 203 
II. Inhibiteurs généraux de Caspases ............................................................................................. 205 

A. Peptides aldéhydes – Inhibiteurs réversibles de première génération .................................. 206 
1. Pouvoir inhibiteur et mécanisme d’action ....................................................................... 206 
2. Quantification du pouvoir inhibiteur ............................................................................... 207 

B. Inhibiteurs irréversibles de seconde et troisième génération ................................................ 210 
1. Présentation des molécules et hiérarchisation de l’effet .................................................. 210 
2. Mécanismes d’action des composés ................................................................................ 211 
3. Quantification des paramètres cinétiques ....................................................................... 213 
4. Étude de l’effet des inhibiteurs sur un modèle d’apoptose dépendant de la Caspase-2 ... 216 

4.1. Présentation du modèle HeLa - Vincristine ............................................................................ 216 
4.2. L’inhibition des caspases protège de la mort cellulaire induite par la Vincristine .................... 216 

5. Cytotoxicité des composés sur des neurones corticaux primaires .................................... 217 
C. Effets croisés des inhibiteurs des premières générations sur les Cathepsines ....................... 218 

III. Inhibiteurs sélectifs des Caspases du groupe II .......................................................................... 221 
A. Présentation de la série ........................................................................................................ 221 
B. Hiérarchisation de l’effet au vu des valeurs IC50 .................................................................... 222 
C. Quantification des paramètres cinétiques de l’inhibition et efficacité des composés ............ 223 
D. Efficacité des molécules dans le modèle d’apoptose ............................................................ 225 
E. Cytotoxicité sur des cultures primaires de neurones du Cortex ............................................. 226 

IV. En route vers la sélectivité ........................................................................................................ 226 
A. Contexte .............................................................................................................................. 226 
B. Présentation des composés .................................................................................................. 227 
C. Hiérarchisation de l’effet et mécanisme d’action .................................................................. 228 
D. Type d’inhibition et quantification des paramètres cinétiques .............................................. 229 
E. Effet des molécules dans un contexte cellulaire.................................................................... 231 
F. Évaluation de la toxicité de h33 sur culture primaire de neurones corticaux ......................... 232 

V. Un long chemin vers la sélectivité ............................................................................................. 233 
A. Premiers pas vers la sélectivité avec LJ2 ............................................................................... 234 

1. Structure et quantification des premiers effets sur les Caspases-2 et -3. .......................... 234 
2. Quantification des paramètres cinétiques ....................................................................... 234 
3. Évaluation du LJ2 dans le modèle d’apoptose .................................................................. 236 

B. Peptides Inhibiteurs stéréospécifiques réversibles ............................................................... 237 
1. Présentation des molécules ............................................................................................. 237 
2. Études mécanistiques ...................................................................................................... 237 

C. Peptides Inhibiteurs stéréospécifiques irréversibles ............................................................. 239 
1. Présentation des molécules ............................................................................................. 239 
2. Hiérarchisation de l’effet grâce aux données IC50. ............................................................ 240 
3. Efficacités inhibitrices des composés LJ2a, LJ2b, LJ3a et LJ3b ........................................... 241 

D. Sélectivité vis-à-vis des protéases concurrentes ................................................................... 242 
RESULTATS PARTIE 2 246 
I. Pathogénicité du peptide b-amyloïde ........................................................................................ 246 

A. Préambule ........................................................................................................................... 246 
B. Inhibition pharmacologique de la Caspase-2 sur cultures de neurones hippocampiques. ...... 247 

1. Données préalablement obtenues au laboratoire ............................................................ 247 
2. Effet synaptoprotecteur de la CASP-2 sur des neurones de l’Hippocampe. ...................... 248 

C. Effet synaptoprotecteur de LJ2 dans un modèle in vitro de la maladie d’Alzheimer .............. 250 
II. Tau et Caspase-2 ....................................................................................................................... 252 

A. Reconnaissance de la séquence de clivage sur Tau par la Caspase-2 ..................................... 252 



12 
 

B. Clivage de Tau et Caspase-2 ................................................................................................. 253 
III. Caspase-2 et Inflammation ........................................................................................................ 254 

A. Mise en place du modèle ..................................................................................................... 254 
B. Optimisation des conditions de traitement .......................................................................... 255 
C. Évaluation des inhibiteurs LJ2 et D2Me-TRP601 ................................................................... 256 

RESULTATS PARTIE 3 259 
I. Préambule ................................................................................................................................ 259 
II. Inhibiteurs de l’interface de dimérisation .................................................................................. 259 

A. Design de peptides ciblant l’interface de dimérisation de la Caspase-3 ................................. 260 
B. Conception d’un pentapeptide cyclique ciblant l’interface de dimérisation de la Caspase-2 . 263 

III. Stratégie petites molécules ....................................................................................................... 264 
A. Résultats du criblage obtenus sur les dérivés Triazoles et Quinazolines. ............................... 265 
B. Résultats du criblage aléatoire ............................................................................................. 266 
C. Criblage des Anti-inflammatoires non stéroïdiens ................................................................ 267 
D. Les coumarines, inhibent faiblement l’activité Caspase-2 in vitro ......................................... 268 

RESULTATS PARTIE 4 271 
I. Modulation de l’activité de la kallicréine 6, la protéase à sérine la plus abondante du système nerveux 
central ........................................................................................................................................... 271 
II. Identification de l’immunoprotéasome comme cible du composé pro-oxydant bien connu, la 
Piperlongumine.............................................................................................................................. 272 
DISCUSSION 277 
I. Propriétés enzymologiques de la Caspase-2 ................................................................................ 277 
II. L’efficacité vs la sélectivité ......................................................................................................... 278 

A. Peptides aldéhydes comme inhibiteurs de la Caspase-2 ....................................................... 278 
B. Peptides dérivés de cétones : halométhyl-cétone et acyloxyméthyl-cétone .......................... 279 
C. Mécanisme d’action des inhibiteurs irréversibles de Caspases ............................................. 282 

III. Inhibiteurs aux motifs VDVAD : Efficacité sans sélectivité .......................................................... 283 
IV. Effet des variations en P2 du motif VDVAD sur la sélectivité ...................................................... 285 
V. Nouvelle série « LJ » : quand efficacité rime avec sélectivité ...................................................... 286 

A. LJ4a et LJ5a - Aldéhyde remplacé : efficacité et sélectivité diminuées ................................... 287 
B. LJ2a et LJ3a .......................................................................................................................... 288 

VI. Modèle cellulaire d’apoptose .................................................................................................... 289 
VII. La Caspase-2 et son implication potentielle dans la maladie d’Alzheimer ................................. 291 

A. La Caspase-2 prévient de la perte synaptique induite par les oligomères Ab1-42 .................... 291 
B. Caspase-2 et clivage de Tau .................................................................................................. 294 
C. Inflammation et maladie d’Alzheimer, un rôle pour la Caspase-2 ? ....................................... 296 

VIII. Autres stratégies pour l’obtention d’inhibiteurs de Caspase-2 ................................................. 297 
IX. Positionnement des composés LJ2a et LJ3a pour un développement clinique. .......................... 298 
CONCLUSION GENERALE 302 
PERSPECTIVES A COURT ET MOYEN TERMES 307 
BIBLIOGRAPHIE 310 
  



13 
 

 TABLE DES FIGURES  

Figure 1. Topologies des interactions protéase-peptide substrat. ................................................................ 23 
Figure 2. Distribution phylogénétique des Caspases .................................................................................... 27 
Figure 3. Classification des Caspases par fonctions biologiques ................................................................... 28 
Figure 4. Modèle d’activation des Caspase initiatrices -8 et -9. .................................................................... 32 
Figure 5. Assemblage du DISC, plateforme d’activation des Caspases-8 et -10. ............................................ 35 
Figure 6. Formation de l’Apoptosome. ........................................................................................................ 38 
Figure 7. Organisation en domaines des acteurs de l’inflammasome. .......................................................... 40 
Figure 8. Mécanisme proposé pour l’activation de la CASP-1 au sein des inflammasomes AIM2 et NLRP3. ... 42 
Figure 9. Mécanisme d’activation de la pro-Caspase-7 humaine. ................................................................. 45 
Figure 10. Alignement de séquence des pro-caspases 14 connues. ................................................................ 46 
Figure 11. Structure générale et alignement de séquences des Caspases humaines. ...................................... 49 
Figure 12. Topologies du site actif des caspases humaines. ........................................................................... 53 
Figure 13. Spécificité de substrat des Caspases humaines.............................................................................. 55 
Figure 14. Mécanisme catalytique des Caspases. ........................................................................................... 57 
Figure 15. Modèle proposé pour l’activation de BAX ..................................................................................... 60 
Figure 16. Exécution de l’apoptose par l’activation des voies extrinsèque et intrinsèque de l’apoptose. ........ 61 
Figure 17. La CASP-1 est le médiateur central de la voie canonique de l’inflammasome. ................................ 67 
Figure 18. Inhibition des Caspases-3, -7 et -9 par XIAP. .................................................................................. 71 
Figure 19. Mécanisme d’action de l’inhibiteur naturel p35 sur la CASP-8. ...................................................... 73 
Figure 20. Les différentes cellules du système nerveux central. ..................................................................... 82 
Figure 21. Illustration du rôle des Caspases 3, -6 et -9 dans le pruning axonal. ............................................... 85 
Figure 22. Rôle des Caspases-3, -8 et -9 dans la physiologie du neurone ........................................................ 87 
Figure 23. Rôle de la CASP-3 dans la dépression à long terme (LTD). .............................................................. 90 
Figure 24. Régulation des activité Caspases dans les neurones. ..................................................................... 91 
Figure 25. Marqueurs de la Maladie d’Alzheimer. ......................................................................................... 98 
Figure 26. Stades de dépots des enchevetrement de neurofibrilles et de plaques amyloides. ........................ 99 
Figure 27. Sites de clivages putatifs des Caspases sur la protéine précurseur amyloïde. ............................... 101 
Figure 28. Mécanisme d’action des Caspases proposé dans la maladie d’Alzheimer..................................... 104 
Figure 29. Génèse des isoformes de Caspase-2S et 2L. ................................................................................ 107 
Figure 30. Modèle proposé pour l’activation de CASP-2. ............................................................................. 110 
Figure 31. Modèle de maturation de PIDD 1. ............................................................................................... 111 
Figure 32. Organisation du PIDDosome. ...................................................................................................... 113 
Figure 33. Modèle suggéré pour l’initiation de la catalyse pour CASP-2. ...................................................... 117 
Figure 34. Les fonctions de la Caspase-2 dans la mort cellulaire................................................................... 126 
Figure 35. Le stress du réticulum suite à une infection par RB51. ................................................................. 128 
Figure 36. Connexion entre la machinerie de checkpoint mitotique et l’activation du PIDDosome. .............. 137 
Figure 37. Inhibition génétique de CASP-2 dans un modèle d’ischémie néonatale ....................................... 139 
Figure 38. Modèle de l’activation de CASP-2 dans des modèles de stress neuronaux  .................................. 142 
Figure 39. Régulation de la morphologie de la synapse par la signalisation Rho GTPase, .............................. 144 
Figure 40. La perte synaptique chez les animaux J20/KO CASP-2. ................................................................ 145 
Figure 41. CASP-2 clive Tau, pour libérer un fragment N-ter DTau314 et C-ter TCP35................................... 147 
Figure 42. Stratégie thérapeutiques actuelles pour le développement de médicaments. ............................. 149 
Figure 43. Organisation et mécanisme d’action des inhibiteurs peptidiques de Caspases. ............................ 155 
Figure 44. Structure du Q-VD-OPh .............................................................................................................. 157 
Figure 45. Structure des peptidomimétiques inhibiteurs de Caspases en essai clinique. ............................... 158 
Figure 46. Scaffolds chimiques des inhibiteurs organiques de Caspases ....................................................... 160 
Figure 47. Inhibition sélective de la CASP-2 par DARpin. .............................................................................. 163 
Figure 48. Organisation générale « type » des sondes d’activités. ................................................................ 164 
Figure 49. Détermination des paramètres cinétiques par la méthode discontinue. ...................................... 185 
Figure 50. Détermination des paramètres cinétiques par la méthode continue............................................ 186 
Figure 51. Représentation des dispositifs microfluidiques utilisés au cours de la thèse. ............................... 193 
Figure 52. Schéma illustrant le processus de production des puces microfluidiques. .................................... 194 
Figure 53. Conditions de traitements. ......................................................................................................... 197 
Figure 54. Optimisation des conditions expérimentales pour l’étude des activités CASP-2 et -3. .................. 205 



14 
 

Figure 55. Structures des peptides aldéhyde de première génération conçus pour inhiber les CASP-2 et -3. 206 
Figure 56. Mécanisme d’action des peptides aldéhydes .............................................................................. 207 
Figure 57. Ac-VDVAD-CHO et Ac-DEVD-CHO, inhibiteurs réversibles compétitifs des CASP-2 et -3. ............... 209 
Figure 58. Inhibiteur de seconde et troisième génération. ........................................................................... 211 
Figure 59. Mécanismes d’action des peptides inhibiteurs généraux de Caspases. ........................................ 213 
Figure 60. Les inhibiteurs généraux sont des inactivateurs non sélectifs des CASP-2 et -3. ........................... 215 
Figure 61. Protection de la mort cellulaire par les inhibiteurs généraux de Caspases ................................... 217 
Figure 62. Evaluation de la toxicité des composés z-VAD(OMe)-fmk et Q-VD-OPh ....................................... 218 
Figure 63. Effet inhibiteur des inhibiteurs de première génération sur les cathepsines. ............................... 221 
Figure 64. Structure des peptides inhibiteurs sélectifs des Caspases du Groupe II ........................................ 222 
Figure 65. Récapitulatif des valeurs IC50 des composés sélectifs du groupe II. .............................................. 223 
Figure 66. Cinétiques d’inactivation des CASP-2 et -3 par les inhibiteurs des Caspases du groupes II. ........... 225 
Figure 67. Les composés TRP601 et son métabolite déméthylé protégent de la mort cellulaire. .................. 226 
Figure 68. Evaluation de la toxicité du composé D2Me-TRP601 sur cultures de neurones primaires. ............ 226 
Figure 69. Conception rationnelle des composés c33, k33, h33, q33  ........................................................... 227 
Figure 70. Structure des composés c33, k33, h33, q33................................................................................. 228 
Figure 71. Les composés c33, k33, h33 et q33 inhibent de manière réversible et efficace la CASP-2 ............. 229 
Figure 72. Les inhibiteurs h33 et q33 sont des inhibiteurs réversibles compétitifs efficaces des CASP-2 ....... 231 
Figure 73. Les composés h33 et q33 protégent de la mort celullaire dans le modèle HeLa. .......................... 232 
Figure 74. Le composé h33 ne présente aucune toxicité sur les cultures de neurones primaires. ................. 233 
Figure 75. Structure et évaluation du profil d’inhibition des CASP-2 et -3 par le composé LJ2....................... 234 
Figure 76. Le composé LJ2 est très puissant inactivateur de la CASP-2 ......................................................... 235 
Figure 77. Effet du composé LJ2 dans le modèle d’apoptose ....................................................................... 236 
Figure 78. Structures des stéréoisomères LJ4 a et B et LJ5 a et b. ................................................................ 237 
Figure 79. Les composé LJ4a et LJ5a sont des inhibiteurs réversibles compétitifs efficaces . ......................... 239 
Figure 80. Structures des composés irréversibles LJ2a et b et LJ3a et b. ....................................................... 240 
Figure 81. Quantification de l’effet inhibiteur de la nouvelle série d’inhibiteurs stéréospécifiques ............... 241 
Figure 82. Les composés LJ2a et LJ3a sont de puissants inactivateurs de la CASP-2 ...................................... 242 
Figure 83. Étude de la sélectivité de la nouvelle série de composés. ............................................................ 244 
Figure 84. Rôle synaptoprotecteur de CASP-2  ............................................................................................ 248 
Figure 85. Effet du composé LJ2 sur la perte synaptique . ............................................................................ 249 
Figure 86. Effets des composés LJ2a et LJ3a à prévenir de la perte synaptique............................................. 250 
Figure 87. Le composé LJ2 à 30 µM prévient de la perte synaptique ............................................................ 251 
Figure 88. Évaluation de la reconnaissance de la séquence de clivage par la Caspase-2. .............................. 252 
Figure 89. Clivage de Tau par les CASP-2 et -3 ............................................................................................. 254 
Figure 90. Cinétique et dose réponses de la nigricine sur les cultures THP-1 ................................................ 256 
Figure 91. Les molécules LJ2 et D2Me-TRP601 préviennent de la libération massive d’IL-1b  ....................... 257 
Figure 92. Structure de l’interface de dimérisation des Caspase-2 et 3. ....................................................... 260 
Figure 93. Stratégie in silico utilisée pour la conception de peptide cycliques de l’interface de dimérisation.261 
Figure 94. Effet de CIVSML et DFLYAYS sur l’activité CASP-3  ....................................................................... 261 
Figure 95. La nouvelle stratégie basée sur un motif βαβ .............................................................................. 262 
Figure 96. Le peptide cyclique GGWGQ conçu in silico ................................................................................. 264 
Figure 97. Scaffolds des petites molécules organiques testées au cours de la thèse ..................................... 265 
Figure 98. Profil d’inhibition par les composés Triazoles et Quinazolines des CASP-2 et CASP-3 à 50 µM. ..... 266 
Figure 99. Criblage aléatoire des activités CASP-2 ou -3. .............................................................................. 267 
Figure 100. Efficacité de 9 anti-inflammatoires non stéroïdiens à inhiber les Caspases -1, -3, -4, -5 et -9. ....... 268 
Figure 101. Trois dérivés coumarines inhibent faiblement l’activité CASP-2 in vitro. ...................................... 269 
Figure 102. Structure du protéasome 26S. .................................................................................................... 273 
Figure 103. Profil d’inhibition de la Piperongumine sur l’activité ChT-L de l’immunoprotéasome. .................. 275 
  



15 
 

 ABREVIATIONS 

Ac : Acétyle 

AD :  Alzheimer’s disease 

ADN : acide désoxyribonucléique 

AFC : Amino-4-trifluoromethylcoumarin 

AMC : 7-amino-4-methylcoumarin 
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Apaf-1 : Apoptotic Protease Activating factor-1 
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RAIDD : Receptor-interacting protein (RIP)-Associated ICH-1/CED-3 homologous death protein 

with a Death Domain. 

RCD : Regulated Cell Death 

RE : Réticulum Endoplasmique 

RFU : Relative Fluorescence Units 

RGC : Retinal ganglion cell  

RhoA : Ras homologous member A 

RING : Really Interesting New Gene 

RIPK1 : Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1  

ROCK : Rho-associated protein kinase 

SMAC : Second Mitochondrial Activators of Caspases 

TNF: Tumeur Necrosis Factor 

TNFR : TNF receptor 

TRAIL : TNF-related apoptosis-inducing ligand 

TRAIL-R1 : TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor-1 

UPS : ubiquitin-proteasome system 

XIAP : X-linked inhibitor of apoptosis protein 
  



18 
 

 CODE A UNE ET TROIS LETTRES DES ACIDES AMINES 

G - Glycine - Gly 

P - L - Proline - Pro 

A - L - Alanine - Ala 

V - L - Valine - Val  

L - L - Leucine - Leu 

I - L - Isoleucine - Ile 

M - L - Methionine - Met 

C - L - Cysteine - Cys 

F - L - Phenylalanine - Phe 

Y - L - Tyrosine - Tyr 

W - L - Tryptophan - Trp 

H - L - Histidine - His 

K - L - Lysine - Lys 

R - L - Arginine - Arg 

Q - L - Glutamine - Gln 

N - L - Asparagine - Asn 

E - L - Acide Glutamique - Glu  

D - L - Acide Aspartique - Asp 

S - L - Serine - Ser 

U - Sélénocystéine 

T - L - Threonine - Thr 
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 AVANT-PROPOS 

Les Caspases sont des endoprotéases à Cystéine intracellulaires. Leurs propriétés 

enzymologiques sont gouvernées par une dyade catalytique Cystéine-Histidine, où la cystéine 

initie l’hydrolyse de substrats peptidiques, d’une part, et par une spécificité stricte de clivage 

après un résidu Aspartate, d’autre part. Elles sont majoritairement connues pour leurs rôles 

clés dans l’initiation et l’exécution de la mort cellulaire programmée par apoptose ainsi que 

dans la régulation de l’inflammation. Aussi, leurs implications dans la kératinisation est un fait 

avéré depuis quelques années. Les Caspases participent également à d’autres processus 

physiologiques majeurs tels que la différenciation et la prolifération cellulaire, ainsi que dans 

le développement neuronal, la guidance axonale et la plasticité synaptique.  

Parmi ces enzymes, la Caspase-2 (NEDD-2, ICH-1, CASP-2) est particulière. Pendant des années 

il a été difficile de comprendre son rôle dans l’apoptose ou dans d’autres processus 

physiologiques, puisque les souris constitutivement déficientes en cette enzyme ne 

présentaient pas de phénotypes majeurs. Toutefois, il est clair aujourd’hui qu’elle initie 

l’apoptose suite à de nombreux stress cellulaires (déstabilisation du cytosquelette, dommages 

à l’ADN, chocs thermiques, ...). En plus de ces fonctions apoptotiques, la Caspase-2 est 

impliquée dans le maintien de la stabilité du génome, la régulation du stress oxydant, la 

suppression de tumeur ainsi que dans des processus neurodégénératifs aigus et chroniques. 

Depuis quelques années les preuves s’accumulent quant au rôle de la Caspase-2 dans les 

mécanismes pathologiques associés à la maladie d’Alzheimer. Ces observations suggèrent 

qu’elle pourrait constituer une nouvelle cible thérapeutique de choix de cette pathologie, qui 

est la quatrième cause de mortalité en France. 

Une solution serait de disposer d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques qui permettraient, 

d’une part, de mieux appréhender les fonctions de la Caspase-2 dans la physiologie et la 

pathologie du neurone et, d’autre part, qui constitueraient une base pour un développement 

thérapeutique. Cependant, de telles molécules n’existent pas aujourd’hui.  

Ce manuscrit est l’aboutissement de trois années de thèse, réalisées autour de la découverte 

et de la validation d’inhibiteurs pharmacologiques de la Caspase-2.  
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La première partie de ce document propose une vaste introduction au monde des Caspases 

avec une attention particulière sur les rôles de la Caspases-2, suivie d’un bilan sur les 

inhibiteurs de Caspases disponibles aujourd’hui. 

La deuxième partie de ce manuscrit présente les objectifs et les moyens mis en œuvre, qui ont 

guidés ces travaux de thèse.  

Sont ensuite présentées les approches méthodologiques employées et les expériences 

réalisées.  

La quatrième partie est divisée en quatre chapitres et présente l’ensemble des résultats 

obtenus au cours de ces trois années de thèse.  

Ces résultats sont ensuite discutés dans une cinquième partie.  

Enfin, ce manuscrit s’achève sur une dernière partie consacrée à la conclusion générale et à la 

mise en perspective des résultats obtenus.  

 



 

 
 

  

INTRODUCTION 
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 INTRODUCTION 

I.  « Alice in Caspase Land »  

A. Préambule  
Les enzymes protéolytiques, ou protéases sont des enzymes clés des processus 

biologiques dans tous les organismes vivants puisqu’elles régulent le devenir, la localisation 

ainsi que l’activité de nombreuses protéines, contribuant ainsi à la transmission des signaux 

dans la cellule. Ainsi, elles sont impliquées dans des processus biologiques majeurs, qui 

assurent l’intégrité cellulaire mais également celle de l’organisme, tels que : la réplication et 

la transcription de l’ADN, la prolifération et la différenciation cellulaire, l’angiogenèse et 

neurogénèse mais aussi le remodelage et à la morphogénèse des tissus, l’homéostasie 

cellulaire, la coagulation sanguine, l’inflammation, l’immunité, l’autophagie, la sénescence, la 

nécrose et l’apoptose. Compte tenu de leurs rôles cruciaux dans la cellule, elles sont soumises 

à une régulation fine de leurs activités. Cependant, une altération du système de protéolyse 

conduit à de nombreuses pathologies telles que : les cancers, les pathologies 

neurodégénératives, cardiovasculaires et inflammatoires. En conséquence, de nombreuses 

protéases attirent l’attention des industries pharmaceutiques en tant que cibles 

thérapeutiques ou biomarqueurs (López-Otín C. et al., 2008 ; Turk B. et al., 2012a ; Patel S. 

2017). 

1. Protéases : Nomenclature   

 Les protéases catalysent l’hydrolyse de liaisons peptidiques établies entre les acides 

aminés d’une protéine, et constituent l’une des plus vastes familles d’enzymes puisque 500 à 

600 protéases codées par 2 % du génome ont été identifiées chez l’homme (Turk B. 2006).  

La classification établie par le Comité de Nomenclature de l’Union internationale de Biochimie 

et Biologie Moléculaire (IUBMB) anciennement Enzyme Commision (EC; publication en 1964 

et mise à jour en 1978) se base sur l’activité de l’enzyme et consiste en un nom systématique 

EC suivi de 4 chiffres (ex : EC x.x.x.x). Les protéases hydrolysent une liaison au « centre » d’une 

chaîne polypeptidique et portent le nom de protéinases ou d’endoprotéases, EC 3.4.21-24.X. 

Ces dernières sont classées selon la nature du résidu responsable de l’activité enzymatique, 

on distingue alors les endoprotéases à Sérine (EC 3.4.21), à Cystéine (EC 3.4.22), à Acides 

Aspartiques (EC 3.4.23), à Thréonine (EC 3.4.25) ainsi que les metallo-protéinase (EC 3.4.24). 



 INTRODUCTION  

23 
 

La classe EC 3.4.99 regroupe les endoprotéases dont le mécanisme de catalyse demeure 

inconnu (Garcia-Carreno F.L. et al., 1997). Actuellement le terme protéase est synonyme de 

peptidase et comprend à la fois les endo- et les exopeptidases.  

La terminologie pour les familles et les clans de protéases, largement utilisée dans la 

communauté scientifique, est issue de la base de données MEROPS (Rawlings N.D. et al., 2012, 

2016), fondée en 1996. Cette classification hiérarchisée, établie pour les peptidases en 1993 

par Rawlings et Barrett (Rawlings N.D. et al., 1993) puis enrichie avec les inhibiteurs en 2004, 

est basée sur les alignements de séquences et de structures des sites actifs de toutes les 

protéases connues. Chaque identifiant d’un clan débute par la première lettre du nom du 

résidu impliqué dans la catalyse, « C » pour Cystéine, suivie d’une seconde lettre, par exemple 

le « D » en référence aux familles qui présente un repliement tertiaire ou une séquence, 

semblable aux Caspases (Clay Clark A. 2016). Chaque famille quant à elle, est identifiée par 

une lettre suivie d’un nombre indépendant du clan auquel la famille appartient (ex : C14 pour 

les caspases et ses orthologues).  

La topologie linéaire des interactions protéase-peptide substrat est définie par la 

nomenclature de Israel Schechter et Arieh Berger de 1967 (Schechter I., Berger A. et al., 1967). 

Comme représenté en Figure 1, le site actif de l’enzyme est composé de sous sites : S1-Sn et 

S1’-Sn’ qui interagissent respectivement avec les résidus P1-Pn et P1’-Pn’ du substrat, la liaison 

scissile correspondant à la liaison peptidique P1-P1’ où P1 correspond au résidu N-terminal et 

P1’ au résidu C-terminal par rapport à la liaison hydrolysée. Des interactions supplémentaires 

s’établissent entre les résidus Pn ou Pn’ et Sn ou Sn’ de l’enzyme afin de renforcer l’interaction. 

L’ensemble de ces interactions conditionnent alors la spécificité de l’enzyme pour son substrat.  

 
Figure 1. Topologies des interactions protéase-peptide substrat selon la nomenclature de Schechter et Berger.  
La surface du site actif de l’enzyme, capable d’accommoder une chaîne peptidique correspondant au 
substrat est divisée en sous-sites S1-Sn et S1’-Sn’ reconnaissant respectivement les résidus P1-Pn en N-
terminal du substrat et P1’-Pn’ en C-terminal par rapport à la liaison scissile P1-P1’. La structure du site actif 
détermine donc quels résidus du substrat peuvent se fixer aux sous sites de la protéase déterminant ainsi 
la spécificité de substrat de celle-ci (Turk et al., 2006). 
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2. Clan CD, Famille C14 : Les Caspases 

Les Caspases sont des endoprotéases intracellulaires. Le terme Caspase, pour 

« Cysteine-dependant aspartate-specific protease », dérive de deux propriétés catalytiques 

de ces enzymes. En effet, le « c » fait référence à la cystéine catalytique qui joue le rôle de 

nucléophile au cours de l’hydrolyse de la liaison peptidique, et « aspase » pour leur spécificité 

stricte de clivage après un résidu Asparte, une caractéristique propre à cette famille C14A de 

protéase chez les mammifères. (Ramirez M.L.G et al., 2018) 

L’histoire des Caspases débute en 1989 avec l’identification de l’enzyme humaine de 

conversion de l’interleukine-1b (ICE) (Cerretti D.P. et al., 1992 ; Thornberry N.A. et al., 1992). 

Quelques mois plus tard en 1993, l’équipe du Dr. Yang démontre que le produit du gène codé 

par CED3 impliqué dans l’exécution de l’apoptose dans le développement de Caenorhabditis 

elegans est un homologue de ICE (Yuan J. et al., 1993). Par la suite, des études 

complémentaires ont montré qu’une surexpression de ICE dans des cellules de mammifères 

était suffisante pour induire une mort par apoptose dans ces modèles. Les Caspases pouvaient 

jouer un rôle analogue à ced-3 dans la mort cellulaire programmée chez les mammifères.  

En termes de structure ICE, renommée CASP-1 (CASP-1), est une protéase à cystéine 

homodimérique avec une structure distincte des autres protéases à Cystéine (Walker N.P.C. 

et al., 1994). Cette propriété de CASP-1 lui a permis d’être la fondatrice du clan CD. Par 

définition, ce clan regroupe les protéases à cystéine qui utilisent un résidu cystéine pour initier 

l’hydrolyse, précédent au clivage de liaisons peptidiques. Ces enzymes présentent une 

spécificité stricte de reconnaissance du résidu en P1 et possèdent une dyade catalytique 

Cystéine/Histidine hautement conservée. En 1994, l’étude structurale de ICE a révélé un 

nouveau modèle de repliement tertiaire créant ainsi dans le clan CD, la famille C14, considérée 

aujourd’hui comme la famille des Caspases (Wilson K.P. et al., 1994). Depuis, le clan CD s’est 

enrichi de six nouvelles familles : Clostripains (C11) ; Legumains (C13) ; Gingipains (C25) ; 

Separases (C50) ; le domaine cystéine peptidase de la toxine MARTX pour multi-functional 

autoprocessing repeats in toxin (C80) ; et plus récemment du facteur de virulence PrtH de la 

bactérie Tannerella forsythia (C85) (Table 1) (Fuentes-Prior P. et al., 2004 ; McLuskey et al., 

2015).  
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Table 1. Distribution phylogénétique et spécificité de clivage des familles du clan CD (McLuskey K. et al., 
2015) 

 

3. Famille C14 : Phylogénie  

Les abréviations CASP- pour Caspase- et pc- pour pro-Caspase seront utilisées tout au long du 

manuscrit.  

Dans le clan CD, la famille C14 est la seule famille distribuée dans tout le règne du 

vivant avec toutefois une distribution par branches phylogénétiques de chaque sous-famille 

(Table 1). En revanche, la spécificité stricte de reconnaissance d’un Aspartate en P1 est propre 

aux métazoaires. 

Compte tenu de l’importance des Caspases chez les mammifères, une recherche 

d’orthologues chez les plantes et autres organismes non-métazoaires a été entreprise. À l’aide 

d’un outil d’alignement de séquence PSI-BLAST - Position-Specific Iteractive Basic Local 

Alignement Search Tool - sur la base de la séquence primaire comprenant et encadrant le site 

actif. Deux nouveaux groupes de protéases ont pu être identifiés comme nouvelle sous famille 

de Caspases (CASP) (C14B). Ces enzymes nommées Métacaspases (C14B (M)) et Paracaspase 

(C14B (P)) sont toutes deux présentes dans le génome des Archées et des Bactéries. De plus, 

les Métacaspases sont également retrouvées chez les protozoaires, champignons et plantes 

tandis que les Paracaspases sont identifiées dans le règne animal, alors que les Métacaspases 

en sont absentes. Comme présenté en Table 1, cette famille C14 présente des spécificités de 

substrats diverses puisque les Caspases (C14A) reconnaissent une Aspartate en P1 tandis que 

les Méta- et Paracaspases reconnaissent des résidus basiques Arginine et/ou Lysine (Wang Y. 

et al., 2001 ; Klemenčič M. et al., 2017).  

FAMILY Representative member Specificity in P1 Bacteria Archea Protozoa Fungi Plants Viruses Animals

C11 Clostripain Arginine ✓ ✓ ✓ ✗ ✓ ✗ ✗

C13 Legumain Asparagine et 
Aspartate 

✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✗ ✓

C14A Caspase Aspartate ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓ ✓

C14B (P) Paracaspase Arginine ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓

C14B (M) Metacaspase Arginine et Lysine ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✗ ✗

C25 Gingipain R Arginine ou Lysine ✓ ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗

C50 Separase Arginine ✗ ✗ ✓ ✓ ✓ ✗ ✓

C80 MARTX-CPD Leucine ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✓

C84 PrtH peptidase Arginine ✓ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗ ✗
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Pour les Métacaspases, bien que l’implication de Yca1 dans les processus de mort cellulaire 

ait pu être mise en évidence chez Saccharomyces cerevisiae, un lien avec les mécanismes de 

mort cellulaire n’a pas pu être établit pour toutes les métacaspases. Cependant, un grand 

nombre d’autre fonctions ont pu être définies dans des processus cellulaires variés, tels que 

la progression du cycle cellulaire, la prolifération cellulaire, le stress du réticulum 

endoplasmique (RE), ainsi que dans la clairance d’agrégats et dans la virulence. Pour les 

Paracaspases, la seule structure référencée est celle de l’enzyme humaine et murine MATL1 

– Mucosa-Associated Lymphoid tissue translocation protein 1. Cette enzyme semble être 

impliquée dans l’activation du facteur de transcription NF-kB (nuclear factor-kappa B), dans 

la prolifération des lymphocytes B et T ainsi que dans la production de la cytokine Interleukine-

2 (IL-2) (Ruefli-Brasse A.A. et al., 2003) 

Chez les métazoaires, on dénombre actuellement 3 Caspases chez le nématode, 7 chez 

la drosophile, 4 chez le poulet, 4 chez le poisson, 8 chez les amphibiens, 1 bovine, 11 murines 

et 13 humaines, les dernières Caspases identifiées chez les mammifères (-15, -17, -18) étant 

absentes du placenta contrairement à la CASP-16 (Lamkanfi M. et al., 2002 ; Shalini S. et al., 

2015). Ces valeurs témoignent d’une corrélation entre le nombre de Caspases et la complexité 

de l’organisme considéré.  

La structure générale de ces Caspases consiste en un pro-domaine N-terminal de taille 

variable, suivi d’une grande sous-unité de 20 kDa, p20, et d’une petite sous-unité de 10 kDa, 

p10 (Figure 2A). Un premier arbre phylogénétique proposé en Figure 2 se base sur la séquence 

primaire en acides aminées des sous-unités p20 et p10, l’analyse exclue donc les pro-

domaines qui ne sont pas impliqués dans la catalyse et qui, par ailleurs sont retrouvés dans 

d’autres protéines. L’analyse phylogénétique établie entre ces espèces montre une 

ségrégation en trois groupes (Figure 2B), qui au-delà des analogies de séquences regroupent 

des Caspases avec des activités biologiques communes. Toutes les Caspases de C.elegans se 

retrouvent dans le premier groupe (Cluster I) qui contient les Caspases aux propriétés 

inflammatoires : CASP-1, CASP-4 et -5 avec leur homologue -11 murins, et également les CASP-

2 et  -14 ainsi que la CASP-13 qui est l’orthologue de la CASP-4 chez le bovin (non représenté 

en Figure 2). Toutes les Caspases impliquées dans l’exécution de l’apoptose appartiennent au 

groupe II (Cluster II) et présentent toute un pro-domaine court avec l’exception de STRICA de 

Drosophilia Melanogaster. Tandis que les protéases initiatrices de l’apoptose (CASP-8, -9, -10) 

se trouvent concentrées dans le groupe III (Cluster III). 



 INTRODUCTION  

27 
 

 
Figure 2. Distribution phylogénétique des Caspases  
(A) Domaines architecturaux des Caspases chez les Métazoaires. La séquence primaire générique des 
Caspases se présente avec un prodomaine N-terminal nécessaire au recrutement de protéines adaptatrices 
suivi d’une grande sous-unité p20 et d’une petite sous-unité p10. (B) Distribution phylogénétique des 
Caspases sur la base des séquences des domaines p20 et p10. Les Caspases inflammatoires sont réparties 
dans le cluster I avec toutes les Caspases de C.elegans. Les Caspases initiatrice (Cluster III) et exécutrices 
(Cluster II) de la mort cellulaire programmée par apoptose sont scindées en deux groupes. Danio rerio (z) , 
Xenopus laevis (x), Gallus gallus (g), Mus musculus (m), Homo sapiens (h), DED : Death Effector Domain, 
CARD : Caspase Recruitment Domain. (Lamkanfi M. et al., 2002) 

Dans la suite de ce manuscrit, l’étude se portera exclusivement sur les Caspases de la sous-

famille C14A. 

4. C14A : Classification par fonctions biologiques 

Il existe de nombreux critères pour classer les Caspases, pourtant il s’avère que 

nombre de ces méthodes résultent en des groupes similaires, suggérant une forte corrélation 

structure-fonction entre les membres de cette sous famille. Une première classification des 

Caspases humaines présentée en Figure 3A, repose sur leurs fonctions biologiques qui 

concordent également avec les identités de séquences. Ainsi, on distingue deux groupes 

majeurs, d’une part les CASP-1, -4, -5, -12 qui sont impliquées dans l’inflammation et d’autre 

part les CASP-2, -3, -6,-7, -8, -9, -10 qui sont les Caspases apoptotiques. Ces dernières sont 

subdivisées en initiatrices (-2, -8, -9, -10) ou exécutrices (-3, -6, -7) de l’apoptose sur la base 

de la présence ou de l’absence de domaines protéiques d’interactions spécifiques sur le pro-

domaine N-terminal.  

BA
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La CASP-14 est impliquée dans la différentiation des kératinocytes. Et, les rôles de la CASP-16, 

non représentée en Figure 3, ne sont pas encore élucidés mais elle présente une forte analogie 

de structure avec la CASP-14 (Fuentes-Prior et al., 2004).  

En Figure 3B, le dendogramme offre une vision globale de l’évolution phylogénétique 

des Caspases humaines au sein du clan CD et présente une répartition similaire à l’arbre 

phylogénétique présenté en Figure 2B ainsi qu’au classement des Caspases établit par 

fonction en Figure 3A (Ramirez M.L.G. et al., 2018). Étayant la notion de forte corrélation 

structure-fonction entre les membres de cette sous famille. Une divergence est tout de même 

révélée quant au positionnement de la CASP-2 dans ces différents classements, 

inflammatoire ? Apoptotique ? ou autre ? la distinction n’est pas nette dans ces trois 

méthodes de classification.  

 
Figure 3. Classification des Caspases par fonctions biologiques  
(A) Classification fonctionnelle et organisation des domaines structuraux des Caspases placentaires de mammifères.  
Il existe 13 Caspases humaines, subdivisées en trois groupes selon leurs fonctions : inflammation et 
différentiation (CASP-1, -4, -5, -12, -14, -16), effectrices de l’apoptose (CASP-3, -6 et -7) et initiatrices de 
l’apoptose (CASP-2, -8, -9 et -10). On distingue les Caspases initiatrices des effectrices par l’existence de 
domaines d’interactions protéiques localisés au niveau du pro-domaine N-terminal. La position des sites de 
de maturation clivage sont donnés avec l’Aspartate en P1 en gras en rouge, en gras italique sont indiqués 
les sites potentiels de clivage non confirmé in vitro. En noir, les numéros de séquences correspondent aux 
données Swiss Prot, en rouge les numéros de séquences sont basés sur la référence établit à partir de la 
CASP-1. D’après Fuentes-Prior et al., 2004. (B) Dendogramme des protéases du clan CD illustrant les 
relations évolutives entre les Caspases humaines et leurs homologues. Les Caspases Apoptotiques sont 
colorées en camaïeu de vert, les Caspases inflammatoires sont illustrées en rouge. Les 4 membres restant 
du clan CD sont en bleu. Les Caspases-2 et -14 ne sont pas assignées comme Caspase inflammatoires ou 
apoptotiques dans cette étude. FLIP et CASP-12 sont des pseudo-protéases puisqu’au point de vue du 
repliement elles sont considérées comme appartenant au clan CD mais des mutations dans leur sites actifs 
les rendent catalytiquement inactives (Ramirez M.L.G. et al., 2018). CARD : Caspase recruitment domain , 
DED : Death Effector Domain, FLIP : FLICE-like inhibitory protein. 
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B. Biochimie des Caspases  
Dans la suite du manuscrit, la numérotation des acides aminés suit la convention établie pour 

la CASP-1, pour les exceptions la numérotation utilisée sera précisée. 

 Base moléculaire de l’activation des Caspases  

 Compte tenu de leurs rôles physiologiques majeurs, une activation anarchique des 

caspases peut s’avérer dangereuse pour la cellule, ainsi ces dernières sont synthétisées et 

maintenues dans un état inactif, appelé forme zymogène ou pro-Caspase. À l’exception de la 

CASP-1, enrichie au niveau des monocytes et macrophages et de la CASP-14, exclusivement 

exprimée au niveau des kératinocytes, les Caspases ont une expression ubiquitaire. Dans la 

cellule, le pool de pro-Caspases peut être rapidement activé suite à un signal de mort. Ce 

signal est alors transduit via une cascade protéolytique qui suit une hiérarchie bien définie, où 

des Caspases initiatrices (-2, -8, -9, -10) sont activées puis vont activer les Caspases exécutrices 

(-3, -6, -7) qui seront alors capables de cliver leurs substrats cibles (Shi Y. 2004a ; Cullen S.P., 

Martin S.J. et al., 2009 ; Parrish A.B. et al., 2013). Pour toutes ces caspases, la forme active est 

une forme dimérique, caractérisée d’homo ou hétérodimères.  

1.1. Organisation structurale 

 L’activation de la majorité des protéases, qu’elles soient intra ou extracellulaires, a lieu 

suite à la libération d’un fragment d’activation en N-terminal du zymogène, communément 

appelé pro-peptide (Stennicke H.R., Salvesen G.S. et al., 1999). Ce mode d’activation exclu les 

Caspases, puisque le modèle général d’activation tient compte de deux paramètres : d’une 

part, l’association de deux domaines catalytiques, ou monomères, pour former le dimère actif, 

et d’autre part la protéolyse du linker qui lie la grande et la petite sous-unité. Le mode 

d’activation au sein de cette famille est propre à chaque type de Caspases puisque les 

structures latentes des différents groupes sont distinctes. En effet, les Caspases initiatrices 

ainsi que les caspases inflammatoires et la CASP-14 sont synthétisées sous forme de 

monomères inactifs tandis que les caspases exécutrices préexistent sous forme de dimères. 

Bien qu’elles existent sous forme de dimères ou de monomères, les pro-Caspases 

partagent une organisation commune. En effet, chaque unité monomérique se compose de 

trois domaines : un pro-domaine N-terminal de taille variable (15 à 219 acides aminés), une 

grande sous-unité de 17 à 20 kDa, une petite sous-unité de 10 à 12 kDa, appelées 

respectivement p20 et p10, par convention. Cette structure également décrite comme 
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domaine catalytique s’inscrit dans une structure ellipsoïde de 25 Å x 50 Å x 30 Å (Walker N.P.C. 

et al., 1994 ; Wilson K.P. et al., 1994 ; Fuentes-Prior P. et al., 2004).  

Le pro-domaine en N-terminal possède de nombreuses fonctions, parmi elles : 

facilitation de la dimérisation, séquestration des enzymes dans le cytoplasme et maintien de 

la pro-forme dans un état inactif (MacKenzie S.H., Clark A.C. et al., 2012). À la différence des 

Caspases exécutrices, les initiatrices possèdent un long pro-domaine N-terminal qui contient 

des motifs de reconnaissance, impliqués dans des interactions homotypiques qui vont être 

essentielles à la dimérisation et/ou au recrutement de ces enzymes au niveau de plateformes 

moléculaires pour faciliter leur activation. En effet, les Caspases initiatrices -8 et -10 possèdent 

deux Death Effector Domain (DED) tandis que les CASP-2 et -9 possèdent un domaine de 

recrutement CARD pour Caspase Recruitment Domain (Figure 3A). La grande sous-unité, p20, 

contient la Cystéine 285 (Cys-285) et l’Histidine 235 (His-235) qui forment la dyade catalytique 

tandis que la petite sous-unité, p10, apporte les résidus nécessaires à la formation du sillon 

accueillant le substrat. Les régions non structurées liant le pro-domaine N-terminal à la grande 

sous-unité ou le linker entre la grande et la petite sous-unité sont sujets à protéolyse au cours 

des processus de maturation (Pop C., Salvesen G.S. et al., 2009).  

 Au cours des processus d’activation et de maturation, les grandes et petites sous-

unités qui composent par la suite l’enzyme active, sont libérées par clivage du linker après un 

Aspartate (Asp (P1) - X (P’1)) (Figure 3A). La présence de ce type de résidu dans la zone de 

maturation témoigne de la capacité des Caspases à s’auto-activer ou à être activées par une 

autre caspase pour une amplification en cascade du signal (Nicholson D.W. 1999). 

1.2.  Pro-Caspases monomériques et plateformes d’activation 

 L’organisation structurale des protéines adaptatrices requises pour l’activation des 

Caspases initiatrices et inflammatoires au sein des plates-formes d’activation, doit remplir 

trois critères. En premier lieu, la protéine doit posséder une région capable d’interagir 

directement ou indirectement avec les Caspases. Ces domaines sont issus de la super-famille 

des Death-Fold (DF) qui contient quatre membres distincts : les domaines de mort ou Death 

Domain (DD) ; le domaine DED ; le domaine CARD ainsi que le Pyrin-Domain (PYD). En second 

lieu, ces plates-formes doivent posséder un domaine d’oligomérisation qui facilite la 

formation de dimères ou d’oligomères. Enfin, la présence d’un domaine de régulation de 

l’activité de la plateforme est également nécessaire. 
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1.2.1. Activation des Caspases initiatrices (-2, -8, -9, -10) 

 Les Caspases initiatrices permettent la conversion d’un signal cellulaire de mort en une 

activité protéolytique puisque leur rôle est d’activer les Caspases exécutrices, en particulier 

les CASP-3 et -7. Bien qu’il soit clair que les zymogènes des Caspases initiatrices sont conservés 

sous forme de monomères inertes dans la cellule, leur mécanisme d’activation, lui, soulève 

encore quelques interrogations. Cependant, il existe un modèle d’activation largement admis 

qui est le modèle de dimérisation induite par proximité ou induced-proximity dimerization 

(Muzio M. et al., 1998 ; Salvesen G.S., Dixit, V.M. et al., 1999 ; Shi Y. 2004b). Ce modèle, 

largement testé et validé, repose sur le fait que les Caspases initiatrices nécessitent une étape 

de dimérisation pour être actives, et que cet évènement est une étape fondamentale du 

processus d’activation (Ramirez M.L.G. et al., 2018). Cette étape de dimérisation est 

déclenchée au niveau de plateformes multimériques spécialisées qui permettent le 

recrutement de nombreux zymogènes au sein d’un complexe dit d’activation.  

1.2.1.1. Dimérisation induite par proximité  

 C’est en 1998, que fut introduit le modèle induit par proximité (Muzio M et al., 1998), 

pour rationaliser l’activation des Caspases initiatrices sachant qu’aucune autre protéase ne se 

trouvait en amont de leurs voies de signalisation pour les activer. Dans ce modèle initial, il 

était proposé qu’une activité résiduelle du zymogène des Caspases initiatrices était suffisante 

pour cliver et activer une autre pro-Caspase, à condition que les deux zymogènes soient 

apportées à proximité de plateformes d’activation multiprotéiques ; le PIDDosome pour 

CASP-2 ; le DISC - Death-Inducing Signaling Complex - pour les CASP-8 et -10 et l’Apoptosome 

pour la CASP-9. Il est à noter que l’on parle alors de zymogénicité pour caractériser cette 

activité enzymatique du zymogène qui se définit par le ratio de l’activité de l’enzyme active 

par rapport à l’activité du zymogène vis-à-vis d’un substrat donné. 

 À cette époque, il semblait donc que la protéolyse soit nécessaire à l’activation. Finalement, 

cette étape de clivage n’est pas essentielle à l’activation de ces Caspases initiatrices et 

constitue plutôt une étape de maturation qui favorise la stabilisation du dimère (Boatright 

K.M. et al., 2003). 

Depuis quelques années, il est admis que la formation du dimère est une étape clé de 

l’activation des Caspases initiatrices. Ainsi, un nouveau modèle, basé sur le précédent, a été 

proposé à partir des travaux de Boatright K.M. et al., en 2003 et est représenté en Figure 4. 

Dans la cellule, les monomères existent en équilibre avec les formes dimériques, toutefois, la 
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forme monomérique majoritairement présente en condition physiologique. En effet, les 

constantes de dissociation, modélisées par le KD pour les CASP-8 et -9 sont de respectivement 

50 et 100 µM, donc bien au-dessus des concentrations physiologiques (Renatus M. et al., 2001, 

Pop C et al., 2008, Mace P.D. et al., 2014). Ainsi, les zymogènes sont recrutés au niveau des 

plateformes d’activation, PIDDosome, DISC et Apoptosome via leurs domaines d’interactions 

CARD ou DED. Ensuite, la nature multimérique des plateformes permet d’augmenter 

considérablement la concentration locale en pro-Caspase, qui dépasse alors le KD, favorisant 

ainsi la formation de dimère. Autrement dit, le recrutement des pro-Caspases au niveau des 

complexes oligomériques force l’augmentation de la concentration locale en enzyme, 

convertissant ainsi une réaction de second ordre en une réaction de premier ordre qui permet 

de déplacer l’équilibre en faveur de la forme dimérique.  

Le modèle d’activation induit par proximité accordait une importance majeure au clivage 

protéolytique dans le processus d’activation de ces Caspases. Cependant, les étapes de 

clivages consisteraient davantage en des étapes de maturation qui stabilisent le dimère 

nouvellement formé (Shiozaki E.N. et al., 2003). 

 

Figure 4. Modèle d’activation des Caspases initiatrices -
8 et -9. 
Les caspases initiatrices sont synthétisées sous 
forme de monomère catalytiquement inactif. Dans 
la cellule, l’équilibre est majoritairement en faveur 
de la forme monomérique, avec des KD supérieurs 
à 50 µM, donc bien au-dessus des concentrations 
physiologiques, qui avoisinent environ 20 nM. Le 
recrutement des monomères au niveau de plates-
formes oligomériques d’activation, permet 
d’augmenter la concentration locale en Caspases, 
qui devient supérieure au KD, favorisant ainsi le 
déplacement de l’équilibre vers la forme dimérique 
(Boatright K.M. et al.,2003). 

1.2.1.2. Le DISC : Plateforme d’activation de la Caspase-8 

 Le Death-inducing signaling complex ou DISC est une plateforme permettant 

l’activation des Caspases iniatrices-8 et -10. Ce processus requiert une étape de dimérisation 

selon le modèle de dimérisation induite par proximité ainsi que des étapes de clivage 

protéolytiques de maturation. Cette plateforme est un assemblage transmembranaire qui agit 

comme un conduit pour la transmission de signaux extracellulaires provenant de 

l’engagement de récepteurs de mort.  
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Fas (First apoptosis Signal) également connu sous le nom d’APO-1 (Apoptosis Antigen-1) ou 

CD95 pour cluster of différenciation est un membre de la grande famille des récepteurs de 

mort, un sous-ensemble de la famille des récepteurs au Facteur de Nécrose Tumorale ou TNF 

(Tumeur Necrosis Factor) (Nagata S. et al., 1995 ; Nagata S. 1997 ; Peter M.E. et al., 2003 ; 

Wilson N.S. et al., 2009). Il s’agit d’un récepteur transmembranaire qui possède dans sa région 

intracellulaire un module adaptateur, ou domaine de mort, DD - Death Domain - capable 

d’interactions homotypiques avec d’autres partenaires. Ainsi, sur la face extracellulaire, suite 

à la fixation d’un ligand FasL (Fas Ligand) hexamèrique (association de deux trimères) les 

récepteurs se regroupent tandis que sur la face cytosolique, le DD permet le recrutement de 

l’adaptateur protéique FADD - Fas-Associated protein with Death Domain- par son DD localisé 

en C-terminal (Holler N. et al., 2003). FADD, qui agit comme pont entre les caspases et 

l’extrémité C-ter du récepteur de mort, possède à son extrémité N-ter un domaine DED qui 

permet à son tour de recruter les CASP-8 et/ou -10 ainsi que cFLIP - cellular FLICE-like inhibitory 

protein – via leurs domaines DEDs localisés sur leur pro-domaines (Figure 5A). Le complexe 

ternaire formé par Fas, FADD et les caspases et/ou FLIP constitue le DISC (Figure 5B) (Fu T-M. 

et al., 2016).  

Les CASP-8, -10 et cFLIP possèdent deux domaines DEDs (Figures 3A ; 5A). Les modèles actuels 

suggèrent qu’un seul DED, DED2, serait responsable du recrutement des zymogènes au niveau 

du DISC. Cependant, ces modèles n’expliquent pas la présence d’un second domaine et ne 

justifient pas le fait que les deux DEDs semblent être indispensables pour le recrutement au 

niveau du DISC. Aussi, les données structurales du DISC obtenues par Laura S. Dickens et al., 

en 2012 ont permis de lever le voile sur ces interrogations puisque selon ces travaux un DED 

serait impliqué dans le recrutement des zymogènes au niveau du DISC, tandis que l’autre 

permettrait le recrutement d’un nouveau zymogène. Ce recrutement se ferait par la 

formation d’une chaîne, ou filaments, de DEDs via des interactions avec un motif 

Phenylalanine/Leucine (FL) (Figure 5C) (Siegel R.M. et al., 1998). Cette théorie est validée par 

le fait que les DEDs des pc-8, -10 et cFLIP peuvent s’associer entre eux mais aussi l’association 

peut aussi se faire entre deux partenaires protéiques différents. Enfin, leurs données 

montrent qu’il y a neuf fois plus de CASP-8 que de FADD dans leur DISC, étayant donc leur 

théorie. 

Dickens L.S. et al., proposent donc un modèle alternatif pour l’assemblage et la structure du 

DISC par lequel FADD serait en proportion inférieure et que le recrutement de la pc-8 
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s’effectuerait selon deux modes. D’une part, le zymogène est recruté par DED1 au DISC par 

l’adaptateur FADD. D’autre part, les molécules de pc-8 pourraient s’associer séquentiellement 

via leur domaine DED2 libre pour former une chaîne d’activation. L’assemblage de cette 

chaîne de domaines DEDs pourrait également expliquer qu’une faible proportion de DISC soit 

suffisante pour l’activation d’un grand nombre de CASP-8. 

Au sein de ce complexe, CASP-8 et CASP-10 sont activées par homodimérisation et vont 

ensuite subir différentes étapes de clivages pour former des dimères matures capables de 

transmettre le signal de mort. Cependant, ce processus ne couvre qu’une partie du 

mécanisme d’activation de ces Caspases puisque d’autres protéines son également présentes 

au sein du DISC. Notamment cFLIP, l’homologue de CASP-8, qui possède deux domaines DEDs 

et qui peut également être recruté au niveau du DISC via FADD. Pour cFLIP, l’épissage 

alternatif de l’ARNm conduit à la synthèse d’un variant court (cFLIPS) qui ne possède pas de 

domaine catalytique Caspase-like et qui entre en compétition avec CASP-8 pour le 

recrutement au niveau du DISC. Un deuxième variant issu de l’épissage, est long (cFLIPL) mais 

son domaine catalytique Caspase-like est caractérisé par l’absence de résidus essentiels à la 

catalyse et à la fixation du substrat, résultant en une protéine catalytiquement inactive. 

L’hétérodimérisation avec cFLIPL active CASP-8 et CASP-10 puisqu’il possède les mêmes 

domaines catalytiques permettant une complémentarité des monomères à l’interface de 

dimérisation (Boatright K.M. et al., 2004 ; Yu J. W. et al., 2009). De plus la formation 

d’hétérodimère est favorisée face à la formation d’homodimères puisque la barrière 

d’activation pour l’hétérodimérisation est plus faible que pour l’homodimérisation. Compte 

tenu du fait que cFLIPL et pcases-8/-10 sont recrutés de manière équivalente, la formation 

d’hétérodimères sera privilégiée, bien que ces derniers ne puissent cliver que des substrats à 

proximité du DISC (Pop C. et al., 2011 ; Ashkenazi A. et al., 2014). Par conséquent une forte 

expression de cFLIPL inhibe plutôt qu’active la voie extrinsèque en perturbant la maturation 

de CASP-8. Toutefois, parce que l’expression du gène codant cFLIPL, CFLAR, est régulée par 

NFkB - Nuclear Factor-kappa B - sa concentration est variable dans la cellule et que l’épissage 

alternatif mène à des proportions variables des deux isoformes, l’implication de cFLIPL dans le 

processus d’activation s’en retrouve impactée (Ramirez M.L.G. et al., 2018 ; Galluzzi L. et al., 

2018). Pour la CASP-8, les travaux de Oberst et al., en 2010, ont démontré que la dimérisation 

ainsi que le clivage inter-domaines est nécessaire à son activation. En effet, le clivage en 

absence de dimérisation ne produit pas une enzyme active et n’entraîne pas non plus la 
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propagation du signal de mort, bien qu’in vitro, la dimérisation seule conduise à une enzyme 

significativement moins active mais dont l’activité résiduelle permet la propagation du signal 

de mort. Finalement, le processus de clivage est nécessaire pour une activation efficace de 

l’enzyme.  

 
Figure 5. Assemblage du DISC, plateforme d’activation des Caspases-8 et -10.  
(A) Organisations en domaines des différents partenaires protéiques et hiérarchie de l’interaction au sein 
du DISC. (B) La fixation en extracellulaire, d’un ligand hexamèrique (association de deux trimères) entraîne 
le regroupement de récepteurs de morts. D’après Fu T-M. et al., 2016 (C) Détail sur les deux modes de 
recrutement de la CASP-8 au sein du DISC. D’après Dickens L.S. et al., 2012. 

1.2.1.3. Apoptosome et Activation de la Caspase-9 

 L’activation de la CASP-9 requiert le co-facteur Apaf-1 - Apoptotic Protease Activating 

factor-1. En effet, en présence de cytochrome c et de dATP, Apaf-1 s’oligomérise pour former 

l’Apoptosome. Ce processus est l’évènement clé de l’activation de la CASP-9.  

Apaf-1 est une protéine multi-domaines, divisée en trois unités fonctionnelles : un domaine 

CARD en N-terminal, impliqué dans le recrutement de la pc-9 ; un domaine d’oligomérisation 

et de liaison au nucléotide NOD, pour Nucleotide-binding Oligomerization également nommée 

région NB-ARC (Nucleotide Binding-ARC), suivi de deux domaines de régulation WD40 

permettent la fixation du cytochrome c en C-terminal. Le domaine NB-ARC est le centre de 

l’oligomérisation et est par conséquent au cœur de la formation de l’Apoptosome. Sa 

structure consiste en un domaine ATPase suivi d’un domaine WDH pour Winged Helix Domain, 

ainsi que d’un large domaine de liaison hélicoïdal, qui permet de relier les domaines WD40 

A B

C
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(Figure 6A) (Rield S.J. et al., 2005). Plus précisément, le domaine ATPasique de NB-ARC, 

s’organise en domaine a/b et en un petit domaine hélicoïdal et appartient à la famille AAA+ 

dont la caractéristique est la capacité à former des oligomères (hexa- et heptamères) (Rield 

S.J. et al., 2007). 

En l’absence de signal de mort, Apaf-1 existe sous forme monomérique où les domaines WD40 

maintiennent la structure dans un état inactif en venant se replier sur le reste de la protéine 

(Figure 6B – « locked form »). Suite à un signal apoptotique, la fixation du cytochrome c aux 

domaines WD40 induit le semi dépliement d’Apaf-1 et constitue la première étape de 

formation de l’Apoptosome. Cette étape est associée à l’hydrolyse du dATP en ADP.  

Apaf-1 se retrouve alors dans une conformation semi-ouverte où les domaines CARD et NB-

ARC sont dans une conformation inactive, car le domaine CARD reste inaccessible et ne peut 

pas permettre le recrutement de la CASP-9 ; l’oligomérisation ne peut pas avoir lieu car le 

domaine ATPase est lié à l’ADP. En effet, avant que le cytochrome c ne vienne se fixer, le dATP 

est lié à Apaf-1, ensuite l’hydrolyse du dATP en parallèle de la fixation du cytochrome c 

maintient Apaf-1 inhibée. Cette étape pourrait constituer un point de contrôle dans la 

formation de l’Apoptosome (Figure 6B – « autoinhibited form »).  

Enfin, par des changements conformationnels, la poche de liaison à l’ADP se retrouve exposée 

et permet l’échange et la fixation d’ATP ou dATP – in vivo l’activation de l’Apoptosome favorise 

la fixation d’un dATP plutôt que de l’ATP bien que sa concentration soit nettement inférieure 

(10 µM) à ce dernier (2 mM). Cette dernière étape stabilise le monomère Apaf-1 dans une 

conformation étendue capable de s’oligomériser (Figure 6B – Apoptosome).  

L’Apoptosome est composé de sept molécules d’Apaf-1 arrangées de manière symétrique en 

une structure en forme de roue, où le cœur central est formé par le domaine NB-ARC avec les 

deux domaines WD40 projetés vers l’extérieur (Li Y. et al., 2017). Dans la région ATPase le 

repliement a/b du petit domaine hélicoïdal lie les nucléotides ADP/dATP. Au centre de la 

structure les domaines CARD de Apaf-1 (ApCARD) s’organisent de manière désordonnée et 

s’organise que lors du recrutement de la pc-9. Aussi, suite à la formation de l’Apoptosome, le 

domaine CARD en N-terminal de la pc-9 (pc-9 CARD) interagit avec ApCARD permettant ainsi 

le recrutement de l’enzyme au niveau de la plateforme. La pc-9 se lie avec une stœchiométrie 

d’environ 4 : 7, car seulement 4 des 7 molécules d’Apaf-1 peuvent interagir avec pc-9 CARD 

du fait que le linker trop court entre ApCARD et le domaine ATPase empêche le 

positionnement d’autre zymogène au sein de la structure. ApCARD et pc-9 CARD forment alors 
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un disque au centre de l’Apoptosome qui peut être décrit comme une spirale des domaines 

CARDs, avec 4 domaines ApCARD qui forment une couche sur laquelle reposent 3 ou 4 pc-9 

CARD. L’ensemble est stabilisé par des interactions avec des hélices a ainsi que par 

l’établissement de réseaux de liaisons hydrogènes et de ponts salins avec la région ATPase 

(Figure 8C).  

Deux hypothèses sont avancées pour l’activation de la CASP-9 au sein de cette plateforme. 

Une première repose sur le modèle de dimérisation induite par proximité détaillé en page 32 

(Renatus M. et al., 2001 ; Rield S.J. et al., 2007 ; Dorstyn L. et al., 2018). Une deuxième 

hypothèse tient compte d’un autre modèle dit de conformation induite, où la fonction d’Apaf-

1 est d’aider la CASP-9 à adopter une conformation active grâce à sa liaison à l’Apoptosome 

(Hu Q. et al .2014 ; Li Y et al., 2017). Cette activation se ferait en deux étapes, l’activation 

allostérique par Apaf-1 succéderait à une étape de clivage du zymogène. Dans tous les cas, la 

fonction principale de l’Apoptosome est de permettre l’assemblage d’un complexe 

multimérique entre Apaf-1 et pc-9CARD pour faciliter l’activation de la CASP-9 en augmentant 

la concentration locale en zymogène.  

Bien que le clivage de la CASP-9 ne soit pas nécessaire à son activation, il constitue une étape 

de maturation importante avec notamment des conséquences au niveau de la régulation de 

son activité, puisque cette étape permettrait de démasquer des sites nécessaires à la 

régulation de l’activité par les XIAPs (Twiddy D. et al., 2007). Il semblerait également que le 

clivage de CASP-9 contribue à la diminution de l’affinité de l’enzyme active pour l’Apoptosome 

en faveur de la fixation d’une nouvelle pc-9 au niveau de l’Apoptosome (Dorstyn L. et al., 2018). 

La CASP-9 active forme un homodimère où seulement l’un des deux sites actifs est fonctionnel. 

En effet, une gêne stérique liée à la présence d’un résidu aromatique encombrant sur le brin 

b6 au niveau de l’interface de dimérisation, prévient l’insertion de la boucle L3 et par 

conséquent empêche la formation d’un site actif intègre.  
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Figure 6. Formation de l’Apoptosome.  
(A) Organisation en domaine d’Apaf-1. (B) Schéma représentatif de l’activation de l’Apoptosome (Rield S.J. 
et al., 2007). (C) Vue de dessus et de côté de l’Apoptosome actif. La plateforme est composée de 7 
molécules d’Apaf-1 arrangées de manière symétrique en une structure en forme de roue, où le cœur central 
(central hub) est formé par le domaine NB-ARC avec les deux domaines WD40 (jaune et bleu) projetés vers 
l’extérieur qui sont liés au cytochrome c (rouge). Au centre de l’Apoptosome, les 4 domaines ApCARD (vert) 
sur lesquels reposent 4 domaines pc-9 CARD (violet) forment le disk (Dorstyn L. et al., 2018).  

1.2.2. Mécanisme d’activation des Caspases inflammatoires  

 Tout comme les caspases initiatrices, les caspases inflammatoires (-1, -4, -5, -12) sont 

synthétisées comme monomères inactifs. D’un point de vue structural, elles possèdent un 

long pro-domaine N-terminal avec un domaine CARD suivi du domaine catalytique avec une 

architecture proche de celle de la CASP-9. Dans les cellules de l’immunité innée, elles sont 

maintenues sous forme latente en attendant d’être recrutées au sein de plates-formes 

d’activation portant le nom d’inflammasomes. Au sein de ces complexes, elles sont activées 

par dimérisation et clivage (Martinon F. et al., 2002, 2004, 2007).  

De manière étonnante, le mécanisme d’action de la première Caspase identifiée et cristallisée 

a été le moins étudié (Fuentes-Prior P. et al., 2004). La CASP-1 a été découverte en 1992 pour 

sa capacité à cliver et à activer la pro-interleukine- 1b (IL-1b) en IL-1b. Elle est ensuite 

rapidement considérée comme la principale protéase qui clive et active les deux cytokines 

inflammatoires proIL-1b et proIL-18 dans la plupart des conditions pathologiques. L’activation 

de la CASP-1 se fait par dimérisation et clivage de maturation consécutif à son recrutement au 

niveau de l’inflammasome. (Fernández D.J. et al., 2015).  

A B
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1.2.2.1. Organisation structurale et fonctionnelle de 
l’inflammasome 

 L’inflammasome est un complexe multiprotéiques servant à défendre la cellule contre 

l’attaque d’agents infectieux. Cette plateforme est formée par l’assemblage de trois classes 

de molécules : un récepteur ou senseur appartenant à la famille des récepteurs NLRs 

(Nucleotide-binding domain and Leucine-Rich repeat Receptors) ou ALRs (Absent in melanoma 

2 (AIM2)-Like Receptors) (Rathinam V.A. et al., 2012), un adaptateur protéique ASC ou PyCARD 

(Apoptosis-associated speck like protein containing a caspase recruitment domain)  (Ippagunta 

S.K. et al., 2011) et la CASP-1 (Lu A. et al., 2015). La structure des différentes partenaires de 

cette plateforme sont présentées en Figure 7A. L’activation de l’inflammasome mène dans 

tous les cas à l’activation de la CASP-1 qui peut alors cliver les proIL-18 et 1b, qui sont ensuite 

sécrétées pour participer à la mort inflammatoire ou pyroptose.  

• AIM2 (Absent In Melanoma 2) qui fait partie des ALRs est composée d’un domaine PYD 

en N-terminal et d’un domaine HIN pour Hematopoietic, interferon-inducible, nuclear 

localization de 200 acides aminés en C-terminal (Hornung V. et al., 2009).  

• Les NLRs ont une organisation plus complexe que les ALRs avec des domaines variables 

en N-terminal, suivi d’un domaine d’oligomérisation capable de fixer des nucléotides, 

NACHT. Ce domaine partage des similitudes avec la super famille AAA+ des ATPase, 

que l’on retrouve chez la protéine adaptatrice responsable de la formation de 

l’Apoptosome, Apaf-1. En C-terminal, les NLRs présentent un domaine de répétition 

riche en leucine ou LRR (Leucin-Rich Repeats).  

La plus grande sous-famille de NLRs est la famille NLRP, où le « P » indique la présence d’un 

domaine PYD en N-terminal. Cette famille de récepteurs requiert la présence de la protéine 

ASC pour le recrutement et l’activation de la CASP-1, parmi ces récepteurs NLRP1 et NLRP3 

ont été les premiers caractérisés. Les NAIPs (Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein) possèdent 

un domaine BIR (Baculovirus Inhibitior of apoptosis protein Repeat) en N-terminal. Les NAIPs 

répondent à différents facteurs de virulence, notamment la flagelline, qui est une protéine de 

structure majoritaire du flagelle bactérien. NLRC4 (CARD-containing NLR-4), initialement 

nommée IPAF pour ICE-protease-activating factor fait également parti des NLRs, et possède 

en N-terminal un domaine CARD et constitue une protéine adaptatrice pour les NAIPs, qui 

peut recruter directement la pc-1. Ces senseurs, NLRs ou ALRs sont impliqués dans la 

reconnaissance de stimuli tels que : les PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns), 
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libérés suite à des infections bactériennes, virales ou fongiques, ou les DAMPs (Danger-

Associated Molecular Patterns) émis suite à des dommages cellulaires (Lamkanfi M. et al., 

2014).  

La protéine ASC est une protéine bi-fonctionnelle qui possède un domaine PYD en N-terminal 

qui lui permet d’interagir avec différents partenaires protéiques par le biais d’interactions 

homotypiques PYD/PYD. En C-terminal elle possède un domaine CARD qui lui permet de 

recruter la pc-1 via des interactions CARD/CARD (Figure 7B).  

 
Figure 7. Organisation en domaines des acteurs de l’inflammasome. 
(A) Organisation en domaines des 3 familles de molécules qui composent l’inflammasome. D’une part, les 
protéines récepteurs ou senseurs qui appartiennent à deux familles NLR et ALR. AIM2 appartient aux ALR 
et est composé d’un domaine PYD et d’un domaine HIN de 200 acides aminés. Les NLRs présente une 
organisation plus complexe en trois domaines, avec un domaine variable en N-ter, suivi d’un domaine 
impliqué dans l’oligomérisation NATCH, suivi d’un domaine LRR. NLRP3 et NAIP5 sont deux membres de la 
famille des NLRs, ils se distinguent par la présence d’un domaine PYD et BIR respectivement. D’autres part, 
les protéines adaptatrices, ASC, qui est une protéine bifonctionnelle avec un domaine PYD en N-ter pour 
interagir avec les senseurs protéiques et un domaine CARD en C-ter qui lui permet de recruter la CASP-1. 
NLRC4 appartient aussi à la famille NLR est constitué d’une protéine adaptatrice qui s’associe à NAIP5. Enfin, 
la CASP-1 est le dernier élément qui compose l’inflammasome, elle possède un domaine CARD en N-ter, 
suivi des sous-unités p20-p10. (B) Hiérarchie des interactions au seins des inflammasomes NLRP3 et AIM2. 
NLRP3 et AIM2 interagissent avec ASC par des interactions PYD/PYD et ASC interagit à son tour avec la 
CASP-1 via des interactions CARD/CARD. Lu A. et al., 2014 

1.2.2.2. Activation de la Caspase-1 au sein de l’inflammasome 

 L’assemblage de l’inflammasome et l’activation de la CASP-1 se fait en plusieurs étapes. 

En absence de stress, NLRs ou ALRs existent dans une conformation inactive, repliée (Figure 

8A). En conditions pathologiques, la présence de DAMPs ou de PAMPs dans la cellule entraîne 

des changements conformationnels au niveau des senseurs, qui sortent alors de leurs états 

inhibés. Puis, les récepteurs qui possèdent des domaines PYD (NLRP3 et AIM2) vont recruter 

la protéine ASC par interactions PYD/PYD (Figures 8A et B) tandis que les récepteurs tels que 

NLRP1 et NLRC4 qui ne possèdent pas de domaine PYD, forment des clusters de NLRP1/NLRC4-

CARD. Ensuite, les regroupements de ASC ou de NLRC4-CARD permettent le recrutement et 

l’activation de la CASP-1 son selon le modèle de dimérisation induit par proximité. 

A B
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Plus précisément, pour les inflammasomes dépendants de ASC, la structure centrale 

s’organise autour d’interaction PYD/PYD et CARD/CARD. L’équipe de Lu A. et al., en 2014 a 

mis en évidence que ces domaines PYD et CARD étaient capables de former des filaments. De 

plus, AIM2 et NLRP3 semblent pouvoir former un complexe avec ASC par des interactions 

PYD/PYD où ASC-PYD semble capable de former des structures filamenteuses. Par ailleurs, des 

études structurales révèlent qu’au sein de ces complexes, AIM2 ou NLRP3 résident à 

l’extrémité des structures filamenteuses qui sont composées essentiellement de ASC-PYD, 

suggérant ainsi que les récepteurs, ou senseurs, étaient capables de nucléer pour former des 

filaments de la protéine ASC au travers d’interaction PYD/PYD (Figure 8B).  

Ils ont donc proposé un modèle d’assemblage qui implique deux étapes successives de 

nucléation qui induisent la formation de filaments composés de PYD et CARD. La fixation d’un 

ligand, déclenche l’oligomérisation d’AIM2 ou NLRP3 pour former une plateforme où les 

domaines PYD sont capables de nucléer pour former des filaments de l’adaptateur ASC. Dans 

ces filaments, les PYDs sont localisés au centre et les domaines CARDs se placent en périphérie 

et forment l’enveloppe supérieure du filament. Dans cette configuration les domaines CARDs 

permettent le recrutement la pc-1 et initient la seconde étape de nucléation qui conduit à la 

formation de filaments de CASP-1 via des interactions CARD/CARD.  

En microscopie électronique le complexe AIM2-PYD/PYD-ASC-CARD-/CASP-1-CARD forme une 

structure en étoile avec AIM2 et ASC localisées au centre tandis que les filaments de CASP-1 

forment les bras de l’étoile. L’inflammasome NLRP3 dépendant de ASC semble s’assembler 

selon un mécanisme similaire (Hauenstein A.V. et al., 2015).  

Le mécanisme par lequel l’inflammasome NAIP/NLRC4/CASP-1 s’assemble indépendamment 

de ASC reste inconnu. Cependant, il semblerait que l’ensemble Flagelline/NAIP5/NLCR4 puisse 

aussi former des structures filamenteuses en permettant la polymérisation de CASP-1 via des 

interactions de domaines CARD/CARD. En effet, lors de la liaison de la flagelline, une molécule 

de Naip5 ou 6 conduit à la formation d’un inflammasome hétéro-oligomèrique avec environ 

10 NLRC4, l’ensemble forme alors un complexe en doubles disques superposés dans lequel les 

domaines CARDs de NLRC4 sont regroupés pour permettre le recrutement de la CASP-1 ainsi 

que la formation de filaments (Halff E.F. et al., 2012).  

Dans les deux cas, la dimérisation de la CASP-1 a lieu grâce à une augmentation locale de la 

concentration qui déplace l’équilibre en faveur de la formation du dimère. Au cours de la 

maturation, des clivages protéolytiques permettent l’obtention d’une enzyme mature. 
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Figure 8.  Mécanisme proposé pour l’activation de la CASP-1 au sein des inflammasomes AIM2 et NLRP3.  
 (A) Assemblage des inflammasomes NLRP3 et AIM2. Suite à la fixation d’un ligand, les récepteurs AIM2 ou 
NLRP3 s’oligomérisent pour former une plateforme de domaines PYD. (B) Cette plateforme qui permet alors 
la formation de filaments de ASC par des interactions PYD/PYD. Les domaines CARDs alors exposé en 
périphérie des filaments de ASC recrutent et initient la polymérisation de CASP-1 au travers d’interactions 
CARD/CARD. Il s’en suite une dimérisation de la CASP-1 selon le modèle de dimérisation induit par proximité, 
qui est suivi par des étapes de clivages de maturation. D’après Lu A. et al., 2014 et Hauenstein A.V. et al., 
2015. 

1.3. Activation des Caspases exécutrices 

 Les Caspases exécutrices (CASP-3, -6 et -7) partagent la même unité structurale 

du zymogène, en trois parties avec un pro-domaine N-terminal de petite taille (Figure 5A). 

Elles sont synthétisées dans la cellule sous forme de dimères stables. Maintenues inactives 

par un désordre structural au niveau du site actif, elles sont activées par clivage protéolytique 

entre les grandes et les petites sous-unités par les Caspases initiatrices, on parle alors de 

transactivation. Ces clivages induisent des réarrangements intramoléculaires qui vont 

stabiliser le dimère et donner lieu à une enzyme active capable de cliver des substrats cibles 

(Oberst A. et al., 2010). Le site actif des Caspases est localisé en surface et est formé par 4 

boucles cruciales : L2, L3, L4 et L2’. L2-L4 étant la contribution du premier monomère et L2’-

L4’ apportées par le second monomère (MacHenzie S.H. et al., 2012). Les boucles L2 et L2’, 

portées par chaque monomère, forment la région linker qui lient la grande et la petite sous-

unités (Figure 9A). 

Le mécanisme d’activation proposé pour les Caspases exécutrices s’est basé en premier lieu 

sur les études cristallographiques menées sur la CASP-7 (Chai J. et al., 2001). Aussi, les cristaux 
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ne révèlent pas de différences notables entre les structures des CASP-7 (forme active) et pc-7 

(forme inactive). En effet, au niveau de la dyade catalytique, la Cystéine 285 (Cys-285) n’est 

déplacée que de 2,5 Å tandis que le résidu Histidine 237 (His-237) conserve la même position 

(Fuentes Prior P. et al., 2004). Les différences majeures se concentrent au niveau des sous-

sites de reconnaissance du substrat, au niveau des boucles L2, L3 et L4 (Figure 9A). En effet, 

dans la pc-7, trois (L2, L3 et L4) des 4 boucles formant le site actif (L2, L2’, L3 et L4) sont 

éloignées les unes des autres, dans une conformation inadaptée à la fixation du substrat. De 

plus, contrairement à la forme active, les boucles L3 et L4 sont désordonnées dans le 

zymogène. Ce désordre affecte d’une part l’Arginine 341 (Arg-341) qui joue un rôle crucial 

dans la reconnaissance du substrat puisqu’elle établit des contacts avec les résidus P1 et P3 

du substrat et d’autre part, les résidus environnant le Tryptophane 340 (Trp-340) qui forment 

le sous-site de reconnaissance S2 dans la forme active de l’enzyme. Ces éléments attestent 

donc de la mauvaise conformation des sites de liaisons au substrat.  

Le clivage du linker à lieu au niveau des boucles L2 et L2’ qui lie la grande et la petite sous-

unité, après l’Aspartate 198 (Figure 3A). Cette étape est la première de l’activation des 

Caspases exécutrices. Ce clivage déclenche deux événements structuraux notables :  

• D’une part, le clivage du linker (L2’ et L2, portées par chaque monomère) génère une 

nouvelle extrémité N-terminale de la petite sous-unité et C-terminale de la grande 

sous-unité, induisant la libération de la boucle L2’ qui va alors permettre la formation 

du faisceau de boucle en forme partiellement active avec L2 et L4, entraînant ensuite 

la rotation de 90° de la boucle L2. Ce mouvement de L2, permet un déplacement de la 

Cystéine catalytique au niveau du sous-site S1, la rendant alors accessible au solvant 

afin de préparer l’attaque nucléophile du substrat en P1. 

• D’autre part, la boucle L3 est projetée vers la cavité centrale - espace qui sépare les 

deux monomères au niveau des brins b6 et b6’- à l’interface de dimérisation, résultant 

en la formation du site actif. Dans le zymogène, l’insertion de la boucle L3 est bloquée 

par le linker. Ensuite, une portion de la boucle L3 (bV-bIV), appelée elbow loop (boucle 

coude), vient former un réseau de liaisons hydrogènes avec la boucle L2 et d’autres 

chaînes latérales permettant alors de stabiliser le site actif. 

La structure de la CASP-7, libre, en absence d’inhibiteur révèle une forme intermédiaire dans 

laquelle le site actif n’est ni dans une conformation pleinement active ni désordonné (Figure 

9B). Dans ce cas, la boucle L2’ demeure au niveau de la cavité centrale et maintient une 
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conformation désordonnée semblable à la structure du zymogène. En conséquence, le 

faisceau de boucles composé de L2, L2’, L3 et L4 n’est pas assemblé, bien que L3 et L4 soient 

dans une conformation active mais pas totalement stabilisées par les interactions avec L2’. Ce 

n’est que la liaison d’un substrat ou d’un inhibiteur qui entraîne une rotation de 180° de la 

boucle L2’ lui permettant de faire un mouvement vers le haut au niveau des boucles L1 – L4 

pour former alors une structure active (Riedl S.J. et al., 2001). 

  Ces observations suggèrent que le clivage du linker seul ne soit pas suffisant pour 

activer totalement l’enzyme. La caspase active est donc une structure dynamique qui oscille 

entre deux états, avec une conformation désordonnée où la boucle L2’ occupe la cavité 

centrale et où le site actif n’est pas formé et d’autre part, la conformation active où la 

formation du faisceau de boucles permet un parfait alignement du site actif. C’est donc la 

liaison du substrat qui permet de bloquer l’enzyme dans un état actif (Degretev A. et al., 2003).  

La forte identité de séquences entre les domaines catalytiques des CASP-3, -6 et -7 (Figure 

11C) suggèrent que les caractéristiques du zymogène ainsi que le mécanisme d’activation 

décrit ci-dessus pour la CASP-7 soit également applicable pour les CASP-3 et -6. Ainsi le clivage 

entre les grandes et petites sous-unités du domaine catalytique est un élément clé de 

l’activation des Caspases exécutrices. De plus, la libération du pro-domaine N-terminal peut 

succéder à l’activation mais ne semble pas indispensable à ce processus pour ces Caspases 

(Pop C. et al., 2009). 
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Figure 9.  Mécanisme d’activation de la pro-Caspase-7 humaine.   
(A) La représentation en ruban montre la structure de la pc-7 (code PDB : 1GQF) ainsi que de l’enzyme libre 
(code PDB : 1K86) et liée à un inhibiteur (code PBD : 1F1J). Les changements structuraux dans l’activation 
de cette enzyme sont minimes exceptés pour les boucles formant le site actif : L2, L2’, L3 et L4 
respectivement colorées en vert, rouge et bleu. Les boucles L2 et L2’ portées par l’un et l’autre des 
monomères permettent de lier la grande et la petite sous-unité des domaines catalytiques, comme 
schématisé sur la structure du zymognène, où la partie verte modélise le pro-domaine N-terminal et les 
parties violettes représentent les boucles D’après Fuentes-Prior P et al., 2004 (B) Détail sur les mouvements 
des boucles au court de l’activation de la CASP-7. En bleu : pro-forme, en vert : forme libre et en rose : 
forme active. D’après Degterev A. et al., 2003. 

1.4. Activation de la Caspase-14 

 La CASP-14 est l’une des dernières Caspases identifiée chez les mammifères. Celle-ci 

possède des propriétés uniques qui la distinguent des autres membres de cette famille. En 

effet, contrairement aux autres Caspases, la CASP-14 n’a été identifiée que chez les 

mammifères terrestres ; et elle semble être absente de la majorité des tissus avec une 

expression et une activité, limitées à l’épiderme contrairement aux autres Caspases dont 

l’expression est ubiquitaire (Lamkanfi M. et al., 2002 ; Denecker G. et al., 2007).  

Un alignement de séquence de la région liant p20 – p10 entre les différents homologues a mis 

en évidence une séquence d’acides aminés hydrophobes hautement conservée qui 

constituerait un site potentiel de clivage par une Elastase-like (Figure 10). Ainsi, la pc-14 ne 

serait pas activée par clivage après un Aspartate mais plutôt après une Isoleucine (Denecker 

G. et al., 2008).  
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Figure 10. Alignement de séquence des pro-caspases 14 connues.  
Seules les portions de l’extrémité C-ter de la grande sous-unité p20, la zone de clivage ainsi que la partie N-
ter de la petite sous-unité sont représentées. Les résidus les résidus les plus au moins conservé entre les 
espèces sont surlignées respectivement en orange et jaune. Le motif catalytique QACRG commun au 
Caspases est bien retrouvé dans les séquences des pro-Caspase-14 (cadre vert). Le motif hydrophobe 
conservé (cadre rouge) est bien conservé entre les différentes espèces. Le site de clivage de la pro-caspase-
14 humaine est indiqué par une flèche rouge (Denecker G. et al., 2008).   

Un mécanisme d’activation en deux étapes a pu être proposé par Mikolajczyk J. et al., en 2004 

où la CASP-14 serait d’abord synthétisée comme monomère inactif dans la cellule, 

contrairement aux Caspases exécutrices. Puis, un clivage protéolytique par une Elastase-like 

au niveau d’un résidu Isoleucine entre les sous-unités p20-p10 permettrait de générer une 

forme capable de se dimériser et d’ordonner son site actif, dans une dernière étape 

d’activation. Il est également probable que ces évènements ne soient pas suffisants pour 

l’activation sachant qu’in vitro, l’ajout d’agent cosmotropiques tels que du citrate de 

sodium/ammonium, ou du sulfate de sodium/ammonium à de fortes concentrations (1 M) 

semble être indispensable. Une hypothèse pour l’activation totale de l’enzyme serait que 

durant les processus impliquant la CASP-14 active, à savoir la différenciation des kératinocyte, 

l’environnement cellulaire puisse changer pour favoriser l’activation par un mécanisme de 

désolvatation.  

1.5. Activation des caspases initiatrices par des agents cosmotropiques in 
vitro  

L’activité des protéases peut être considérablement augmentée in vitro par la présence de 

sels qui permettent d’ordonner la structure des protéines, ces sels sont des agents 

cosmotropiques.  

Lorsque l’activité des caspases initiatrices est étudiée in vitro il est difficile d’estimer la 

concentration exacte en forme active dans un tampon classique. En effet, pour les CASP-8 et 

-9 les KD étant très élevés (100 et 50 µM) il y a donc un équilibre entre les formes 

monomériques et dimériques que l’on ne peut pas contrôler. Pour s’affranchir de ces 

paramètres deux groupes (Boatright K.M. et al.,2003 ; Pop C. et al., 2008) ont développé des 
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tampons permettant une activité maximale des enzymes recombinantes -8, -9 et -10 avec des 

sels.  

Ces agents permettent de stabiliser une protéine dans un environnement aqueux. Ils agissent 

en ordonnant la structure des molécules d’eau ou en palliant la perte de liaisons hydrogènes 

pour les protéines à fortes concentrations en sel, leur but est d’ordonner en diminuant 

l’entropie. À de fortes concentrations allant de 0,5 à 1,5 M les agents cosmotropiques peuvent 

avoir deux effets. D’une part, permettre aux monomères de passer une barrière entropique 

pour favoriser la forme dimérique, barrière naturellement levée in vivo par un recrutement 

des zymogènes au niveau de plateformes d’activation, dans le cas des CASP-8 et -9. D’autre 

part, ils peuvent favoriser l’organisation des boucles au niveau du site actif pour améliorer la 

fixation du substrat augmentant alors l’affinité de l’enzyme pour son substrat, c’est-à-dire en 

diminuant le KM.  

Peter D. Mace et ses collègues en 2014, ont ainsi pu démontrer que pour des monomères 

purifiés de CASP-8, -9 et -10 l’activation est 100 fois supérieure en présence d’1 M de citrate 

de sodium. En revanche, pour les Caspases exécutrices qui existent sous forme de dimères en 

solution, la stabilisation des boucles au niveau du site actif a un effet modéré, avec une activité 

2 à 3 fois augmentée. Ils ont également pu observer que le succinate, le malonate ainsi que 

l’acide malique pouvaient efficacement activer les Caspases initiatrices.  

Pour la CASP-8 l’agent optimal est le citrate de sodium tandis que la CASP-9 est plus active en 

présence de citrate d’ammonium. Pour la CASP-14, l’activité est induite en présence de 1,1 M 

de citrate de sodium (Mikolajczyk J. et al., 2004). 

2. Mécanismes catalytiques des Caspases : Catalyse et spécificité  

 Le site actif des protéases est composé d’un grand nombre d’acides aminés impliqués 

dans la catalyse. Ces derniers, assurent le bon alignement du substrat et permettent la 

catalyse en favorisant la stabilisation de l’état de transition. Le site actif est divisé en sous-

sites ou poches (Figure 1) où chacun assure la fixation d’un résidu du substrat grâce à des 

interactions multiples. Ces interactions entre chaînes latérale spécifiques conditionnent la 

reconnaissance et la spécificité de substrat et sont également cruciales pour la catalyse. 

Comme toutes les protéases à Cystéine, les caspases utilisent une dyade catalytique Cystéine 

(-285) – Histidine (-237). Leurs sites actifs possèdent une topologie très conservée avec la Cys-



 INTRODUCTION  

48 
 

285 incluse dans motif peptidique QACXG (où X : R, Q ou G) lui-même hautement conservé 

(Figure 11C) (Nicholson DW et al., 1999 ; Stennicke H.R. et al., 1999). 

2.1. Structure et Organisation générale  

 Les caspases matures sont des dimères d’hétérodimères, qui contiennent deux copies 

de larges et de petites sous-unités organisées dans une configuration dite « LSSL » où le L 

représente la grande sous-unité, p20, tandis que le S représente la petite sous-unité p10 

(MacKenzie S.H. et al., 2012). Chaque monomère ou domaine catalytique, est composé d’un 

feuillet bêta (6 brins par feuillet, b1-b6) parallèle et de cinq hélices alpha qui sont distribuées 

au-dessus et en-dessous du plan du feuillet (Figure 11B). Deux monomères s’associent par 

l’alignement antiparallèle des extrémités C-terminales des brins b6 et b6’- L’annotation « ‘ » 

faisant référence à la contribution du second monomère - qui génère un feuillet b continu 

composé de 12 brins, formant alors un dimère en structure tête-bêche, positionnant ainsi les 

deux sites actifs, apportés par chaque monomère, aux extrémités opposées de la protéine. 

(Figure 11A) (Aravind L. et al., 2002). 

Le site actif des Caspases localisé en surface, est formé par 5 boucles, 4 d’entre elles (L1-L4) 

sont la contribution du premier monomère tandis que la cinquième L2’ est apportée par le 

second monomère. La taille et la topologie des boucles L1 et L3 sont fortement conservées 

tandis que L2 et L4 présentent un fort degré de variabilité entre Caspases. La boucle L1 et une 

partie de la boucle L2 contiennent la Cystéine catalytique et sont hébergées dans la grande 

sous-unité tandis que les boucles L3 et L4 proviennent de la petite sous-unité. (Figure 11C). 

En d’autres termes, les résidus impliqués dans la catalyse sont localisés dans la grande sous-

unité p20 tandis que les résidus qui forment le sous-site S1 dérivent des grande et petite (p10) 

sous-unités. De même, les grandes et petites sous-unités apportent les résidus qui forment le 

sillon de liaison du substrat (S1-S4) bien que les déterminant majeurs de la spécificité de 

substrat soient localisés dans la petite sous-unité (Shi Y. 2002 ; Fuentes Prior P. et al., 2004 ; 

Degterev A. et al., 2003). 
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Figure 11. Structure générale et alignement de séquences des Caspases humaines.  
(A) Structure en représentation ruban de la CASP-8 liée au peptide inhibiteur Ac-IETD-CHO en 
représentation bâtonnet (code PDB :1QTN) qui exemplifie le repliement commun aux à toutes les Caspases. 
La structure s’organise en un large feuillet b de 12 brins, « pris en sandwich » par deux couches d’hélices a. 
La clé catalytique est formée par l’assemblage des boucles L1-L4 qui forme le faisceau de boucle dans sa 
conformation active. (B) Diagramme topologique du domaine catalytique des Caspases. La position des 
résidus catalytiques Cys-285 et His-237 (rouge) ainsi que des résidus Arg-179 et Arg 341, impliqués dans la 
spécificité de substrat, est indiquée. La localisation des boucles contenant les éléments fonctionnels 
importants sont indiquée en bleu. En rouge sont représentées les hélices a au-dessus du feuillet tandis que 
celles en dessous sont représentées en vert. Les « dessus-dessous » se réfèrent à l’orientation standard des 
caspases, représentée en (A). La numérotation utilisée est celle utilisée par convention à partir de la CASP-
1. (C) (Fuentes Prior P. et al., 2004). 

2.2.  Architecture du site actif   

2.2.1. Généralités  

 Le site actif des enzymes est classiquement localisé sur une zone dite de « switch 

point » proche de l’extrémité C-terminale d’un feuillet b central, dans lequel les boucles issues 

de deux brins b adjacents lient respectivement, l’un à une hélice a localisée au-dessus du plan 

du feuillet et l’autre à une hélicea en-dessous du plan. Le site catalytique des Caspases suit 

cette topologie, avec l’His-237 localisée sur la boucle b3-a3, qui lie le brin b3 à l’hélice a3 du 

dessus du plan, tandis que le brin b1 adjacent est suivi de l’hélice a1, localisée en-dessous du 

feuillet. La boucle b1-a1 abrite l’un des résidus impliqués dans la reconnaissance du résidu en 

BA

C
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P1 du substrat, l’Arginine-179 (Arg-179). Bien que moins évidente, la localisation de la Cys-285 

respecte également cette position « switch point », puisqu’elle est localisée sur la boucle très 

variable, ou linker, qui lie la grande et la petite sous-unité, au niveau des brins b4-b5 (Figures 

11B, C). Cette boucle issue du brin b4, qui se termine par la Glutamine-283 (Gln-283) très 

conservée, impliquée dans la liaison du substrat en P1, pointe vers la couche d’hélices a 

supérieure, tandis que la boucle provenant du brin b5 mène à l’hélice a4 localisée en dessous 

du feuillet. Enfin, la boucle b5-a4 contient également la seconde Arginine, Arg-341, impliquée 

dans la liaison du substrat en P1 (Walker N.P. et al., ; Wilson K.P. et al., 1994).  

2.2.2. Sous-sites de reconnaissance  

 Chez les Caspases, la catalyse est gouvernée par la Cys-285 mais aussi par une 

spécificité stricte de clivage en C-terminal d’un résidu Aspartate. Cette spécificité rare parmi 

les protéases n’est partagée qu’avec la protéase à Sérine, Granzyme B. Le site actif des 

Caspases consiste en des sous-sites, ou poches, S5-S4-S3-S2-S1-S1’ qui lient respectivement 

les résidus P5-P4-P3-P2-P1-P1’ du substrat. La spécificité de reconnaissance est 

majoritairement conférée par les quatre acides aminés en N-terminal de la liaison scissile (P4-

P3-P2-P1) (Figure 12) (Nicholson D.W. et al., 1999 ; Stennicke H.R. et al., 2000 ; Degterev A. et 

al., 2003 ; Fuentes Prior P. et al., 2004 ; Poręba M. et al., 2013).  

2.2.2.1. Sous-site S1 

 Le sous-site S1, étroit et profond qui accommode le résidu en P1 est formé par les 

boucles L1, L2 et L3. Ce sous site S1, quasiment identique entre Caspases est formé par les 

chaînes latérales des résidus très conservés : Arg-179, Arg-341 et Gln-283. La géométrie très 

restrictive de cette poche profonde, étroite et basique est parfaitement adaptée à la fixation 

d’un Aspartate, expliquant cette spécificité très singulière des Caspases (Stennicke H.R. et al., 

2000). La constante kcat/KM permet à la fois d’apprécier à la fois la spécificité de 

reconnaissance et l’efficacité catalytique, aussi, plus la valeur de ce rapport est élevée plus la 

catalyse est efficace. Par ailleurs, pour les Caspases, la comparaison de ce ratio pour un 

substrat avec un Aspartate/Glutamate en P1 est d’environ 20.000, ce qui signifie que la 

présence d’un Glutamate dans ce sous-site est défavorable aussi bien pour la fixation à 

l’enzyme que pour la catalyse. L’exception est faite chez l’homologue Dronc, chez Drosophilia 

m., qui semble reconnaître et cliver après les deux résidus. 



 INTRODUCTION  

51 
 

2.2.2.2. Sous-site S2 

 Puisque la chaîne latérale du résidu accommodé en P2 pointe vers l’extérieur du site 

actif, et se retrouve exposée au solvant, de nombreux résidus peuvent être accueillis au niveau 

de ce sous-site S2, bien que celui-ci soit aussi impliqué dans la spécificité de liaison. 

Notamment, le sous-sites S2 des CASP-3 et -7 est formé par les résidus Tyr-338, Trp-340 et 

Phe-381 et accommode préférentiellement de petits résidus aliphatiques en P2, tels que : 

Alanine ou Valine. En revanche, pour les Caspases inflammatoires et initiatrices, le sous-site 

S2 est plus large avec une substitution de la Tyr-338 par une Valine, ou Alanine pour la CASP-

2. En conséquence, elles vont pouvoir tolérer des résidus plus encombrant en P2 (Degterev A. 

et al., 2003 ; Thorberry N.A. et al., 1997).  

2.2.2.3. Sous-site S3 

 Dans ce sous-site, il y a fixation préférentielle d’un Glutamate chez toutes les Caspases. 

Ce dernier interagit avec les chaînes latérales des résidus Arg-341 et Arg-177 en plus chez la 

CASP-8. Ainsi, l’Arg-341 joue un double rôle dans l’ancrage du substrat au niveau du site actif 

puisqu’en plus de son rôle dans le sous-site S1, elle est aussi engagée dans la fixation du résidu 

en P3, via l’interaction de son guanidium avec le carboxylate du Glutamate. Ceci explique la 

préférence pour ce résidu au niveau de cette poche. Cette interaction au niveau du sous-site 

S2 contribue au bon positionnement du substrat. De plus, la Ser-239, conservée dans la 

majorité des caspases (Figure 11C), et Arg-341 coordonnent les groupements amino- et 

carboxy- des liaisons formées au niveau de P1 et P3.  

2.2.2.4. Sous-site S4 

 Alors que le sous-site S1 distingue les Caspases des autres protéases, le sous-site S4, 

formé par la boucle L4 de la petite sous-unité p10, est déterminant dans la spécificité de 

reconnaissance des substrats entre les Caspases. En effet, la CASP-1 inflammatoire, possède 

un sous-site S4 étendu, hydrophobe et peu profond, qui accommode des résidus encombrants 

hydrophobes tels que Trp ou Tyr. Ces informations sont également applicables aux CASP-4 et 

-5.  

Les Caspases apoptotiques possèdent un Tryptophane (Trp-348) relativement conservé 

(Figure 12C) contrairement au résidu Ile/Val présents chez les CASP-1, -4 et -5, réduisant ainsi 

considérablement la taille de la poche S4. Pour les CASP-6, -8, -9 et -10, le noyau indole de ce 

résidu contribue à la reconnaissance de petits résidus aliphatiques en P4, par contacts de Van 
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der Waals ainsi que par établissement de liaisons hydrogènes avec le carboxylate du résidu en 

P4. Pour les CASP-2, -3 et -8, un résidu Aspartate peut également occuper cette poche par des 

interactions avec les carboxamides de l’Asparagine-342 ou par interaction avec la Glutamine-

381 pour la CASP-7. D’ailleurs, les CASP-3 et -7 présentent un sous-site étroit et bien défini qui 

enveloppe préférentiellement un Aspartate. La structure de leurs poches est conférée par un 

Trp-348 ainsi que par la structure de la boucle L4 qui fait un coude inversé irrégulier au-dessus 

du site actif. Les CASP-8 et -9 qui possèdent un sous-site de taille intermédiaire, montrent une 

préférence pour de petits résidus hydrophobes (Val, Leu) stabilisés par des contacts 

hydrophobes avec la chaîne aromatique de Tyr-340. 

2.2.2.5. Sous-site S5 

 Parmi les Caspases, la CASP-2 est la seule qui requiert la reconnaissance d’un résidu en 

P5 pour une catalyse efficace. En effet, la présence d’un résidu dans cette poche S5 augmente 

de 35 fois l’activité catalytique. Cette particularité de la CASP-2 serait liée à l’agencement des 

résidus au niveau du sillon du site actif ainsi que la structure des boucles autour du site 

catalytique. Cette spécificité s’explique par la conformation fermée du sous-site S5 tandis que 

la région correspondante chez les autre Caspases présente une forme ouverte et davantage 

accessible au solvant (Schweizer A. et al., 2003). 

2.2.2.6. Sous-site P1’ 

 Ce site bien que moins restrictif que les sous-sites S1-S4, tolère les petits résidus tels 

que : Gly, Ala et Ser, ainsi que des chaînes aromatiques encombrantes (Phe/Tyr). En revanche, 

il exclut les résidus polaires ainsi que la Proline.  
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Figure 12. Topologies du site actif des caspases humaines.  
(A) Par convention, les résidus du substrat dans le site actif sont nommés à partir du résidu N-terminal de 
la liaison scissile (flèche jaune) P1 et celui du côté C-terminal, P1’. Les autres résidus (représentés en vert) 
sont nommés consécutivement à partir de ces résidus. Chaque résidu du substrat occupe une poche 
spécifique au niveau de l’enzymes, noté S (représenté en bleu). Chaque sous-site est composé de chaînes 
latérales d’acides aminé de l’enzyme ainsi chaque sous-sites de l’enzyme (S5-S1’) reconnait un résidu (P5-
P1’) (Poręba M. et al., 2013). (B) Représentation des liaisons hydrogènes et interactions de Van der Waals 
de l’inhibiteur Ac-DEVD-CHO lié aux sous-sites du site actif de la CASP-1. (Wei Y. et al., 2000) (C) et (D) 
Comparaison des sites actifs des Caspases-2 et -3 liées respectivement aux peptides aldéhydes Ac-LDESD-
CHO et Ac-DEVD-CHO. Les liaisons hydrogènes sont représentées en pointillés.  

2.3. Spécificité de substrat  

 Afin de mieux appréhender le rôle et de caractériser les spécificités de substrats des 

Caspases, l’équipe de N. Thornberry et ses collègues en 1997 ont développé une méthode 

combinatoire in vitro leur permettant d’obtenir une librairie de substrats liés à un 

fluorochrome, rapporteur de l’activité. Ils ont ainsi obtenu une librairie de 24000 molécules 

substrats ou PS-SCL (Positional Scanning Synthetic Combinatorial Library) avec la structure 

générale Acetyl(Ac)-XXXX-Asp- 7-amino-4-methylcoumarin ou AMC (où X est un mélange 

d’acides aminés). Le design de cette librairie s’appuie sur les différentes propriétés 

catalytiques des Caspases et notamment sur leur spécificité stricte de clivage après un 

Aspartate ainsi que leur habilité à reconnaître et à cliver efficacement des tétrapeptides. Leurs 

résultats ont permis de classer les Caspases en fonction des motifs préférentiellement 

reconnus. Elles sont ainsi divisées en trois groupes I, II, III. Il est à noter que les spécificités 

A

B C

B

C D



 INTRODUCTION  

54 
 

sont proches entre Caspases d’un même groupe. Les spécificités de clivage de chacune des 

Caspases sont représentées en Figure 13.  

Les membres du groupe I qui comprend les CASP-1, -4 et -5 reconnaissent toutes un motif 

(W/L)EHD. En revanche, le motif préférentiellement reconnus par les Caspases du groupes II 

est une séquence DE(V/H)D, (où X = V/H), ce groupe rassemble les CASP-2, -3 et -7. Les 

similitudes sont frappantes entre les CASP-3 et -7 puisque leurs profils de spécificités sont 

quasiment identiques. Enfin le groupe III regroupe les CASP-6, -8, -9 et -10 qui reconnaissent 

préférentiellement une séquence (L/V)EXD. 

Ces résultats renforcent le fait que la position P4 est déterminante pour attribuer une 

sélectivité entre membres. En effet, les Caspases du groupe I peuvent, à cette position, 

accommoder un résidu aromatique/hydrophobe encombrant tandis que le groupe II ne 

reconnait qu’un Aspartate. Les Caspases du groupe III tolèrent plusieurs acides aminés mais 

préfèrent les longues chaînes aliphatiques. En position P3 toutes les Caspases préfèrent un 

Glutamate (E). Enfin, toutes les substitutions sont tolérées en P2, excepté pour la CASP-9 qui 

ne reconnaît qu’une Histidine. Par ailleurs, à cette position les Caspases du groupe II ont une 

préférence pour des résidus hydrophobes (Rano T.A. et al., 1997) 

Dans le but d’identifier des substrats de la CASP-2, en se basant sur des sites de clivage 

contenus dans les séquences des Caspases et de leurs substrats, une étude menée par R.V 

Talanian en 1997 a mis en évidence que seules les séquences VDQQD localisée sur la protéase 

(résidus : 312-316) et LDVVD sur la CASP-6 (résidus : 175-179) étaient clivées par la CASP-2. 

Ainsi, en examinant la dépendance de la taille du peptide substrat par rapport sur l’efficacité 

catalytique, ils ont pu démontrer que la CASP-2 nécessite la reconnaissance d’un résidu en P5 

pour cliver efficacement. Comme les CASP-3 et -7,la CASP-2 préfère un Aspartate ainsi qu’une 

Valine et une Alanine en positions P3, P2 respectivement. Cette dernière clive donc 

efficacement un motif VDVAD. Pour les autres Caspases du même groupe cette dépendance 

du résidu en P5 ne s’applique pas mais n’affecte toutefois pas l’efficacité de clivage. En 

utilisant la librairie PS-SCL, il a pu être démontré que la Capase-14 reconnaît 

préférentiellement un motif WEHD, ce qui la classe avec les Caspases inflammatoires, dans le 

groupe I (Mikolajczyk J. et al., 2004). 
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Figure 13. Spécificité de substrat des Caspases humaines.  
Cette classification se base sur la spécificité stricte de clivage après un résidu Aspartate en P1 ainsi que par 
leur habilité à reconnaître et à cliver efficacement des tétrapeptides. À partir de ces critères, les Caspases 
sont réparties en trois groupes, le groupe I qui contient les Caspases inflammatoires ainsi que la CASP-14, 
reconnait un motif générique (W/L)EHD, les Caspases-2, -3 et -7 constituent le groupe II et reconnaissent 
préférentiellement un motif DE(V/H)D et enfin les Caspases du groupe III qui regroupe les Caspases-6 , -8 
et -9 ont une préférence pour une séquence tétrapeptidique (L/V)EXD. Parmi les Caspases, la -2 est 
particulière puisqu’elle nécessite la reconnaissance d’un résidu en P5 pour cliver efficacement. Cette 
classification en trois groupes suggère des fonctions redondantes entre Caspases. Les ordonnées 
représentent le ratio d’AMC libéré, exprimé en pourcentage du ratio maximum observé dans chaque 
expérience. En abscisses sont représentés la position des différents acides aminés avec le code à une lettre. 
D’après Thornberry N.A. et al., ; Talanian R.V. et al., 1997. 

2.4. Mécanisme catalytique  

 Dans le site actif des Caspases, la Cys-285 et l’His-237 constituent la dyade catalytique. 

Plus précisémeent, Cys-285 agit comme nucléophile tandis que l’His-237 a un rôle dual. En 

effet, cette dernière joue le rôle de base générale en captant le proton du groupement thiol 

de la Cys-285 pour constituer son pouvoir nucléophile. Puis, elle joue le rôle d’acide général 

en permettant la protonation de l’a-amino groupe du résidu en P1’ afin d’empêcher la 

reformation de la liaison peptidique. Cette particularité des protéases à Cystéines tient 

compte de la réactivité du thioester (P1~CO-S-Cys-285) et de sa susceptibilité aux attaques 

nucléophiles. Par conséquent, si le groupe a-amino n’est pas protoné, la reformation de la 
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liaison peptidique sera favorisée par rapport au départ du groupe partant, empêchant ainsi la 

protéolyse. Il est à noter que 5,2 Å séparent la Cys-285 de l’His-237, ceci remet en cause le fait 

que la cystéine soit pré-polarisée en amont de la catalyse et tendrait plutôt vers un 

nucléophile qui se développerait au cours de la réaction. Cette hypothèse est en accord avec 

le pH optimal des Caspases qui se situe entre 6.4 et 7.4 (pKaCys = 8,4).  

La catalyse, qui suit les étapes indiquées en Figure 14, débute par une étape d’acylation (1°) 

où l’oxygène du carbonyle du résidu en P1 est ancré dans le trou oxyanion, composé de Cys-

285 et de la Glycine 238 (Gly-283). L’établissement de liaisons hydrogènes entre l’oxygène du 

carbonyle et les azotes de Gly-238 et Cyst-285, permet la polarisation de la liaison C-O du 

carbonyle pour faciliter l’attaque nucléophile par le groupement thiol de la Cys-285 

catalytique au niveau du carbone du carbonyle rendu hautement électrophile. Cette attaque 

donne lieu à la formation d’un premier intermédiaire tétraédrique hautement énergétique. 

Avant ou pendant la l’attaque nucléophile le groupement thiol de la cystéine 285 donne un 

proton à l’His-237 afin qu’elle puisse ensuite agir en acide général en venant protoner l’a-

amino groupe du résidu en P1’. Ensuite, au cours de l’étape de « déacylation », l’His-237 

déprotonée va activer une molécule d’eau en captant un proton pour permettre l’attaque de 

la liaison thioester (3°). L’attaque de l’hydroxyle sur le carbone du carbonyle résulte en la 

formation d’un deuxième intermédiaire tétraédrique. Enfin, la rupture de la liaison Sg - C 

permet la régénération de l’enzyme (5°) (Stenncikes H.R. et al., 1999 ; Fuentes Prior P. et al., 

2004). Chez de nombreuses protéases un troisième résidu intervient pour faciliter la catalyse. 

Chez les Caspases ce troisième élément n’est pas un résidu mais serait plutôt l’oxygène du 

carbonyle de la chaîne peptidique au niveau du résidu 177. Cet oxygène permettrait de 

modifier la basicité du noyau imidazole de l’His-237 et/ou de l’orienter pour faciliter la 

catalyse par l’établissement d’une liaison hydrogène avec le résidu catalytique. 
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Figure 14. Mécanisme catalytique des Caspases.  
Les étapes de la Catalyse sont détaillées dans le paragraphe ci-dessus (Fuentes Prior P. et al., 2004).  
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II.  Les Caspases, Rôles biologiques  
Les Caspases sont connues pour leurs implications majeures dans l’initiation et la 

propagation de signaux responsables de la mort cellulaire programmée par apoptose régit par 

les Caspases apoptotiques (initiation et exécution) d’une part, et de l’inflammation et de la 

mort par pyroptose exécutée par les Caspases inflammatoires d’autres part. Régulatrices clés 

de ces deux processus majeurs, elles jouent également un rôle dans la différenciation des 

kératinocytes ainsi que dans de nombreux autres processus biologiques (Mcllwain D.R. et al., 

2013). Dans ce chapitre seront développées les rôles physiologiques des Caspases dont les 

mécanismes d’activation ont été présentés dans la partie précédente.  

A. Caspases : Régulateurs majeurs de l’Apoptose et de l’inflammation 

1. Les différents types de mort cellulaires 

La mort cellulaire se manifeste par des altérations morphologiques. Basés sur la 

morphologie et les mécanismes trois types de mort cellulaires régulées ou RCD pour 

Regulated Cell Death, sont définis. La mort de type I ou apoptose est caractérisée par une 

contraction du cytoplasme, une condensation de la chromatine (pyknosis), une fragmentation 

nucléaire (karyorrhexis) ainsi la formation de protubérances de la membrane plasmique qui 

précède la formation de petites vésicules communément appelées corps apoptotiques. Ces 

derniers, sont rapidement éliminés au niveau des lysosomes par des macrophages ou d’autres 

cellules dotées d’activité phagocytaires. La mort de type II ou mort autophagique se manifeste 

par une vacuolisation cytoplasmique et s’achève par phagocytose et dégradation au niveau 

des lysosomes. Enfin, la mort de type III ou nécrose ne présente aucune des caractéristiques 

des morts de type I et II, et est caractérisée par une perméabilisation de la membrane 

plasmique et s’achève par l’élimination des restes cellulaires sans phagocytose ni dégradation 

lysosomale (Schweichel J.U. et al., 1973 ; Galluzzi L. et al., 2018).   

2. Caspases et Apoptose 

 Le terme « apoptose » fut introduit en 1972 par John Kerr, Andrew Wyllie et Alastair 

Currie, afin de décrire une morphologie bien distincte de mort cellulaire qui s'effectue selon 

des modalités génétiquement programmées (Kerr J.F. et al., 1972). Présent chez les tous les 

Eucaryotes, ce processus physiologique est indispensable à la survie et au bon développement 

d’un organisme pluricellulaire puisqu’il est aussi bien impliqué dans le développement post-

natal que dans le maintien de l’homéostasie tissulaire chez l’adulte.  
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Chez les mammifères l’apoptose est majoritairement initiée par deux voies ; La voie 

dite « extrinsèque » qui est déclenchée par l’activation des récepteurs de mort (Fas, TRAIL-R 

ou TNFR1) et qui implique la formation d’une plateforme d’activation des Caspases, le DISC 

(Ashkenazi A. et al., 1998); Ainsi que par la voie « intrinsèque » ou voie mitochondriale, initiée 

par un stress cellulaire qui se traduit par une perte de l’intégrité de la membrane externe 

mitochondriale qui permet la relocalisation de facteurs pro-apoptotiques de la mitochondrie 

vers le cytosol (Adams J.M. et al., 1998). Parmi ces facteurs, le cytochrome c détermine la mise 

en place de l’Apoptosome. Ces deux voies convergent vers l’activation des Caspases 

exécutrices et mènent au clivage de protéines cibles qui conduisent à la mort cellulaire 

(Degterev A. et al., 2003 ; McIlwain D.R. et al., 2013 ; Parrish A.B. et al., 2013 ; Galluzzi L. et 

al., 2018). 

2.1. Voie intrinsèque ou voie mitochondriale 

La voie intrinsèque de l’apoptose est une forme de mort cellulaire régulée initiée par 

une grande variété de stress cellulaires qui incluent : la privation en facteur de croissance, les 

dommages de l’ADN et du cytosquelette, les espèces réactives de l’oxygène (ERO ou ROS), 

ainsi que de nombreux autres facteurs tels que des hormones, notamment au cours du 

développement. La CASP-9 execute cette voie intrinsèque de l’apoptose. La voie intrinsèque 

est régie par des évènement de perméabilisation des membranes mitochondriales (PMM), en 

particlulier de la membrane externe - PMEM, ce qui lui vaut le nom de voie mitochondriale. 

La MMP est contrôlée par les membres pro et anti-apoptotiques de la famille BCL-2 (B-cell 

lymphoma-2) qui sont un groupe de protéines qui partagent un à quatre domaines BH pour 

BCL-2 homology (i.e : BH1, BH2, BH3 et BH4) (Czabotard P.E. et al., 2014). En réponse à des 

stimuli apoptotiques, MOMP est médiée par BCL-2 associated X, BAX, et/ou BCL-2 

antagonist/killer 1, BAK. Ces deux régulateurs apoptotiques sont formés de quatre domaines 

BH et d’un domaine transmembranaire (a9) en C-ter, conservé. Avec un autre régulateur de 

la famille (BOK), BAX et BAK sont les seuls membres de la famille BCL-2 à être capable de 

former des pores à travers la membrane externe mitochondriale -MEM- dans les cellules de 

mammifères.  

Le modèle actuellement proposé pour la formation du pore à travers la membrane se 

décline en deux étapes majeures, illustrée pour BAX en Figure 15. Suite à un stimulus 

apoptotique BAX est transloqué et s’ancre au niveau de la MEM par son hélice a9 où il 
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demeure dans une configuration repliée, avec son domaine BH3 (a2) et un domaine dit 

« loquet » (a6-a8), repliés sur le domaine central de BAX, composé des hélices a1-a5. Suite 

au signal apoptotique, d’autres membres pro-apoptotiques de la famille BCL-2, qui ne 

possèdent qu’un seul domaine BH (BH3), tels que BIM (Bcl-2-like protein 11) et BID (BH3 

interacting-domain death agonist) sont transloquées au niveau de la MEM et vont activer BAX 

en insérant leurs domaines BH3 dans le domaine central de BAX, permettant ainsi la libération 

de ce domaine par déplacement du loquet et déplacement de son domaine BH3. Libéré, BH3 

peut ensuite se fixer et libérer le domaine central d’une autre protéine BAX, favorisant la 

formation d’un dimère symétrique (Czabotar P.E. et al., 2013). Cette dernière étape permet 

l’oligomérisation des domaines centraux de BAX pour conduire à l’assemblage d’une pore 

lipidique toroïdal entraînant une perméabilisation de la MEM ainsi qu’un réarrangement de 

de la structure mitochondriale (Salvador-Gallego R. et al., 2016). Les interactions de BAK avec 

les activateurs BIM et BID ainsi que les modalités d’activation de BAX sont semblables au 

modèle de BAX.  

 
Figure 15. Modèle proposé pour l’activation de BAX et la formation du pore au travers de la membrane 
externe mitochondriale. 
Pour les détails de l’activation se référer au texte ci-dessus. Czabotar P.E. et al., 2013  

 La PMEM conduit à la libération de facteurs apoptogènes résidant normalement dans 

l’espèce inter membranaire de la mitochondrie (Tait S.W. et al., 2010). Ces protéines libérées 

dans le cytosol incluent, SMAC/DIABLO pour Second Mitochondrial Activators of Caspases 

ainsi que le cytochrome c, qui agit habituellement en transporteur d’électron dans la chaîne 

respiratoire. Le pool cytosolique de Cyc c se lie à Apaf-1 et permet la formation de 

l’Apoptosome en présence de dATP pour conduire à l’activation de CASP-9 (Figure 16). CASP-

9 active peut alors catalyser l’activation protéolytique des Caspases exécutrices, -3 et -7 qui 

vont conduire à la mort cellulaire et être responsable des changements morphologique et 

biochimique inhérent à la mort par apoptose (i.e. : fragmentation de l’ADN, exposition des 

phosphatidylsérines (PS) (Martin S.J. et al., 1996), formation des corps apoptotiques). En effet, 
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CASP-3 favorise la fragmentation de l’ADN en inactivant, par clivage protéolytique, la sous-

unité a du facteur de fragmentation de l’ADN, DFFA ou ICAD, libérant ainsi DFFB ou CAD pour 

induire la fragmentation de l’ADN et la condensation de la chromatine (Enari M. et al., 1998). 

CASP-3 est également capable d’entraîner l’exposition des PS, normalement exposées sur le 

feuillet interne de la membrane plasmique, sur le feuillet externe en activant des protéines 

impliquées dans l’externalisation des PS, telles que les Scramblases, ou en inactivant des 

enzymes responsables de l’internalisation des PS telles que les Flipases. CASP-3 clive 

également PARP1 (Poly ADP-ribose polymerase 1) qui est responsable, en condition 

physiologique, de la réparation de l’ADN suite à des dommages. Le clivage de ROCK1 (Rho-

associated kinase 1) par CASP-3 permet la libération d’un fragment N-ter actif qui peut alors 

phosphoryler la chaîne régulatrice légère de la myosine pour permettre la formation des 

boursouflures de la membrane plasmique (Sebbagh M. et al., 2001 ; Bulat N. et al., 2009). 

En parallèle, SMAC/DIABLO renforce l’activité Caspases en s’associant aux IAPs 

(inhibitor of apoptosis protein) dont XIAPs (X-linked IAP) qui inhibe l’activité des Caspases 

(Figure 16).  

 
Figure 16. Exécution de l’apoptose par l’activation des voies extrinsèque et intrinsèque de l’apoptose.  
Les mécanismes de ces deux voies de mort sont détaillés en partie 1.1 et 1.2. (Ashkenazi A. et al., 2014) 
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2.2. Voie extrinsèque : Caspases-8 et -10 

L’apoptose par voie extrinsèque est initiée par une famille de récepteurs, appelés 

« récepteurs de mort », situés au niveau de la membrane plasmique. La fixation d’un ligand 

extracellulaire sur un récepteur de mort transmembranaire, conduit à une oligomérisation de 

ce dernier. Six récepteurs de mort de la superfamille du TNF peuvent réguler directement ou 

indirectement l’apoptose ; TNFR1 ; Fas/CD95/APO1 ; DR3/APO3 (Death Receptor 3) ; 

DR4/TRAIL-R1 (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor-1) ; DR5/TRAIL-2 et DR6. Les 

ligands de ces récepteurs incluent respectivement le TNFa, CD95-L pour CD95-Ligand 

également appelé Fas-L, TL1A (TNF-like ligand 1A et TRAIL /Apo2-L qui se lie à DR4 et DR5. 

L’engagement du récepteur de mort, permet l’assemblage de complexes multiprotéiques 

dynamiques au niveau de la queue intracellulaire du récepteur, le DISC, complexe I et 

complexe II. Ces plateformes permettent alors de réguler l’activation et les fonctions des 

CASP-8 et CASP-10 (Ashkenazi A. et al., 2014).  

L’activation des récepteurs Fas, DR4 et DR5 transduit un signal intracellulaire qui 

conduit à la mort par apoptose. Fas, DR4 et DR5 déclenchent donc la cascade apoptotique par 

assemblage du DISC suite à la fixation de leur ligands homotrimériques pour permettre 

l’activation des CASP-8 et -10. L’exécution de l’apoptose consécutive à l’activation des 

récepteurs de mort suit deux parcours distincts. Dans les cellules de type I (thymocytes, 

lymphocyte mature), l’activation de CASP-3 et -7 par CASP-8 est suffisante pour induire la mort 

cellulaire (Barnhart B.C. et al., 2003). En revanche, dans les cellules de type II (hépatocytes, 

cellules b du pancréas ainsi que la majorité des cellules cancéreuses) où l’activation des CASP-

3 et CASP-7 est contrôlée par les inhibiteurs XIAPs, la poursuite du signal de mort nécessite un 

basculement vers la voie mitochondriale par l’intermédiaire du clivage de BID par CASP-8. La 

protéine résultante de ce clivage, tBID, est alors transloquée à la MEM où tBID active BAK ou 

BAX par liaison de son domaine BH3 au domaine central de BAX/BAK provoquant ainsi que la 

formation d’un pore au travers de la MEM pour permettre la libération de SMAC et du 

cytochrome c dans le cytoplasme. Enfin, l’assemblage de l’Apoptosome permet l’activation de 

CASP-9 qui va par la suite activer CASP-3 et CASP-7 (Li H. et al., 1998).  

Au même titre que Fas, DR4 et DR5, TNFR1 utilise également FADD et CASP-8 pour 

déclencher l’apoptose. Cependant, il engage ces médiateurs indirectement en induisant la 

formation d’un second complexe, dit Complexe II, qui se forme en aval du premier complexe, 

appelé Complexe I qui se forme au niveau de la membrane plasmique. Ce premier complexe, 
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transmet un signal qui peut conduire à trois voie distincte, une première voie qui conduit à la 

survie cellulaire par activation de la voie NF-kB, une seconde qui mène à l’activation de CASP-

8 par formation du Complexe II dans le cytoplasme et une troisième voie liée à la formation 

d’un autre complexe secondaire appelé Complexe IIb ou nécrosome qui entraîne une mort 

cellulaire par nécroptose, ici seule l’activation de l’apoptose nous intéresse (Ashkenazi A. et 

al., 2014) (Figure 16).  

Suite à une stimulation initiale, de nombreux composant du Complexe I et notamment 

RIPK1, est délocalisé dans le cytoplasme pour former le Complexe II où il recrute l’adaptateur 

FADD par interaction de leur DD, qui a son tour recrute et permet l’activation de CASP-8 pour 

transmettre le signal d’apoptose. La délocalisation de RIPK1 dans le cytoplasme nécessite, au 

niveau du Complexe I, une étape de déubiquitinylation par la déubiquitinase CYLD (cylin- 

dromatosis) (Figure 16).  

3.  Caspases et Inflammation   

3.1. Les Caspases-1, -4, -5 et -11 : acteurs clés de l’immunité innée 

La mise en évidence de l’implication des Caspases dans l’inflammation remonte à 

l’identification de la CASP-1 ou ICE comme enzyme capable de cliver la cytokine proIL-1b en 

IL-1b mature dans les macrophages (Thornberry N.A. et al., 1992 ; Ramirez M.L.G. et al., 2018). 

En effet, les souris constitutivement déficientes en CASP-1 semblent être résistantes aux chocs 

toxiques induit par un traitement au Lipopolysaccharide (LPS) (Kuida K et al., 1995). 

La sous-famille des Caspases inflammatoires inclue également les CASP-4, -5 et 12 chez 

l’homme et les CASP-1, -11 et -12 chez la souris (Jiménez Fernández D et al., 2015).  

Les gènes codant les caspases inflammatoires sont organisés en cluster sur le chromosome 

11q22, ce qui suggère qu’ils pourraient être issus d’une duplication de gène. De plus, l’analyse 

des séquences des gènes CASP-4 et -5 suggère qu’elles proviennent d’une duplication d’un 

gène ancestral de CASP-11 like, la CASP-11 est donc un orthologue murin des CASP-4 et -5 

(Martinon F. et al., 2004).  

L’activation des Caspases inflammatoires se met en place en réponse à des infections virales 

ou bactériennes, ainsi que suite à une exposition à des toxines, des métabolites et irritants 

environnementaux. L’activation de la CASP-1 se fait par oligomérisation au sein de structures 

macromoléculaires appelées inflammasomes. En revanche, les CASP-11/-4 et -5 peuvent être 
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activées indépendamment de la voie canonique de l’inflammasome en interagissant comme 

récepteur du lipopolysaccharide (LPS) (Shi J. et al., 2014)  

3.1.1. Caspases et voie canonique de l’inflammasome 

NLRP1 fut le premier inflammasome décrit par Tschöpp et ses collègues en 2002 

(Martinon F. et al., 2002). Dans leur étude, les auteurs ont montré que NLRP1 pouvait recruter 

la CASP-1 au niveau de son extrémité N-terminale PYD via l’adaptateur ASC tandis que la CASP-

5 pouvait être directement recrutée par une interaction CARD:CARD. Toutefois, la CASP-5 ne 

semble pas être activée au sein de cette plateforme. La même équipe a par la suite pu 

identifier l’inflammasome NLRP3 comme étant l’une des causes d’une sécrétion 

anormalement élevée d’IL-1b dans les macrophages de patient atteint du syndrome de 

Muckle Wells (Agostini L. et al., 2004). Ensuite, NLRC4 a été mis en évidence dans un modèle 

de macrophage déficient en NLRC4 où la CASP-1 n’était pas activée suite à une infection par 

Salmonella typhimurium (Mariathasan S. et al., 2004). En 2009 suite à trois études, AIM2 est 

décrit comme l’inflammasome activé suite à la fixation d’ADN double brin cytosolique. 

Aujourd’hui, c’est dix inflammasomes qui ont pu être identifiés : NLRP1, NLRP3, NLRP6, 

NLRP7, NLRP12, NAIP/NLRC4, NLRC5, AIM2, IFI16, Pyrin. Bien que ces complexes soient tous 

capables d’activer la CASP-1 en conditions physiologiques ou pathologiques, les processus 

régissant leur distribution dans les tissus ainsi que les modalités d’assemblage et de spécificité 

sont encore à élucider (Songane M. et al., 2018).  

Les plateformes les mieux caractérisées pour l’activation de la CASP-1 sont : l’inflammasome 

NLRP1, qui s’active en réponse à la toxine « anthrax » sécrétée par une souche virulente de 

Bacillus anthracis ; l’inflammasome NLRP3, qui reconnaît une variété de PAMPs (nigéricine, 

ARN) mais aussi des champignons ; l’inflammasome NAIP/NLRC4 qui reconnaît les flagellines 

bactériennes et de nombreuses protéines sécrétées par les bactéries Gram – ; Puis, 

l’inflammasome AIM2, qui active la CASP-1 en réponse à de l’ADN double brin cytosolique de 

virus (vaccina, cytomégalovirus) notamment.  

L’inflammasome NLRP1 peut recruter la CASP-5 en faisant intervenir une protéine adaptatrice 

CARDINAL qui va recruter la Caspase via une interaction CARD/CARD, cette dernière 

observation renforce l’hypothèse que plusieurs caspases inflammatoires peuvent agir de 

concert pour induire une meilleure réponse (Martinon F. et al., 2004 et 2007 ; Fernández D.L. 

et al., 2015).   
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La réponse immunitaire innée par la voie canonique de l’inflammasome dépend d’une 

première étape cruciale où la stimulation des TLRs permet l’activation au niveau 

transcriptionnel de NLRP3 et des cytokine pro-inflammatoires (IL-1b et interféron, IFN) par le 

biais de la voie NF-kB. Ensuite, suite à un second stimulus, généralement une déplétion en K+ 

ou la présence de PAMPs dans le cas de l’activation de NLRP3, le recrutement et l’activation 

de la CASP-1 par l’inflammasome permet l’activation des cytokines pro-inflammatoires IL-1b 

et IL-18 pour faciliter leur sécrétion afin de promouvoir la réponse immunitaire (Galluzzi L. et 

al., 2016).  

3.1.2. Voie non canonique  

Des études récentes suggèrent que les CASP-4, -5 et -11 pourrait participer à 

l’inflammation dans un processus d’activation non canonique qui ne dépend pas de la 

présence des partenaires protéique de l’inflammasome (Kayagaki N. et al., 2011). 

Le rôle de la CASP-11 dans la production d’IL-1b suite à la présence de LPS intracellulaire a été 

mis en évidence à partir de 1998 où des souris CASP-11-/- étaient résistantes aux chocs 

toxiques et ne produisaient pas d’IL-1a et b en réponse à un stimulation au LPS (Wang S. et 

al., 1998). Il a ensuite été proposé que les CASP-11, -4 et -5 puissent être des senseurs au LPS 

intracellulaire provenant des bactéries Gram « - » (Shi J. et al., 2015 ; Galluzzi L. et al., 2018). 

Par ailleurs, les CASP-4, -5 et -11 sont capables d’initier la pyroptose en présence de LPS dans 

le cytoplasme de monocytes aussi bien que dans d’autres types cellulaires (Songane M. et al., 

2018). Plus précisément, la portion lipidique du LPS ou le LPS entier serait capable d’interagir 

avec le domaine CARD des Caspases et cette interaction spécifique résulte en une 

oligomérisation suivi d’une activation des enzymes. Shi J. et al., en 2015 ont pu montrer que 

ces trois Caspases étaient capables de former des multimères en présence de LPS, tandis qu’en 

absence de signaux elles demeuraient sous forme monomèrique.  

3.1.3. Caspases, inflammation et pyroptose 

3.1.3.1. Généralités sur la pyroptose  

La pyroptose est une forme de mort cellulaire régulée, déclenchée par une 

perturbation de l’homéostasie extra ou intracellulaire liée à l’immunité innée et qui se 

manifeste par des changements morphologiques (Jorgensen I. et al., 2015). Ces modifications 

structurales de la cellule inclues : i) une condensation particulière de la chromatine, différente 

de celle observée pour l’apoptose, ii) un gonflement de la cellule qui s’achève par iii) une 
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perméabilisation de la membrane. Initialement décrite en 1992, c’est en 2001 que le nom 

pyroptose est associé à ce processus par Cookson et Brennan, où pyro signifie le feu, en 

référence à la nature inflammatoire de cette forme de mort, et ptosis, la chute (Cookson B.T. 

et al., 2001). La pyroptose implique les Caspases inflammatoires, notamment la CASP-1, mais 

elle peut aussi impliquer la CASP-3, elle peut également se dérouler dans d’autres types 

cellulaires que le lignage monocytaire. Enfin, Elle a un rôle majeur dans l’immunité innée en 

réponse à des pathogènes intracellulaires et elle est implqiuée dans des conditions 

pathologiques induite par le LPS (choc septique) (Aziz M. et al., 2014 ; Galluzzi L. et al., 2018). 

3.1.3.2. Caspases, inflammation et pyroptose  

La CASP-1 joue un rôle central dans l’immunité innée en répondant aux signaux cytosoliques 

en initiant une double réponse impliquant le relargage de cytokine et/ou la mort par 

pyroptose. Le rôle de cette enzyme dans la mort cellulaire inflammatoire a été mise en 

évidence dans un modèle d’infection par Shigella flexneri où l’inhibition de la CASP-1 par un 

agent pharmacologique, l’YVAD-cmk, inhibait la libération d’IL-1b ainsi que la mort cellulaire 

(Hilbi H. et al., 1997). Plus tard, en 2007, la séquence des événements menant à la pyroptose 

a été clarifiée (Fernandes-Alnemri T. et al., 2007). Dans leurs études, les auteurs ont alors 

montré que les activateurs de l’inflammasome induisaient l’assemblage d’un pyroptosome 

par cellule. Ce dernier permettant le recrutement et l’activation de la CASP-1 conduisant à la 

pyroptose et au relargage d’IL-1b. Mécanistiquement, les CASP-1 et -11 sont capable de cliver 

la Gasdermin D pour générer un fragment p30 actif N-terminal capable de former des pores 

de 10 à 33 nm à travers la membrane plasmique. Plus précisément, cette protéine de 480 

acides aminés se divise en deux domaines : un domaine N-terminal, gasdermin-N, suivi d’une 

longue boucle qui lie un deuxième domaine, gasdermin-C, localisé en C-terminal. Cette 

dernière, en absence de signaux est maintenue inactive par repliement de gasdermin-C sur 

gasdermin-N. Les CASP-1 (humaine et murine) et -11 (murine) clivent efficacement GSDMD 

après un Aspartate (Asp-276, -275) au niveau de la longue boucle qui lie les deux domaines, 

d’ailleurs, les CASP-4 et -5 sont également capables de cliver GSDMD. Une fois clivée, un 

fragment p30 gasdermin-N actif est libéré et va se lier spécifiquement à des lipides de la 

membrane plasmique (phosphoinositides et cardiolipine). Cette interaction entraîne un 

oligomérisation de gasdermin-N et permet la formation d’un pore au travers de la membrane 

plasmique. Le pore ainsi formé perturbe le potentiel osmotique et induit un gonflement de la 

cellule aboutissant à une lyse (Figure 17) (Liu X. et al., 2016 ; Shi J. et al., 2017).  
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Figure 17. La CASP-1 est le médiateur central de la voie canonique de l’inflammasome. 
Chez la souris, la Casp-11 agit comme un senseur et est activée via une interaction avec du LPS , tout comme 
les CASP-4 et -5 chez l’homme. Les CASP-1 et -11 permettent toutes deux la maturation d’IL-1b et d’IL-18, 
bien que CASP-11 ne soit pas capable de cliver directement. De plus, ces deux protéases sont capables de 
cliver et d’activer la Gasdermin D (GSMD) en une fragment N-ter capable de former un pore à travers la 
membrane pour conduire à la pyroptose. Il s’agit d’un type de mort inflammatoire qui participe activement 
à l’élimination des pathogène (Songane M. et al., 2018)  

B. Régulation de l’activité Caspase  
Le premier niveau de régulation des Caspases implique la conversion des zymogènes 

catalytiquement inactifs en dimères actifs en réponse à des stimuli inflammatoires ou 

apoptotiques. Mais une grande variétés d’autres mécanismes de régulations sont mis en place 

par la cellule afin d’adapter au mieux la réponse en fonction du stimulus.  

1. Régulation de l’activité des Caspases apoptotiques  

1.1. Régulation post-traductionnelles 

1.1.1. Caspases initiatrices   

Compte tenu de ces rôles, la CASP-9 est soumise à un contrôle fin de son activité. Un 

certain nombre de site de régulation par phosphorylation ont été mis en évidence et résultent 

principalement en une réduction de l’activation de CASP-9, soit par contrôle de l’activation du 

zymogène soit via des modifications de la forme active (Allan L.A. et al., 2003 et 2009). 
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D’ailleurs, la phosphorylation au niveau de Thr-125, par nombreuses Kinases telles que : Erk 

(Extracellular signal-regulated kinase) et cdk1/cyclin B (Cyclin-dependent kinase 1) localisée 

entre le domaine CARD et la large sous-unité, entraîne une réduction de son activation. Cette 

réduction se traduit donc par une diminution de l’activation de la CASP-3. Cependant, cette 

réaction peut être reversée par l’action de la protéine phosphatase-1a (PP1a). CASP-9 peut 

également être la cible de la protéine Kinase Cx (PKCx), dont la phosphorylation au niveau de 

Ser-144 en réponse à un choc osmotique abolit l’activité CASP-9 (Brady S. et al., 2005). En 

revanche, la phosphorylation de CASP-9 au site Tyr-153 par c-Abl (Abelson murine leukemia 

viral oncogene homolog 1) suite à un dommage à l’ADN est connue pour stimuler l’activité 

CASP-9. CASP-9 peut également voir son activité modulée par nitrosylation, lorsque les taux 

de monoxyde d’azote (NO) sont élevés dans la cellule (Török N.J. et al., 2002). Enfin, un 

contrôle est exercé au niveau de sa stabilité, par des événements d’ubiquitinylation. En effet, 

CASP-9 peut être ubiquitinylée par XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein), un membre 

de la famille des IAPs, qui possède en C-ter de sa séquence, un domaine RING (Really 

Interesting New Gene) responsable de son activité ubiquitine ligase. Ainsi XIAP peut 

polyubiquitinyler la grande sous-unité de la CASP-9 active tout en étant inefficace sur le 

zymogène (Morizane Y. et al., 2005).   

En tant que Caspase initiatrice majeure de la voie extrinsèque, CASP-8 joue un rôle 

essentiel dans la détermination du devenir de la cellule suite à l’activation des récepteurs de 

morts. Comme pc-9, pc-8 est également la cible de phosphorylations qui régulent son 

activation. Le complexe cdk1/cycline B phosphoryle la pc-8 au niveau de Ser-387 empêchant 

ainsi son activation (Matthess Y. et al., 2010). La phosphorylation de CASP-8 par la p38 MAPK 

au niveau de Ser-364 inhibe la CASP-8 active et protège les neutrophiles d’une mort induite 

par l’engagement de la voie Fas (Alvarado-Krinstensson M. et al., 2004). L’ubiquitinylation 

permet également de réguler l’activité de CASP-8 (Jin Z. et al., 2009). De manière intéressante, 

l’ubiquitinylation par Cullin-3 au niveau de la petite sous-unité, suite au recrutement de la 

CASP-8 au niveau du DISC, augmente l’activité enzymatique de CASP-8. Cette ubiquitinylation 

permet alors la fixation d’une protéine de liaison aux chaînes polyUb, p62. Cette dernière, 

facilite alors l’association avec d’autres complexes CASP-8/polyUb/p62, pour former des 

agrégats dans lesquels l’activité CASP-8 semble être augmentée de part une stabilisation des 

dimères. Enfin, NO semble également être impliqué dans la régulation de l’activité CASP-8, 

notamment au niveau des hépatocytes, où le NO induit une S-nitrosylation de CASP-8 qui 
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entraîne une diminution de la sensibilité de ces cellules à l’apoptose induite par le TNF-a (Kim 

Y.M. et al., 2000). 

1.1.2. Caspases exécutrices  

CASP-3 est la Caspase exécutrice la mieux étudiée et partage certaines fonctions avec les 

CASP-6 et CASP-7. Bien qu’elle soit activée au cours des dernières étapes du processus de mort 

cellulaire, CASP-3 est également la cible de modification post-traductionnelles. D’ailleurs, 

comme CASP-8, CASP-3 est la cible de MAPK p38 qui phosphoryle la Ser-150 dans la grande 

sous-unité inhibant ainsi l’activité CASP-3 et diminuant la sensibilité des neutrophiles suite à 

l’engagement du récepteur de mort Fas (Alvarado-Krinstensson M. et al., 2004). La protéine 

phosphatase 2A restore l’activité CASP-3 en déphosphorylant le site Ser-150 permettant alors 

de rétablir l’apoptose suite à la stimulation de Fas dans les neutrophiles. CASP-3 peut 

également être la cible de glutationylation, nitrosylations, de mono- ou poly-ubiquitinylation 

mais les données demeurent assez floues (Parrish A.B. et al., 2013).  

1.2. Régulation par interactions protéines/protéines  

En plus des modifications post-traductionnelles, de nombreuses protéines, de par la nature 

des interactions, peuvent moduler l’activité des Caspases au cours de l’apoptose.  

1.2.1. Régulation par les inhibiteurs endogènes 

Un autre niveau de régulation implique une inhibition spécifique des Caspases par des 

inhibiteurs endogènes. Les Inhibitors of apoptosis proteins (IAPs) régulent l’apoptose par une 

inhibition directe des Caspases.  

Les gènes codant les IAPs ont été identifiés par Lois Miller et ses collègues chez le baculovirus 

puiqu’ils étaient capables de protéger les cellules infectées de la mort et parce qu’ils 

amélioraient la réplication du virus (Crook N.E. et al., 1993 ; Yang Y.L. et al., 2000). Des études 

génétiques et d’alignement de séquences ont ensuite permis l’identification d’un groupe de 

IAPs cellulaires chez la levure, C.elegans, Drosophilia ainsi que chez les vertébrés et dans de 

nombreux virus. Huit IAPs distincts sont identifiés chez l’homme : NAIP, c-IAP-1 et -2, Survivin, 

Bruce, ML-IAP, IPL2 ainsi que XIAP, les structures en domaines de ces IAPs sont présentées en 

Figure 18 A (Stennicke H.R. et al., 2002). Sur les huit IAPs seulement trois sont capables de se 

lier directement aux Caspases, cIAP1, cIAP2 et XIAP. En revanche, seulement XIAP peut inhiber 

l’activité Caspase tandis que les autres peuvent inhiber la mort cellulaire mais pas directement 

l’activité des Caspases (Troy C.M. et al., 2015). Ces inhibiteurs sont carcactérisés par la 
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présence d’au moins un domaine de liaison au Zn2+appelé BIR - baculovirus IAP repeat - et 

certains membres peuvent également posséder un domaine RING qui leur confèrent une 

activité d’E3 ubiquitine Ligase (Figure 18A). Composé de trois domaines BIR et d’un domaine 

RING en C-ter, XIAP est l’inhibiteur le plus puissant des IAPs et il inhibe efficacement les CASP-

3, -7 et -9 (Deveraux Q.L. et al., 1999).. Tandis que XIAP inhibe la CASP-3 par une interaction 

directe de son domaine BIR2 avec le site actif de l’enzyme, XIAP inhibe la CASP-9 en formant 

un hétérodimère avec le monomère de CASP-9 (Shiozaki E.N. et al., 2003). Plus précisément, 

Le domaine BIR3 de XIAP se lie à la pc-9 en interagissant avec le brin b6, hélice 5 et la longue 

boucle 6. Ainsi, XIAP inhibe la CASP-9 en empêchant l’insertion de la boucle L3 vers le brin b6 

qui permet classiquement de former le site actif. XIAP stabilise ainsi l’état inactif par 

hétérodimérisation (Clark A.C. 2016) (Figure 18B).  

Le mécanisme d’inhibition de CASP-3 et -7 par BIR2 résulte d’une restriction de l’accès au 

substrat conséquence d’une interaction entre la région N-ter flexible de XIAP et du site actif 

de la protéase. L’inhibition réversible tight binding est expliquée par le blocage du site actif 

par une structure hélicoïdale en forme de crochet. La région N-ter inter domaine de XIAP se 

divise en trois zones, la zone « hook », la région linéaire, et « sinker ». Les principales 

interactions ont lieu entre la région « hook » et la boucle L4 de CASP-3 qui forme le sous-site 

S4, cette interaction empêche donc la fixation du substrat. La zone « sinker » ainsi que le 

domaine BIR2 permettent la stabilisation du complexe (Figure 18C). Ainsi, la fonction primaire 

du domaine BIR est d’aligner et stabiliser l’interaction entre l’inhibiteur et la protéase. Ce 

mode d’inhibition de XIAP peut être contré par SMAC/DIABLO qui est libéré en même temps 

que le cytochrome c suite à la PMEM (Stennicke H.R. et al., 2002).  
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Figure 18. Inhibition des Caspases-3, -7 et -9 par XIAP.  
(A) Organisation en domaines des IAPs. Les IAPs sont caractérisés par la présence d’au moins un domaine 
BIR qui peut être associé à d’autre domaines au sein de la séquence. Le domaine UBC est un domaine 
ubiquitine E2 et le domaine RING est homologue à l’adpatateur ubiquitin E3. Le domaine NATCH est une 
unité de liaison à l’ATP. Les valeurs des nombres indiquent la taille de chaque membre de cette famille. Les 
structures de NAIP et Bruce ont été tronquées pour simplifier la représentation Stennicke H.R. et al., 2002. 
(B) Sur la droite est représentée la cavité centrale de la CASP-9 en rouge avec la longue boucle 6 (Code PDB : 
1JXQ) tandis sur la gauche est représenté l’hétérodimère de CASP-9 et XIAP résultant de la fixation du 
domaine BIR3 au niveau de la cavité centrale de la CASP-9 (Code PDB : INW9) Clark A.C. 2016. (C) Inhibition 
de la CASP-3 par interaction avec le domaine BIR2 au niveau du site actif de l’enzyme. Pour les détails du 
mécanisme se référer au paragraphe ci-dessus. 

1.2.2. Régulation de l’activité par des inhibiteurs naturels 

En plus de ces régulateurs endogènes il existe des inhibiteurs viraux « Cowpox virus CrmA » 

et « baculovirus p35 » qui sont produits précocement dans le processus d’infection afin 

d’inhiber la réponse Caspase-dépendante chez l’hôte. P35 est une protéine de baculovirus qui 

bloque la réponse apoptotique dans les cellules d’insectes suite à une infection virale. Bien 

qu’il n’existe pas d’homologue dans les virus infectant les cellules de mammifères, les équipes 

de recherche ont employé des stratégies d’expressions ectopiques afin d’étudier les points de 

contrôle de l’apoptose. Ainsi, contrairement à l’action sélective de XIAP, les inhibiteurs 

appartenant à la famille p35 inhibent presque toutes les Caspases (Jabbour A.M. et al., 2002). 

Le mécanisme d’action de p35 permet une inactivation de l’enzyme basée sur le mécanisme. 

En effet, dans une première étape, p35 est reconnu comme un substrat par une enzyme cible 

telle que CASP-8 qui attaque au niveau d’un résidu Asp sur une boucle réactive semblable à 

A B

C
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une boucle du site actif des Caspases. Cette attaque permet la formation d’un thioester et le 

clivage de p35 qui induit à son tour un réarrangement structural de p35 au niveau des résidus 

88-102 de la boucle réactive. Ces changements de conformations permettent la libération du 

brin N-ter qui contient une résidus Cys-2 essentiel. En effet, dans la structure native, ce résidu 

est enfoui dans un sillon profond situé en surface de la protéine.  Suite au clivage de p35 et à 

la libération du fragment N-ter, Cys-2 se place au niveau du site catalytique de CASP-8 et 

séquestre l’Histidine catalytique par établissement d’une liaison hydrogène, empêchant son 

accessibilité au solvant et abolissant ainsi l’activité catalytique de CASP-8 (Figure 19) (Riedl S.J. 

et al., 2001).  

La famille des Serpines englobe beaucoup de protéines dans le règne Eucaryote. Bien que le 

nom serpin fasse initialement référence à des inhibiteurs de protéases à Sérine, des effets 

inactivateurs sur des protéases à Cystéines ont également été rapportés. Un exemple de cette 

cross-réactivité est CrmA qui bloque l’activité de quelques Caspases bien qu’il soit 

physiologiquement actif contre les CASP-1 et -8 seulement. D’ailleurs, il se lie et inhibe très 

efficacement ces deux Caspases avec des constantes d’inhibition, illustrées par les valeurs de 

Ki, qui rendent compte de l’affinité de l’inhibiteur pour l’enzyme, de respectivement 10 pM et 

300 pM. Par conséquent, CrmA peut prévenir du clivage et de la sécrétion d’IL-1b et d’IL-18 

par CASP-1 et de l’apoptose induite par les récepteurs de mort régit par la CASP-8 (Callus B.A. 

et al., 2007). En position P1, CrmA possède un Asp, ce qui en fait un très bon inhibiteur de 

Caspases. CrmA accommode CASP-1 et -8 mais une insertion de neuf résidus au niveau de la 

boucle L4 dans les caspases exécutrices, empêche sa fixation au CASP-3 et -7. CrmA est 

également incapable d’inhiber la mort par la voie mitochondriale in vivo, bien qu’il soit capable 

d’inhiber CASP-9 in vitro, ceci pouvant être expliqué par des états conformationnels différents 

de la protéase en condition physiologique. Le mécanisme d’action de CrmA est similaire à celui 

observé pour l’inhibition des protéases à Sérines et semble également proche de celui observé 

pour p35 avec une inactivation irréversible basée sur le mécanisme. La séquence pseudo 

substrat de CrmA, LVAD, se lie au site actif des Caspases, la suite du mécanisme n’est pas 

encore totalement claire, mais une liaison thioester pourrait être formée et pourrait conduire 

à une dissociation des grandes et des petites sous-unités (Ekert P.G. et al., 1999 ; Stennicke 

H.R. et al., 2002;).  
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Figure 19. Mécanisme d’action de l’inhibiteur naturel p35 sur la CASP-8.  
(a) La boucle reactive du (RSL) de p35 (en rouge) s’étend en périphérie de toute la protéine, ce qui lui permet 
d’interagir avec le site actif de la CASP-8. Cette boucle est reconnu comme un substrat au niveau du site 
actif de CASP-8, le clivage résulte en un réarrangement structural qui permet le déplacement du brin N-
terminal (représenté en rose). Les surface des larges et petites sous-unités de la CASP-8 sont 
respectivement colorées en gris et cyan. P35 se lie comme un inhibiteur classique au niveau du site actif 
avec une liaison hydrogène établie entre la Cys-2 de p35 et l’histidine catalytique de la CASP-8.  D’après 
Stennicke H.R. et al., 2002 . 

2. Régulation des Caspases inflammatoires  

Bien que la production d’IL-1b soit nécessaire pour la gestion des infections aux pathogènes 

pour de nombreux processus biologiques, une production excessive de cytokine peut être 

dangereuse, et doit pas conséquent être finement régulée. En effet, la synthèse de l’ARNm 

d’IL-1b est déclenchée par l’activation de la voie NF-kB suite à des signaux extracellulaires tels 

que : endotoxines, TNF ou ester de phorbol, par conséquent en l’absence de ces signaux le 

taux d’ARNm est nul dans la cellule. La régulation des caspases inflammatoires au niveau de 

l’inflammasome est également un important point de contrôle important de la production 

d’IL-1b (Martinon F. et al., 2004).  

Basé sur leurs structures modulaires, deux types de régulateurs de l’inflammasomes 

peuvent être distingués. Le premier est basé sur la présence d’un domaine CARD similaire à 

celui de la CASP-1. Ce groupe d’inhibiteurs inclus des molécules leurres codés par les gènes 

localisés à proximité de CASP-1 tels que : iceberg, INCA, COP. Au travers d’interactions 

CARD :CARD ces protéines régulent négativement le clivage de proIL-1b en empêchant le 

recrutement et donc l’activation de la CASP-1 par les adaptateurs protéiques ASC et NLRC4. 

Avec un processus similaire, le deuxième groupe d’inhibiteur qui inclut, DASC, bloque 

Rotation of the catalytic His-237
Cys-2
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l’activation de la CASP-1 puisqu’il possède un domaine PYD semblable au PYD de ASC, ainsi 

l’absence de domaine CARD dans séquence permet la séquestration de l’adaptateur 

protéique, bloquant ainsi l’accès de la CASP-1 à l’inflammasome dépendant de ASC. En 

revanche, l’inhibiteur protéase-9 (PI-9) inhibe la CASP-1 en se fixant au niveau de son site actif. 

L’expression d’ICEBERG et l’inhibiteur PI9 est induite par des agents pro-inflammatoires tels 

que le LPS et le TNF et font donc parti d’une boucle de rétrocontrôle négative (Green D.R. et 

al., 2001 ; Lee S.H. et al., 2001). 

Contrairement aux autres Caspases inflammatoires, la CASP-12 est particulière 

puisqu’elle agit en régulateur de la réponse inflammatoire. Chez les humains, le 

polymorphisme au niveau d’un seul nucléotide (SNP) résulte en la synthèse d’une protéine 

tronquée, qui possède seulement un domaine CARD, ou d’une molécule non tronquée (CASP-

12-L), qui semble être catalytiquement inactive du fait de l’absence de résidu clés autour du 

site actif. La majorité des Eurasiens ainsi qu’une proportion importante d’Africains expriment 

la version tronquée de la CASP-12 qui résulte d’une mutation au niveau du cadre de lecture 

qui génère un codon stop prématuré. En revanche, 20 % d’individus Sub-Saharien présentent 

un polymorphisme au niveau d’un nucléotide qui converti ce codon stop en un codon codant 

pour une Arginine restaurant ainsi la séquence entière de CASP-12. Ces individus répondent 

faiblement à une infection par du LPS et sont par conséquent prédisposés aux sepsis par 

rapport aux individus qui expriment la forme tronquée (Saleh M. et al., 2004 ; Galluzzi L. et al., 

2016). Des études génétiques suggèrent que la protéine tronquée serait la conséquence d’une 

sélection positive, puisque la perte de la partie C-terminale serait un avantage qui permettrait 

d’accroître la résistance aux sepsis dans les populations exprimant cet allèle (Saleh M. et al., 

2006). D’un point de vue mécanistique, la CASP-12 semblerait agir comme un leurre qui va 

bloquer l’activation de la CASP-1, résultant en une augmentation de la vulnérabilité aux 

infections bactériologiques (Scott AM et al., 2007).  
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C. « When dying is not the end » 
Des études récentes menées sur les Caspases dans un grands nombres de tissus, 

organes et types cellulaire, suggèrent de nombreux rôles non apoptotiques. Elles seraient 

donc impliquées dans une grande variété de processus tels que : la différenciation de 

nombreux types cellulaire, la prolifération et la régénération des tissus ; Dans le système 

hématopoïétique les Caspases sont aussi impliquées dans la différenciation, maturation et 

activation des érythrocytes, lymphocytes, macrophages, mégacaryocytes et plaquettes. (;; 

Pérez-Garijo A. 2017 ; Nhan T.Q. et al., 2006 ; Shalini S. et al., 2015)  

1. Caspase et différenciation cellulaire  

1.1. Cas des cellules anucléés 

L’implication des Caspases dans la différenciation cellulaire a été initialement décrite 

dans les cellules où la dernière étape de différenciation est associée à une perte du noyau. Tel 

est le cas pour les érythrocytes, les kératinocytes ainsi que les cellules du cristallin qui perdent 

leurs noyaux ainsi que d’autres organelles tout en étant métaboliquement actives. Dans ces 

cellules, les Caspases semblent agir à des étapes précoces à l’énucléation. Dans ces cellules le 

taux de Caspases actives n’est pas suffisant pour induire l’apoptose mais semble plus lié à un 

clivage sélectif de protéines cibles impliquées directement dans ce processus d’énucléation 

(Launey S. et al., 2005). L’implication des Caspases dans ces différents processus de 

différenciation est résumée en Table 2. Les Caspases, notamment CASP-2, -3, et -9 sont 

transitoirement activées avant l’étape d’énucléation au cours de la différenciation des 

érythrocytes. Dans les érythrocytes les Caspases sont activées en amont du processus 

d’énucléation et agissent indépendamment de leurs rôles apoptotiques, en clivant des 

protéines impliquées dans l’intégrité nucléaire (Lamine B) et dans la condensation de la 

chromatine (acinus). Ces implications ont été mise en évidence par un traitement avec 

l’inhibiteur z-VAD-fmk qui entraîne l’arret de la maturation des progéniteurs erythroïdes in 

vitro, avant le processus de condensation de la chromatine et du noyau.  Le clivage de ces 

protéines participe au changements structuraux nucléaires associé à la maturation des 

érythroblastes et permet de préparer en partie l’énucléation. Dans ce rôle, les CASP-2, -3 et -

9 sont activées de manière transitoire, ce qui suggèrent l’existence d’un mécanisme de 

régulation qui limite l’amplification du signal Caspase (Zermati Y. et al., 2001 ; Kolbus A. et al., 

2004 ; Zhao B et al., 2016).  
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La différenciation des cellules du cristallin en fibres implique l’intervention d’acteur de 

la machinerie apoptotique. Dans ce processus, l’énucléation serait CASP-3 dépendante 

puisque le traitement avec l’inhibiteur z-VAD-fmk bloque le processus d’énucléation dans des 

modèles in vitro de différenciation. De plus, in vivo, une CASP-3 like est activée à des stades 

terminaux de la différenciation du cristallin. Finalement dans ce processus, un relargage de 

cytochrome c et l’activation de la CASP-3 sont détecté sans être associé à de la mort cellulaire. 

Il pourrait alors être supposé qu’une voie canonique de l’apoptose puisse être activée et 

simultanément restreinte par des mécanismes faisant intervenir les IAPs (McArthur K. et al., 

2018). De plus, une activation de la CSAP-6 a également été mise en évidence dans le cristallin 

d’embryon de rats au cours de la période ou la structure est éliminée soit 2-3 jours avant 

l’énucléation. (Ishizaki Y. et al., 1998 ; Zandy A.J. et al., 2005 ; Shalini S. et al., 2015).  

Dans le processus de différenciation des kératinocytes les CASP-3 et -14 sont 

impliquées. En effet, le profil d’expression de CASP-14 est unique parmi les Caspases, 

puisqu’elle est présente essentiellement au niveau de l’épiderme et dans les corpuscules de 

Hassal au niveau du thymus. Dans la peau, elle est exprimée seulement dans les couches de 

différenciation, notamment au niveau de la couche cornée ainsi qu’au niveau des follicules 

pileux. Bien que toutes les Caspases soient constitutivement exprimées dans l’épiderme, seule 

CASP-14 est active au cours de la cornification. Au cours du développement, l’expression de 

CASP-14 est détectable de stade embryonnaire E15.5 et son activation est détectée au stade 

E17.5 ce qui coïncide avec la formation de la stratum corneum et l’établissement de la barrière 

de l’épiderme. Par conséquent, cette enzyme semble être impliquée dans la formation de la 

barrière embryonnaire (Denecker G. et al., 2008 ; Lippens S et al., 2000) Au niveau de 

l’épiderme elle a également une fonction dans elle a une fonction dans la formation de la 

barrière de l’épiderme pour la protection contre les UVB et la déshydratation. 

La CASP-3 semble également participer à l’engagement des kératinocytes embryonnaires dans 

la phase terminale de différenciation. En effet, dans ce processus, l’activité CASP-3 est induite 

par la signalisation de Notch1, un récepteur transmembranaire, avec pour conséquence le 

clivage et l’activation de la PKCd, un régulateur positif de la différenciation des kératinocytes.  

Dans les cellules du cristallin la perte du noyau au cours du processus de différenciation 

requiert l’activation des Caspases et notamment de la CASP-3 ainsi que la libération de 

cytochrome c, sans mort cellulaire associée. Dans ce processus il a été proposé que la voie 

mitochondriale soit activée et simultanément restreinte par la compartimentalisation des 
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Caspases ou par une hausse de l’expression des IAPs, permettant ainsi de favoriser la 

différenciation (Okuyama R. et al., 2004 ; Shalini S. et al., 2015).  

Table 2. Types cellulaires impliquant les Caspases pour la différenciation. D’après Shalini s. et al., 2015. 

 

1.2. Cas des cellules nucléées 

Une activité Caspase semble également requise pour la différenciation de cellules nucléés. 

L’un des exemples les plus étudié est la différenciation des myoblastes squelettiques. En effet, 

les souris constitutivement déficientes en CASP-3 qui survivent à la période périnatale sont 

beaucoup plus petites que les animaux contrôles, avec une réduction de la masse du muscle 

squelettique. Dans une étude publiée en 2010, les auteurs ont pu démontrer que la CASP-3 

clivait CAD pour induire la dégradation de l’ADN requise pour induire la différenciation 

cellulaire du muscle squelettique. (Launey S. et al., 2005 ; Larsen B.D. et al., 2010).  

L’activation des Caspases est aussi présente dans le processus de différenciation des 

mégacaryocytes en pro-plaquettes. Les plaquettes sont de petites cellules anucléées 

essentielles à la coagulation du sang et à la cicatrisation des plaies. Elles sont issues des 

mégacaryocytes, qui sont de larges cellules polyploïdes qui se développent initialement dans 

la moelle osseuse. Au cours de la maturation des mégacaryocytes leur volume cytoplasmique 

augmente considérablement. Elles émettent ensuite de grandes protrusions appelées pro-

plaquettes dans les capillaires sinusoïdes et c’est à partir de ce processus que les plaquettes 

sont évacuées dans la circulation jusqu’à ce que tout le cytoplasme des mégacaryocytes soit 

converti. Une activation localisée et contrôlée par BCL-2 de CASP-3 médiée par le relargage 

de cytochrome c participe activement à la formation des pro-plaquettes. De plus, les Caspases 

jouent également un rôle dans l’activation des plaquettes (De Botton S. et al., 2002 ; McArthur 

K. et al., 2018).  
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Une activité Caspases semble également requise pour la différenciation des monocytes en 

macrophages. En effet, leur activité est nécessaire pour la différenciation des monocytes 

humains sanguins périphériques induits par le facteur de stimulation M-CSF (Macrophage 

colony-stimulating factor). Une fois encore, cette activation des Caspases se fait sans 

l’activation de l’apoptose. Cette implication semble toutefois être spécifique puisqu’elle ne 

concerne pas la différenciation des monocytes en cellules dendritiques induite par les facteurs 

GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) et IL-4. Dans cette étude, les 

auteurs ont montré que l’activation des CASP-3, -9 impliquait le relargage de cytochrome c et 

que cette activation était retardée par l’ajout de l’inhibiteur p35 ou en surexprimant BCL-2. 

(Sordet O. et al., 2002)  

2. Caspases : prolifération et régénération tissulaire 

De nombreuses études convergent vers une implication des Caspases dans la 

prolifération cellulaire. A l’aide d’outils pharmacologiques, tels que des inhibiteurs, il a pu être 

montré une implication de la CASP-8 dans la régulation de la prolifération des lymphocytes. 

Plus précisément la stimulation de lymphocytes T humains entraîne l’activation de la CASP-8 

mais pas nécessairement de la CASP-3 dans les 4h suivant la stimulation. De plus, les 

traitements avec 50 µM d’inhibiteur IETD-fmk et YVAD-fmk permettent d’inhiber la 

prolifération des cellules T et de bloquer l’activation de la CASP-8par une co-stimulation 

CD3/FasL en 6 heures. (Kennedy N.J. et al., 1999). En effet, malgré une intégrité des 

thymocytes, l’absence de CASP-8 entraîne une diminution du nombre de lymphocytes T 

périphériques ainsi qu’une dégradation de la réponse de ces cellules à répondre à des stimuli 

d’activation, ex vivo. Les animaux CASP-8-/- ne répondent pas à une infection virale, indiquant 

alors qu’une délétion de la CASP-8 dans les lymphocytes T conduit à une immunodéficience. 

(Salmena L . et al., 2002). Avec l’âge ces même animaux développent des phénotype liés à une 

prolifération anormale des lymphocytes tels que : adénopathie, splénomégalie (augmentation 

du volume de la rate) ainsi que l’infiltration de lymphocytes T dans de nombreux organes 

(Salmena L . et al., 2005). Ce rôle de CASP-8 serait expliqué par une compartimentalisation de 

son activation qui conduirait à l’activation de la voie NF-kB. 

Les CASP-8, -1 et -6 semblent également réguler la prolifération des lymphocytes B et 

participer au maintien de l’homéostasie des lymphocytes. En effet, la stimulation de 

lymphocytes B humains est associé à l’activation des CASP-8 et -6 et à une réduction de 
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l’activité CASP-3. Cette activation semble être nécessaire à la prolifération des cellules B 

puisque le traitement avec l’inhibiteur général de Caspases z-VAD-fmk bloque la prolifération 

induite par la stimulation des récepteurs CD40 et CD180 (Olson N.E. et al., 2003).  

Dans des travaux réalisés en 2003, Minna Woo et al., ont démontré que l’absence de 

CASP-3 au niveau des cellules B de la moelle osseuse présentaient une maturation accélérée. 

Dans les cellules B activée de la rate, ils ont montré qu’en périphérie p21, qui est un substrat 

de CASP-3, régule la prolifération des cellules B. D’ailleurs, il est important de noter que ce 

clivage est restreint aux cellules B activées. Dans ce contexte, CASP-3 permet donc le clivage 

p21, ce qui bloque l’interaction de ce régulateur du cycle cellulaire avec PCNA (proliferating 

cell nuclear antigen). Cette dernière est une protéine dont le rôle est d'augmenter fortement 

la processivité des ADN polymérases. Cette absence d’interaction entre p21 et PCNA prévient 

alors de la prolifération cellulaire, en présence de CASP-3 dans les cellules B activées (Woo M. 

et al., 2003).  

Les caspases sont également impliquées dans le processus de régénération tissulaires. 

En effet, lors de dommages, les cellules au niveau du site de lésion induisent l’apoptose. Il est 

clair aujourd’hui que l’activation des Caspases et que la sécrétion de signaux par les cellules 

mortes joue un rôle essentiel dans la régénération des tissus. La preuve la plus évidente de ce 

phénomène est observée chez l’hydre. Cet organisme a la capacité de produire deux nouveaux 

individus lorsqu’il est coupé en deux. Le principe de régénération est simple : les cellules 

apoptotiques au niveau du site de lésion mènent à l’activation de CASP-3 qui à son tour induit 

la production de Wnt-3. Ce signal permet l’activation de la b-caténine et la prolifération des 

cellules au voisinage du tissu endommagé, enclenchant ainsi la régénération (Chera S. et al., 

2009). Chez les mammifères, un lien est établi entre l’activation des Caspase et la réparation 

des tissus pour la cicatrisation de la peau et la régénération du foie. Ces deux processus 

dépendent de l’activation des CASP-3 et -7 qui vont cliver la phospholipase A2 (iPLA2) 

entraînant ainsi l’augmentation de la sécrétion d’acide arachidonique et de 

lysophosphocholine qui permettent à leur tour la sécrétion de prostaglandine-E2 (PG-E2) qui 

permet la prolifération des cellules souches, la régénération des tissus et la réparation (Li F. 

et al., 2010).  
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3. Caspases et propriétés des cellules souches embryonnaires et 
pluripotentes induites 

L’implication des Caspases dans la régulation potentielle de la physiologie des cellules 

souches a été évoquée pour la première fois en 2002 à partir des souris KO CASP-8, puisque, 

ces animaux meurent à des stades très précoce du développement avec des défauts 

morphologiques majeurs du tube neural. De manière intéressante ce phénotype n’est pas la 

cause de défauts apoptotiques mais sont plutôt attribués à une différenciation aberrante des 

précurseurs neuronaux. Mais ce n’est qu’en 2008 que le lien fut réellement établi entre les 

Caspases et les cellules souches embryonnaires (ESCs en anglais) puisque ces cellules murines 

déficientes en CASP-3 et -9 étaient incapables de se différencier. De plus, le clivage du facteur 

de transcription Nanog dans les cellules souches est effectué par CASP-3 et constitue une 

étape clé pour faciliter la différenciation des ESC humaines (hESC). En plus de ces fonctions 

dans la différenciation des ESC, l’activation des Caspases est aussi requise pour la 

dédifférenciation des fibroblastes en cellules pluripotentes induites ou iPSCs. En effet, ce 

processus requiert la dégradation de la protéine Retinoblastoma (Rb) par les CASP-3 et -8. 

Compte tenu de ces observations, les Caspases pourraient agir en régulateurs bimodaux et en 

fonction du contexte cellulaire et des partenaires d’interactions, elles pourraient contrôler le 

programme de différenciation en telle ou telle voie. (Baena-Lopez L.A. et al., 2017) 

D. Caspases et Système nerveux central  

1. Organisation générale du système nerveux central  

Le neurone est une cellule excitable et post-mitotique est hautement spécialisée dans 

la réception, l’intégration et la transformation d’informations. Les neurones sont regroupés 

selon une topologie fonctionnelle, ainsi le cortex cérébral se divise en 52 aires appelées aires 

de Brodmann. Ces aires peuvent être divisées en trois groupes : les aires motrices situées au 

niveau du lobe frontal, les aires sensitives situées au niveau des lobes pariétaux, temporaux 

et occipitaux, et les aires associatives. Ces dernières, composent la majorité du cerveau et 

sont impliquées dans des processus cognitifs plus complexes (mémoire langage). Chaque 

neurone est intégré dans des réseaux multiples, ordonnés et hiérarchisés.  

Le neurone se divise en trois parties ; un corps cellulaire de 5 à 120 µM de diamètre ; des 

dendrites, qui sont des prolongements courts et ramifiées issus du corps cellulaire, qui 

forment une arborisation pour une grande surface de contacts ; l’axone est le plus long 
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prolongement du neurone et se termine par de nombreuses ramifications semblables aux 

dendrites, appelés boutons terminaux. Dans les réseaux de neurones, les synapses sont les 

zones de contact spécialisées qui permettent la transmission d’un signal entre deux neurones, 

pré- et post-synaptique, ou entre un neurone et son site effecteur (jonctions 

neuromusculaires par exemple). On distingue ainsi les synapses électriques des synapses 

chimiques qui utilisent un messager chimique ou neurotransmetteur pour transmettre 

l’information. Dans les synapses chimiques, 20 à 30 nm séparent les deux éléments cellulaires, 

c’est la fente synaptique. Le neurotransmetteur, libéré par l’élément présynaptique se fixe au 

niveau de récepteurs sur l’élément post-synaptique.  

Un autre élément important du neurone est le cytosquelette composé de microfilaments, 

microtubules ainsi que de filaments intermédiaires. Il détermine et maintient la structure du 

neurone et joue un rôle important dans les processus de neurogénèse et de synaptogénèse 

en assurant le transport de molécules entre le cytoplasme et les prolongements neuronaux 

(axones et dendrites). Au niveau de la synapse il participe aux processus de libération des 

neurotransmetteurs en permettant la fixation de récepteurs membranaires.  

Autour des neurones, cellules gliales forment un tissu de soutien et assurent la nutrition et la 

protection du neurone. En effet, les astrocytes d’aspect étoilé, ramifiés avec un corps 

cellulaire volumineux constituent un véritable tissu de soutien pour le neurone et assurent un 

support métabolique en communiquant avec les capillaires sanguins composant la barrière 

hémato-encéphalique. Les oligodendrocytes sont dédiés à la synthèse de la myéline dans le 

SNC. La myéline forme une gaine autour des axones pour permettre une transmission rapide 

et efficace de l’influx nerveux. Enfin, les cellules microgliales, qui forment la microglie assurent 

les fonctions immunitaires du SNC. Les cellules évoquées précédemment sont représentées 

en Figure 20.  
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Figure 20. Les différentes cellules du système nerveux central (McGraw-Hill Companies®, 2008).  

2. Physiologie  

2.1. Activation des Caspases au cours du développement neuronal 

Au cours du développement, la mort cellulaire programmée médiée par les Caspases 

permet de modeler l’organisme. Ce processus est essentiel à la formation du système nerveux 

où deux types de populations sont éliminées : les précurseurs neuronaux ainsi que les 

neurones post-mitotiques. Dans ces mécanismes d’élimination, les rôles de CASP-3,-9 et 

d’Apaf-1 sont primordiaux. En effet, les souris constitutivement déficientes pour ces protéines 

présentent une augmentation de l’épaisseur de la surface du cortex et une réduction 

drastique de l’apoptose à des étapes précoces du développement (Pompeiano M. et al., 2000 ; 

Troy C.M. et al., 2011). Leur absence est également liée à l’amplification de populations 

spécifiques de progéniteurs neuronaux entraînant une exencéphalie ainsi qu’une prolifération 

neuronale excessive. De plus, une mort des souriceaux survient rapidement après la 

naissance. Il est important de noter que les phénotypes peuvent varier en faction du fond 

génétique des animaux. Ces observations suggèrent, qu’au cours du développement du 

cerveau antérieur, CASP-3, -9 et Apaf-1 sont impliquées dans le contrôle, par apoptose, du 

nombre de cellules neuronales progénitrices mitotiquement actives ainsi que du nombre de 

neurones immatures. Les souris KO pour les CASP-1, -2,-6, -7, -11 et -12, en revanche, ne 

présentent pas de phénotype neuronal majeur (Table 3) (Yuan J. et al., 2000 ; Hyman B.T. et 

al., 2012). 
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Table 3. Phénotypes neuronaux des souris constitutivement déficientes en Caspases. Yuan J. et al., 2000  

 

2.2. Caspases et neurogénèse  

L’étude des précurseurs des organes sensoriels chez la Drosophile a permis de mieux 

comprendre de nombreux aspect de la biologie du développement et ont également fournis 

des informations précieuses sur les mécanismes de la différenciation des cellules souches 

neuronales qui impliquent les Caspases. Chez la drosophile, Dronc (homologue de CASP-2) est 

notamment impliquée dans le contrôle du nombre des précurseurs des organes sensoriels. 

Des études menées sur la neurogénèse indiquent que l’activité de la CASP-3 au niveau des 

précurseurs neuronaux facilitent la neurogénèse. En effet, l’activité de cette enzyme est 

élevée dans les populations non apoptotiques neuronales en différenciation. Dans une étude 

publiée en 2005 les auteurs ont suggéré que CASP-3 puisse être impliquée dans la 

différenciation des progéniteurs neuronaux en conduisant à l’activation de Kinases de 

remodelage cellulaire. Par la suite ces Kinases sont capables d’activer d’autres Kinases en aval 

de la voie de signalisation, comme p38. Ces protéines ciblent alors le noyau et entraînent la 

phosphorylation de facteurs de transcription spécifiques de la différenciation (Fernando. P. et 

al., 2005). Ainsi, chez la souris, l’activité de CASP-3 est importante pour moduler la 

différenciation des précurseurs neuronaux, via des mécanismes qui impliquent la régulation 

du cytosquelette. CASP-3 semble d’ailleurs être également requise pour la synchronisation de 

la différenciation des neurones dans le cortex cérébral et des astrocytes au niveau du cervelet. 

Dans ce dernier type cellulaire, l’absence d’une activité CASP-3 entraîne une augmentation du 

nombre de précurseurs de cellules gliales tout en empêchant leur différenciation. (Oomman 

et al., 2006 ; Baena-Lopez L.A. et al., 2017). 

2.3. Fonctions non apoptotiques des Caspases dans le système nerveux 

De nombreuses études tendent à montrer que les Caspases ont des fonctions importantes, 

indépendante de l’apoptose, dans le système nerveux. 



 INTRODUCTION  

84 
 

2.3.1. Pruning axonal et dendritique 

Au cours du développement, les neurones étendent leur axone afin d’innerver leurs 

cibles résultant souvent en des connexions non pertinentes. Cette phase de croissance est 

alors suivie d’une phase de régression où les axones, dendrites ou synapses mal adressés sont 

éliminés tandis que les « bonnes » connexions sont préservées. Cette élimination sélective 

des structures du neurones est appelé pruning et se produit généralement sans mort du 

neurone (Schuldiner O. et al., 2015). Le pruning est un processus essentiel pour 

l’établissement de réseaux fonctionnels de neurones. Chez les vertébrés cette étape a lieu dès 

la naissance. Les premières preuves de l’implication des Caspases dans ce processus ont été 

apportées chez la drosophile, où la présence de DARK (homologue d’Apaf-1) et DRONC 

(homologue de CASP-2) sont requis pour le pruning. Dans les neurones sensoriels C4da, le 

système ubiquitine protéasome (UPS)régule le pruning des dendritique en faisant intervenir 

la machinerie apoptotique. Plus précisément, UPS induit la dégradation de l’E3 ubiquitine 

Ligase DIAP1 (Death-associated inhibitor of apoptosis 1). Cette dernière se lie classiquement 

à Dronc pour induire sa dégradation. Par conséquent au cours du développement neural de 

la Drosophile, l’UPS entraîne la dégradation de DIAP1 et permet ainsi l’activation locale des 

Caspases pour permettre le clivage des dendrites. (Kuo C.T. et al., 2006 ; Williams D.W. et al., 

2006). Dans ce contexte, contrairement à la mort cellulaire par apoptose, l’activité des 

Caspases est localisée, notamment au niveau des dendrites des neurones qui subissent cette 

étape de pruning.  

Dans le système nerveux périphérique, les Caspases sont également impliquées dans le 

pruning des axones des cellules ganglionnaires de la rétine (RGC en anglais) au niveau du 

mésencéphale des mammifères. Au cours du développement, les neurones dépendant de 

neurotrophines, facteurs nécessaires à leur survie et à la différenciation, étendent leurs 

axones pour innerver des cellules cibles productrices de facteurs de croissance neuronaux 

(NGF en anglais) par exemple.  

Les neurones ont la capacité d’activer des voies de signalisation distinctes pour conduire à la 

dégénérescence de la cellule entière ou seulement de l’axone. Dans une étude publiée en 

2014, les auteurs ont démontré que la CASP-6 était activée localement au cours du processus 

de dégénérescence axonale sur des neurones sympathiques, dans un contexte de carence en 

NFG uniquement. Dans cette même étude ils ont aussi mis en lumière le rôle des CASP-3 et -

9 dans la dégénérescence axonale dans un processus indépendant de l’adaptateur protéique 
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Apaf-1. Enfin, leurs résultats ont également montré que le protéasome et les XIAPs étaient 

responsables de la compartimentalisation de l’effet de ces caspases au niveau de l’axone 

(Cusack C.L. et al. 2013). Par conséquent, bien que les Caspases soient ubiquitaires dans la 

cellule, l’activation est réduite au niveau du compartiment axonal.  

Un mécanisme proposé pour l’activation des caspases dans le processus de pruning est 

présenté en Figure 21.  Le facteur de transcription c-jun est phosphorylé et activé par la voie 

de signalisation des kinases JNK/DLK. Ce dernier permet ensuite la transcription de facteurs 

pro-apoptotiques pour favoriser l’activation des CASP-3 et -6 par la voie intrinsèque 

permettant d’induire une dégénérescence localisée de l’axone (Gosh A.S. et al., 2011 ; Troy 

C.M. et al., 2011 ; Hyman B.T. et al., 2012 ; Hollville E. et al., 2017).  

 
Figure 21. Illustration du rôle des Caspases 3, -6 et -9 dans le pruning axonal. 
En absence de facteurs neurotrophique tels que les facteurs de croissance neuronaux (NGF), l’activation de 
la voie JNK par la kinase DLK entraîne la stimulation de la transcription de facteurs pro-apoptotiques tels 
que Puma. Son expression résulte en l’activation de BAK puis de la PMEM qui entraîne la libération de 
cytochrome c et l’activation des CASP-9 et -3 par un processus dépendant ou non d’Apaf-1. L’activation de 
ces Caspases permet une dégénérescence locale de l’axone. D’Hollville E. et al., 2017. 

2.3.2. Guidance axonale et synaptogénèse 

La croissance de l’axone et son bon adressage sont des étapes essentielles au cours du 

développement pour établir des réseaux de neurones fonctionnels (Van Battum E.Y. et al., 
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2015). Les protéines impliquées dans ce processus dit de « guidance » sont soit sécrétées soit 

liées à la membrane pour être reconnues par des récepteurs spécifiques à la surface des 

extensions dynamiques des neurites qui cherchent à se connecter à leur cible, également 

appelé cônes de croissance. L’implication des Caspases dans la croissance des neurites et la 

guidance axonale a été mise en évidence chez le Xénope, dans les neurones du ganglion 

rachidien (Campbell D.S. et al., 2003). Netrin-1 est une protéine de guidance axonale sécrétée 

qui se lie à ces récepteurs DCC et UNC5 afin de promouvoir l’attraction ou la répulsion du cône 

de croissance. In vitro, CASP-9 et CASP-3 sont capables d’interagir avec le récepteur DCC pour 

que CASP-3 participe à l’effet attracteur de Netrin-1. Chez les neurones hippocampiques 

murins, la CASP-3 est également exprimée au niveau des cônes de croissance in vitro. Aussi, 

Le glycoprotéine NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) exprimées à la surface des neurones 

est capable d’interagir avec CASP-8 et déclenche l’excroissance des neurites dans un 

processus dépendent des CASP-3 et -8 (Westphal D. et al., 2010). Enfin, le développement des 

bulbes olfactifs chez les rongeurs implique l’activation de la CASP-3 dépendante de CASP-9. 

De manière intéressante chez les souris CASP-9-/- et Apaf-1-/- le nombre de neurones olfactifs 

n’est pas impacté mais les animaux présentent des aberrations dans la projection et 

l’adressage des axones de ces neurones (Ohsawa S. et al., 2010).  

Les protéines Silt constituent une autre famille de molécule impliquées dans la 

guidance axonale et sont capables d’activer les Caspases après stimulation des récepteurs 

Robo. En fonction du contexte, la voie de signalisation initiée par les Silt ont un effet attracteur 

ou répulsif sur la croissance des axones mais elles ont aussi un effet répressif ou permissif sur 

l’arborisation au cours du développement. In vivo, Silt1a et son récepteur Robo2 stimule une 

activation locale et dans un temps imparti, de CASP-3 au niveau des points de branchements 

uniquement. Son activité favorise la formation des prolongements ainsi que leurs 

rétractations. Ensuite, Silt1a/Robo2/CASP-3 et -9 collaborent et interviennent dans le 

maintien des branches néoformées (Campbell D.S. et al., 2013) (Figure 22). D’ailleurs les souris 

KO CASP-9, présentent une diminution considérable des taux d’expression de Bassoon, une 

protéine de la matrice du cytosquelette qui constitue un bon marqueur présynaptique, ce qui 

suggère un rôle de l’activation des Caspases dans la maturation synaptique. Dans tous ces 

exemples rendant compte de l’implication des Caspases dans la guidance axonale, les 

mécanismes par lesquels elles sont activées et leurs modes d’action demeurent encore 

inconnus (Hollville E. et al., 2017).  
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Figure 22. Rôle des Caspases-3, -8 et -9 dans l’excroissance des neurites, la guidance axonale et le 
branchement.  
Les Caspases sont activées en réponse de la stimulation de récepteurs impliqués dans l’excroissance des 
neurites (NCAM), la guidance axonale (DCC en réponse à la fixation de Netrin-1 avec l’effet attracteur 
modélisé par des « + ») et le branchement (Robo2 stimulé par la fixation de son ligand Slit1a). Hollville E. et 
al., 2017 

2.3.3. Physiologie de la synapse 

La plasticité synaptique jour un rôle crucial aussi bien dans la maturation des circuits 

de neurones que dans le remodelage. La modification de la synapse en réponse à une 

stimulation neuronale peut résulter en une augmentation ou une diminution de la force de la 

synapse on parle alors respectivement de potentialisation à long terme (LTP) ou de dépression 

à long terme (LTD) (Artola A. et al., 1990). La LTD se caractérise par une synapse qui devient 

moins sensible à un stimulus spécifique et résulte en une diminution de la taille ou en 

l’élimination de l’épine dendritique. En revanche la LTP résulte en un renforcement de la 

synapse. Ces processus régissent la plasticité synaptique. Par ailleurs, les LTP et LTD ont été 

largement étudiées dans le but de comprendre les bases moléculaires et cellulaire de 

l’apprentissage et de la mémoire. Les LTP et LTD sont majoritairement déclenchées par 

l’activation synaptique des récepteurs au NMDA (N-methyl-D-aspartate), suite à la fixation du 

neurotransmetteur L-glutamate, et se manifestent par des modifications de la transmission 
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synaptique médiée par les AMPARs (a-amino-3-hydroxy-5- methylisoxazole-4-propionic acid 

receptor). En se liant à aux NMDARs, le L-glutamate stimule la synapse en déclenchant une 

entrée de calcium qui résulte en une augmentation de l'expression des AMPARs au niveau des 

synapses présentant une LTP (Esteban J.A. et al., 2003), tandis que les AMPARs sont 

internalisés dans les synapses sous LTD (Beatitie E.C. et al., 2000). Les synapses sont ainsi 

capables de subir deux types de modifications de telle sorte que différents modes 

d’activations de la synapse résultent en une signalisation des NMDARs qui peuvent induire 

soit une LTP soit une LTD. Cette propriété semble être indispensable pour permettre au 

cerveau de stocker une grande quantité d’informations. La modulation de la force de la 

synapse au cours des LTP et PTD est associée à un remodelage de la taille et de la densité de 

l’épine dendritique, qui sont augmentée avec la LTP et réduite au cours d’une LTD (Zhou Q. et 

al., 2004). 

In vivo, l’utilisation d’inhibiteurs de Caspases a permis de mettre en évidence 

l’implication de ces enzymes dans de nombreux processus tels que : la formation de la 

mémoire spatiale et auditive. D’ailleurs, en association avec leur rôle dans la formation de la 

mémoire, les Caspases actives sont détectées au niveau de l’Hippocampe, et du cortex chez 

la souris. Dans ces processus, l’activité des Caspases est restreinte aux structures post-

synaptiques. La LTD induite par les NMDAR est réprimée dans les neurones hippocampiques 

de souris KO CASP-3, suggérant qu’elle soit suffisante pour réduire la force de la synapse dans 

ce processus. Afin de favoriser la LTP des NMDARs, la CASP-3 favorise sur la perméabilisation 

de la membrane mitochondriale en faisant intervenir BAX . L’entrée de calcium via l’activation 

des NMDARs, essentielle à la LTP ou LTD, est également déclenchée par une voie de 

signalisation qui conduit à l’activation de CASP-3 afin de favoriser la LTD (Li Z. et al., 2010) ou 

l’inhibition de la LTP. Un modèle propose que l’entrée de calcium dans la synapse, entraîne la 

déphosphorylation de BAD par la calcineurine ou protéine phosphatase 2B (PP2B), qui permet 

alors l’activation de BAX. BAX à son tour permet la PMEM qui entraîne l’activation de CASP-3 

(Jiao S. et al., 2011). La nature transitoire de ces processus est requise pour maintenir une 

activation faible de CASP-3 afin de prévenir de la mort du neurone. Il est donc possible que le 

neurone déploie une boucle de rétrocontrôle négatif pour limiter l’activation de CASP-3. 

D’ailleurs, en rapport avec une activation transitoire de CASP-3 en réponse à l’activité 

synaptique, l’activation de BAX, BAK et le relargage de cytochrome c se fait sur des temps très 

courts (Figure 23). Les LTP et LTD résultent toutes deux en un contrôle de l’expression des 
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AMPARs à la surface des synapses. Dans cet esprit, des preuves suggèrent un rôle de CASP-3 

dans la régulation de la distribution de ces récepteurs. D’ailleurs, dans les neurones de 

l’hippocampe, une déficience en BAX, BAK ou CASP-3 résulte en un défaut de l’internalisation 

des AMPARs médiée par les NMDARs. La CASP-3 pourrait conduire à l’internalisation des 

AMPARs en clivant la protéine Gap43 au niveau de la synapse pour permettre la LTD et par 

conséquent l’internalisation des AMPARs dans les neurones de l’hippocampe (Han MH. et al., 

2013). Elle pourrait également agir en activant un autre substrat, la calcineurine, qui est 

requise pour l’endocytose des AMPARs au cours de la LTD induite par les NMDARs. Enfin, il a 

pu être démontré que CASP-3 pourrait agir en clivant directement au niveau des sous-unités 

des AMPARs, pour l’inactiver, dans les neurones hippocampiques en réponse au peptide Ab 

ou à la staurosporine.  

En 2007, Peineau S. et al., ont démontré que l’activité de la sérine/thréonine kinase, GSK3b, 

était essentielle pour la LTD dépendante des NMDARs dans l’hippocampe. D’ailleurs, cette 

forme de LTD est très rependue dans le cerveau et est fortement impliquée dans le 

développement de l’apprentissage et de la mémoire. En termes de mécanisme, l’activité de 

GSK3b détermine si les récepteurs au NMDA induisent ou inhibent la LTD. Ainsi, au cours de 

la LTD, l’activation de la protéine phosphatase 1 (PP1) permet la déphosphorylation et donc 

l’activation de GSK3b qui permet à son tour à la LTD de se produire. En revanche, au cours de 

la LTP, l’activation des récepteurs au NMDA conduit à une stimulation de la voie PI3K-Akt1, où 

l’activation de la PI3K (phosphoinositide 3-kinase) mène à la production de 

phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate ou PIP3. L’augmentation des taux de PIP3 entraîne 

le recrutement à la membrane de la kinase dépendante du 3-phospho-inositide (PDK1) et de 

la kinase Akt1. Cette dernière peut ensuite phosphoryler et inactiver la GSK3b pour prévenir 

de l’induction de la LTD. Par conséquent, le clivage d’Akt1 pour son inactivation est requis 

pour la LTD dépendante de la signalisation des NMDARs. Il s’avère qu’Akt1 est un substrat de 

la CASP-3, ainsi CASP-3 pourrait favoriser la LTD et réprimer la LTP en inhibant Akt1 afin de 

promouvoir l’activation GSK3b (Figure 23). 
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Figure 23. Rôle de la CASP-3 dans la dépression à long terme (LTD). 
La CASP-3 participe à la plasticité synaptique des synapses glutamatergique en permettant la down-
régulation de l’expression des AMPARs à la surface de la synapse. La fixation du neurotransmetteur L-
glutamate aux récepteurs au NMDA entraîne l’entrée de calcium au niveau de la synapse, cette entrée de 
calcium entraîne la déphosphorylation de BAD par la calcineurine, qui permet alors l’activation de BAX. BAX 
à son tour permet la PMEM et active la CASP-3. Cette derniere participe à la LTD médiée par les NMDARs, 
soit en permettant l’internalisation des récepteurs de manière indirecte en clivant ses substrats GAP43 et 
Akt1 ou en clivant directement les sous-unités des AMPARs pour les inactiver. 

2.3.4. Restriction spatiale et temporelle de l’activité Caspase 

Tous les processus évoqués précédemment nécessitent une activité restreinte en 

temps et en localisation, que ce soit au niveau de la dendrite au cours des étapes de 

pruning, ou au niveau des cône de croissance au cours du processus d’arborisation ou au 

niveau du bouton post synaptique au cours de la LTD. De nombreux mécanismes sont 

décrits pour limiter l’activité Caspases dans le neurone. Dans les neurones, les IAPs jouent 

un rôle majeur dans la restriction de l’activité Caspase afin de prévenir de la mort 

neuronale (Cusack C.L. et al., 2013). Toutefois, l’efficacité de XIAPs ne s’explique pas par 

une forte expression dans les neurones mais plutôt par de faible taux d’Apaf-1, qui limitent 

l’activation des Caspases en permettant un contrôle fin par les XIAPs (Figure 24). Par 

exemple, in vitro, XIAP restreint l’activation de CASP-3 et la dégénérescence axonale dans 

des modèles de carence en NGF du pruning axonal. XIAP prévient de l’internalisation des 

AMPARs et de l’activation de la CASP-3 au cours de la LTD. Cependant, lorsque l’activité 

Caspase est requise la levée de l’inhibition se fait par une dégradation ou par inhibition 

des XIAPs. En effet, XIAP peut être phosphorylé par la IkB kinase e (IKKe) pour favoriser sa 
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dégradation au niveau du protéasome afin de favoriser l’activation de CASP-3 (Kuranaga 

E. et al., 2006 ; Hollville E. et al., 2017). 

 
Figure 24.  Régulation des activité Caspases dans les neurones.  
Les XIAPs restreignent l’activité dans le temps et l’espace des Caspases-3 et -9 dans le neurone afin de 
prévenir de la mort cellulaire. Pour lever l’inhibition des Caspases, les XIAPs peuvent être phosphorylés par 
IKKe afin de favoriser leur dégradation au niveau du protéasome. Les XIAPs peuvent également être S-
nitrosylés afin de favoriser l’activation des Caspases. 

3. Fonctions des Caspases dans les maladies neurodégénératives 

Les examens des tissus post-mortem tendent à impliquer les Caspases dans de 

nombreuses pathologies neurodégénératives (Troy C.M. et al., 2015). En effet, des Caspases 

clivées ont été identifiées dans : la maladie d’Alzheimer (AD ; CASP-3, -6 et -9), la sclérose 

latérale amyotrophique (ALS ; CASP-1 et -3), la maladie de Parkinson (PD ; CASP-3,-8 et -9), 

dans les ischémies (CASP-1 et -3) ainsi que dans la maladie de Huntington (HD ; CASP-1 et -8). 

Ces observations ne peuvent pas permettre de statuer quant à l’implication réelle des 

Caspases dans ces pathologies puisqu’il est impossible d’identifier de manière claire, les 

causes de la maladie à des stades si tardifs. Les limites des études sur les tissus post-mortem 

incluent : l’ampleur du processus pathologique au moment du décès, puisque chaque 

échantillon correspond à un seul stade du processus ; L’intervalle post-mortem ; la 

disponibilité des tissus de contrôles approprié et enfin le manque d’outils pour détecter les 

taux de Caspases. Compte tenu de tous ces éléments, la meilleure approche pour définir 

l’implication réelle des Caspases dans la maladie neurodégénérative reste les modèles 

animaux ou cellulaires (Troy C.M. et al., 2002). L’accumulation de données révèle que les 
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Caspases ont un rôle crucial dans la progression d’une variété de désordres neurologiques. 

Malgré les origines multiples de ces maladies, les mécanismes de mort cellulaire relatifs à ces 

pathologies sont relativement conservés.  

3.1. Rôles dans les pathologies aigues – Ischémie  

Les accidents vasculaires cérébraux ou AVCs font partie des pathologies 

neurodégénératives aigues et sont la 3ème cause de mortalité aux États-Unis et la 1ère cause de 

la mortalité chez les femmes en France. Les AVCs ischémiques constituent 85% des formes 

d’AVC et résultent en un thrombus qui obture une artère cérébrale principale (ex : artère 

cérébrale moyenne) et entraîne une perte du flux sanguin locale. À moins que le flux sanguin 

soit rétabli rapidement, 3h après le début de l’occlusion la mort cellulaire est massive dans la 

zone de l’ischémie (Troy M.C. et al., 2011). Pathologiquement, une lésion induite par un AVC 

est caractérisée par un centre de mort nécrotique formé très rapidement à la suite de la lésion. 

Ce centre contient des neurones irréversiblement perdus et une zone dite pénombre. Cette 

région conserve une intégrité structurale avec toutefois des altérations fonctionnelles. Pour 

le traitement des AVCs, la pénombre est ciblée puisqu’elle peut être réparée. L’AVC 

ischémique est la première pathologie neurodégénérative pour laquelle une intervention des 

Caspases a été mise en évidence à faire intervenir les Caspases et notamment la CASP-1. En 

effet, l’expression d’un mutant de CASP-1 (ICEC285G) dans des souris transgéniques présente 

un effet neuroprotecteur en réponse à une occlusion de l’artère cérébrale moyenne 

(Friedlander R.M. et al., 1997). La CASP-6 est également impliquée dans les AVC, en induisant 

la dégénérescence axonale. En effet, dans des modèles d’ischémie chez le rat et la souris, la 

CASP-6 est temporairement activée au niveau des axones et des corps cellulaires suite à une 

lésion. Il a ainsi pu être montré que CASP-6 et -9 sont des régulateurs de la 

neurodégénérescence dans les ischémies cérébrales. Plus précisément, la CASP-9 agit en 

médiateur proximal de la mort neuronale induite suite à un AVC. L’activation de CASP-9 active 

ensuite la CASP-6 qui à son tour entraîne la dégénérescence axonale et la mort du neurone. 

L’administration d’inhibiteur de CASP-9 en intranasal, inhibe l’activation de CASP-6 et réduit 

la dégénérescence axonale dans les modèles d’occlusion de l’artère cérébrale moyenne, avec 

une neuroprotection allant jusqu’à trois semaines après la lésion (Akpan N. et al., en 2011). 

Pur l’inactivation de la CASP-9 le domaine BIR-3 de XIAP est lié de manière covalente à la 

Penetratin-1. Cette dernière permet de faciliter la traversée des membranes. La création d’un 
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lien covalent entre les deux entités permet ainsi au peptide de conserver sa conformation 

native une fois que la molécule a pénétré la cellule. Dans un cerveau de souris ischémique, 

une injection dans le fluide cérébrospinal (ICV) de l’inhibiteur de Caspases large spectre, z-

VAD-fmk, réduit l’activation des Caspases, les dommages des tissus et les taux d’IL-1b tout en 

améliorant les déficits comportementaux. (Yuan J. et al., 2000 ; Friedlander R.M. 2003 ; 

Hyman B.T. et al., 2012).  

3.2. Rôles dans les pathologies chroniques. 

3.2.1. Sclérose latérale amyotrophique  

La sclérose latérale amyotrophique ou SLA est caractérisée par une perte progressive et 

spécifique des motoneurones, qui transmettent l’information du cerveau aux muscles, dans 

le cerveau, le tronc cérébral ainsi que dans la moelle épinière conduisant à une paralysie et à 

une mort prématurée. Des formes familiales et sporadiques de la pathologie sont décrites. Les 

formes familiales des pathologies sont observées dans 10 % des cas. Deux gènes, SOD1 et ALS2 

sont la cible de mutations et sont en cause dans ces formes familiales. D’ailleurs plus de 100 

mutations touchent le gène codant pour la superoxyde dismutase ou SOD1, une enzyme 

antioxydante qui catalyse la conversion de l’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogène. Ces 

mutations causent une neurodégénérescence à travers de nombreux facteurs tels que : le 

mauvais repliement de protéine, l’altération de la réponse au stress oxydant ou déstabilisation 

du cytosquelette Des souris transgéniques qui expriment le gène mutant SOD1 humain 

développent des symptômes similaires à l’ALS, mort spécifique des motoneurones, faiblesse 

progressive et mort précoce (Kiernan M.C. et al., 2011).  

Les premières preuves de l’implication des Caspases dans l’ALS proviennent de 

croisements d’animaux ALS avec des souris CASP-1-/- ou les animaux résultant du croisement 

présentent une durée de vie augmentée de 9 % et une progression de la maladie ralentie à 50 

%. De plus, l’injection en ICV de z-VAD-fmk, qui cible CASP-1 et CASP-3 notamment, montre 

un effet neuroprotecteur et étend la durée de vie des animaux de 22 % (Li M. et al., 2000). Un 

rôle apoptotique pour les formes familiales d’ALS est suggéré par l’activité apoptotique dans 

des lignée cellulaires neuronales mutées pour SOD1. D’ailleurs, l’activation de CASP-1 et -3 a 

pu être mise en évidence dans des échantillons de moelle épinière de patients ALS ainsi que 

chez les souris mutantes SOD1. Un mécanisme proposé pour l’effet des CASP-1 et -3 est le 



 INTRODUCTION  

94 
 

suivant : la CASP-1 pourrait initier la mort cellulaire par deux voies ; soit en augmentant la 

production d’Il-1b soit en activant directement la CASP-3 (Yuan J. et al., 2000). 

3.2.2. Maladie de Huntington 

La maladie de Huntington (MH) est une forme autosomale dominante causée la 

dégénérescence de neurones dans le néostriatum et le cortex. Ces dommages entraînent des 

mouvements involontaires (chorée de Huntington), des symptômes psychiatriques, des 

altérations cognitives associés à de la démence. La pathologie a pour cause une mutation du 

gène (chromosome 4q16) codant la Huntingtine (htt), une protéine de 350 kDa, où l’insertion 

d’une séquence poly-CAG au niveau de l’exon 1 entraîne l’insertion d’une séquence poly-

glutamine (35 à 120 répétitions) en N-ter de la protéine Huntingtine (Bertram L. et al., 2005 ; 

Ross C.A. et al., 2011). La caractéristique de HD chez les humains et les modèles animaux est 

l’accumulation de fragments N-ter d’htt suggérant donc qu’une protéolyse excessive associée 

ou non à une mauvaise élimination de ces fragments soient la cause de HD. Par ailleurs, 

l’expansion de polygultamine résulte en la perte des neurones GABAergiques au niveau du 

striatum et la perte de neurones glutamatergiques au niveau des neurones corticaux qui 

projettent sur le striatum. Or, il s’avère que les fragments de htt sont abondants au niveau 

des projections des neurones corticaux, suggérant donc qu’une accumulation de htt dans ces 

neurones peut conduire à un dysfonctionnement des réseaux cortex-striatum et pourrait 

constituer un événement précoce de la pathologie. Toutefois, il est important de noter que la 

présence de ces fragments ne se traduit pas forcément en pathologie. Enfin, la translocation 

nucléaire de l’htt est associée à une forte toxicité in vitro et in vivo, plus précisément, un 

fragment en particulier pourrait être responsable de la neurodégénérescence dans HD. Dans 

des modèles animaux de la pathologie, YAC 128, la translocation nucléaire des fragments de 

mhtt coïncide avec l’apparition de la dysfonction motrice chez ces animaux, soutenant le rôle 

d'un fragment htt nucléaire spécifique dans l'initiation du dysfonctionnement neuronal.  

In vitro, les CASP-3 et -6 clivent htt et la mutation de cinq sites potentiels de clivage de ces 

protéases bloque la cytotoxicité de l’htt de souris (mhtt) in vitro. Chez les modèles YAC 128, il 

a pu être montré que le clivage de mhtt au niveau de l’acide aminé 586 par CASP-6 est requise 

pour le développement des marques pathologiques et comportementales inhérentes à HD. 

En effet, une élimination sélective de ce site de clivage est suffisante pour protéger des 

dysfonctions neuronales et de la dégénérescence in vivo. Ces observations sont donc en 
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accord avec les faits énoncés précédemment où un seul fragment, celui généré par le clivage 

de mhtt au niveau du site IVLD586G par CASP-6, constitue l’élément déclencheur à l’origine de 

la cytotoxique qui induit dysfonction neuronale et la neurodégénérescence dans HD (Graham 

R.K. et al., 2006 ; Warby S.C. et al., 2008 ; Bulat N. et al., 2009).  

3.2.3. Maladie de Parkinson 

La maladie de Parkinson (MP) est la deuxième maladie neurodégénérative la plus 

répandue chez les adultes. Elle se caractérise par une perte sévère des neurones 

dopaminergiques au niveau de la substance noire et par la présence d’inclusions 

cytoplasmiques constituées d'agrégats d’a-synucléine (corps de Lewy). Ces atteintes se 

manifeste par des troubles progressifs du mouvement comprenant la triade classique : 

tremblements, bradykinésie et rigidité (Bertram L. et al., 2005). L’analyse post-mortem des 

cerveaux de patients révèle que les neurones dopaminergiques présentent les 

caractéristiques d’une mort par apoptose (fragmentation de l’ADN, condensation de la 

chromatine, ...). De plus, l’expression de CASP-3 a été rapportée dans la substance noire après 

autopsie. Des modèles in vivo et in vitro de PD suggèrent également un rôle de l’apoptose 

dans la pathologie humaine. L’administration de 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridine (MPTP) chez la souris entraîne une dégénérescence sélective des neurones 

dopaminergiques dans la substance noire. Cette administration est également associée à 

l’activation de CASP-3 ainsi que de la fragmentation de l’ADN. De plus, l’expression de BAX est 

aussi augmentée après l’administration de MPTP, d’ailleurs les souris délétées pour 

l’expression de BAX sont résistantes à cet agent. Dans les lignées PC12, le 1-Methyl-4-

phenylpyridinium ion ou MPP+, un métabolite du MPTP, cause la mort des neurones 

dopaminergique en activant la CASP-3. Enfin, l’injection de MPTP dans des souris sauvages, 

conduit à l’activation de la CASP-3 mais aussi de CASP-8 et -9 ainsi qu’au clivage de BID et au 

relargage de cytochrome c dans la substance noire. Ces éléments suggèrent donc que la CASP-

3 pourrait être l’effecteur final de la mort par apoptose dans les processus neurodégénératifs 

caractéristiques de la MP. Une voie possible de l’activation des Caspases suite au traitement 

des souris avec du MPTP pourrait être la suivante : l’administration du MPTP résulte en le 

relargage de cytochrome c et permet la formation de l’Apoptosome qui entraîne l’activation 

de CASP-9 et par conséquent l’activation de CASP-3. Cette dernière peut alors cliver ses 

substrats pour conduire à l’apoptose. La CASP-3 pourrait également activer la CASP-8, pour 
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qu’elle puisse à son tour cliver et activer BID pour faire une boucle d’amplification du signal 

apoptotique (Viswanath V. et al., 2001 ; Venderova KL. Et al., 2012). 

3.2.4. Maladie d’Alzheimer  

En 1906, Alois Alzheimer décrit une forme particulière de maladie, caractérisée par une 

détérioration cognitive progressive, des symptômes focaux, des hallucinations, illusion, et des 

problèmes de sociabilité chez Augustine Deter, la première patiente diagnostiquée pour la 

maladie d’Alzheimer (AD).   

3.2.4.1. Physiopathologie  

Pathologie neurodégénérative progressive associée à une perte de la mémoire, une 

désorientation spatiale ainsi qu’à une détérioration graduelle des capacités intellectuelles, la 

maladie d’Alzheimer est du point de vue cellulaire, caractérisée par un processus 

neurodégénératif chronique et progressif résultant de l’accumulation intra et extracellulaire 

d’agrégats de protéines : b-amyloïde (Ab) et de Tau hyperphosphorylée. Malgré le manque de 

connaissance sur les voies de signalisation impliquées dans le processus pathologique, les 

deux marqueurs de la pathologie, eux sont bien connus, à savoir l’accumulation de 

neurofibrilles issus de l’agrégation de Tau, dans le neurone et les plaques amyloïdes formées 

d’Ab à l’extérieur du neurone. L’accumulation de ces agrégats protéiques conduit à une 

dysfonction synaptique et à une mort neuronale. En condition physiologique, Tau est une 

protéine soluble, localisée principalement au niveau des axones, indispensable à l’activité 

neuronale puisqu’elle facilite la formation et la stabilisation des microtubules du 

cytosquelette, une fonction nécessaire pour le transport axonal. En condition pathologique, 

Tau est anormalement phosphorylée et ne peut donc plus se lier aux microtubules et se 

retrouve séquestrée au niveau des neurofibrilles pour former des agrégats à l’intérieur du 

neurone. Plus précisément, Tau forme des paires de filaments (10 nm de diamètre) 

hélicoïdaux qui s’agrègent ensuite pour former les enchevêtrements de neurofibrilles qui 

s’accumulent dans le soma et les dendrites (Figure 25 B). Ces modifications entrainent une 

instabilité des microtubules et donc une perturbation du transport axonal conduisant par la 

suite à la mort du neurone (Goedert M. et al., 2006 ; Spires-Jones T.L. et al., 2009). Dans la 

cascade amyloïde, les peptides Ab sont produits suite au clivage de la protéine précurseur 

amyloïde, ou APP en anglais. Le gène localisé sur le chromosome 21, code pour une protéine 

transmembranaire qui possède un long domaine intracellulaire et une courte région 
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cytoplasmique, présente de manière prédominante au niveau du RE. Il existe trois isoformes 

de cette protéine, l’isoforme APP695 prédominant dans les neurones et les isoformes APP751 

et 770 exprimé de manière ubiquitaire dans tous les tissus, mais avec une abondance 

particulière dans le cerveau (Zeng H. et al., 2006). La voie dite « non amyloïdogénique » ou 

non pathologique, implique le clivage de l’APP par l’a-sécrétase dans le domaine Ab 

prévenant ainsi de la formation potentielle des peptides cytotoxiques (De Strooper B. et De 

Strooper B. et al., 2010) (Figure 25 A). En revanche, dans la voie dit « amyloïdogénique » ou 

pathologique, l’APP subit deux étapes successives de clivage par les b- et g- sécrétases. L’APP 

est tout d’abord clivé par la b-sécrétase qui condit à la libération de sAPPb en extracellulaire 

tandis que le fragment restant CTFb (ou C99) in intracellulaire, est clivé par la g- sécrétase et 

entraîne la libération de peptides amyloïdes Ab1-40 et d’Ab1-42 monomériques qui 

s’oligomérisent ou forment des fibrilles qui s’agrègent en plaques amyloïdes cytotoxiques 

caractéristiques qui se déposent entre les neurones (Figure 25 A). Ces deux peptides sont 

retrouvés dans les plaques amyloïdes bien que le peptide Ab1-42, présente un fort potentiel à 

former des oligomères toxiques qui se retrouvent par la suite accumulés au niveau de ces 

plaques. L’Ab1-42 peut facilement former des fibrilles et se dépose très précocement chez les 

patients AD ou atteints du syndrome de Down. Les espèces monomériques ne sont pas 

cytotoxique mais la formation de fibrilles et particulièrement la forme oligomérique, liée au 

mauvais repliement rendent l’Ab toxique (Viola K.L. et al., 2015). L’accumulation de ces 

plaques est associée l’hyperphosphorylation de Tau ainsi qu’à la perturbation des fonctions 

mitochondriales, la dérégulation de l’homéostasie du calcium, la perte synaptique et les 

perturbations cognitives (Puzzo D. et al., 2015).  
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Figure 25. Marqueurs de la Maladie d’Alzheimer. 
(A) Représentation schématique des voies non amyloïdogénique et amyloïdogénique. Dans la voie non 
amyloïdogénique, non pathologique, le clivage de l’APP par l’a-sécrétase permet la libération d’un 
fragment sAPPa en extracellulaire, le fragments CTFa à la membrane est ensuite clivé par la g- sécrétase 
pour former deux peptides P3 et AICD non toxiques. La voie pathologie ou amyloïdogénique est initiée par 
le clivage de l’APP par la b-sécrétase qui condit à la libération de sAPPb en extracellulaire. Le fragment 
restant CTFb est clivé par la g- sécrétase et entraîne la libération de peptides amyloïdes Ab monomériques 
qui s’oligomérisent pour former ensuite les plaques caractéristiques amyloïdes cytotoxiques qui se 
déposent entre les neurones. (B) Représentation schématique de la dérégulation de Tau dans la maladie 
d’Alzheimer. En condition physiologique Tau permet la stabilisation des microtubules dans les neurones. 
En condition pathologique, l’hyperphosphorylation de Tau compromet ses fonctions et empêche sa fixation 
aux microtubules. Tau hyperphosphorylée est ensuite séquestrée au niveau des neurofibrilles. La réduction 
du nombre de Tau conduit à l’instabilité des microtubules impactant ainsi le transport axonal (Bachurin S.O. 
et al., 2017). (C) Illustration d’une coupe transversale entre les cerveaux d’une personne saine et d’un 
patient atteint de la Maladie d’Alzheimer. Réduction considérable du cortex avec un rétrécissement 
particulièrement important au niveau de l’hippocampe. Il est également à noter un grossissement des 
ventricules, d’après www.alz.org. 

3.2.4.2. Dépôts des plaques amyloïdes et des neurofibrilles 

À des stades précoces de la pathologies les structures ciblées sont en premier lieu le 

cortex entorhinal et l’Hippocampe, on parle alors d’une atteinte de la voie perforante. De plus, 

au niveau fonctionnel, les stades très précoces de la pathologie sont caractérisés par une 

dysfonction synaptique (Angulo S.L. et al., 2017). 

Les premiers enchevêtrements de neurofibrilles (NFT en anglais) apparaissent au niveau du 

cortex entorhinal et de la zone CA1 de la corne d’Ammon de l’Hippocampe (Stade I et II). 

Ensuite les NFTs apparaissent et se développent au niveau du système limbique c’est à dire 

au niveau de subiculum (structure de l’hippocampe), de l’amygdale, du thalamus et du 

claustrum (stade III et VI). Enfin, les NFTs se propagent sur tout le néocortex, impactant les 

aires associatives (mémoire, langage, planification) puis les aires sensorielles et motrices 

(stade V-VI) (Braak H et al., 1991, 1994, 2006) (Figure 26A).  

A

B

C
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Thal et al., en 2002 ont proposé une progression des dépôt amyloïdes en cinq étapes. (1) Les 

plaques envahissent d’abord le néocortex, (2) puis évoluent vers le cortex entorhinal et 

l’hippocampe, l’amygdale et les cortex insulaire et cingulaires. (3) Ensuite, les dépôts se 

propagent au niveau du striatum, du thalamus, de l’hypothalamus et de la matière blanche. 

(4) Les plaques atteignent finalement une partie du tronc cérébral avant d’envahir le cervelet 

et le pont, partie centrale et renflée du tronc cérébral (5) (Figure 26B) (Serrano-Pozo A. et al., 

2011). 

 

 

Figure 26. Stades de dépots des 
enchevetrement de neurofibrilles et de 
plaques amyloides.  
(A) Représentation schématique de 
dépôts des NTFs au cours du temps. Les 
zones colorées indiquent la distribution 
des NFTs et les contrastes rendent compte 
de la densité de NFTs accumulées sur les 
régions. (B) Représentation schématique 
du dépôt des plaques amyloïdes au cours 
du temps d’après Thal et al., 2002, en 
coupe coronale (1), transversale (2) et 
sagitale (3). Ici les cind étapes sont 
résumées en trois stades : atteinte du 
néocortex (rouge) puis atteinte du 
système limbique (orange) et enfin à des 
stades plus tardifs atteinte du tron cébéral 
et du cervelet (jaune). 

(Amyg : Amygdale ; EC : cortex entorhinal, 
CA1 : Corne d’Ammon (Hippocampe) ; Cg : 
cortex cingulaire ; 3-1-2 : aire sensorielle, 
17 : aire visuelle ; 18 : aire associative) 

3.2.4.3. Une pathologie multifactorielle  

De nombreuses théories sont avancées pour expliquer les causes de cette pathologie, 

mais toutes mènent à la même conclusion, qu’AD est une pathologie multifactorielle et qu’un 

seul médicament ne peut pas être suffisant pour lutter contre la progression de la maladie. 

Outre les théories de Tau et l’hypothèse amyloïde d’autres théories sont avancées : les 

facteurs chimiques conduisant à un mauvais métabolisme du métal et à une altération des 

voies de signalisation, les dérèglements vasculaires, les facteurs aggravants comme le diabète, 

la tension et le cholestérol, les facteurs environnementaux et infectieux, ainsi que les 

prédispositions génétiques. Ces dernières incluent les mutations dans les gènes codants l’APP 

et les présénilines (PSEN) et les variations alléliques pour l’apolipoprotéine E (ApoE).  

Transentorhinal
(I-II)

Limbic
(III-IV)

Neocortex
(V-VI)

1 2 3
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Une faible proportion des cas AD est due à des mutations génétique conduisant à une 

transmission autosomale dominante et concerne les gènes APP (chromosome 21) (Chartier-

Harlin M.C. et al., 1991) ; PSEN1 et 2, localisés sur les chromosomes 14 et 1 respectivement 

(Borchelt D.R. et al., 1996). Les patients présentant ces mutations au niveau de ces gènes 

montrent un développement prématuré de la maladie. Environ 85% des formes familiales 

correspondent à une mutation de PSEN1 tandis que les mutations sur APP et PSEN2 sont 

moins fréquentes. En tout, 157 mutations sont référencées sur PSEN1, contre 10 sur PSEN2. 

Les formes sporadiques représentent la majorité des cas et se manifestent tardivement, au-

delà de 65 ans et ne semble pas être sous l’influence de facteurs génétiques.  

3.2.4.4. Impact sociétal et économique 

  Aux États-Unis entre 2010 et 2011, les conséquences économiques de la Alzheimer 

sont estimées à 215 milliards de dollars. Les ventes de médicaments pour le traitement de la 

maladie a atteint 8,3 milliards. Entre 2002 et 2012 c’est 413 essais cliniques sur 224 

médicaments potentiels qui ont été conduits ; soit 124 études en phase I, 206 études en phase 

II et 83 en phase III. Depuis, 2007 lorsque la FDA (Food Drug and Administration) a obligé 

l’enregistrement des essais cliniques c’est seulement 54 études qui sont entrées en phase III 

(Bachurin S.O. et al., 2017). 

Actuellement en France, d’après les données de France Alzheimer, la maladie d’Alzheimer est 

la 4ème cause de mortalité en France avec 900.000 personnes atteintes. C’est aussi, 1 nouveau 

cas qui est diagnostiqué toutes les 3 minutes, soit 616 nouveaux cas par jour donc près de 

225.000 nouveaux cas diagnostiqué chaque année. 1 Patient sur 2 est diagnostiqué, dont 1 

sur 3 qui l’est au stade précoce. Parmi les personnes atteintes, 32.000 ont moins de 65 ans, 

soit 3,1 % des cas référencés. Une maladie donc bien réelle avec des conséquences 

multiples puisque 9,9 milliards d’euros sont consacrés à la prise en charge médicale et médico-

sociale en France, avec un coût annuel par patient évalué à 22,099 € soit 12,146 assumés par 

la famille et 4.225€ apporté par le Conseil général. La maladie d’Alzheimer c’est aussi plus de 

10 millions d’euros consacré à la recherche depuis 1988 et aucun traitement curatif pour 

guérir de la maladie ni aucun traitement préventif. Si rien ne change, 1 français sur 4 de plus 

de 65 ans sera concerné par la maladie en 2020. 
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3.2.4.5. Caspases dans les cerveaux AD 

Dans les analyses post-mortem des cerveaux de patients AD, une augmentation de 

l’expression des ARNm de nombreuses Caspases (-1, -2, -3, -5, -6, -7, -8 et -9) a été mise en 

évidence en comparaison avec des cerveaux sains. Au niveau protéique, il est à noter une 

augmentation de l’expression de CASP-2 (Jean Y.Y. et al., 2013), CASP-9 et des CASP-3 et -6 

clivées (Troy C.M. et al., 2011 ; 2015).  

3.2.4.6. Caspases et clivage de l’APP 

L’APP possède 3 sites potentiels de clivage pour les CASP-3, -6, -7 et -8 (Figure 27). Par 

exemple, dans des cultures de neurones en absence de sérum, la CASP-6 est activée et peut 

cliver l’APP pour permettre la libération d’un fragment de 6,5 kDa qui contient le fragment 

Ab. Par conséquent les Caspases semblent jouer un rôle important dans la neurotoxicité 

induite par le peptide Ab. D’ailleurs, les plaques amyloïdes sont enrichies en Ab résultant du 

clivage par les Caspases (Gervais F. et al., 1999 ; LeBlanc A. et al., 1999 ; Pellegrini et al., 1999). 

En plus du rôle cytotoxique d’Ab, la libération du fragment C99 ou CTFb, en intracellulaire 

suite au clivage par la b-sécrétase s’avère être également toxique pour les neurones in vitro. 

De plus, l’expression de ce fragment dans les cerveaux de souris conduit aux dépôts d’Ab et à 

une neurodégénérescence ainsi qu’à une altération du comportement et des défauts 

synaptiques. Les Caspases sont également capables de cliver C99 en C31 et ce dernier 

fragment semble être également cytotoxique pour la cellule.  

 
Figure 27. Sites de clivages putatifs des Caspases sur la protéine précurseur amyloïde. 
Représentation de la séquence de la protéine précurseur amyloïde. Localisation des sites de clivages des 
Caspases (-1, -3, -6, -7 et -8). Les trois sites de clivage sont indiqués en dessous de la séquence en gras avec 
le nombre se référant à l’Asp en P1. La région contenant le peptide Ab est agrandie au dessu de la séquence. 
Les sites de clivage des a-, b- et g- sécrétases sont également renseignés.D’après Gervais F.G. et al., 1999. 



 INTRODUCTION  

102 
 

3.2.4.7. Caspases et clivage de Tau  

Les Caspases sont également capables de cliver Tau. D’ailleurs, la CASP-6 active 

colocalise avec les neurofibrilles dans le cortex et l’hippocampe chez l’humain. Les CASP-1, -

3, -6, -7 et -8 sont capables de cliver Tau en C-ter au niveau du motif DMVD421-S, in vitro. Avec 

toutefois un clivage plus efficace par les CASP-3, -7. De plus, ce clivage favorise la formation 

de filaments in vitro. Le clivage par les Caspases au niveau de l’Asp-421 entraîne la libération 

d’un fragment C-ter de 20 acides aminés qui préviendrait de l’assemblage des filaments in 

vitro. En effet, en absence de clivage, ce dernier peut se replier sur la région de liaison au 

microtubule empêchant ainsi la polymérisation à partir de cette région. Ce clivage a lieu dans 

des neurones corticaux traités avec de l’Ab ce qui suggère un lien entre les plaques amyloïdes 

extracellulaires et les enchevêtrements de neurofibrilles de Tau hyperphosphorylée. En effet, 

le peptide Ab pourrait induire l’activation des Caspases, qui iraient ensuite cliver Tau pour 

favoriser l’assemblage des filaments ou inhiber le désassemblage dans le but de stabiliser les 

filaments. Des études récentes ont montré que des neurones déficients en Tau étaient 

résistants à la neurotoxicité induite par Ab. Tous ces éléments suggèrent que Tau pourrait être 

un acteur crucial des processus neurodégénératifs initiés par Ab (Gamblin T.C. et al., 2003). 

Dans une étude publiée en 2015, Lloret A. et al., ont proposé que l’une des possibilités pour 

expliquer un lien entre Ab et l’hyperphosphorylation de Tau soit la suivante. Le peptide 

amyloïde entraîne une surproduction d’ERO (Anandatheerthavarada H.K. et al., 2003). Ce 

stress oxydant pourrait alors activer RCAN, un inhibiteur des phosphatases de Tau d’une part, 

et activer p38, un activateur de la phosphorylation de Tau, d’autre part. Ces deux évènements 

pourraient ainsi contribuer à l’hyperphosphorylation de Tau.  

3.2.4.8. Caspases et inflammation dans Alzheimer  

L’inflammation contribue à la progression de la maladie d’Alzheimer (Heneka M.T. et 

al., 2007). En effet, la formation de dépôts amyloïdes initie une série d’événements 

moléculaires capables de déclencher une réponse immunitaire au travers de l’activation de la 

microglie et des astrocytes. Et ce, à travers l’induction de molécules pro-inflammatoire qui 

conduisent à des altérations de la synapse, une perte neuronale et l’activation d’autres 

molécules pro-inflammatoires. Les cerveaux AD présentent une forte expression au niveau 

des ARNm mais aussi au niveau protéique des IL-1b et IL-18, et les deux colocalisent avec le 

peptide amyloïde et Tau. Chez les modèles animaux AD, Tg2576, les astrocytes et la microglie 
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entourent les plaques amyloïdes et l’expression d’IL-1b est nettement augmentée dans ces 

astrocytes suggérant donc que l’Ab induit une activation de ces cellules. De plus, de fortes 

concentrations en IL-1b sont détectées dans le fluide cérébrospinal des patients.  

Les formes fibrillaires d’Ab induisent la production d’IL-1b en passant par l’inflammasome 

NLRP3. Cependant, l’activation directe par interaction ou indirecte par l’intervention d’autre 

voie de signalisation est encore peu définie. Un mécanisme proposé pour cette voie de 

signalisation et que l’Ab soit phagocyté par la microglie. Au niveau de celle-ci, la dégradation 

de l’Ab au niveau des lysosomes s’avère inefficace et entraîne donc une perte de l’intégrité 

lysosomale qui conduit au relargage de leur contenu dans le cytoplasme, avec notamment la 

libération de Cathepsine B. Cette dernière semble être l’intermédiaire pour initier le relargage 

d’IL-1b via l’activation de l’inflammasome NLRP3 et de la CASP-1. Bien qu’il ne soit pas encore 

clairement défini si la Cathepsine B interagit directement NLRP3 ou si ce dernier interagit 

plutôt avec un intermédiaire activé par cette enzyme. Le relargage d’IL-1b entraîne alors la 

libération de deux médiateurs de l’inflammation et de la neurotoxicité induite par Ab à savoir 

le TNF et le monoxyde d’azote. Enfin, la sécrétion de chimiokines par la microglie en réponse 

à l’Ab se fait de manière dépendante de l’activation de NLRP3 et de CASP-1. Cette sécrétion 

contribue à l’accumulation de microglie autour des plaques séniles. Par conséquent, NLRP3, 

au travers de l’activation de CASP-1, contribues aux effets pro-inflammatoires, 

chimiotactiques et neurotoxiques de Ab par la microglie (Halle A. et al., 2008 ; Heneka M.T. et 

al., 2013).  

3.2.4.9. Caspases et cytotoxicité de Ab 

Le clivage de l’APP par les b- et g-sécrétases permet la libération, en extracellulaire, de 

fragments Ab1-40 et Ab1-42 qui vont former des fibrilles ou des oligomères formant les plaques 

amyloïdes (Figure 28). L’accumulation de ces plaques autour du neurone facilitent l’activation 

des Caspases, pour initier la mort par apoptose, par diverses voies : stress du RE (cas de CASP-

4), stimulation des récepteurs de mort (Fas/TNFR), ou via l’activation de la voie intrinsèque 

suite à une augmentation du taux d’ERO. En intracellulaire, l’activation des Caspases 

exécutrices et notamment de CASP-3 peut favoriser le clivage du fragment C99, formé suite 

au clivage par la b-sécrétase, pour libérer un fragment C31 cytotoxique qui constitue une 

boucle d’amplification du signal neurotoxique de l’Ab. Les Caspases activées agissent aussi 

dans la formation des neurofibrilles dans le neurone et ce, en clivant directement Tau. 
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L’enchevêtrement de neurofibrilles dans le neurone aboutit dans un premier temps à une 

altération du transport axonal pour mener au final à une mort du neurone. Enfin, l’activation 

des Caspases permet aussi le clivage de substrats protéiques qui peuvent à leur tour entraîner 

une détérioration du transport axonal et dendritiques menant, là aussi, à la mort cellulaire. 

En plus d’être les médiateurs de la toxicité induite par l’Ab, les caspases jouent également un 

rôle dans la production de l’Ab. Généralement la b-sécrétase est éliminée par la voie 

lysosomale, d’ailleurs un motif Leu-Leu localisé en C-ter de la protéase (DXXL) est reconnu par 

une protéine adaptatrice GGA3 (Golgi-localized γ-ear-containing ARF binding protein) qui va 

permettre l’adressage de BACE au lysosome. Cependant, au cours de l’apoptose, CASP-3 est 

capable de cliver GGA3, favorisant ainsi la stabilisation de BACE en empêchant ainsi sa 

dégradation (Tesco G. et al., 2007). CASP-3 est aussi capable de cliver et d’activer GSAP 

(gamma-secretase-activatong protein) pour qu’elle puisse faciliter la production d’Ab en 

interagissant avec la g-sécrétase. La preuve est apportée par le fait que le blocage 

pharmacologique de l’activation de de CASP-3 in vivo résulte en une diminution significative 

des taux de GSAP ainsi que de la formation du peptide amyloïde dans les souris 3xTg (Chu J. 

et al., 2015). 

 
Figure 28. Mécanisme d’action des Caspases proposé dans la maladie d’Alzheimer. 
L’APP peut être clivé pour délivrer de nombreux produits, Ab, c99 ou (CTFb) et C31. C99 et C31 sont en 
intracellulaire et sont toxique pour ce dernier. En extracellulaire les peptides amyloïdes peuvent former des 
fibrilles et des oligomères qui s’agrègent pour former les plaques amyloïdes ou plaque séniles qui se 
forment classiquement entre les neurones chez les patients AD. L’accumulation des plaques en 
extracellulaire entraîne des stress du RE, l’activation des Caspases et l’hyperphosphorylation de Tau. Tau 
est également clivé par les Caspases, favorisant ainsi la formations de l’enchevêtrement de neurofibrilles 
dans le neurone. Tous ces élements entraînent des dysfonctionnements du neurone qui mènent à la mort 
de la cellule. D’après Troy C.M. et al., 2011 
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III. La Caspase-2 : « The Cinderella Caspase » 

A. Généralités sur la Caspase-2 

1. Historique  

La CASP-2 (CASP-2) est la deuxième Caspase identifiée et c’est aussi le membre le plus 

conservé de cette famille d’enzyme, qui partage une forte homologie avec CED-3 de C. elegans 

et Dronc chez la Drosophile. Initialement nommée NEDD-2, son gène a été identifié par Kumar 

S. et al., en 1992, comme régulateur du développement du cerveau murin. En effet, les études 

réalisées sur les ADNc isolés ont révélé que l’ARNm de 3,7 kb était exprimé principalement au 

cours du développement embryonnaire du cerveau et down-régulé dans le cerveau adulte. 

D’ailleurs, puisque la mort neuronale est une étape précoce et cruciale du développement du 

cerveau, l’équipe de Wang L. et al., en 1994 a poursuivi les recherches afin de déterminer si 

Nedd-2 était un gène de mort cellulaire. Ils ont ainsi identifié le gène Nedd-2 humain qu’ils ont 

appelé Ich-1 pour interleukin-1b converting enzyme homologue 1, comme gène codant pour 

une protéine plus longue que NEDD-2. Ils ont aussi mis en évidence que l’ARNm codant cette 

protéine subissait des étapes d’épissages alternatifs qui résultent en la synthèse de deux 

isoformes. Un ARNm code pour une protéine de 435 acides aminés, appelé isoforme long ou 

CASP-2L qui consiste en un pro-domaine contenant un domaine CARD suivi d’un domaine 

catalytique contenant les grande et petite sous-unité p20, p10. Cette isoforme, 

catalytiquement actif, partage des homologies de séquences avec ICE et CED-3, 

respectivement 27 et 28 % d’identité. L’autre ARNm, lui, code pour une protéine tronquée de 

312 acides aminés qui ne possède pas de petite sous-unité p10. Cet isoforme court (short) ou 

CASP-2S, catalytiquement inactif, se termine 21 résidus après la séquence conservée QACXG 

qui abrite la cystéine catalytique. Ils ont également démontré que la surexpression de CASP-

2L induisait la mort cellulaire tandis qu’une surexpression de CASP-2S prévenait de la mort 

cellulaire programmée des fibroblastes de rat (Rat-1) induite par une carence en sérum. Ils 

avaient alors conclu sur le fait qu’ICH-1 pouvait jouer un rôle important dans la régulation 

positive et négative de la mort cellulaire programmée chez les vertébrés.  

2. Structure et régulation du gène CASP-2 

Le gène humain codant pour CASP-2 localisé sur le chromosome 7q34-35 est formé de 

12 exons (Kumar S. et al., 1994). Son expression est sous le contrôle de différents promoteurs 

et de deux événements majeurs d’épissages qui ont pour conséquence l’inclusion ou 
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l’exclusion des exons 1 et 9. Tous les évènements jusqu’à la synthèse des isoformes 2L et 2S 

sont représentés en Figure 29. 

Sur le gène CASP-2, la transcription à partir d’un promoteur localisé en amont de l’exon 

1(L), non codant génère un pré-ARNm qui subit des étapes d’épissage. Au cours de ce 

processus, une séquence régulatrice sur l’intron 9 permet l’exclusion de l’exon 9 générant 

ainsi un ARNm codant l’isoforme long, CASP-2L.  

Sur le gène CASP-2, un second promoteur localisé en aval de l’exon 1(L) permet 

l’exclusion de l’exon 1 et la synthèse d’un pré-ARNm alternatif. L’épissage de ce transcrit 

conduit à la formation d’un ARNm codant un isoforme court, CASP-2L. Dans la séquence de 

l’ARNm, la présence de 61 paires de bases (pb) correspondant à un exon dit « alternatif » ou 

exon 9, entraîne un décalage du cadre ouvert de lecture et a pour conséquence la formation 

d’un codon stop prématuré localisé en fin de séquence de cet exon (Logette E et al., 2003 ; 

Kitesvka T. et al., 2009). 

L’inclusion ou l’exclusion de l’exon 9 dépend d’une séquence régulatrice intronique de 100 

nucléotides, appelé In100, localisée dans l’intron 9 et qui permet de réguler l’épissage au 

niveau de cet exon. L’élément In100 est divisé en deux domaines juxtaposés qui participent à 

l’élimination de l’exon 9 selon deux mécanismes distincts. La première portion de cette région 

consiste en un site 3’ accepteur d’épissage leurre suivi d’un élément riche en pyrimidine, 

répresseur, In50dn. Côté et al., en 2001 ont proposé un modèle selon lequel le site leurre 

accepteur 3’ engagerait un complexe d’épissage dit « non productif » ou « pseudo-

spliceosome », en fixant le complexe ARN/protéine U2 small nuclear RiboNucleoProtein 

(snRNP). Ce dernier se lierait ensuite à U1-snRNP sur le site d’épissage 5’ de l’exon alternatif 

pour favoriser l’appariement des exons 8 et 10. La région In50dn participerait à l’interaction 

non productive du site leurre dans le but d’éliminer cet exon. D’ailleurs, cette portion de In100 

peut interagir avec un facteur de régulation majeur de l’épissage alternatif, polypyrimidine 

tract binding protein ou PTB pour participer à l’exclusion de l’exon 9. Ainsi chaque domaine 

de l’élément In100 peut fonctionner indépendamment pour réprimer l’inclusion de cet exon 

alternatif. La liaison de PTB à In50dn est la partie intégrante d’un mécanisme coordonné, qui 

inclut l’utilisation du site leurre 3’ pour maintenir un faible niveau d’inclusion d’exon 9 dans la 

majorité des types cellulaire. (Côté J. et al., 2001a et 2001b) 

Des études complémentaires de la séquence des ARNm ont également mis en évidence 

l’existence de trois sites potentiels d’initiation de la traduction au niveau de l’exon 2 pour 



 INTRODUCTION  

107 
 

l’isoforme long, bien qu’une seule séquence corresponde à la séquence consensus d’initiation 

ACCAUGG identifiée par Kozak en 1986. En revanche pour l’isoforme court, deux sites 

d’initiation de la traduction sont fonctionnels et permettent la synthèse de deux isoformes de 

CASP-2S (Logette E et al., 2003). En plus de ces isoformes, il semblerait que deux isoformes 

additionnels existent. En effet, l’expression de CASP-2S-pro et CASP-2L-pro seraient la 

conséquence d’un événement d’épissage entre une partie de l’exon 4 avec une région dans 

l’exon 6. Cette étape entraînerait un décalage du cadre ouvert de lecture et un arrêt de 

traduction prématurée après le domaine CARD. 

 
Figure 29. Génèse des isoformes de Caspase-2S et 2L. 
L’isoforme pro-apoptotique 2L est généré par initiation de la transcription à partir d’un promoteur en 
amont de l’exon 2. Le pré-ARNm CASP-2L contient un premier exon non codant qui commence au 
nucléotide 3146 en amont du second exon contrairement au premier exon du pré-ARNm qui débute à 1952 
nucléotides en amont de l’exon 2. L’ARNm codant CASP-2S possède un exon 9 qui contient un codon stop 
résultant en une terminaison prématurée de la traduction. L’ARNm codant CASP-2L exclu l’exon 9 par un 
processus d’épissage alternatif sous le contrôle d’une séquence régulatrice In100. L’initiation de la 
traduction de CASP-2S peut avoir lieu à partir du premier ou du second codon start (sur trois séquences 
existantes) tandis que la traduction début à partir du troisième codon start pour CASP-2L. Les exons sont 
numérotés au-dessus de la séquence du gène codant CASP-2 et des ARNm. Les lignes en pointillés indiquent 
les évènements d’épissage, les sites d’initation de la transcription sont indiqués par des flèches en gras sur 
le gène et les trois sites d’initiation de la traduction sont représentés par des flèches sur la séquence des 
ARNm. Les codons stop sont modélisé par des panneaux de signalisation sur la séquence des ARNm. 
Kitesvka T. et al., 2009 

3. Localisation tissulaire et subcellulaire  

Chez la souris, les ARNm codant CASP-2L sont retrouvés dans la majorité des tissus 

tandis qu’au niveau protéique, CASP-2L est abondamment exprimée : dans le cerveau, le 
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thymus, dans les ganglions lymphatiques, le colon, le petit intestin et les testicules. Elle est 

cependant plus faiblement exprimée dans les reins, les glandes salivaires et le cœur. En 

revanche, l’expression de CASP-2S est variable et difficilement détectable et dépend du type 

cellulaire, du tissu ainsi que des étapes de développement embryonnaire considérés. Elle 

pourrait cependant être présente dans quelques tissus dont la rate, le thymus et le cerveau. 

Enfin, l’isoforme supplémentaire CASP-2L-pro est exprimé dans la peau, le cerveau et dans le 

colon.  

Dans la cellule, le zymogène de CASP-2 ou pc-2, réside dans le cytosol et de nombreux autres 

compartiments cellulaires incluant, l’appareil de Golgi, la mitochondrie et le noyau, 

dépendant du statut de différenciation de la cellule. Toutefois sa localisation mitochondriale 

reste soumise à controverse (van Loo G. et al., 2002). Le zymogène pourrait être activée dans 

ces différents compartiments tandis que la forme active pourrait subir une translocation en 

réponse à des signaux apoptotiques ou pourrait être activée dans le noyau sans relocalisation 

au cytoplasme. Une particularité de cette enzyme est la localisation constitutive du zymogène 

dans le noyau, où elle est concentrée en filaments ou en spots conséquence d’une 

oligomérisation de la protéine via les domaines CARDs. Cette localisation semble importante 

pour les fonctions de CASP-2 dans la réponse aux dommages à l’ADN et à l’instabilité 

génomique. Deux signaux de localisation nucléaires ou NLSs, localisés sur le pro-domaine de 

CASP-2 sont impliqués dans l’adressage du zymogène au noyau. Une première NLS bipartite 

est localisée en N-ter et s’organise en deux séquences tétrapeptidiques RRSR et KKNR 

séparées de 15 acides aminés. Cette NLS forme la première hélicea du domaine CARD 

impliquée dans l’accumulation en spots et en filaments de CASP-2 dans le noyau. Une seconde 

séquence localisée en C-ter du pro-domaine, semblable à la NLS de c-myc , est placée entre 

les acides aminés 131 et 143 (PLYKKLRLSTD) où la proline et l’aspartate délimitent un centre 

basique. Cette séquence est essentielle à l’import nucléaire de pc-2 par a/b importine. Les 

deux NLS présentent au sein du pro-domaine collaborent pour permettre une plus grande 

polyvalence dans la régulation de l'importation nucléaire de CASP-2 (Colussi P.A. et al., 1998 ; 

Paroni G. et al., 2002 ; Logette E et al., 2003 ; Kitesvka T. et al., 2009). 
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B. Biochimie de la Caspase-2 

1. Activation  

Dans la cellule, la CASP-2 est activée en réponse à de nombreux facteurs tels que : les 

stress génotoxiques, l’activation des récepteurs de mort, les stress du réticulum 

endoplasmique, les variations du métabolisme et bien d’autres.  

1.1. Activation par dimérisation 

Comme les autres Caspases, et plus particulièrement les Caspases initiatrices et 

inflammatoires, CASP-2 est synthétisée dans la cellule, sous forme de zymogène 

monomérique catalytiquement inactif, p51. La séquence de pc-2 s’organise en un long pro-

domaine, abritant un domaine d’interaction CARD, suivi d’une large sous-unité (p19) et d’un 

linker qui lie la petite sous-unité, p12. L’association de p19 et p12 forme le domaine 

catalytique Caspase (Figure 30) (Baliga B.C. et al., 2004 ; Aksenova V.I. et al., 2012).  

La dimérisation est un événement clé requit pour l’activation de CASP-2 (Bouchier-Hayes L. et 

al., 2009). En effet, l’association de deux monomères p51 par les domaines CARDs, permet la 

formation d’un dimère partiellement actif capable de s’autocliver au niveau de l’Asp-333. Le 

clivage au niveau de ce résidu connu pour être le premier site de clivage de CASP-2, a deux 

conséquences pour le dimère. D’une part, il induit des changements conformationnels au 

niveau du site actif qui permettent d’accroître l’efficacité catalytique. D’autre part, le clivage 

permet la stabilisation du dimère en solution. Par conséquent cette étape de maturation est 

nécessaire à l’obtention d’une enzyme stable totalement active, mais n’est pas indispensable 

pour l’activation de l’enzyme. D’autres processus de maturation impliquant le clivage par la 

CASP-3 au niveau d’Asp-169 et Asp-347 peuvent également survenir et permettraient alors 

une amplification du signal suite à l’activation de CASP-3 dans les processus apoptotiques 

(Read S.H. et al., 2002 ; Dostyn L. et al., 2014 ; Bouchier-Hayes L. et al., 2012).  
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Figure 30.  Modèle proposé pour l’activation de CASP-
2.  
Comme les Caspases initiatrices et inflammatoires la pc-
2 est synthétisée sous forme de monomère inactif, p51, 
dans la cellule. Le zymogène est formé de trois domaines, 
qui comprennent un long prodomaine qui abrite un 
domaine d’interaction CARD, suivi du domaine 
catalytique formé par les grande et petite sous-unité, 
p19, p12. L’étape clé de l’activation de CASP-2 est une 
dimérisation par association de domaines CARDs de deux 
monomères. Le dimère partiellement actif résultant de 
cette association est capable de s’autocliver au niveau de 
D333 pour permettre l’obtention d’un dimère 
totalement actif, stable en solution. D’autre processus de 
maturation peuvent avoir lieu, notamment le clivage par 
CASP3 au niveau de D347 et D169. Les sites de 
maturation son indiqué par les flèches et la Cystéine 
catalytique est identifiée en rouge par une astérisque 
(Baliga B.C. et al., 2004). 

1.2. Plateforme d’activation  

In vitro et à de fortes concentrations, les monomères de CASP-2 s’associent facilement, 

en revanche les taux endogènes de CASP-2 requièrent la présence de plateformes de 

recrutement pour accroître la concentration locale en zymogène afin de faciliter leur 

activation selon le modèle de dimérisation induite par proximité (Baliga B.C. et al., 2004). Une 

importante avancée a été faite lorsque Read S.H. et al., 2002 ont démontré que la CASP-2 était 

activée dans un complexe de haut poids moléculaire, semblable à l’Apoptosome et aux autres 

plateformes d’activation des Caspases initiatrices. Le recrutement de la CASP-2 au sein de ce 

complexe est dépendant d’une protéine adaptatrice RAIDD (RIP-associated Ich-1/CED 

homologous protein with Death Domain) et de PIDD1 (p53-induced protein with a death 

domain 1) (Duan H. et al., 1997). L’association de ces protéines forme le PIDDosome décrit par 

le laboratoire de Jürg Tschopp en 2004. Tout comme l’Apoptosome, le DISC et les 

inflammasomes, le PIDDosome induit la dimérisation induite par proximité et par conséquent 

l’activation de CASP-2.  

1.2.1. PIDDosome : Bifurcation entre la mort et la survie cellulaire  

PIDD 1 a été initialement identifié comme gène cible du facteur de transcription p53, 

ou tumor protein 53, PIDD 1 étant ainsi impliqué dans l’apoptose induite par p53. PIDD 1 est 

une protéine de 910 acides aminés (100 kDa), sa région N-ter contient sept motifs LRRs, suivi 

de deux domaines ZU-5 et d’un Death Domain en C-terminal. PIDD1 est exprimée de manière 
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ubiquitaire avec un taux plus élevé au niveau de la rate ; Par ailleurs son expression est élevée 

dans les cellules qui expriment p53. Outre une régulation transcriptionnelle fine en réponse à 

des dommages à l’ADN, l’activation de PIDD 1 est également contrôlée par un second 

mécanisme d’auto-clivage post-traductionnel. Ainsi, un premier auto-clivage de PIDD au 

niveau de Phe-445/Ser-446 donne lieu à un fragment N-ter de 48 kD, PIDD-N (1-445) et d’un 

fragment C-ter de 51 kD, PIDD-C (446-910). Ce dernier est clivé au niveau de Phe-587/Ser-588 

pour produire un dernier fragment de 37 kD, PIDD-CC (588-910), le devenir du dernier 

fragment de 14kD n’ayant pas été caractérisé. Ces étapes de clivage déterminent le devenir 

de la cellule, puisque, PIDD-C favorise la survie cellulaire en recrutant RIP1 et NEMO tandis 

que PIDD-CC permet l’activation de la CASP-2 pour conduire à la mort par apoptose suite à un 

stress génotoxique (Figure 31) (Tinel A. et al., 2007 ; Jang T-h. et al., 2013 ; Sladky V. et al., 

2017). 

 
Figure 31. Modèle de maturation de PIDD 1 et son impact sur les voies de signalisation qui conduisent à la 
survie ou à la mort cellulaire par apoptose. 
 Suite à sa synthèse, PIDD 1 est dans une conformation favorable à une auto-protéolyse au niveau de Ser-
446. Le clivage permet la libération de deux fragments N-ter et C-ter, respectivement PIDD-N et PIDD-C (1).  
Un léger changement de conformation de PIDD-C permet l’activation du site de clivage au niveau de Ser-
588 qui permet la libération de PIDD-CC (2). Ce second évènement de clivage est régulé par d’autres 
mécanismes qui sont associés au degré de gravité des dommages à l’ADN (3). Les deux clivages de PIDD 1 
permettent la formation de deux fragments avec des fonctions distinctes. PIDD-C est capable de lier RIP1 
et NEMO pour permettre l’activation de la voie NFkB. Tandis que PIDD-CC recrute RAIDD qui a son tour 
permet le recrutement et l’activation de CASP-2 au sein du PIDDosome, pour conduire à l’apoptose. Ces 
deux voies de signalisations sont contrôlées par des senseurs du stress génotoxique dans la cellule. D’après 
Tinel A. et al., 2007 et Sladky V. et al., 2017.  
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1.2.1.1. PIDD-CC : La voie de l’apoptose 

La protéine RAIDD est une protéine adaptatrice bifonctionnelle qui possède un 

domaine CARD et un DD. Dans la cellule, RAIDD existe sous une forme ouverte, qui peut lier 

la CASP-2, qui est en équilibre avec une forme fermée, qui ne peut pas se lier à la CASP-2. En 

absence de stress, la forme repliée est majoritaire. En revanche, après un stress génotoxique, 

la forme ouverte est favorisée. De plus, dans ces conditions, les nombreuses lésions à l’ADN 

favorisent le clivage de PIDD-C en PIDD-CC qui conserve le domaine d’oligomérisation putatif 

ainsi que le DD qui présente une forte affinité pour RAIDD. Par conséquent, PIDD-CC s’associe 

à RAIDD par une interaction DD:DD qui permet la stabilisation de la forme ouverte de RAIDD 

d’une part et la formation du cœur du PIDDosome d’autre part. Dans sa conformation ouverte, 

RAIDD peut alors recruter CASP-2 au niveau du PIDDosome par interactions CARD:CARD. Des 

études structurales révèlent que le cœur du PIDDosome est formé de cinq PIDD-DD et de sept 

RAIDD-DD avec des angles d’orientation bien définis. Ce centre se divise en trois couches, 2 

RAIDD-DD forment la couche supérieure (R6-R7), 5 RAIDD-DD (R1-R5) constituent la couche 

intermédiaire tandis que les 5 PIDD-DD définissent la couche inférieure (P1-P5) (Figure 32) 

Détail du cœur du complexe). Un modèle propose que les DD de PIDD et RAIDD s’organisent 

au centre de la structure pour permettre l’oligomérisation tandis que les régions N-ter de 

PIDD-CC ET RAIDD ainsi que la CASP-2 s’organisent à la périphérie du complexe. Au sein de ce 

complexe, la concentration locale en pc-2 est augmentée facilitant ainsi la formation de 

dimères ainsi que les clivages pour l’obtention d’une enzyme mature (Park H.Y. et al., 2007).  

En fonction du type et du contexte cellulaire, il est à noter que PIDD peut être 

dispensable pour l’activation de la CASP-2. En effet, dans les neurones RAIDD est requis pour 

l’activation de CASP-2 mais PIDD est dispensable. 
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Figure 32. Organisation du PIDDOsome. 
 Modèle rendant compte de l’organisation du 
PIDDosome pour l’activation de la CASP-2. Les 
DD de PIDD et RAIDD forment le cœur du 
complexe, encadrés par des pointillés rouges. 
Les domaines N-terminaux, de PIDD et de 
RAIDD sont en périphérie du cœur. Lorsque 
RAIDD est fixé à PIDD via une interaction 
DD :DD il est maintenu dans une forme 
ouverte capable de fixer le domaine CARD de 
CASP-2 par une interaction CARD:CARD, par 
conséquent lorsque le PIDDosome est formé 
par association de PIDD et RAIDD, ce dernier 
peut permettre le recrutement de CASP-2. Les 
molécules de CASP-2 sont représentées en 
dimère afin d’illustrer la dimérisation induite 
par proximité au sein du PIDDosome. Le détail 
du centre du complexe est représenté dans le 
rectangle en pointillé, la vue de côté montre 
une organisation en trois couches, avec 2 
RAIDD-DD (vert et jaune), La couche 
intermédiaire est formée de 5 RAIDD-DD 
(rouge, violet, organe, magenta et rose). La 
couche inférieure contient 5 molécules de 
PIDD-DD. Le détail de la couche inférieure 
montre l’organisation des couches avec des 
angles de rotations bien distincts qui régissent 
l’assemblage du PIDDosome. D’après Park 
H.Y. et al., 2007 

1.2.1.2. PIDD-C : La voie de la survie 

En réponse à un stress génotoxique qui entraine la rupture des deux brins de l’ADN, 

PIDD-C est transloqué au noyau, où Il peut alors interagir avec RIP-1 et NEMO pour former le 

PIDDosome-NEMO (NFkB Essential Modulator). La formation de ce complexe facilite la 

sumoylation de NEMO qui est requise pour sa phosphorylation par la Serine/Thréonine kinase 

ATM (ataxia telangiectasia mutated), activée en réponse aux dommages à l’ADN. NEMO subit 

enfin une étape de mono-ubiquitinylation qui avec la phosphorylation lui permet d’être 

exporté hors du noyau. Dans le cytoplasme, NEMO permet l’adressage de l’inhibiteur IkB au 

protéasome pour sa dégradation, résultant en la libération et l’activation de NFkB qui est alors 

transloqué dans le noyau pour permettre la transcription de gènes de survie et de 

l’inflammation (Tinel A. et al., 2007).  

Compte tenu de ces observations, PIDD agit comme un interrupteur entre la survie par 

activation de la voie NFkB et l’apoptose par activation de la CASP-2. La régulation de ces deux 

voies alternatives dépend du clivage de PIDD. En effet, le ratio de PIDD-C et PIDD-CC varie 

dans les cellules exposées à des différents dommages à l’ADN. Un nombre limité de ruptures 

de l’ADN conduisent à l’activation de NFkB par le fragment PIDD-CC tandis que des dommages 

plus importants vont entraîner le clivage de PIDD-C en PIDD-CC pour entraîner une mort 

Side view Top view Layer P1-P5
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cellulaire par apoptose. Ainsi, la production des deux fragments régit le devenir de la cellule 

qui conduit par défaut à une voie de survie cellulaire et lorsque le processus de réparation 

échoue, la cellule entraîne l’activation de la voie pro-apoptotique par le biais de PIDD-CC et la 

CASP-2. 

Ainsi, CASP-2 présente un mécanisme d’activation qui s’apparente à celui des CASP-8 et -9, la 

définissant comme une Caspase initiatrice.  

1.2.1.3. D’autres voies d’activation ?  

Il existe des mécanismes d’activation de la CASP-2 indépendant du PIDDosome chez 

les mammifères. En effet, il semblerait que la dimérisation et par conséquent son activation 

pourrait survenir en l’absence de plateforme d’activation. La dimérisation de CASP-2 pourrait 

être expliquée par une augmentation locale de la concentration en zymogène et/ou dû à des 

modifications post-traductionnelles (acétylation en N-ter) qui pourraient favoriser son 

activation. Par exemple, en réponse à un efflux de K+ où à un choc de température qui induit 

une agrégation de protéine.   

Un autre mécanisme d’activation de CASP-2 en lien avec l’induction de l’apoptose implique 

des acteurs des voies intrinsèque et extrinsèque. Dans ce mode d’activation le signal de 

dommages à l’ADN est guidé par p53 qui permet l’activation du récepteur Fas à la membrane 

et la formation du DISC. Il s’en suit le recrutement de FADD, de CASP-8 et de manière 

surprenante, de CASP-2. À ce stade, la CASP-2 et CASP-8 sont responsables du clivage de BID 

en tBid actif pour induire la PMEM et l’activation de l’apoptose. Dans ce mode d’activation, 

l’activation de CASP-2 pourrait renforcer une activation modérée de la CASP-8, tel que mis en 

évidence dans les cellules de types II des patients atteints du syndrome de Barth, maladie 

génétique liée au chromosome X. Ainsi, la CASP-2 pourrait accentuer les dommages à la 

mitochondrie pour renforcer le processus d’apoptose. 

Enfin, il a été montré récemment que lors des dommages à l’ADN la CASP-2 est activée au sein 

de plates-formes localisées dans le cytoplasme et le noyau. La localisation différentielle des 

plates-formes d’activation semble être déterminée par PIDD car PIDD ne pourrait être 

nécessaire à l’activation que dans le noyau. Dans cette étude, Ando K. et al., en 2017 ont 

montré que la phosphoprotéine nucléophosmine (NMP1) était directement et spécifiquement 

responsable de l’assemblage du PIDDosome dans le noyau, un événement essentiel pour 

l’apoptose issue de l’activation du PIDDosome suite à des dommages à l’ADN. Ils ont proposé 

un modèle où deux plates-formes d’activation pour la CASP-2 existaient, l’une dans le 
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cytoplasme ou le noyau indépendante de PIDD qui nécessite toutefois la présence de RAIDD 

tandis que l’autre, dans le noyau, seulement requiert PIDD. En conclusion de cette étude, ils 

avancent que l’assemblage du PIDDosome en réponse à des dommages à l’ADN est régulé par 

la présence et la localisation de NMP1. En plus, CASP-2 est également recrutée sur une 

plateforme distincte, dans le cytoplasme et qui s’avère être indépendante de PIDD 

(Krumschnabel G. et al., 2009).  

2. Structure et Catalyse  

2.1. Organisation générale 

La structure de CASP-2 comprend deux copies de monomères p19/p12. L’organisation 

générale est la même que pour les autres Caspase avec un cœur formé de 12 brins b centraux 

organisés en deux feuillets tête-bêche, entourés de quatorze hélicesa. En termes d’identité de 

séquence la CASP-9 est le membre le plus proche de la CASP-2. De plus, la CASP-2 présente 

une longue extrémité structurée N-terminale de la large sous-unité p19, une propriété 

partagée uniquement avec la CASP-1. Cette dernière, comme la CASP-2 présente un pont 

disulfure qui permet de stabiliser cette extension. L’édifice global est maintenu par des 

interactions au travers de l’interface de dimérisation, essentiellement entre les résidus des 

brins b centraux, portés par les petites sous-unités p12.  

2.2. Structure  

2.2.1. Topologie du site actif 

Au sein du dimère, chaque monomère de CASP-2 possède un site actif, contrairement 

à la CASP-9 où une gêne stérique entre les résidus Tyr-331 et Phe-390 empêche la formation 

de deux sites actifs fonctionnels au sein du dimère (Renatus M. et al., 2001). En Figure 12C la 

liaison du site actif avec l’inhibiteur Ac-LDESD-CHO révèle les détails de l’interaction entre les 

sous-site de l’enzyme et l’inhibiteur. La composition du sous-site S1 est strictement conservé 

entre Caspase, compte tenu de la spécificité stricte de clivage après un Asp en P1. La chaîne 

de l’Asp est enfouie dans une poche profonde, chargée positivement et est stabilisée par des 

interactions électrostatiques avec les Arg-179 et Arg-341 ainsi que par liaison hydrogène avec 

Gln-283. L’oxygène du carbonyle en C-ter interagit avec le groupement imidazole de l’His-237 

ainsi qu’avec le proton de l’amide de la Gly-238 qui forme en partie le trou oxyanion.  

La poche S2 de l’enzyme n’est pas restrictive et tolère une grande variété de chaînes latérales, 

son implication dans la reconnaissance du substrat est donc considérée mineure. 
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La majorité des Caspases accommodent préférentiellement un glutamate en P3 qui est 

stabilisé par interaction électrostatique avec l’Arg-341.  

La poche S4 est décrite comme la plus sélective et par conséquent la plus déterminante pour 

la spécificité de substrat. En tant que Caspase du groupe II, CASP-2 tolère uniquement un 

Aspartate en P4. Le sous-site S4 de CASP-2 forme un tunnel très étroit où les deux oxygènes 

du carboxyle forme des liaisons hydrogènes avec Tyr-382, Asn-342, Trp-348 et par 

l’intermédiaire d’une molécule eau ordonnée avec Glu-380 et Arg-381 (Figure 12C).  

Pour la CASP-2 la reconnaissance d’un résidu en P5 joue un rôle crucial dans la catalyse, 

contrairement aux autres Caspases. Une analyse de surface du site actif de CASP-2 a révélé 

une extension du site de liaison du substrat en N-ter formant ainsi un sous-site de 

reconnaissance supplémentaire qui permet d’accommoder un cinquième résidu. La poche 

hydrophobe S5 est formée par la chaîne latérale de Pro-385 et du groupement phényle de 

Tyr-383. Cette composition résulte en une préférence pour un petit résidu hydrophobe en P5. 

Au sein de cette poche, la bonne orientation du résidu est assurée par l’établissement de deux 

liaisons hydrogènes établies entre les groupes amino- et carboxy- du résidu en N-ter de 

l’inhibiteur avec les protons de l’amide de la chaîne principale et de l’hydroxyle de Thr-343. 

Ces observations font de Thr-343 et Tyr-383 des acides aminés essentiels pour la 

reconnaissance du résidu en P5 du substrat (Schweizer A. et al., 2003). 

2.2.2. Cas de l’interface de dimérisation  

Une propriété unique à la CASP-2 est la présence d’un pont disulfure au niveau de 

l’interface de dimérisation. En tout, quatre résidus cystéine, conservés, sont alignés au travers 

de l’interface. La paire centrale, Cys-390 (ne suit pas la convention de numérotation de CASP-

1) et Cys-390’ (« ‘ » désignant les résidus portés par le second monomère) est engagée dans 

un pont disulfure enfouis au cœur de l’interface, tandis que Cys-329 et Cys-329’ ne forme pas 

de pont avec leur voisins respectifs Cys-390 et Cys-390’ bien que la géométrie de l’interface le 

permette. Toutefois, ce pont disulfure ne semble pas être impliqué dans la dimérisation et la 

stabilisation du dimère mais pourrait constituer un pont allostérique qui permettrait de 

réguler l’activité CASP-2 avec des effets à distance sur le site actif (Schweizer A. et al., 2003 ; 

MacKenzie S.H. et al., 2012).  
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2.3. Mécanisme catalytique : La Caspase-2 en action  

Pour expliquer la catalyse Tang Y. et al en 2011 ont suggéré un mécanisme en trois 

étapes : activation de l’enzyme, liaison du substrat et formation d’un intermédiaire 

tétraédrique suite à l’attaque nucléophile par la cystéine catalytique.  

De subtils changements de conformations sont à noter pour la préparation de la CASP-

2 pour la catalyse. Ces modifications se concentrent essentiellement au niveau des quatre 

boucles qui forment le site actif. Dans la structure en absence d’inhibiteur ou apoenzyme les 

boucles L1, L2, L3 et L4 sont flexibles et non structurées et Glu-217 (ne suit pas la convention 

de numérotation de CASP-1) porté par la boucle L1 forme un pont salin avec l’Arg-378. En 

revanche dans la forme complexée de l’enzyme avec l’inhibiteur, le pont salin est rompu et 

permet l’orientation de l’Arg-378 dans le sous-site S1. Ces observations suggèrent donc que 

la rupture du pont salin et l’organisation des boucles dans une configuration active 

surviennent à l’arrivée d’une molécule de substrat. La fixation des molécules de substrat se 

fait de manière séquentielle, c’est à dire qu’une molécule de substrat se fixe à un seul site 

actif, bien que l’autre site non occupé soit dans une conformation active également. Cela 

signifie que la fixation d’une molécule de substrat au niveau du second site actif ne se fait pas 

de manière coopérative puisque le site se trouve déjà dans une conformation active. Lorsque 

les deux sites actifs sont occupés l’attaque nucléophile de la cystéine sur le carbonyle du 

substrat permet la formation d’un intermédiaire tétraédrique, l’hydrolyse peut donc avoir 

lieu.  

 
Figure 33. Modèle suggéré pour l’initiation de la catalyse pour CASP-2.  
Représentation schématique reprenant les étapes de la catalyse. Dans la forme libre, les boucles L1, L2, L3 
et L4 qui forment le site actif sont flexibles et désordonnées. Au cours de l’arrivée d’une molécule de 
substrat est associée à la réorganisation des boucles ainsi qu’à la rupture du pont salin. Ensuite, la liaison 
de deux molécules de substrat se fait de façon séquentielle et non coopérative. Enfin, l’attaque nucléophile 
par la cystéine catalytique permet la formation d’un intermédiaire tétraédrique.  
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3. Substrats endogènes 

Selon la classification des Caspases établie par N. Thornberry en 1997, la CASP-2 

appartient aux groupe II, la regroupant ainsi avec les Caspases exécutrices, CASP-3 et -7. 

Contrairement aux autres Caspases qui reconnaissent et clivent leurs substrats en 

reconnaissant un motif tétrapeptidique, la CASP-2 a besoin de reconnaître un motif 

pentapeptidique pour exercer son activité de clivage de manière optimale. D’ailleurs, la 

séquence préférentiellement reconnue par la CASP-2 est le motif VDVAD, qui est aussi 

reconnu par les Caspases du groupe II (CASP-3 et -7) auquel elle appartient. 

Le facteur de transcription CUX-1 (CUT-like homeobox 1) est efficacement clivé par les CASP-

2, -3, -7, -8, -9 et -10 mais pas par la CASP-6. Cette protéolyse résulte en la perte de deux 

domaines de répression permettant la transcription de gènes du cycle cellulaire qui entraîne 

l’entrée en phase S, phase de réplication de l’ADN (Truscott M. et al., 2007). La Golgin-160 est 

une protéine de l’appareil de Golgi qui joue un rôle structural dans cet organite. Bien que 

Golgin-160 soit clivée 20 fois moins efficacement que CUX-1 la proportion de CASP-2 résidant 

au niveau de l’appareil de Golgi fait que le clivage de Golgin-160 est initialement dépendant 

de la CASP-2 (Mancini M. et al., 2000). Par ailleurs, elle est également clivée par CASP-3 et -7 

à des étapes plus tardives de l’apoptose. Le clivage de la Golgin-160 par CASP-2 contribuerait 

au démantèlement de l’appareil de Golgi au cours de l’apoptose. La CASP-2 peut également 

cliver BID en tBID pour entraîner sa translocation à la mitochondrie et provoquer la 

perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (PMEM) pour aboutir au relargage 

du cytochrome c dans le cytoplasme. Cependant la CASP-2 clive bien moins efficacement BID 

que CASP-8 mais ce clivage pourrait s’avérer nécessaire en fonction du contexte cellulaire 

(Guo Y. et al., 2002 ; Yin X.M. et al., 2006). Par exemple, BID et CASP-2 sont tous deux requis 

pour une induction de l’apoptose suite à un stress du réticulum endoplasmique (RE). L’aII 

spectrine est une protéine de la membrane plasmique qui peut être clivée par la CASP-2 

(Rotter B. et al., 2004). Sa protéolyse au cours de l’apoptose conduit à une déstabilisation du 

cytosquelette. CASP-2 peut également cliver la protéine Kinase RIPK-1, qui est responsable de 

l’activation de la voie NF-kB en réponse au TNFa ainsi qu’aux dommages à l’ADN. Le clivage 

de RIPK1 résulte en une inhibition de la voie de survie cellulaire, levant ainsi le blocage de 

l’expression des gènes pro-apoptotiques (Guha M. et al., 2010). Mdm2 (Mouse double minute 

2 homolog) qui joue un rôle dans le contrôle de l’expression de p53 ainsi que d’autres 

protéines via l’ubiquitinylation est aussi une cible de CASP-2. Il a été démontré dans les 
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cellules cancéreuses humaines du poumon que CASP-2 hydrolyse Mdm2, au niveau du motif 

FDVPD367 permettant la libération du domaine de liaison à p53 et du domaine RING 

responsable de l’ubiquitinylation. Le fragment p60 résultant de ce clivage entre en 

compétition avec Mdm2 pour la fixation à p53. L’action de CASP-2 à ce niveau permet une 

augmentation des niveaux de p53, responsables de l’arrêt du cycle cellulaire (Oliver T.G et al., 

2011). La CASP-2 peut également cliver iCAD, ayant pour conséquence une activation de CAD 

qui peut alors participer à la fragmentation de l’ADN en exerçant son activité de DNAse (Dahal 

G.R ; et al., 2007). Dans ce processus CASP-3 est en revanche plus active. CASP-2 peut 

également cliver et activer CASP-7 mais à pH inférieur à 7, par conséquent ce clivage pourrait 

ne pas avoir lieu en conditions physiologiques. En plus de ces protéines, la CASP-2 clive de 

nombreux autres substrats tels que : desmoplakine, une protéine du cytosquelette ; PKC d ; 

HDAC 4 ; Sirt1 ; BAD (Kitevska T. et al., 2009 ; Aksenova V.I. et al., 2012 ; Miles M.A. et al., 

2017). Enfin, la CASP-2 est également capable de cliver l’Huntingtine au niveau de l’Asp-552 

(Hermel E. et al., 2004). L’ensemble des substrats biologiques de la CASP-2 sont répertoriés 

en Table 4. 

Table 4. Substrats de CASP-2 
Substrats Site de clivage Activité après clivage 
CUX-1 Asp-1320 ; Asp-1336 ; Asp-1339 ; 

Asp-1351 
Accélération de l‘entrée en phase S 

Golgin-160 Asp-59 Fragmentation du complexe de Golgi 
BID Asp-60 PMEM 
Pc-2 Asp-169 ; Asp-333 ; Asp-347 ;  Activation  
Pc-7 Not mapped Activation 
iCAD Asp-117 Fragmentation de l’ADN 
Huntingtin Asp-552 Dégradation en produits cytotoxiques, 

dégénérescence des tissus nerveux. 
Desmoplakin Not mapped Élimination cytosquelette 
aII spectrine Asp-1158 Déstabilisation cytosquelette 
HDAC 4 Asp-289  
PKC d Not mapped Déstabilisation des lamines nucléaires et 

inhibition de DNA-PK expression 
PARP-1 Asp-214 Inactivation des réparations de l’ADN 
BAD Not mapped Induction de l’apoptose 
RIP1 Not mapped Inhibition de la voie NF-kB 
Mdm2 Asp-367 Perte du domaine RING, liaison à p53 et 

stabilisation 
Sirt1 Lys-49 Activation CASP-2 
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C. Caspase -2 : Rôles Biologiques   

1. Souris constitutivement déficientes en Caspase-2 

La CASP-2 est intimement liée à CED-3 (C. elegans) et à DRONC (D. melanogaster). Puisque 

des mutations de ced-3 et Dronc conduisent à une abolition de la mort cellulaire programmée, 

il était attendu que les souris constitutivement déficientes en CASP-2 présenteraient des 

phénotypes rendant compte d’une inhibition de la mort cellulaire. Cependant, deux lignées 

de mutants ne présentaient aucuns phénotypes majeurs rendant compte d’une perte de la 

CASP-2. En effet, les souris se développent normalement et sont fertiles avec une apoptose 

identique aux animaux contrôles au niveau des neurones et des thymocytes. Toutefois, des 

phénotypes légers sont associés à la délétion de la CASP-2. Par exemple, une réduction du 

nombre de motoneurones au stade néonatal ; une augmentation du nombre d’ovocytes chez 

les souris constitutivement déficientes en CASP-2 femelles, et une résistance de ces ovocytes 

à l’apoptose induite par la doxorubicine, par ailleurs les lymphocytes B sont également 

partiellement résistant à la mort induite par le granzyme B et la perforine. De plus, les 

neurones prélevés des souris CASP-2-/- sont résistants à la mort induite par le peptide b-

amyloïde (Troy C.M. et al., 2000 ; Jean Y. Y. et al., 2013), ou par une carence en NGF (Troy C.M. 

et al., 1997 ; Bergeron L ; et al., 1998 ; Vigneswara . Les souris CASP-2-/- montrent également 

des signes de vieillissement prématuré avec notamment une accumulation de dommages 

oxydatifs, ce qui pourrait là aussi suggérer un rôle de CASP-2 dans la mort cellulaire induite 

par une accumulation d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) (Zhang Y. et al., 2007 ; Braga M. 

et al., 2008 ; Lopez-Cruzan M. et al., 2013 ; Wilson C.H. et al., 2015 ; Makwana M. et al., 2017) 

Les fibroblastes embryonnaires de ces souris (MEFs) présentent un délai ou une réduction 

dans la réponse apoptotique suite à un traitement avec des agents cytotoxiques et présentent 

une augmentation des dommages à l’ADN suite à une irradiation, suggérant que la perte de 

la CASP-2 favorise la survie de cellules avec ce type d’altérations (Dawar S. et al., 2017). De 

plus, lorsque les MEFs CASP-2 -/- sont transformés, avec des oncogènes tels que Ras et EA1 

(Adenovirus early region 1A) et implantés dans des souris nudes, au système immunitaire 

défaillant, le développement de tumeur agressive est rapide. Ces modifications « mineures » 

chez ces souris mutantes laissent à penser que la CASP-2 a des fonctions redondantes mais 

qu’elle joue aussi un rôle important dans un nombre considérable de voies de signalisation 
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qui peuvent être indépendante de l’apoptose (Bergeron L. et al., 1998 ; Kumar S. 2009 ; 

Aksenova V.I. et al., 2012).  

2. Caspase-2, son rôle dans les processus apoptotiques  

Bien que la CASP-2 soit l’un des premiers membres identifiés, son rôle dans les processus 

apoptotiques a longtemps été soumis à controverse. Bien que beaucoup d’études in vitro 

aient montré son implication dans la mort cellulaire induite par différents stress qui incluent 

p53, ERO, stress du RE, l’absence de phénotypes majeurs chez les souris CASP-2-/- suggèrent 

des fonctions redondantes dans l’homéostasie cellulaire au cours du développement et dans 

les organismes adultes (Kumar S. 2009). Par ailleurs, il a longtemps été difficile de lui attribuer 

un rôle d’initiatrice ou d’exécutrice de l’apoptose. Pour cause, elle possède des propriétés 

propres à ces deux groupes de Caspases apoptotiques. D’une part, sa spécificité de substrat 

la classe parmi les exécutrices (Thornberry N. et al., 1997). D’autre part, la forme de son 

zymogène, avec un long pro-domaine contenant un motif d’interaction homotypique CARD, 

ainsi son mode d’activation qui nécessite une étape de dimérisation, pouvant se faire au 

niveau de plateforme d’activation en font une Caspase initiatrice. Contrairement aux autres 

Caspases initiatrices CASP-2 ne clive pas directement les Caspases exécutrices, en revanche 

elle les active indirectement en agissant en amont de la PMEM. En effet, suite à différents 

stress (dommages à l’ADN, déstabilisation du cytosquelette, ROS, choc de température) CASP-

2 induit la PMEM en clivant et activant BID, qui induit à son tour l’activation de BAX et/ou BAK 

pour entraîner la libération de cytochrome c dans le cytosol et par conséquent l’apoptose 

(Guo Y. et al., 2002 ; Kumar S. et al., 2002 ; Lassus P. et al., 2002 ; Bonzon C. et al., 2006) Ces 

observations associées au fait que l’apoptose induite par la CASP-2 soit bloquée par la 

protéine pro-apoptotique Bcl-XL permettent de placer la CASP-2 en amont de la PMEM, et la 

classe donc parmi les Caspases initiatrices. Toutefois, en fonction du type ou du contexte 

cellulaire la CASP-2 peut être également activée en aval de la PMEM, par la CASP-3 

notamment suite à un traitement à l’étoposide ou une irradiation aux rayons-g (Bouchier-

Hayes L. et al., 2010).  

La présence de la CASP-2 au niveau de la mitochondrie est depuis toujours soumise à 

controverse (Bouchier-Hayes L., et al., 2010 ; Paroni G. et al., 2002 ; van Loo G et al., 2002). 

Dans une étude publiée en 2016, Lopez-Cruzan M. et al., ont démontré que la Casp-2 existait 

dans ce compartiment en comparant les fractions de tissus issues d’animaux CASP-2-/- et 
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sauvage. De plus, dans des lignées de fibroblastes NIH 3T3 transfectées pour suivre l’activité 

CASP-2, l’ajout de 100 μM tert-butyl hydroperoxide (t-BuOOH) pendant 1h induit le clivage de 

la CASP-2 dans la mitochondrie. Ils ont donc démontré au travers de cette expérience que la 

CASP-2 était active dans cet organite. Ils ont enfin démontré que la CASP-2 était un médiateur 

de l’apoptose dans des fibroblastes primaires traités avec des générateurs de ROS tels que la 

roténone, l’oligomycine et antimycine A. Toutefois, la CASP-2 n’est pas impliqué dans la mort 

de ces cellules induites avec de l’étoposide.  

3. La Caspase-2 comme suppresseur de tumeur ? 

Les MEFs CASP-2 -/- sont résistantes à la mort induite par des agents anticancéreux ainsi 

que par des irradiations, qui créent des dommages à l’ADN. De plus, ces cellules présentent 

des défauts de réponse apoptotique suite à l’activation des points de contrôle du cycle 

cellulaire, avec causés par des dommages à l’ADN. Dans des cas particuliers, la délétion de 

CASP-2 résulte en une capacité des cellules à acquérir des phénotypes de cellules transformés 

qui peuvent en plus devenir tumorales (Ho L.H. et al., 2009).  

3.1. Des preuves issues des modèles animaux 

Bien que la délétion de la CASP-2 ne soit pas suffisante pour induire une tumorigénèse 

spontanée chez la souris, il s’avère que croisés avec un fond oncogénique, les fonctions de la 

CASP-2 dans la tumorigénèse deviennent apparentes. Par exemple, une délétion de CASP-2 

chez des souris transgénique Eµ-Myc, accélère la lymphomagénèse, constituant une première 

preuve quant à une fonction de suppresseur de tumeur pour CASP-2. En utilisant des modèles 

de tumorigénèse induit, il a pu être démontré que CASP-2 ne parvient pas à prévenir de la 

tumorigénèse induite par une irradiation ionisante suggérant donc que la CASP-2 n’est pas un 

suppresseur de tumeur général mais pourrait agir de la sorte dans des contextes particuliers 

Ho L.H. et al., 2009. Par conséquent, les fonctions de la CASP-2 dans la suppression de tumeur 

est évidente dans des conditions de stress oncogéniques mais ne permet pas d’empêcher la 

tumorigénèse au moment de sa mise en place. Ce qui explique que les souris CASP-2-/- ne 

développent pas de tumeurs spontanément mais que sa délétion potentialise la tumorigénèse 

chez des souris sujettes au tumeurs (Puccini J. et al., 2013). 

3.2. Généralités sur la régulation du cycle cellulaire 

La progression du cycle cellulaire finement régulée par une série de point de contrôle afin 

de protéger contre des dommages à l’ADN induit par des stress au niveau de : la réplication, 
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du métabolisme, des radicaux libres, par des irradiations ionisantes ainsi que par des 

composés génotoxiques. L’activation de es points de contrôle est dépendante de l’activité de 

kinases cyclin-dépendante (CDKs) ainsi que par des inhibiteurs de ces enzymes, tels que p19 

et p16. Par conséquent, une mauvaise ségrégation des chromosomes au cours de la mitose 

ou un nombre trop important de lésions de l’ADN induisent une réponse de dommage à l’ADN 

(DDR). Cette DDR active les points de contrôle du cyle cellulaire et conduit soit à une entrée 

en sénescence des cellules pour permettre la réparation soit à la mort par apoptose, pour 

permettre l’élimination des cellules trop endommagées. ATM (Ataxia telangiectasia-

mutates), ATR (Rad3-related protein) et les checkpoint kinases (Chk1, Chk2) sont essentielles 

pour l’arrêt du cycle cellulaire et la réparation de l’ADN. En effet, l’activation d’ATM/ATR 

entraîne la phosphorylation et l’activation de l’Histone H2AX qui va être recrutée au niveau 

du site de lésion. Il s’en suit l’activation d’autre protéines dont p53 qui permettent l’activation 

des points de contrôle. D’ailleurs l’activation de p53 est finement régulée par phosphorylation 

par ATM/Chk2. Ce complexe permet également la dégradation de Mdm2 qui maintenait p53 

dans un état inactif par ubiquitinylation (Dorstyn L. et al., 2012). 

3.3. Mécanismes possibles de la suppression de tumeur par Caspase-2 

3.3.1.1. La Caspase-2, point du contrôle du cycle cellulaire ? 

Le lien entre CASP-2 et régulation du cycle cellulaire a été proposé suite à la mise en 

évidence d’une interaction entre CASP-2 et Cyclin D3, un régulateur positif de la transition 

G1/S, dans le noyau. Cette interaction semblait stabiliser la CASP-2 et pouvait constituer un 

lien entre apoptose et cycle cellulaire (Mendelsohn A.R. et al., 2002). 

 Il a pu être montré que la phosphorylation de CASP-2 au niveau de Ser-340 par le 

complexe Cdk1/Cyclin B1 prévient de la mort cellulaire en réponse à une catastrophe 

mitotique, en empêchant l’activation de la CASP-2 (Andersen J.L. et al., 2009).  

3.3.1.2. Réponses aux dommages à l’ADN  

La cellule emploie de nombreux mécanisme pour protéger l’ADN des stress 

génotoxiques, par exemple en passant par p53 qui active la transcription de protéine de 

dommages à l’ADN. Cependant, si les dommages sont irréparables p53 initie l’apoptose. Pour 

cela il agit en régulateur transcriptionnel pour stimuler l’expression des facteurs pro-

apoptotique BAX, PUMA et NOXA tout en réprimant l’expression des IAPs, pour favoriser 

l’apoptose par la voie mitochondriale (Venderova K. et al., 2012). 
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Suite à des dommages à l’ADN l’activation de la CASP-2 peut conduire à l’apoptose par 

l’intermédiaire du clivage du BID en association ou non avec une up-régulation de BIM. Dans 

des cellules exprimant p53, le clivage de Mdm2 par CASP-2, libère p53 en prévenant de sa 

dégradation et favorise ainsi l’expression d’autre facteurs pro-apoptotique tels que NOXA et 

PUMA (Villunger et al., 2003). L’accumulation de ces protéines entraîne l’activation de la voie 

intrinsèque de l’apoptose, qui passe par la PMEM (Dorstyn L. et al., 2012). 

Une étude menée sur le poisson zèbre a mis en évidence un processus apoptotique conservé 

indépendant de la voie mitochondriale et des récepteurs de morts. Ce processus dépendant 

de ATM/ATR et de CASP-2 est déclenché par des dommages à l’ADN dans des cellules où 

l’activité de Chk1 est compromise et où p53 n’est pas activé. Par conséquent cette voie est 

mise en place exclusivement lors d’un traitement au IR et d’une inhibition de Chk1. Dans cette 

voie, ATM répondrait aux dommages subit par l’ADN tandis qu’ATR serait un senseur de 

l’inhibition de Chk1, en détectant un stress au niveau de la réplication par exemple. Cette voie 

ATR/ATM/CASP-2 pourrait constituer un mécanisme d’élimination des cellules présentant des 

lésions importantes de l’ADN en l’absence d’un contrôle de l’intégrité du génome, en 

l’occurrence l’inhibition de Chk1 (Puccini J. et al., 2013 ; Ando K. et al., 2012, 2017).  

L’activation de cette voie pourrait aussi contribuer à la décision de survie (arrêt du cycle et 

réparation) ou de mort dans les cellules souffrant de dommages de l’ADN (S. Sidi et al., 2008).  

3.3.1.3. Maintien de la stabilité génomique - Aneuploïdie 

Dans des modèles murins de lymphome, Puccini J . et al., en 2013 ont démontré que la 

CASP-2 coopérait avec ATM pour supprimer l’instabilité génomique, le stress oxydant et la 

progression tumorale. L’implication de la CASP-2 dans la stabilité génomique est aussi 

renforcée par le fait que les cellules issues de lymphome de souris CASP-2-/- et ATM-/- soient 

aneuploïdes tandis que l’absence d’ATM seul dans les cellules tumorales ne provoque pas 

cette aneuploïdie. 

Dans les cellules MEFs issues de souris CASP-2-/- ayant subi des irradiations : des altérations 

de la réparation de l’ADN, de l’instabilité génomique ainsi que de l’aneuploïdie sont à noter 

(Miles M.A. et al., 2017). En 2017, Dawar et al., ont pu mettre en évidence que la CASP-2 était 

requise pour l’élimination des cellules aux profils mitotiques aberrants et que cette activité 

est associée à son activité catalytique. En effet, chez les souris mutantes CASP-2C320S, la 

mutation de la cystéine catalytique en sérine entraîne une augmentation de la susceptibilité 

des cellules à l’aneuploïdie. Ils ont également pu démontrer que dans des système ex vivo 
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d‘aneuploïdie sur cellules primaires ou dans des lignées cellulaires humaines, la délétion de 

CASP-2 conduit à une augmentation de la survie des cellules au profils mitotiques aberrants 

qui peuvent de surcroit devenir des cellules tumorales. L’activation de la CASP-2 semble 

survenir à un moment où un point de contrôle mitotique est corrompu. D’ailleurs, la perte de 

l’activité CASP-2 affecte la mitose au niveau de la transition pro-métaphase – métaphase qui 

incluent la formation du fuseau mitotique et l’alignement des chromosomes sur ce fuseau.  

La CASP-2 pourrait limiter l’aneuploïdie en clivant et activant BID, en agissant ainsi en amont 

de la PMEM et de l’activation des CASP-3 et -9. Et son activation semblerait être indépendante 

de PIDD et RAIDD. Ils proposent donc que la mort induite par la CASP-2 participe à l’élimination 

efficaces de cellules présentant des défauts chromosomiques afin de limiter l’aneuploïdie in 

vivo.  

La CASP-2 est également impliquée dans un mode de mort cellulaire induit par des mitoses 

aberrantes caractérisées de « catastrophes mitotiques ». Ce processus semble être important 

pour l’élimination des cellules aneuploïdes. La catastrophe mitotique est donc considérée 

comme processus de suppression de tumeur important pour le maintien de la stabilité 

génomique. CASP-2 pourrait donc être impliquée dans la mort de cellules devenues 

aneuploïdes suite à une catastrophe mitotique résultant d’une mauvaise ségrégation des 

chromosomes par exemple.  

3.3.1.4. Perturbation du cytosquelette  

Les résultats obtenus par Ho L. et al., en 2008 indiquent que la CASP-2 est impliquée dans 

l’apoptose en réponse au traitement par des composés responsables de la déstabilisation du 

cytosquelette (docetaxel, paclitaxel, vincristine, cyto D). D’ailleurs ces observations 

corroborent avec le fait que les patients atteints de leucémie aiguë lymphoblastique 

présentent de faibles taux de CASP-2 associé à une résistance à l’apoptose suite au traitement 

par de la Vincristine. L’apoptose médié par la CASP-2 suite à une déstabilisation du 

cytosquelette est dépendante de l’activation de BID et BAX. Dans ces modèle l’activation de 

la CASP-2 pourrait se faire au niveau du PIDDosome. Ensuite CASP-2 clive BID en tBID pour 

qu’il puisse aller activer BAX pour conduire à la PMEM, suivi du relargage de cytochrome c et 

de l’activation de la voie intrinsèque par formation de l’Apoptosome (Figure 34). 
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Figure 34. Les fonctions de la Caspase-2 dans la mort cellulaire. 
Le stress cellulaire induits par des dommages à l’ADN, une déstabilisation du cytosquelette ou par la 
présence de ROS peuvent conduire à des voies d’activations alternatives pour la CASP-2. En effet, en 
réponse à des dommages au cytosquelette ou à la présence d’anion superoxyde, l’activation de la CASP-2 
se fait en amont de la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale. Suite à des dommages à 
l’ADN, la CASP-2 peut être activée par une voie dépendante de ATM/ATR par un mécanisme encore 
inconnu. Le complexe ATM/ATR peut également activer p53 et entraîner l’apoptose par activation de la 
transcription de protéines pro-apoptotiques telles que PUMA ou NOXA qui entraînent une PMEM at 
activation de la voie intrinsèque. Smac/DIABLO est libéré en même temps que le cytochrome c afin de 
réguler l’action des inhibiteurs endogènes des CASP-3, -7 et -9, facilitant ainsi la cascade d’activation des 
Caspases. Une fois activée la CASP-3 peut cliver et activer un nouveau pool de CASP-2 pour amplifier le 
signal apoptotique (Puccini J. et al., 2013).  

4. Caspase-2 et inflammation  

Le rôle de la CASP-2 dans l’inflammation a été initialement proposé à partir d’une étude 

qui montrait une interaction inductible entre la CASP-2, TNF receptor-associated factor 2 

(TRAF2) et RIPK1 pour permettre l’activation de NF-kB. Cette implication de la CASP-2 dans ce 

processus est indépendante de son activité catalytique mais dépend de son domaine CARD. 

Plus récemment des études in vivo et in vitro positionnent la CASP-2 comme nouveau 

modulateur de l’inflammation. En effet, l’absence de CASP-2 dans des cellules dendritiques 

infectées par Brucella abortus, résulte en des défauts fonctionnels qui incluent : la production 

de cytokine, la maturation de ces cellules, défaut de présentation de l’antigène, la réponse 

des lymphocytes T. Dans des études in vivo pour caractériser le rôle d’anti-âge de CASP-2, des 

souris CASP-2 -/- âgées présentent un stress-oxydant important et de manière intéressante 



 INTRODUCTION  

127 
 

elles produisent un taux supérieur d’IL-1b et d’IL-6, en comparaison aux animaux contrôles 

exposés à des générateurs d’ERO. Ces éléments semblent indiquer que la CASP-2 participe à 

la propagation du signal inflammatoire au travers de la régulation de la défense anti-oxydante 

(Songane M. et al., 2018).  

Trois protéines résidantes dans le RE sont des senseurs qui régissent la réponse aux stress 

du RE, IER1a (Inositol-requiring enzyme 1) ; ATF6 (Activating transcription factor 6) et PERK 

(protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase). Les infections microbiennes sont de 

bons modèles pour l’étude des stress du RE et de l’inflammation car l’infection est souvent 

associée à un stress du RE. La souche RB51 de Brucella abortus est une souche moins virulente 

qui infecte les macrophages et cause un stress du RE conduisant à une forte réponse 

immunitaire. Dans une étude Bronner D.N et al., en 2015 ont démontré que le stress du RE 

induit par RB51 provoquait des dommages à la mitochondrie par une augmentation de la 

production d’ERO, conduisant à l’activation de NLRP3, indépendamment d’ASC et CASP-1, par 

un mécanisme dépendant d’IER1a (Figure 35). De plus, CASP-2 est activée par un stress du RE 

ou par une infection avec RB51 et régule l’activation de CASP-1 (Bronner D.N. et al., 2013). Par 

conséquent, dans des conditions de stress du RE induite par une infection par RB51, NLRP3 

pourrait faciliter le relargage du contenu mitochondrial ainsi que l’activation de 

l’inflammasome via l’activation de CASP-2. En effet, NLRP3 et CASP-2 entraîne une altération 

de la mitochondrie au travers du clivage et de l’activation de BID en tBID qui va à son tour 

activer BAX pour permettre la PMEM. La perméabilisation conduit alors à la libération de 

DAMPs mitochondriaux qui conduisent à l’activation de l’inflammasome. Les mécanismes par 

lesquels IER-1 conduit à une activation de CASP-2 dépendante de NLRP3 sont encore à élucider, 

mais NLRP3 pourrait interagir avec une protéine adaptatrice semblable à ASC via une 

interaction CARD:CARD. Cette voie de signalisation en condition de stress du RE place NLRP3 

en amont de l’activation de CASP-2 et dévoile un mécanisme par lequel NLRP3 facilite 

l’altération mitochondriale pour activer l’inflammasome. 
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Figure 35. Le stress du réticulum suite à une 
infection par RB51 entraîne une activation de 
l’inflammasome par un mécanisme impliquant 
l’activation de CASP-2 par NLRP3. 
En condition de stress du RE suite à une infection 
par la souche RB51 de Brucella abortus, IRE1 induit 
une augmentation de la production d’ERO au 
niveau de la mitochondrie qui entraîen alors le 
recrutement de NLRP3 au niveau de cet organite, 
conduisant au recrutement et à l’activation de 
CASP-2. Cette dernière clive et active BID pour 
entraîner le relargage de facteurs mitochondriaux, 
dont les DAMPs, par l’intermédiaire de l’activation 
de BAX. La libération de ces DAMPs 
mitochondriaux permet alors l’activation de 
l’inflammasome (Bronner D.N. et al., 2015). 

 

5. Caspase-2 et Stress oxydant  

On parle de stress oxydant lorsqu’il y a (i) un excès de formation d’ERO (anion 

superoxyde ou le peroxyde d’hydrogène) ou (ii) une réduction de la machinerie d’élimination 

des radicaux libres qui peut se traduire par une perte de l’activité des enzymes anti-oxydantes. 

La famille de protéine FoxO est un sous-groupe de la grande famille des facteurs de 

transcriptions. Chez les mammifères FoxO1, FoxO3a, FoxO4 et FoxO6 sont impliqués dans de 

nombreux processus physiologiques dont l’autophagie. Les protéines FoxO régulent 

également la transcription de nombreux gènes antioxydant qui incluent les gènes codant 

notamment la super oxyde dismutase 2 (SOD2) et la catalase (Shalini S. et al., 2012). 

 La CASP-2 est soumise à une régulation métabolique par le NADPH (ref), un cofacteur 

essentiel aux enzymes anti-oxydantes telles que la glutathion réductase (GSH-Px) et la 

calmoduline dependant kinase II (CaMK II). De plus, il semblerait que CASP-2 puisse réguler 

l’activité des enzymes anti-oxydantes telles que les SODs, la catalase et les sestrines via la 

modulation de FoxO induisant par conséquent une régulation du taux d’EROs. 

5.1. Phénotypes des souris CASP-2-/-  

Les souris CASP-2-/- montrent des changements phénotypiques minimes qui incluent : une 

durée de vie maximale plus courte que les animaux contrôles bien que la durée de vie 

moyenne, elle, ne soit pas significativement différente, des traits de vieillissement prématurés 

avec des poils gris et qui ont tendance à tomber, une perte de poids nette ainsi qu’une 
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diminution de la masse osseuse chez les souris âgées CASP-2-/-.(ref) Dans leurs travaux, Shalini 

S. et al., en 2012 ont mis en évidence que l’augmentation d’EROs et de dommages oxydatifs 

en absence de CASP-2 contribuent à ces traits de vieillissement prématurés observé chez ces 

animaux. L’augmentation du stress oxydant chez ces animaux serait en parti la conséquence 

d’une activité réduite des enzymes anti-oxydantes SOD et GSH-Px, qui sont les enzymes clés 

du processus d’élimination des EROs, et des antioxydants sestrines causé par une diminution 

de l’expression de FoxO associé à une augmentation de l’expression de p53 chez les souris 

âgées. En effet, l’expression de FoxO1 et Fox3a est réduite chez ces animaux. 

5.2. Le stress oxydant induit une apoptose Caspase-2 dépendante  

La CASP-2 agit en initiatrice de l’apoptose en agissant en amont de la PMEM suite à 

une variété de stress cellulaire qui incluent le stress oxydant. D’ailleurs, l’accumulation d’anion 

superoxyde (O2
.-) entraîne une activation des CASP-2 et CASP-8 qui agissent de concert pour 

cliver et activer BID, pour qu’elle puisse à son tour aller activer BAK au niveau de la 

mitochondrie pour activer la voie intrinsèque (Figure 34) (Madesh M. et al., 2009). Dans le 

processus d’apoptose des cellules musculaires, l’augmentation du stress oxydant peut 

entraîner l’apoptose via l’activation de CASP-2 qui à son tour active la voie intrinsèque par 

l’intermédiaire de l’activation de JNK (c-Jun N-terminal kinase). Il est important de noter que 

le stress oxydant est également impliqué dans l’apoptose dans différents types cellulaires au 

cours du vieillissement. Une étude réalisée en 2008 par Braga M. et al., met en lumière le rôle 

de la CASP-2 dans l’apoptose des cellules du muscle squelettique au cours du vieillissement. 

Ce processus de mort, implique l’activation de CASP-2 induite par le stress oxydant ainsi que 

la phosphorylation de la protéine anti-apoptotique BCL-2 par JNK, au cours du vieillissement 

dans les cellules musculaires. 

5.3. Caspase-2 et homéostasie osseuse en condition de stress oxydant  

Dans les os, les ostéoclastes ont une durée de vie courte (2- 4 semaines) par conséquent, 

une altération qui prolonge leur durée de vie peut résulter en une réduction de la masse 

osseuse. Puisque ces cellules sont riches en mitochondries, l’organite producteur d’EROs, la 

voie intrinsèque de l’apoptose est favorisée pour induire la mort suite à une accumulation 

d’EROs. Dans une étude, Sharma R. et al., en 2014 ont démontré que le stress oxydant 

induisait une induisait une augmentation des taux de CASP-2 dans les ostéoclastes. Ils ont 

également mis en évidence que l’absence de CASP-2 entraînait une augmentation du nombre 
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de cellules en prolongeant leur survie. In vivo, la perte de la CASP-2 induit une perte osseuse 

résultant en une fragilité des os, observée classiquement chez les souris CASP-2 -/-.Cette 

absence de la CASP-2 est également associée à une augmentation stress oxydant dans les os, 

conséquence d’une diminution de l’expression de SOD2 par exemple. Au niveau des 

ostéoclastes la CASP-2 pourrait avoir un rôle dual, d’une part l’up-régulation des antioxydants 

(activité SOD) suite à une exposition à des EROs et d’autre part, en induisant l’apoptose suite 

à des dommages oxydatifs. Un mécanisme d’action proposé est que les ERO endommagent 

les enzymes du métabolisme responsables de la production de NADH. De plus, la 

neutralisation des EROs consomment le NADPH. Ces modifications pourraient altérer les 

fonctions de CaMK II, inhibiteur de CASP-2. Il est également possible que l’altération de CaMK 

II diminue le seuil de sensibilité au stress oxydant pour l’activation de CASP-2 pour permettre 

l’apoptose des ostéoclastes. Ces observations permettent de conclure sur le fait que CASP-2 

est impliquée dans le l’homéostasie osseuse au cours du vieillissement.  

5.4. Répression de l’autophagie  

5.4.1. Généralités sur l’autophagie 

La macroautophagie est un processus d’adaptation induit par des stress, requis pour 

la survie des cellules eucaryotes. Au cours du processus d’autophagie une structure délimité 

par une enveloppe permet d’isoler une partie du cytoplasme de la cellule, c’est 

l’autophagosome. Ce dernier fusionne ensuite avec les lysosomes permettant la formation 

d’autolysosomes qui permettent la dégradation du contenu de ces vésicules. L’autophagie 

permet l’élimination de composés toxiques qui peuvent être recyclés pour réapprovisionner 

la cellule en nutriment ou en acides aminés. Il s’agit d’un processus très conservé. Dans la 

cellule, l’autophagie est réprimée par l’activation de MTOR (mechanistic target of rapamycin) 

qui implique la signalisation AKT ou protéine Kinase B et MAPK (Mitogen-activated protein 

kinase). En revanche, les régulateurs négatifs de MTOR tels que l’AMPK (AMP-actovated 

protein kinase) et la voie de signalisation TP53 favorisent l’autophagie. Les protéines ATG sont 

également impliquées dans le déclenchement de l’autophagie (Mizushima N et al., 2002 ; Yang 

Y.P. et al., 2005 ; Jung C.H. et al., 2010). 

5.4.2. Mécanisme de la répression 

Une étude de Tiwari M. et al., en 2014 a permis de caractériser le rôle de CASP-2 en 

tant que répresseur de l’autophagie. Dans leur étude, la délétion de la CASP-2 conduit à un 
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augmentation du seuil basal de l’autophagie dans différents tissus (cortex cérébral) et types 

cellulaires (MEFs isolé, astrocytes, neurones, osteoclastes). Un rôle des Caspases avait déjà 

été mis en évidence dans l’autophagie, puisque CASP-8 agissait en régulateur de l’autophagie 

et l’inhibition de CASP-8 entrainait une mort par autophagie. La CASP-3 réprime l’autophagie 

suite à différents stress pour favoriser l’apoptose. En revanche la CASP-9 favorise 

l’autophagie. Leurs résultats ont montré que la perte de CASP-2 favorisée l’autophagie tout 

comme les CASP-3 et -8. Contrairement à la CASP-8, la délétion de CASP-2 ne résulte pas en 

une diminution de la survie, plutôt, en absence de CASP-2, et en présence d’un stress, 

l’autophagie favorise la survie sans affecter les taux de CASP-2. En présence de ROS, 

l’induction de l’autophagie par CASP-2 implique une répression de la voie MTOR et une 

activation de la voie AMPK. De plus, CASP-2 et TRP53 pourraient agir de concert via différentes 

voies pour moduler l’autophagie. CASP-2 contrôle également l’autophagie à l’aide de ATG5 et 

ATG7, puisque même de faibles taux de ces deux protéines sont suffisants pour induire 

l’autophagie en absence de CASP-2, suggérant ainsi une activation de la voie canonique de 

l’autophagie. Leur étude fait également référence à l’implication des MAPK, plus 

particulièrement MAPK14 et MAPK1/3 où MAPK14 réprime l’autophagie en empêchant la 

maturation des autophagosomes et MAPK1/3 est un activateur de l’autophagie. En absence 

de CASP-2, l’association d’un faible taux de MAPK14 active et d’un fort taux d’activation de 

MAPK1/3 pourrait agir ensemble pour coordonner l’autophagie. Leurs travaux ont également 

mis en évidence que l’absence de CASP-2 entraîne une augmentation des EROs, notamment 

l’anion superoxyde et non les taux de peroxyde, en amont de l’activation de l’autophagie. Ceci 

suggère que l’autophagie est régulée par les taux d’anions superoxyde.  

6. Caspase-2 et Métabolisme 

Dans leurs travaux, Wilson C.H. et al., en 2017 et 2016 ont démontré que CASP-2 est un 

régulateur de l’homéostasie du glucose, indépendamment de l’insuline, ainsi que du 

métabolisme énergétique basal. CASP-2 semble également moduler la biologie des adipocytes 

et l’expansion de la graisse. La CASP-2 semble promouvoir l’obésité ainsi que la stéatose 

hépatique non alcoolique (NASH). En effet, des sections de foie de patients atteints NASH 

présentent des taux anormalement élevés de CASP-2, avec des taux encore plus élevés pour 

des cas plus sévères. Ces observations corroborent avec les résultats obtenus sur les modèles 

animaux des NASH. Il semble donc qu’une hausse du taux de CASP-2 soit une cause plutôt 
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qu’une conséquence de cette pathologie puisque les foies des animaux CASP-2-/- sont 

beaucoup moins affectés (Machado M.W. et al., 2016). 

Les souris âgées CASP-2-/- présentent une réduction de la masse musculaire et graisseuse, 

elles ont également de plus petits adipocytes blancs, malgré des régimes riches en graisses ou 

en glucides, et une lipolyse augmentée dans le tissu adipeux suite à un jeûne, ainsi qu’une 

augmentation de l’autophagie dans les muscles squelettique et le foie suite au jeûne. Une 

différence entre le métabolisme des mâles et des femelles a aussi été identifiée. Le jeûne 

semble affecter beaucoup plus le métabolisme du foie chez les mâles que chez les femelles. 

Bien que les statuts de CASP-2 n’aient pas d’impact sur la tolérance du glucose chez les 

femelles, les mâles déficients en CASP-2 ont une meilleure tolérance au glucose en 

comparaison aux animaux sauvages. Cette différence pourrait s’expliquer par un shift de 

l’organisme sur l’utilisation du sucre.  

Le jeûne force les animaux à obtenir l’énergie à partir de trois sources : le glycogène stocké 

dans le foie, puis les lipides des adipocytes et enfin les protéines du muscle. Chez les mâles 

uniquement, l’absence de CASP-2 résulte en une hausse de l’utilisation des lipides du tissus 

adipeux et pourrait expliquer la taille réduite des adipocytes. Au niveau cellulaire, l’autophagie 

est également utilisée en période de jeûne prolongé, à ce niveau, l’absence de CASP-2 favorise 

cette voie dans le foie et les muscles chez les deux sexes. 

7. Caspase-2 et Vision 

Une lésion du nerf optique entraîne une mort progressive des cellules ganglionnaires 

de la rétine (RGC en anglais). La sévérité de ce processus est dépendant du type de lésions et 

de la distance de l’œil. Les RGCs transmettent les informations visuelles collectées par les 

photorécepteurs au cerveau via leurs axones dont l’association forme le nerf optique. La perte 

de ces cellules est une caractéristique des maladies ophtalmique qui résulte en une 

détérioration de la vision et une cécité, tel est le cas pour les glaucomes par exemple. Après 

une lésion du nerf optique les RGCs meurent par apoptose. Dans ce processus, la CASP-2 est 

spécifiquement activée. Chez le rat, clamper les axones des RGCs conduit à une perte de 60% 

des cellules en 7 jours, cependant l’injection en intravitreal d’un ARN interférent ciblant CASP-

2 au moment de la création de la lésion prévient totalement de ces dommages. Avec un effet 

sur 12 jours. Dans des modèles plus sévères de lésion du nerf optique, l’axotomie des RGCs 

au niveau de l’oeil du rat entraîne une perte de 90% des RGCs en 14 jours. En revanche, 
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seulement 75 % des RGCs sont perdus pour des yeux traités avec le siRNA CASP-2 (Ahmed Z. 

et al., 2011 ; Vigneswara V. et al., 2012 ; Miles M.A. et al., 2017). Ce siRNA cause diminue de 

65 à 80 % l’expression des ARNm de CASP-2 chez l’homme. Ce composé, nommé QPI-I007 est 

en essai clinique de phase 3 pour le NIAON (Non Arteritic Ischemic Optic Neuropathy) et de 

phase 2 pour le glaucome avec une application pour les glaucomes (Titze-de-Almeida R. et al., 

2017). 

Enfin, sur des modèles de lésions oculaires chez le rat, Thomas C.N. et al., ont pu démontrer 

que la CASP-2 est impliquée dans la mort des RCGs, cette action est localisée puisqu’elle ne 

permet pas de protéger les photorécepteurs de la mort dans ce modèle. Ainsi, l’administration 

en intra vitréenne de siRNA ciblant CASP-2 pourrait constituer un réel atout thérapeutique 

pour les lésions du nerf optique faisant suite à un traumatisme (Thomas C.N. et al., 2018).   

8. Régulation de l’activité Caspase-2  

La difficulté à détecter l’activation de CASP-2 semble indiquer qu’elle est soumise à un 

contrôle très fin. En effet, en absence de stress cellulaire, son activation semble être restreinte 

par de nombreux mécanismes. 

8.1. Régulation de l’expression du gène CASP-2 

Le niveau d’expression ainsi que le ratio des isoformes de CASP-2 sont sous le contrôle 

de nombreux facteurs. Par exemple, la transcription de Casp-2 est réprimée par le Brain 

Derived Neurotrophic Factor. Dans une variété de lignées cellulaires, l’expression de la CASP-

2 est induite par la fixation d’agents hypocholestérolémiants dont le but est de diminuer les 

taux de cholestérol sanguin. Ces derniers viennent se fixer sur des séquences régulatrices, 

SREBP (Sterol regulatory element-binding proteins) localisées dans la région 5’ non codante 

(Logette E. et al., 2005). L’inclusion de l’exon 9, en faveur de l’expression de CASP-2S survient 

surtout au cours de la phase S du cycle cellulaire et peut être déclenchée par un traitement 

avec de l’étoposide, un inhibiteur des topoisomérases. De manière intéressante, le premier 

exon 1 classiquement identifié dans l’ARNm codant CASP-2L est présent dans la séquence de 

l’ARNm codant CASP-2S qui est généré suite à un traitement à l’étoposide. Cette observation 

indique que l’épissage des exons 1 et 9 peuvent être contrôlé séparément. Le facteur 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1, hnRNP A1 classiquement impliqué dans le 

l’épissage du pré-ARNm ainsi que le transport et le métabolisme des ARNm, stimule la 

conservation de l’exon 9 en faveur de la synthèse de l’isoforme court. La PKC-x induit la même 
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réponse, certainement en phosphorylant hnRNP A1. RBM5, une protéine potentiellement 

suppresseur de tumeur pourrait se fixer sur une séquence riche en U/C en amont d’In100 et 

agir de concert avec cette dernière pour stimuler l’épissage entre les exons 8 et 10, pour 

stimuler l’expression de CASP-2L (Fushimi K. et al., 2008). Enfin, l’expression de l’ARNm de 

CASP-2L semble dominer l’expression de l’ARNm codant CASP-2S, conséquence d’un 

promoteur plus fort pour l’expression de CASP-2L (Logette E et al., 2003). 

En 2008, Baptiste-Okoh N. et al., ont démontré que l’expression de CASP-2 est 

négativement régulée par p53 en absence ou en présence de dommage à l’ADN. P53 est un 

suppresseur de tumeur, régulateur crucial de destin cellulaire. En fonction du contexte 

cellulaire, p53 déclenche une variété de réponses antiprolifératives. Pour cela il fonctionne 

comme un activateur transcriptionnel qui agit grâce à un domaine de trans-activation bipartite 

(TAD) qui consiste en TAD I et TAD II. La répression de CASP-2 se fait par le biais de deux 

interactions, l’une directe avec domaine de trans-activation de p53 et une autre indirecte par 

p53 au travers du cyclin-dependent kinase inhibitor p21, un inhibiteur du cycle cellulaire. Au-

delà d’une certaine concentration, p21 induit l’hypophosphorylation de Rb, (retinoblastoma 

protein) qui va convertir le facteur de transcription E2F-1 en répresseur qui va empêcher 

l’expression de CASP-2 (Bartek J. et al., 2001). Cette répression du taux de CASP-2 par p53 

pourrait participer à la détermination du devenir de la cellule en prévenant de la mort 

cellulaire lorsque ce n’est pas nécessaire.  

8.2. Régulation post-traductionnelles 

La phosphorylation est l’un des mécanismes régissant la régulation de l’activation de 

CASP-2. En effet, comme il a pu être montré dans les lignées cellulaires cancéreuses, la 

protéine Kinase CK2 (PKCK2) peut phosphoryler pc-2 au niveau de la Ser-157 pour prévenir de 

son activation par dimérisation.  

Dans les ovocytes de Xénope il a été montré que la phosphorylation de pc-2 au niveau 

de son pro-domaine au site Ser-135 par la calcium/calmodulin-dependent protein kinase II 

(CaMKII) est sous contrôle métabolique. En effet, un niveau élevé de NADH, issu de la voie des 

pentose phosphate, active la kinase qui va alors phosphoryler pc-2 entraînant l’arrivée d’une 

phosphoserine/phosphothreonine binding protein, 14-3-3 pour prévenir d’une 

déphosphorylation. Cette phosphorylation prévient de l’activation de la protéase en 

empêchant l’interaction de CASP-2 avec RAIDD via son domaine CARD. En absence de 
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nutriments, 14-3-3 se détache de CASP-2 qui peut alors être déphosphorylée par la protéine 

phosphatase 1 (PP1). Pour expliquer le contrôle de l’activité CASP-2 par 14-3-3 des études 

structurales ont été menées. Un mode d’action a pu être proposé sur la base de ces études. 

La CASP-2 phosphorylée pourrait former un complexe avec 14-3-3 dans lequel les domaines 

p19 et p12 du monomère de CASP-2 sont positionnés dans à l’interface du dimère que forme 

14-3-3. À ce niveau les extrémités terminales de chaque protomère de 14-3-3 viennent 

stabiliser le complexe, empêchant ainsi l’activation de CASP-2. De plus, il semble également 

que 14-3-3 puisse réguler l’activation de la CASP-2 en masquant la séquence de localisation 

nucléaire. Plus précisément, la NLS de la pc-2 est enfouis à l’interface de dimérisation de 14-

3-3, contenue au fond du canal que forme cette interface et la petite sous-unité p12 du 

monomère de la pro-Caspase (Smidova A. et al., 2018).  

Un autre site de phosphorylation se trouve au niveau de Ser-340, dans la région linker 

entre la grande et la petite sous-unité. La phosphorylation à ce site par le complexe cdk1-

cyclineB1 empêche l’activation de la CASP-2 au cours du cycle cellulaire et empêcher ainsi une 

catastrophe mitotique.  

Enfin, des expériences de surexpression laissent penser que la CASP-2 pourrait être 

SUMOylée au niveau de son domaine CARD sur la Lys-60, cependant l’importance de cette 

modification pour l’activation où la localisation de CASP-2 n’est pas encore très claire (Kitevska 

T. et al., 2009). 

8.3. Régulation de la formation du PIDDosome par BubR1 

Des études biochimiques ont révélé que l’interaction PIDD-RAIDD plutôt que 

l’interaction RAIDD-CASP-2 était limitante pour l’assemblage du PIDDosome. En plus d’initier 

le recrutement de RAIDD par libération de PIDD-CC, les lésions de l’ADN entraîne également 

la limitation de l’activité du PIDDosome. Ce contrôle est exercé en partie par la signalisation 

de la Checkpoint kinase 1 (Chk1). Thompson R. et al., en 2016 ont mis en évidence que BubR1 

(Budding uninhibited by benzyimidazole-related 1), une Ser/Thr Kinase qui est sert de point de 

contrôle mitotique, constituait également un inhibiteur du PIDDosome en réponse à des 

dommages à l’IDN induit par des rayonnements ionisants lors de la mise en place du fuseau 

mitotique. Dans la cellule, BubR1 est un composant du Complexe de Checkpoint Mitotique ou 

MCC. Le MCC est composé de Mad-2, Bub3-Cdc20 et BUbR1 et forme un tétramère qui retarde 

l’anaphase en inhibant l’Anaphase-promoting complex/cyclosome (APC/C) en réponse à une 
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dysfonctionnement de l’attachement des microtubules au niveau du kinétochore (KT). Cette 

structure constitue un assemblage de protéines au niveau des régions centromériques des 

chromosomes mitotiques. Dans son rôle d’inhibiteur du PIDDosome, BubR1 agit au niveau du 

KT mais indépendamment du complexe MCC. En termes de mécanisme d’action, suite à des 

dommages par radiation au niveau de l’ADN, BubR1 est recruté pour former le MCC (voie 

canonique) mais il entre également en compétition avec RAIDD pour la fixation au niveau des 

DDs de PIDD-CC, permettant ainsi de prévenir l’assemblage du PIDDosome et par conséquent 

l’induction de l’apoptose jusqu’à l’achèvement de la mitose (Figure 36).  

Le PIDDosome constitue un nouveau point de contrôle mitotique pour déterminer le 

destin de la cellule qui entre en division. Lors de lésions de l’ADN, ATM phosphoryle PIDD à 

proximité du site de lésion au cours de l’interphase, à ce niveau Chk1 pourrait relayer le signal 

de dommage à l’ADN à BubR1 bien que BubR1 seul soit suffisant pour l’inhibition de la 

formation du PIDDosome. Par conséquent BubR1 se lie à PIDD au cours de la prophase et le 

complexe se dirige ensuite au niveau du KT à l’aide d’autres protéines telles qu’Aurora B et 

Bub1. Ce recrutement au KT est indispensable pour l’inhibition totale de la formation du 

PIDDosome. En effet, bien que l’interaction de PIDD:BubR1 soit nécessaire elle est néanmoins 

insuffisante pour l’inhibition du PIDDosome. À niveau du KT, les protéines agissent en 

stabilisant l’interaction entre PIDD et BubR1 d’une part et empêchent la fixation de RAIDD au 

niveau du complexe PIDD:BubR1, d’autre part. De plus, le complexe de contrôle mitotique 

Cyclin-dependent kinase 1 ou Cdk1/CyclineB1 au cours de la mitose, peut phosphoryler pc-2 

au niveau de la Ser-340, qui est localisée dans la région linker qui sépare la grande et la petite 

sous-unité et ce, jusqu’au passage du point de contrôle par la cellule. Ainsi, les points de 

contrôle mitotiques agissent à deux niveaux pour contrôler l’assemblage du PIDDosome. 

D’une part, en amont de l’anaphase, régit par APC/C, et en réponse à des lésions à l’ADN, 

BubR1 agit en compétiteur de RAIDD pour la fixation à PIDD au niveau du KT. D’autre part, en 

aval de APC/C en prévenant du recrutement de la CASP-2 au niveau du PIDDosome ou en 

empêchant l’activation de l’enzyme (Shah R.B. et al., 2016).  
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Figure 36. Connexion entre la machinerie de checkpoint mitotique et l’activation du PIDDosome.  
En présence de BubR1, BubR1 est mobilisé à deux niveaux, d’une part au niveau du complexe MCC (fonction 
canonique) et au niveau de PIDD. Bubr1 permet donc de prévenir l’activation des caspases initiatrices et 
notamment de la CASP-2 en permettant la phosphorylation des Caspases par cdk1/cyclineB1 suite à 
l’inhibition du complexe APC/C. Suite à des lésions de l’ADN BubR1 peut entrer en compétition avec RAIDD 
pour la liaison à PIDD au niveau du kinétochore, afin d’éviter l’activation du PIDDosome et par conséquent 
empêcher l’activation de CASP2. La voie Cdk1 est constitutive dans la cellule tandis que la voie d’inhibition 
de PIDD n’est enclenchée que suite à des dommages à l’ADN. En absence de BubR1, suite à un stress 
génotoxique par exemple, les zymogènes de Caspases ne sont plus inhibés et peuvent être activées au sein 
de leurs plateformes d’activation. MCC : Complexe de Checkpoint Mitotique ; Cdk1 : cyclin-dependent 
kinase 1 ; APC/C : Anaphase-promoting complex/cyclosome ; BubR1 : Budding uninhibited by 
benzyimidazole-related 1 ; RAIDD : RIP-associated Ich-1/CED homologous protein with Death Domain) ; 
PIDD1 : p53-induced protein with a death domain 1 ; KT : kinétochore. D’après Shah R.B. et al., 2016 et 
Thompson et al., en 2016. 

8.3.1. Inhibiteurs naturels de Caspase-2 

Les CASP-3, -7 et -9 sont la cible des inhibiteurs de la famille des IAPs. En revanche, in 

vitro l’activité de CASP-2 vis-à-vis de son substrat z-VDVAD-7-Amino-4-

trifluoromethylcoumarin (AFC) n’est pas impactée par la présence de XIAP ainsi que par la 

présence des domaines BIRs exprimés de manière individuelle. De plus cIAP-1 et -2 semblent 

également incapables d’inhiber la CASP-2. Cependant, comme la majorité des membres de 

cette famille, CASP-2 est inhibée par les protéines de baculovirus p35 et p49, tandis que 

l’inhibiteur CrmA est inefficace vis-à-vis de CASP-2 (Ho P-k. et al., 2005 ; Kitevska T. et al., 

2009). 

Un stress lié à la température induit l’apoptose mais active également le facteur de protection 

HSF-1 (Heat shock factor 1). Il s’agit d’un facteur de transcription qui induit l’expression d’un 

grand nombre de heath shock proteins et dont Hsp-90a. HSF-1 semble empêcher l’activation 

de CASP-2 après un choc de température par le biais de Hsp-90a. Cette dernière agit en 

augmentation le seuil d’activation de CASP-2 au cours de l’apoptose induite par un choc de 

température (Bouchier-Hayes L. 2010). 

With BubR1 Without BubR1
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IV.La Caspase-2 dans le système nerveux central 
Au cours du développement embryonnaire, NEDD-2 est fortement exprimée au niveau du 

système nerveux central, une zone associée à une mort cellulaire massive. Dans les tissus 

adultes, les ARNm de NEDD-2 sont présents au niveau du cerveau également, dans la majorité 

des neurones avec des taux d’expression variable. Les ARNm sont présents au niveau du 

cortex, du pont, des noyaux rouges ainsi que dans les cellules granulaires et de Purkinje du 

cervelet (Kumar S. et al., 1994).  

C’est en 2011, grâce à des outils génétiques (souris KO Casp-2 et siRNA) qu’on pu être mis en 

évidence les premiers rôles physiopathologiques de la CASP-2. 

A. Rôle de la Caspase-2 dans des modèles de stress neuronaux 

1. Hypoxie / ischémie néonatale  

Les lésions périnatales peuvent considérablement impacter le quotidien des individus, 

avec notamment des paralysies cérébrales, des déficits cognitifs, un retard mental ou des 

épilepsies. Parmi toutes les lésions cérébrales, l’ischémie périnatale et la prématurité sont des 

causes importantes de handicap. Les ischémies cérébrales dans le cerveau en développement 

impliquent différents facteurs, tels que l’excitotoxicité, le stress oxydant, et l’inflammation. 

De nombreuses études suggèrent un rôle plus important de l’apoptose dans les ischémies 

néonatales en comparaison aux formes d’ischémies cérébrales chez l’adulte (Johnston M.V. 

et al., 2002).  

En 2011 Carlsson Y. et al., ont montré qu’une ligature de l’artère carotide interne chez des 

souris KO CASP-2 de 9 jours, soumises à une hypoxie (10 % d’oxygène) pendant 50 min 

présentaient, 7 jours après la lésion, un volume d’infarction 32% plus petit que les souris non 

mutantes. Ces observations laissent à penser que l’inhibition génétique de CASP-2 est 

neuroprotectrice chez des souris nouveau-nés, soumis à une hypoxie/ischémie. 

Contrairement à l’étude de Bergeron L. et al., en 1998, qui n’avait pas permis d’identifier de 

différences dans les volumes d’infarction entre les animaux adultes KO CASP-2 et WT après 

une occlusion de l’artère cérébrale moyenne pendant 24h ou 2h, suivi d’une reperfusion 

pendant 18h. La différence entre ces études peut être expliquée par le fait que l’expression 

de la CASP-2 est élevée chez les souris nouveau-nés ainsi que dans les cerveaux de rat et 

décroit à partir de la deuxième semaine de vie.  
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2. Caspase-2 et Excitotoxicité  

Le cerveau en développement est particulièrement sensible à l’excitotoxicité, une 

composante clé dans la réponse à l’ischémie cérébrale. Lors du stress ischemique, la 

dépolarisation neuronale est importante et entraîne une libération massive d’acides aminés 

excitotoxiques et plus particulièrement de glutamate. Ce dernier entraîne alors une 

stimulation excessive des récepteurs au glutamate et notamment des NMDARs qui favorisent 

l’entrée de calcium dans la cellule, entraînant alors la neurotoxicité. Afin d’étudier le rôle de 

la CASP-2 dans l’excitotoxicité, Carlsson Y. et al ont injecté de l’ibotenate, en intracérébral, à 

des souris nouveau-nés (5 jours) WT et KO-CASP-2. L’ibotenate est un puissant agoniste 

glutamatergique qui se fixe essentiellement aux NMDARs et aux récepteurs métabotropiques 

du groupe I (mGluR1 et mGluR5) et II (mGluR2 et mGluR3). Ce traitement produit des lésions 

excitotoxiques, kystiques corticales et de la matière blanche chez les souris WT (Figures 37 B). 

En revanche les lésions corticales et de la matière blanche sont respectivement 41% et 59% 

plus petites chez les animaux constitutivement déficients pour CASP-2 (Figure 37 A). Par 

conséquent l’inhibition génétique de la CASP-2 dans ces modèles d’excitotoxicité confère une 

forte neuroprotection contre ce type de lésion. 

 

Figure 37. L’inhibition génétique 
de CASP-2 réduit les lésions suite à une 
ischémie dans le cerveau de souris 
nouveau-nés.  
(A) Souris C56BL6, KO CASP-2 et WT de 
9 jours soumises à une occlusion 
unilatérale de la carotide et exposées à 
10 % O2 pendant 50 min. 
L’histogramme rapporte la 
quantification des volumes d’infarction 
suite à un marquage MAP2 sur des. 
coupes de cerveau des animaux KO 
CASP-2 et WT au niveau de 
l’hippocampe (B) La coloration au violet 
de crésyl  révèle l’effet de l’iboténate 
sur des cerveaux murins WT (gauche) 
et Casp2-/- (droite).Le cerveau de 
l’animal WT injecté avec l’iboténate 
montre une perte neuronale (flèche) 
ainsi qu’une lésion kystique dans la 
substance blanche (*). Tandis que le 
cerveau de la souris KO Casp-2 montre 
une réduction de la perte neuronale 
(flèche) ainsi qu’une absence de lésion 
kystique dans la substance blanche. 
Échelle : 50 µm. D’après Carlsson Y. et 
al., 2011  

B

A
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3. Carence en sérum ou en facteurs de croissance neuronaux 

Au cours du développement aussi bien qu’en condition pathologiques, les neurones qui ne 

parviennent pas à trouver leurs cibles ou des facteurs neurotrophiques dégénèrent. 

Les axones des neurones du ganglion spinal (DRNG en anglais) transmettent l’information 

sensorielle de la périphérie au SNC. In vivo, suite à une axotomie du nerf sciatique, la CASP-2 

est responsable de la mort par apoptose des DRNGs et des cellules satellites qui constituent 

un support trophique. De plus, in vitro, l’inhibition de l’expression de CASP-2 par siRNA 

protège les DRGN axotomisés de l’apoptose induite par une déplétion en facteurs 

neurotrophiques (Vigneswara V. et al., 2013).  

Les lignées PC12 sont dérivées de pheochromocytoma et sont des bons modèles pour l’étude 

de la différenciation neuronale et de la neurosécrétion. Ces cellules ainsi que les neurones 

sympathiques de souris et de rat semblent impliquer la CASP-2 pour l’initiation de l’apoptose 

en réponse à une carence en facteur trophiques. La répression conditionnelle par siRNA et la 

répression chronique par transfection protègent les PC12 de la mort induite par une carence 

en facteurs trophiques (Troy C.M. et al., 1997). En revanche, contrairement aux neurones 

provenant de souris WT, les neurones sympathiques issus de souris KO CASP-2 restent 

sensibles à la carence en facteurs trophique et meurent (Jean Y .Y. et al., 2013). De plus, 

l’expression de CASP-9 au niveau ARNm et protéique est augmentée de 3 fois dans les 

cerveaux de nouveau-nés CASP-2-/- et de 5 fois dans les cultures de neurones sympathiques 

(Troy et al., 2000). D’ailleurs l’expression de Smac/DIABLO est également élevée. Ces 

observations suggèrent donc que l’activité CASP-9 compense la perte de la CASP-2 en activant 

la voie mitochondriale en réponse à la carence en facteurs trophiques. Ces informations 

suggèrent que les neurones sympathiques WT possèdent deux voies alternatives impliquant 

la CASP-2 ou -9 pour induire la mort suite à une carence en facteurs trophiques. Dance ce 

processus, la voie CASP-2 semble être majoritaire avec une activité proximale de cette enzyme 

associée à un contrôle de l’activité de CASP-9 par les IAPs, puisque les cultures de neurones 

sympathiques WT avec une inhibition de l’expression de CASP-2 par siRNA sont résistantes à 

la mort induite par la carence en facteur de croissance neuronaux (Troy C.M. et al., 2001). 

Dans des modèles in vitro de mort neuronale aigues par carence en facteurs trophiques, la 

CASP-2 agit en initiatrice de l’apoptose en amont de la perméabilisation de la membrane 

externe mitochondriale dans des neurones corticaux primaires. Dans ce contexte cellulaire, la 

CASP-2 contrôle le clivage de BAX et sa relocalisation à la mitochondrie pour induire la PMEM 
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et l’activation de l’Apoptosome. À l’aide d’outils génétiques et pharmacologiques, Chauvier et 

al., en 2005, ont pu démontrer une mise en place séquentielle de l’apoptose où la CASP-2 

cytosolique est activée très précocement dans le processus de mort et induit l’activation de 

BAX, qui est transloqué à la membrane externe mitochondriale et précède à une chute de 

potentiel transmembranaire de la membrane interne avant le relargage de cytochrome c et la 

formation de l’Apoptosome qui permet l’activation de CASP-9 puis de CASP-3 (Figure 38).  

4. Mitochondrie, stress oxydant et Caspase-2 

Des dysfonctions mitochondriales dues à des mutations ou une exposition à des agents 

toxiques, déclenchent une diminution de la synthèse de l’ATP et une augmentation de la 

production d’ERO qui peuvent entraîner une mort de la cellule. Le traitement de neurones 

primaires corticaux avec de la roténone est un bon modèle d’étude pour l’étude de la mort 

neuronale qui implique des dysfonctions de la mitochondrie. La roténone est une neurotoxine 

qui inhibe le complexe I de la chaîne respiratoire et qui cause une chute de la synthèse d’ATP 

et une accumulation de radicaux entraînant un stress oxydant qui peut mener à la mort. Dans 

ce modèle, Tiwari M. et al., en 2011, ont montré que la CASP-2 agit en médiateur proximal de 

l’apoptose induite par la roténone sur des cultures de neurones corticaux primaires. Une fois 

activée la CSAP-2 entraîne la PMEM par activation de BAK pour achever l’apoptose par la voie 

intrinsèque. Le rôle initiateur de la CASP-2 dans cette voie est appuyé par le fait que CASP-2 

induit l’activation des CASP-3 et -9 et que sa délétion prévient totalement de la mort cellulaire 

en comparaison à l’inhibition des autres Caspases. Dans ce modèle, il s’avère que la CASP-2 

est activée par les ERO produits par les dommages mitochondriaux. Parmi les Caspases, CASP-

2 possède le nombre maximal de cystéines et compte tenu de la réactivité des cystéines, cela 

justifie qu’elle puisse être activée par l’anion superoxyde par exemple (Figure 38).   

Contrairement aux neurones sympathiques CASP-2-/-, l’absence de CASP-2 dans les neurones 

corticaux ne semblent pas être composée par d’autres Caspases. Cependant, après une 

stimulation de ces neurones à la roténone l’autophagie prend le relai en réponse au stress 

oxydant induits par les dommages à la mitochondrie. Par conséquent, dans ce modèle, les 

neurones CASP-2-/- traités avec de la roténone qui ne peuvent pas entrer en apoptose 

induisent l’autophagie pour lutter contre le stress oxydant en éliminant les organites et les 

macromolécules endommagées. Finalement, si l’autophagie ne suffit pas les neurones 

meurent par nécrose (Figure 38).  
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Figure 38. Modèle proposé 
pour l’activation de la CASP-2 dans 
des modèles de stress neuronaux sur 
des cultures corticales primaires.  
La roténone et la carence en 
facteurs neurotrophiques 
induisent l’apoptose par 
activation proximale de la CASP-2, 
en amont de la perméabilisation 
de la membrane externe 
mitochondriale. Dans le modèle 
roténone, lorsque la CASP-2 est 
absente, l’autophagie prend le 
relai pour essayer de sauver la 
cellule, si la réparation échoue, les 
neurones meurent par nécrose. 

B. La Caspase-2, une des cibles de la maladie d’Alzheimer ? 

1. Axe b-amyloïde  

1.1. Caspase-2 : Médiateur de la synpatotoxicité induite par Ab ? 

1.1.1. Généralités sur la dynamique de la synapse 

Les épines dendritiques sont de petites protrusions (<2 µm) qui se forment sur les 

dendrites de la plupart des neurones du systèmes nerveux central et sont des sites majeurs 

pour la formation de synapses excitatrices. Morphologiquement, elles sont formées d’une 

tête en forme de bulbe ou de champignon avec un cou fin (Figure 39 A). Chez les jeunes 

neurones les dendrites sont couvertes de longues et fines protrusion appelées filopodia qui 

sont les précurseurs des épines dendritiques (Tashiro A. et al., 2004). La transmission 

synaptique et la plasticité neuronale reposent sur les épines dendritiques, cette structure 

post-synaptique réceptive de la synapse. La dynamique de la synapse et les fonctions 

synaptiques sont étroitement liées puisqu’en réponse à un stimulus extracellulaire, le volume 

et la surface de l’épine change afin de réguler l’efficacité synaptique. Par exemple, le volume 

de l’épine augmente en LTP et décroit en LTD, des modifications qui sont par conséquent les 

bases de l’apprentissage et de la mémoire. Ces changements morphologiques sont relayés par 

une dynamique du cytosquelette riche en actine F présent au niveau des épines ainsi que par 

les voies de signalisation intracellulaires associées. Les Rho GTPase ont un rôle clé dans ce 

processus puisqu’elle connectent les signaux des récepteurs post-synaptiques aux partenaires 
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protéiques qui se lient à l’actine F pour permettre le remodelage du cytosquelette et par 

conséquent de l’épine dendritique (forme et densité) (Figure 39 B). Cette famille de protéines 

inclue Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1), Cdc42 (cell division control protein 

42) et RhoA (Ras homologous member A). Elles agissent en interrupteur moléculaires oscillant 

entre une forme active liée au GTP et une forme inactive liée au GDP. Trois types de protéines 

sont impliquées dans les échanges GTP/GDP ; les GEFs (guanine nucleotide exchange factors) 

qui catalysent l’échange GDPàGTP, les GAPs (GTPase-activating proteins) qui catalyse la 

réaction opposée pour inactiver les Rho GTPase et GDIs (guanosine nucleotide dissociation 

inhibitors) qui maintiennent les GTPases dans leur états inactifs en les séquestrant dans le 

cystoplasme. 

Rac1 et RhoA contrôlent la morphologie de la synapse. En effet, l’activation de Rac1 et Cdc42 

conduisent à la formation de l’épine tandis que la forme active de RhoA participe au pruning 

en entraînant une diminution de la densité de l’épine, antagonisant ainsi les effets de Rac1. 

Lors de la stimulation des NMDARs, RhoA liée au GTP s’associe à ROCK (Rho-associated protein 

kinase) pour entraîner la déstabilisation du cytosquelette d’actine au niveau de la membrane 

post-synaptique (PSD) (Bolognin S. et al., 2014). D’ailleurs PSD-95 est une protéine abondante 

de PSD qui forme une double couche en-dessous de la membrane de la synapse et pour 

permettre par exemple l’ancrage des NMDARs au niveau de PSD. 
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Figure 39. Régulation de la morphologie de la 
synapse par la signalisation Rho GTPase,  
(A) Reconstruction 3D de prolongements 
dendritiques avec agrandissement sur les épines. 
(B) représentation schématique de l’organisation 
structurale d’une épine dendritique. GEFs et GAP 
sont connectés aux récepteurs via les protéines 
d’échafaudages (PSD-95, molécules d’adhérences, 
...) de la membrane post-synaptique (PSD) afin de 
connecter les Rho GTPase aux signaux cellulaires 
extérieurs. La voie de signalisation initiée par les 
Rho GTPase cible les protéines de liaison à l’actine F 
pour le remodelage du cytosquelette. De 
nombreuses protéines interviennent dans ce 
remodelage, ici, seules Arp2/3 (ronds bleus) et 
cofiline (triangle vert) sont représentées. D’après 
Bolognin S. et al., 2014 

1.1.2. Caspase-2 et modulation de la synapse en réponse à Ab 

La dysfonction et la perte synaptique sont des événements précoces dans la maladie 

d’Alzheimer. De nombreuses Caspases sont activées chez les patients AD ainsi que dans les 

modèles animaux, dont CASP-1, -2, -3, -6 et -9. Ces observations suggèrent que les Caspases 

pourraient aussi avoir un rôle non apoptotique dans la maladie d’Alzheimer, par exemple en 

participant à ces changements synaptiques.  

Dans des cultures primaires d’hippocampes traitées avec de l’Ab et dans des souris J20hAPP, 

Pozueta J. et al., en 2013, ont démontré que CASP-2 est un régulateur clé de la régulation de 

la densité et de la morphologie de l’épine dendritique en réponse à Ab. En effet, la répression 

de cette enzyme prévient des changements morphologiques de l’épine dendritiques induits 

par Ab. Plus précisément, le croisement des souris J20 avec des souris KO CASP-2 prévient des 

phénotypes classiquement observés chez les souris J20 à savoir : (i) déficits de la mémoire ; (ii) 

changements de morphologie des épines dendritiques chez les jeunes sujets (4 mois). (iii) 

perte des épines dendritiques chez les souris plus âgées (14 mois) (Figures 40A et B). Le point 

intéressant est que ces effets de la délétion de la CASP-2 se font indépendamment d’une 

réduction des niveaux d’Ab puisque les taux d’Ab solubles et de plaques amyloïdes ne varient 

pas par rapport aux animaux J20.  

A

B
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Dans ce processus de modulation de la synapse, CASP-2 pourrait jouer un rôle clé dans 

l’activation de la signalisation de la RhoA-GTPase en réponse à l’Ab.  

Tout d’abord, Ab induit le recrutement de RhoA et ROCKII (colocalisation avec PDS-95) au 

niveau de l’épine dendritique sur des cultures primaires hippocampiques. Ensuite, Ab permet 

également la translocation de CASP-2 au niveau de l’épine dendritique. Enfin, en absence de 

CASP-2 la translocation de RhoA à l’épine est diminuée (colocalisation avec PSD95 diminuée), 

ce qui signifie que CASP-2 pourrait faciliter la translocation de RhoA au niveau de l’épine après 

traitement Ab. Par conséquent, CASP-2 et RhoA-GDP pourraient former un complexe hors de 

l’épine en condition physiologique. Un contrôle supplémentaire exercé par GDI permettrait 

d’empêcher l’interaction de RhoA-GDP avec une GEF. En condition pathologique, en présence 

d’Ab notamment, CASP-2 et RhoA s’activeraient conduisant à une dissociation du complexe. 

Dans leurs formes actives CASP-2 et RhoA-GTP sont délocalisées au niveau de l’épine et 

peuvent interagir avec ROCKII pour entraîner la rétractation de l’épine.  

Ces éléments suggèrent que CASP-2 pourrait contrôler la localisation et peut être la 

signalisation RhoA/ROCK II pour participer à la modulation des changements synaptiques et à 

l’altération de la mémoire induits par Ab. 

 

Figure 40. La perte synaptique et 
les changements de morphologie de 
l’épine dendritiques observés chez les 
souris J20 est réversés dans les animaux 
J20/KO CASP-2. 
(A) À 4 mois, l’analyse 
morphologique des épines révèlent 
une diminution des populations avec 
un bulbe bien net chez les J20 
contrairement aux WT et J20/KO 
CASP-2. À 14 mois, la densité chez les 
animaux J20 est réduite d’environ 
50% par rapport aux animaux WT 
tandis que les animaux J20/KO CASP-
2 ne présentent pas d’altération de la 
densité. (B) Quantification de la 
perte synaptique chez les différents 
animaux en fonction de l’âge. 
Pozueta J. et al., en 2013 

1.2. Médiateur de la toxicité induite par Aβ 

Dans la maladie d’Alzheimer le peptide amyloïde et un défaut dans l’apport en facteurs 

trophiques sont impliqués dans les processus neurodégénératifs caractéristiques de cette 

pathologie. Aussi, en plus de participer à l’effet synaptotoxique induit par le peptide Ab à des 

stades précoces de la pathologie, la CASP-2 est également un médiateur de la neurotoxicité 

Effet sur la morphologie à 4 mois

Effet sur la densité synpatique à 14 mois 

WT KO CASP-2 J20 J20/KO CASP-2
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induite par Ab dans les neurones. En effet, CASP-2 est requise pour l’effet apoptotique d’Aβ 

dans des cultures primaires d’hippocampes. De plus, les neurones hippocampiques de souris 

CASP-2-/- sont résistants à la mort induite par l’exposition à des oligomères l’Aβ1-42 in vivo. 

Dans de nombreux paradigmes de mort neuronale, les stimuli apoptotiques initient 

différentes voies de signalisation qui convergent vers l’activation du facteur de transcription 

c-jun pour stimuler l’expression de BIM, une protéine pro-apoptotique qui agit généralement 

en amont de la cascade des Caspases (Putcha G.U. et al., 2001). Une étude menée par Jean 

Y.Y. et al., en 2013 place la CASP-2 en amont de la transcription de BIM, puisque dans les 

cultures de neurones hippocampiques, CASP-2 est activée 30 min après induction du stress 

dans les neurones, et ceci bien avant l’apparition des premiers signes de la 

neurodégénérescence et avant l’induction de l’expression de BIM au niveau ARNm ou 

protéique. Ces différents éléments placent donc la CASP-2 très en amont dans le processus de 

mort neuronale suite au traitement avec des oligomères d’Aβ1-42. D’ailleurs, in vivo, l’injection 

d’Aβ1-42 oligomérique dans l’hippocampe induit une augmentation de l’expression de CASP-2 

et de BIM dans les mêmes neurones, et la co-expression de CASP-2 et BIM a pu également 

être mise en évidence dans les neurones du cortex entorhinal chez des patients AD (Jean Y.Y. 

et al., en 2013).  

Dans ce processus de mort neuronale, CASP-2 favoriserait la phosphorylation 

activatrice de c-jun par JNK. Pour cela, elle pourrait cliver soit de manière à activer un initiateur 

de la voie, soit en levant la répression d’un inhibiteur de la voie, par exemple PKCd ou FoxO3. 

Une fois activé c-jun est transloqué au niveau du noyau pour induire l’expression de BIM. Ce 

dernier qui peut alors entraîner la mort du neurone en activant BAX pour favoriser le relargage 

de cytochrome c et par conséquent permettre l’activation des CASP-9 et -3. (Troy C.M. et al., 

2000 ; Ribe E.M. et al., 2012).  

2. Caspase-2 et Tau  

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par une phosphorylation anormale et une 

agrégation de Tau qui conduisent à la formation de paires de filaments hélicoïdaux qui 

forment des enchevêtrements de neurofibrilles caractéristiques dans le neurone. Une 

possibilité qui explique l’effet néfaste de Tau sur le neurone est la production de produits de 

clivage toxiques. En effet, jusqu’à récemment, l’intérêt s’était porté sur le produit de clivage 

de Tau au niveau de l’Asp-421, par CASP-3 et -7 identifié chez les patients AD. En 2016, les 
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travaux de Zhao X. et al., ont mis en évidence un nouveau produit de clivage de 35 kDa, TCP35. 

Ce dernier est formé suite au clivage de Tau après l’Asp-314 par CASP-2 et permet la libération 

d’un fragment N-terminal, DTau314. Il semblerait que ce fragment DTau314 soit abondant 

dans le cerveau des souris rTg4510, ainsi que dans les cerveaux de patients AD. Dans leur 

étude, Zhao X. et al ont montré que DTau314 résiste à la fibrillation et entraîne une 

translocation anormale de la protéine Tau entière, TauP310L, au niveau de l’épine dendritique 

(Figure 41). Dans des modèles in vitro de taupathies et chez les jeunes souris rTg4510 (2-3 

mois) ils ont montré que la présence de TauP310L au niveau de l’épine entraînerait une 

détérioration des fonctions synaptiques et cognitives. Ces dommages sont la conséquence 

d’une réduction de l’ancrage des AMPARs au niveau de la membrane post-synaptique. 

Finalement, l’expression de Tau mutée au niveau de l’Asp-314, TauP310L/D314E , prévient 

l’infiltration de Tau au niveau de l’épine dendritique, mais aussi des altérations cognitives et 

synaptiques. De plus, l’expression de ce Tau mutant chez les souris Tg4510, protège des 

déficits de mémoire et de la neurodégénérescence.  

 

Figure 41. CASP-2 clive 
Tau, pour libérer un fragment N-
ter DTau314 et C-ter TCP35 
La CASP-2 clive Tau au niveau 
de l’Asp-314. La libération 
deDTau314 favorise la 
translocation de Tau entière au 
niveau de l’épine dendritique. 
Cette présence anormale de 
Tau dans cette zone entraîne 
des altérations synaptiques et 
cognitives qui résulte d’une 
perturbation de la signalisation 
des récepteurs AMPA. (Troy 
C.M. et al., 2016) 

3. Enjeux 

Compte tenu de tous ces éléments, la CASP-2 pourrait constituer une cible thérapeutique 

potentielle dans la maladie d’Alzheimer. En effet, CASP-2 est un médiateur clé de la 

synaptotoxicité dans les cultures primaires et chez les animaux. Et, puisque son expression est 

élevée dans les cerveaux des patients AD et qu’elle est indétectable dans les cerveaux sains, il 

serait possible qu’une inhibition sélective de cette enzyme, particulièrement à des étapes 

précoces de la pathologie puisse améliorer les altérations synaptiques et les déficits de la 

mémoire. De plus, elle est aussi un médiateur proximal de la neurotoxicité induite par le 

peptide amyloïde. Plus récemment, dans l’étude du clivage de Tau au niveau de l’Asp-314, il 
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semblerait qu’elle joue à ce niveau aussi, un rôle dans les altérations de la synapse et les 

déficits cognitifs. La solution serait donc de cibler sélectivement cette enzyme avec un 

inhibiteur pharmacologique.  

C. Stratégies thérapeutiques actuelles pour la maladie d’Alzheimer  
Actuellement, quatre molécules sont utilisées en clinique : le Donepezil (Aricept), la 

galantamine (Reminyl), Rivastigmine (Exelon) et la Mémantine (Noojerone). Les trois 

premières molécules sont des inhibiteurs de l’acétylcholine estérase (AChE), tandis que la 

mémantine est un antagoniste non compétitif des récepteurs au NMDA. Au départ les 

inhibiteurs de première génération, comme la tacrine, ciblaient les AChE mais présentaient le 

gros défaut d’être peu sélectifs vis-à-vis des cibles et des organes cibles. La seconde 

génération de molécules qui inclue l’Aricept (approuvé depuis 1996) et la galantamine (2001) 

présentent une bonne sélectivité envers les AChE. Une autre approche dans la stratégie 

médicamenteuse anti-AD a été réalisé par Novartis avec le développement de la Rivastigmine, 

approuvée depuis 1998. Cette molécule régiosélective, inhibe sélectivement les AChE du 

cerveau plutôt que les autres isoformes périphériques. Ces trois molécules ont des effets 

favorables sur les symptômes à des stades précoces et modérés de la pathologie. Enfin la 

mémantine a été introduite sur le marché en 2003, pour le traitement des formes modérées 

à sévère de la maladie (Figure 42 B). 

Aujourd’hui, 112 molécules sont actuellement en essai clinique pour le traitement de la 

maladie d’Alzhieimer soit 26 agents dans 35 essais en phase III,63 molécules dans 75 essais en 

phase II et 23 composés dans 25 essais en phase I (Cummings J. et al., 2018). En fonction de 

leurs cibles, les molécules peuvent être divisées en plusieurs groupes comme représenté en 

Figure 42 A. 
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Figure 42. Stratégie thérapeutiques actuelles pour le développement de médicaments. 
(A) Molécules en essai clinique en Juin 2016 pour la maladie d’Alzheimer. Distribution des molécules en 
fonction de leur mode d’action. Puisque certains composés ont plusieurs cibles, ils sont retrouvés dans 
plusieurs groupes. (B) Molécules sur le marché pour le traitement de la maladie d’Alzheimer. (C) 
Molécules en essai clinique ciblant la formation d’Ab. (D) Molécules en essai qui affectents l’agrégation de 
Tau (Bachurin S.O. et al., 2017). 

1. Cibler Ab sous toutes ses formes 

Une des approches la plus attractive est le développement de molécules capables de 

déstabiliser, d’éliminer ou d’empêcher la formation des agrégats d’Ab. Cette catégorie de 

molécules est subdivisée en sous-groupe en fonction du processus ciblé. L'hypothèse initiale 

du déploiement du système immunitaire s'est avérée intéressante et un nombre important 

de vaccins anti-amyloïdes ont été développés. Actuellement neuf vaccins sont en phase I.  

L’une des approches la plus employée dans cette catégorie est l’inhibition des enzymes 

impliquées dans la protéolyse de l’APP, les b et g-sécrétases où la majorité des molécules sont 

des inhibiteurs de la b-sécrétase ou BACE-1. Un autre sous-groupe regroupe les agents anti-

agrégatifs qui empêchent la formation et l’accumulation des plaques amyloïdes (Figure 42 B).  

Une autre catégorie de molécules sont les composés qui affectent l’agrégation de Tau. Il est 

aujourd’hui clair que les neurofibrilles sont composées d’agrégats de Tau hyperphosphorylé.  

2. Agrégation de Tau  

De la même manière que pour le traitement anti-amyloïde, des vaccins sont 

développés et affectent les agrégats de Tau. Le bleu de méthylène et ses analogues sont 

BA
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Tau aggregation inhibitor

Ion channels ans receptors

Enzymes modulators

Other targets

Unknown targets

B D

Molécules en clinique

Molécules affectant la formation d’Ab Molécules affectant l’agrégation de Tau
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connus pour bloquer l’agrégation de Tau. D’ailleurs TauRx un dérivé du bleu de méthylène a 

complété la Phase II chez les patients AD et est passé en Phase III chez des patients avec des 

dommages cognitifs. D’autres agents, tels que le TPI-287, un dérivé de Taxane démontre une 

capacité à stabiliser les microtubules et est actuellement en phase I pour le traitement de 

stade léger à modéré de la pathologie ainsi que pour d’autres pathologies liées à une 

déstabilisation du transport cellulaire (Figure 42 D). 

3. Récepteurs du SNC 

Une autre catégorie de molécules affecte les récepteurs dans le système nerveux 

central. En effet, les cibles de ces potentiels médicaments sont des récepteurs impliqués dans 

la plasticité neuronale et la transduction de signaux. Souvent, ces molécules sont considérées 

comme modulateurs du signal affectant les niveaux de transmission synaptiques. La 

sérotonine ou 5-hydrotryptamine est impliquée dans la régulation d’un grand nombre de 

fonctions lorsqu’elle se fixe à son récepteur. Parmi tous les récepteurs à la sérotonine deux 

sous-types (4 et 6) liés à la consolidation de la mémoire et à la cognition concentrent 

l’attention pour leurs potentiels d’agents anti-AD. Les récepteurs à l’ACh nicotinique (nAChR) 

et muscarinique (mAChR) sont les cibles de l’ACh dans le cerveau. Ces deux familles de 

récepteurs sont impactées dans AD. D’ailleurs, il a été montré récemment que l’Ab pouvait 

interagir avec nAChR, de plus il semblerait que l’expression et la fonction de ces récepteurs 

soient régulés par leur interaction avec l’Ab. Les composés développés pour cibler ces 

récepteurs pourraient améliorer les troubles coginitifs des patients AD. Les récepteurs au L-

glutamate jouent un rôle crucial dans la transmission et la plasticité synaptique et par 

conséquent dans l’apprentissage et à la mémoire. La mémantine fait partie de ces composés 

qui ciblent ces récepteurs au glutamate et notamment les NMDARs. Un seul analogue de la 

mémantine est en essai préclinique, la nitromemantine. Les AMPARs qui sont aussi des 

récepteurs au L-glutamate jouent un rôle dans la consolidation de la mémoire et sont la cible 

de CX-1632, qui est en phase II chez Servier pour le traitement de la démence Alzheimer.  

4. Autres stratégies  

Les enzymes impliquées dans la transduction du signal neuronal sont aussi la cible de 

molécules anti-AD. Cette stratégie consiste en l’inhibition des enzymes pour améliorer ou 

restaurer les signaux de transduction. Historiquement les inhibiteurs de Choline estérase sont 

les premiers et les plus développés. L’effet de ces inhibiteurs est associé à une augmentation 
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du temps d’action et de ma concentration en neurotransmetteur au niveau de la clé 

catalytique, résultant en une potentialisation de l’activation des récepteurs cholinergiques qui 

sont impactés dans AD. Cependant, cet effet dépend de l’intégrité du neurone présynaptique 

et à des stades tardifs de la maladie une diminution considérable du nombre de neurones 

cholinergiques est à noter. 

Finalement, aucun nouveau médicament pour le traitement de la maladie d’Alzheimer n’a 
été mis sur le marché depuis 12 ans. Et aucun des traitements actuels ne change le décours 
de la maladie. 
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V. Inhibiteurs synthétiques de Caspases, La sélectivité : un réel 
enjeu  

A. Généralités sur les inhibiteurs de protéases  
Comme les protéases ont on rôle crucial dans la majorité des voies de signalisation qui 

régissent les processus biologiques, une dérégulation de leur activité est la cause d’un large 

panel de pathologies. Les cibles les plus connues d’entre elles sont la thrombine et la plasmine 

dans les coagulopathies, les métalloprotéases dans le cancer et l’inflammation, ainsi que les 

Cathepsines, Caspases et le protéasome dans le cancer et les maladies neurodégénératives. 

Compte tenu de ces observations, la stratégie thérapeutiques générale est d’identifier des 

inhibiteurs spécifiques, généralement des petites molécules, qui bloquent l’action de la 

protéase. L’approche communément utilisée est le développement de molécules qui ciblent 

le site actif en mimant la structure du substrat naturel de l’enzyme sachant que le site actif 

des enzymes à une grande propension à accommoder les petites molécules organiques. La 

connaissance de la spécificité de substrats des protéases est essentielle pour l’identification 

de molécules touches. Généralement, un bon substrat peut être converti en un bon inhibiteur 

en remplaçant la partie du substrat qui réagit directement avec le site actif de la protéase par 

une groupement chimique ciblant le mécanisme catalytique. Toutefois, ces méthodes 

nécessitent une connaissance fine du site actif. D’autres approches ne nécessitent pas la 

connaissance de la spécificité de substrats. Tel est le cas pour le criblage à hauts débits dont 

le but est d’obtenir une molécule sélective avec de bons profils de biodisponibilité ou la 

méthode des fragments qui permet d’identifier de petits fragments qui interagissent 

généralement faiblement avec leur cible et d’ensuite guider l’optimisation en de bons 

inhibiteurs en exploitant les informations structurales. Cependant, le manque de sélectivité 

de ces molécules qui conduisent à des réactions croisées avec d’autres protéases ont ouvert 

la voie au développement d’inhibiteurs ciblant d’autres site sur la protéase : exosites et site 

actif. Une autre approche pour le développement d’inhibiteurs consiste en l’utilisation de 

dérivés d’inhibiteurs naturels, par exemple Les Serpines qui ciblent l’élastase dans le contrôle 

de la mucoviscidose. Cependant ces molécules sont généralement des inhibiteurs large 

spectres qui ciblent aussi d’autres protéases. Pour pallier à la faible sélectivité, une alternative 

est l’identification d’anticorps qui agissent comme des inhibiteurs (Drag M. et al. 2010). 
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B. Inhibiteurs de Caspases  
De nombreuses expériences utilisant des souris transgéniques et des KO ont dans les 

années 1990, démontré que l'inhibition des Caspases avait un énorme potentiel 

thérapeutique dans les maladies inflammatoires et dégénératives, notamment la polyarthrite 

rhumatoïde, les lésions hépatiques, l'infarctus du myocarde et divers troubles 

neurodégénératifs (Howley B. et al., 2008 ; Wen X. et al., 2012 ; Troy CM et al., 2015 ; Rohn 

TT 2015)  

Si le développement d’inhibiteurs constitue une opportunité sur le plan thérapeutique ce 

sont aussi de très bons outils nécessaires à la compréhension des mécanismes physiologiques 

et pathologiques qui impliquent chacune de ces protéases.  

1. Stratégies  

Le principal objectif de cet axe de recherche est de développer des inhibiteurs spécifiques 

des Caspases avec de bons paramètres pharmacocinétiques répondant à la convention 

ADMET pour Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion et Toxicité, tout en étant 

puissant vis-à-vis des différentes Caspases. Un inhibiteur idéal serait puissant, avec une 

constante d’inhibition KI inférieure à 10 nM avec une efficacité inhibitrice supérieure à 

100.000 M-1.s-1. Pour les inhibiteurs qui agissent de manière irréversible sur leur cible, le 

rapport kinact/KI exprimé M-1.s-1 est utilisé pour quantifier l’efficacité inhibitrice, la 

détermination de ce rapport est détaillée en partie Matériels & Méthodes. L’inhibiteur idéal 

serait également sélectif d’une seule caspase avec un index de sélectivité supérieur à 1.000. 

Ce composé devrait aussi être biodisponible et pharmacologiquement actif in vivo (Poręba M. 

et al., 2013). Cependant, à ce jour, ce composé n’existe pour aucune Caspases. Et pour cause, 

une structure du site actif relativement bien conservée entre les membres de cette famille 

d’enzyme, bien que les spécificités de substrat divergent entre Caspases. 

Des centaines d’inhibiteurs synthétiques de Caspases ont été développés dans le but 

d’apporter plus de clarté dans fonctions des Caspases mais aussi pour trouver de nouveaux 

médicaments. La plupart d’entre eux sont des pseudo-substrats qui bloquent le site actif de 

l’enzyme cible. Les inhibiteurs allostériques sont une alternative à ces molécules (Kudelova J. 

et al. 2015).  
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1.1. Inhibiteurs du site actif ou orthostériques 

Ces inhibiteurs agissent comme des pseudo substrats et sont des inhibiteurs compétitifs 

puisqu’ils sont en compétition avec le substrat naturel vis-à-vis du site actif de la Caspase cible. 

Les peptides sont fonctionnalisés avec des groupements chimiques N-ter et C-ter afin de 

bloquer un acide aminé de l’enzyme et pour favoriser la perméabilité cellulaire, la stabilité 

ainsi que l’efficacité du composé (Callus B.A. et al., 2007).  

1.1.1. Peptides inhibiteurs 

La structure des inhibiteurs peut être divisée en trois parties, la région N-terminale (P5)-

P4, puis le dipeptide P3-P2 et le groupement P1’en C-ter (Figure 43A). La plupart des 

inhibiteurs synthétiques sont développés avec un groupement électrophile en C-ter pour 

établir un lien covalent avec la cystéine catalytique de manière à inactiver l’enzyme. La nature 

du groupement chimique en P1’ conditionne le mécanisme d’action du composé. Ainsi, les 

peptides aldéhydes, cétones et nitriles sont des inhibiteurs qualifiés de réversibles, où 

l’enzyme est inhibée par la formation d’un thio-hémiacétal tandis que les dérivés de cétones 

(les halolméthyl-cétones, les aryloxymethyl-cétone ou acyloxyméthyl-cétone (AOMK)) sont 

des inhibiteurs irréversibles qui inactive l’enzyme de manière permanente via la formation 

d’un adduit thioether (Figure 43B). D’autres composés présentent un profil d’inhibition 

bimodal où un thio-hémiacétal est transformé lentement en un thioether. Les conditions à 

respecter pour une protéolyse efficace par les Caspases est d’une part, la présence d’un Asp 

en P1 et d’autre part, la reconnaissance d’une séquence tétra- ou pentapeptidique en amont 

de la liaison scissile. Le développement des inhibiteurs peptidiques de Caspases se base donc 

sur ce modèle avec l’introduction d’acides aminés non naturels ou une variation au niveau de 

la chimie du groupement en N-ter ou C-ter. La spécificité de l’inhibition est associée à 

l’optimisation de la chaîne en amont de l’électrophile P1’. 

De manière intéressante, les groupements électrophiles avec une bonne réactivité vis-à-vis 

d’autres protéases sont peu efficaces sur les Caspases. Tel est le cas pour les groupements P1’ 

vinyl-sulfone et accepteurs de Michael qui sont très efficaces sur les Cathepsines et les 

protéases du clan CA. En revanche, les aza-epoxides et les aza-accepteurs de Michael 

montrent une bonne réactivité vis-à-vis des Caspases.  
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Figure 43. Organisation et mécanisme d’action des inhibiteurs peptidiques de Caspases.  
(A) Plusieurs classes d’inhibiteurs réversibles et irréversible ont été identifiées pour les Caspases en utilisant 
des stratégies qui avait montré leur efficacité sur d’autres protéases à cystéines. La structure des inhibiteurs 
peut être divisée en trois parties, la région N-terminale (P5)-P4, puis le dipeptide P3-P2 et un groupement 
électrophile P1’en C-ter. (B) Mécanismes d’inhibitions des inhibiteurs réversibles et irréversibles. 

1.1.1.1. Inhibiteurs de première génération – peptides 
aldéhydes 

En se basant sur la classification en trois groupes, établie par Nancy Thornberry et al., sur 

les séquences préférentiellement reconnues par les Caspases, une première génération 

d’inhibiteurs aldéhydes a été développée. Ainsi les peptidesaldéhydes Ac-WEHD-CHO et Ac-

DEVD-CHO/Ac-VDVAD-CHO contiennent les séquences optimales pour les Caspases des 

groupes I et II, respectivement. Tandis que l’inhibiteur Boc-IETD-CHO possède la séquence 

consensus reconnu par les enzymes du groupe III. Toutes ces molécules sont des inhibiteurs, 

réversibles, compétitifs dont le mécanisme d’action est basé sur l’établissement d’un lien 

covalent transitoire, facilement hydrolysable, avec la cystéine catalytique. De manière 

intéressante, les aldéhydes ne semblent pas de se lier dans une conformation de l’état de 

transition, où classiquement l’oxyanion du thio hémiacétal est stabilisé au niveau du trou 

oxyanion. En effet, pour les aldéhydes, l’oxyanion participe à l’établissement d’un réseau de 

A

B
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liaisons hydrogène qui implique l’histidine catalytique (Garcia-Calvo M. et al., 1998). 

Cependant, d’un point de vue pharmacologique, les inhibiteurs aldéhydes présentent un 

faible potentiel thérapeutique compte tenu de leur mauvaise solubilité, stabilité et puissance 

d’inhibition. De plus, la forte réactivité de l’aldéhyde entraîne des réactions croisées avec 

d’autres bionucléophiles, impactant considérablement la sélectivité.  

1.1.1.2. Inhibiteurs de seconde génération – Les halométhyl-
cétones 

L’optimisation du groupement électrophile dans le but d’améliorer la perméabilité, la stabilité 

et l’efficacité des composés a permis de mettre en évidence que les cétones a-substituées 

telles que les halométhyl-cétones – Chloromethylketone (cmk) ou fluoromethylketone (fmk) 

- étaient de très bons inhibiteurs de Caspases.  

La fonctionnalisation autour d’un O-méthyl-Asp peut servir d’inhibiteur, tel est le cas pour le 

Benzozylcarbonyl-aspartyl(OMe)-Fluoromethylketone (Boc-D-fmk), mais l’Asp est souvent 

inclus dans un tri- (z-VAD-fmk) ou tétrapeptide (Ac-YVAD-fmk).  

Le z-VAD-fmk et les molécules associées avec un Asp en P1 sont devenus des inhibiteurs très 

populaires de Caspases. Ces molécules inhibent l’enzyme cible de manière irréversible en 

formant une liaison thioester avec la cystéine catalytique où l’oxyanion formé occupe le trou 

oxyanion -formé par Cys-285 et un résidu Gly – de la protéase dans l’état de transition. 

L'utilisation de ces inhibiteurs, en recherche fondamentale et appliquée, depuis leur 

introduction a été considérable, aussi déjà en 2001 plus de 600 publications rapportaient leurs 

applications (Van Noorden C.J.F. 2001). D’ailleurs, les tétrapeptides inhibiteurs z/Ac-DEVD-

fmk, Ac-YVAD-fmk aussi bien que l’inhibiteur large spectre z-VAD-fmk sont les inhibiteurs les 

plus utilisés dans la recherche et ont largement contribués à la compréhension des 

pathologies liées à l’apoptose dans de nombreux modèles. Aussi, l’effet de ces inhibiteurs 

dans la neuroprotection a pu être mis en évidence dans des modèles d’AVC, où Boc-D-Asp 

protège les rats nouveau-nés des lésions créées suite à une hypoxie-ischémie lorsqu’il est 

administré 3h après les dommages. Les z-VAD-fmk et Ac-DEVD-fmk sont aussi protecteurs 

d’ischémies focales bien que ces inhibiteurs soient beaucoup moins efficaces dans des 

modèles d’ischémies focales sévères (Onténiente B. 2004 ; Kudelova J. et al., 2015). 

En comparaison aux aldéhydes, les inhibiteurs fmk témoignent d’une bonne perméabilité, de 

par la présence d’un groupement O-Methyl, qui prévient de la dégradation. Ils constituent des 

inhibiteurs puissants et large spectre des Caspases. Cependant leur manque de sélectivité, 
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leurs effets croisés sur d’autres protéases à cystéines et parce qu’ils sont toxiques in vivo, du 

fait de la production de fluoroacétate qui inhibe l’aconitase, font que ces inhibiteurs ne sont 

exploitables qu’à des fins de recherche.  

1.1.1.3. Inhibiteurs de troisième génération - Q-VD-OPh 

De nombreux inhibiteurs de Caspases sont hydrophobes et donc peu perméables, par 

conséquent l’augmentation de la concentration pour avoir un effet biologique peut entraîner 

une toxicité de la molécule. 

L’ajout d’un groupement O-phenox (Oph) en C-terminal et d’un groupe carboxy-quinolyl (Q) 

en N-ter de la séquence d’un peptide inhibiteur améliore considérablement son efficacité. 

C’est en effet le cas pour l’inhibiteur pan-Caspase Q-VD-OPh (Figure 44), où un dixième de la 

concentration classiquement utilisée pour le Boc-D-fmk suffit à inhiber efficacement l’activité 

Caspase. Il est capable de prévenir de l’apoptose initiée par les voies intrinsèque, extrinsèque 

(signalisation Fas) et suite à un stress du RE. In vitro, Q-VD-OPh inhibe les Caspases 

recombinantes -1, -3, -8 et -9 avec des IC50 qui varient entre 25 et 400 nM.  

Compte tenu de toutes ces information, l’optimisation des propriétés du groupe partant, O-

phenoxy, fait que cet inhibiteur est encore plus réactif vis-à-vis de la Cystéine catalytique, 

expliquant ainsi sa meilleure efficacité. Et d’un autre côté, la présence du carboxyquinolyl- en 

N-ter améliore considérablement la perméabilité du composé, permettant ainsi de diminuer 

les doses in vitro et in vivo, d’ailleurs ce composé est capable de traverser la barrière hémato-

encéphalique (BHE) (Caserta T.M. et al., 2003 ; Chauvier D. et al., 2007 ; Callus B.A. et al., 2007). 

 

Figure 44. Structure du Q-VD-OPh 

 

1.1.2. Peptidomimétiques  

L’usage de peptides inhibiteurs est limité pour le développement de médicaments. Et pour 

cause : leur faible perméabilité due à la structure peptidique et à la présence d’acides 

carboxyliques, une activité limitée et le manque de stabilité causé par une dégradation rapide. 

Malgré d’importantes optimisations pour améliorer leurs propriétés pharmacocinétiques, 

cela reste insuffisant pour une application thérapeutique. Afin de s’affranchir de ces 

paramètres de nombreuses approches ont été employées : (i) réduction de la nature 
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peptidique de ces inhibiteurs par l’usage de composés mimant le squelette peptidique, (ii) 

modification du groupement électrophile en P1’, tout en conservant un Asp en P1. 

L’application de ces critères résulte en le développement de nombreux peptidomimétiques et 

inhibiteurs non peptidiques sur la base de structure hétérocycliques : isatine sulphonamide, 

aza-peptide epoxides, nenzyl- et cyclohexyl-amines, pyrazizone mono-amindes). In vivo ces 

composés montrent de meilleurs paramètres d’efficacité, de sélectivité et de stabilité. 

D’ailleurs quelques composés sont entrés en clinique, comme IDN-6556 et VX-765 (Table 7). 

Des compagnies telles que IDUN Pharmaceuticals, Inc ; Vertex Pharmaceuticals, Inc ; Merck 

Frosst et GlaxoSmithKline (GSK) se sont initialement intéressés au développement 

d’inhibiteurs de CASP-1 afin de produire des agents anti-inflammatoires, à présent ce sont 

tous les membres de la famille des Caspases qui attirent les industriels, pour le traitement des 

pathologies inflammatoires aigues et chroniques, et les maladies auto-immunes et les 

maladies cardiovasculaires (Kudelova J. et al., 2015). Quelques exemples de ce type 

d’inhibiteur sont présentés en Figure 45.   

 

Figure 45. Structure 
des peptidomimétiques 
inhibiteurs de Caspases en 
essai clinique.  
Ces composés inclus le 
VX-750 et le Pralnacasan 
qui sont des inhibiteurs 
réversibles de la CASP-1. 
Emricasan est un 
inhibiteur large spectre 
de Caspases. Et NCX-1000 
est un donneur oxyde 
nitrique.  

 

1.1.3. Aza-peptides époxydes et Accepteurs de Michael  

Pour les inhibiteurs de Caspases halométhyl-cétones notamment, le principal défaut 

concerne le manque de sélectivité. En effet, ces composés avec leurs séquences pourtant 

préférentiellement reconnues par les Caspases sont aussi de bons inhibiteurs d’autres 

protéases à cystéines telles que les Cathepsine B, L et S.  

Les aza-peptides sont des peptides avec des aza-acides aminés c’est à dire que le Carbonea 

est remplacé par un azote. Le laboratoire de Powers J.C. a mis en évidence que les aza-

Pralnacasan 
VX-750

(Vertex Pharmaceuticals) 

Emricasan – IDN6556
(Conatus Pharmaceuticals) NCX-1000
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peptides époxydes – avec un époxyde en P1’ - étaient de bons inhibiteurs spécifiques des 

protéases à cystéines du clan CD. En effet, ce groupement électrophile associé à des motifs 

reconnus par les Caspases ne sont pas reconnus par d’autres protéases à cystéines telles que 

les Cathepsine B et Calpaïne. Aussi, sur la base de ces molécules ils ont développé des aza-

peptides inhibiteurs contenant des accepteurs de Michael en P1’. En termes de structures, ces 

deux catégories d’inhibiteurs sont construites pour ressembler à la séquence optimale du 

substrat, toutefois, le Carbone a de l’Asp en P1 est converti en un azote et le groupement 

électrophile est un époxyde ou un accepteur de Michael (Table 5). Le mécanisme d’inhibition 

employé par ces molécules est une thioalkylation de la cystéine catalytique suite à l’attaque 

nucléophile. De nombreux groupements électrophiles ont été développés et testé sur les 

Caspases et aucun d’entre eux n’a d’effet sur d’autres protéases à cystéines.  

Table 5. Exemples multiples de groupes partant époxydes et accepteurs de Michael. Ekici Ö.D. et al., 
2002 et Poreba M. et al., 2015 

 

1.1.4. Petites molécules  

En alternative aux peptidomimétiques, des petites molécules organiques ont été étudiées 

pour leur potentiel à inhiber les Caspases. Certaines familles chimiques présentent une bonne 
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combinaison entre forte affinité pour les Caspases et bonnes propriétés pharmacocinétiques. 

Ce groupe d’inhibiteurs organiques regroupe des dérivés d’indole, isatines ; des indolones, 

isoquinoline-1,3,4-triones, quinolines, quinazolines, pyridazines quinones et d’autres (Figure 

46). La plupart de ces molécules agissent en inhibiteurs réversibles et partagent, souvent, le 

même mécanisme d’action. 

 

Figure 46. Scaffolds chimiques des 
inhibiteurs organiques de Caspases 
 

 

Les noyaux isatines et indolones sont de petites molécules organiques qui agissent comme 

agents alkylants du groupement thiol de la cystéine catalytique. Leur mécanisme d’action est 

basé sur la formation d’un intermédiaire tétraédrique qui se forme entre le carbonyle du cycle 

de l’isatine ou de l’indolone avec la cystéine catalytique. Les inhibiteurs contenant un noyau 

isatine ou indolone constituent un point de départ très intéressant pour le développement 

d’inhibiteurs puissants et affins puisqu’ils peuvent être facilement fonctionnalisés (Lee D. et 

al.,2000, 2001). Avec un tel rationnel, des composés réversibles avec des efficacités de l’ordre 

du nanomolaire sur les CASP-3, -7 et -9, avec des Ki de respectivement 1,2 ;7 et 120 nM ont 

été obtenus. De plus, le composé est effiace au micromolaire sur les autres Caspases testées. 

Les valeurs des constantes d’inhibition Ki sont utilisées pour définir l’éfficacité inhibtrice des 

composés réversibles. Les détails sur cette contante sont développés en partie Matériels et 

Méthodes. 

Un autre noyau qui a démontré une bonne inhibition des Caspases sont les dérivés 1,2-

benzisothioazol-3-one. Suite à un criblage de 4000 molécules sur la CASP-3 l’un de ses dérivés 

a montré un potentiel inhibiteur avec une IC50 de 46 µM. L’incorporation d’un cycle 1, 2, 3-

triazole à partir d’un dérivé 1,2-benzisothioazol-3-one permet d’augmenter considérablement 

l’efficacité envers la CASP-3, avec une IC50 de 11 nM (Liu D. et al., 2013 ; Guo Z. et al., 2015).  

1,3-Dioxo-2,3-dihydro-1H-
pyrrolo[3,4]quinoline
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Les dérivés de noyaux quinolines et quinazolines sont aussi des inhibiteurs potentiels de 

Caspases. Le dérivé de quinoline, 1,3-Dioxo-2,3-dihydro-1H-pyrrolo[3,4]quinoline est le 

composé de base qui a permis l’obtention de composés avec une IC50 pouvant aller jusqu’à 3 

nM sur la CASP-3 (Kravchenko D.V. et al., 2005). Les dérivés de ce dernier agissent en 

inhibiteurs réversibles non-compétitifs, c’est à dire qu’il se lie avec la même affinité à l’enzyme 

seule et à l’enzyme complexée au substrat. En termes de mécanisme, l’attaque nucléophile 

du groupement thiol de la cystéine catalytique se fait au niveau du carbone de l’imide 

aromatique. 

Les dérivés de quinazolines sont aussi connus pour leur capacité à inhiber les Caspases. À 

partir de ce noyaux, l’obtention de composé anilinoquinazoline a permis d’obtenir des 

composés efficaces sur les CASP-3 et CASP-6, avec des Ki qui varient entre 88 et 247 nM sur la 

CASP-3 (Scott C.W. et al., 2003).  Un composé qui inhibe la CASP-3 avec une efficacité de 425 

nM est permet également de réduire l’activité CASP-3 dans des lignées SH-SY5Y où l’apoptose 

est induite par la staurospaurine.  

Enfin, les dérivés d’isoquinoline-1, 3, 4-trione sont des inhibiteurs réversibles slow-binding, 

caractérisés par une formation/dissociation lente du complexe Enzyme/Inhibiteur. Du point 

de vue du mécanisme d’action, ces derniers agissent comme les dérivés de quinolines.  

1.2. Inhibiteurs allostériques  

Comme évoqué précédemment, bien que la stratégie d’inhibition du site actif soit 

pertinente en termes d’efficacité d’inhibition elle peut être tout même confrontée aux 

problèmes de sélectivité. Ainsi, l’inhibition allostérique des Caspases est une bonne 

alternative au ciblage du site actif dans le sens où les inhibiteurs allostériques sont souvent 

très sélectifs. Ce type d’inhibiteur exerce son effet en se fixant sur un autre site que le site 

actif de la protéase (exosites ou sites allostériques) en entraînant la déstabilisation de la dyade 

catalytique Cys-His. La conformation utilisée pour affecter l’activité Caspase est la 

conformation fermée de la boucle L2’. Dans cette organisation, l’agencement des boucles au 

niveau du site actif empêche la formation du site actif. Suite au clivage de maturation du linker 

des grande et petite sous-unités, L2’ reste insérée à l’interface du dimère pour beaucoup de 

Caspases. Par conséquent une modification de la structure des boucles qui forment le site actif 

peut être réalisée à tout moment, c’est-à-dire sur le zymogène, sur l’apo-enzyme ou sur la 

forme active) (Clark A.C. 2016). Une excellente illustration du mode d’action d’un inhibiteur 
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allostérique est l’inhibition de la CASP-2 par la protéine recombinante DARpin (designed 

ankyrin repeat protein). Cette dernière se lie à ses cibles à la manière d’un anticorps. La forte 

spécificité de l’interaction s’explique par le fait qu’elle se fixe à deux régions flexibles en 

surface de CASP-2, au niveau de la boucle L4 et en N-ter du brin b5 dont l’ensemble forme 

l’arrière du site actif (Figure 47) (Schweizer A. et al., 2007). Ce long peptide naturel n’est 

toutefois absolument pas développable et ne pourra pas constituer un bon candidats 

médicament. 

L’interface de dimérisation, c’est environ 2.000 Å enfouis, avec une cavité centrale remplie 

d’eau sur un face et d’hélicesa sur l’autre face. Des interactions entre les résidus chargés dans 

les hélicesa  stabilisent l’édifice. La majorité de ces interactions ont lieu au niveau des petites 

sous-unités, plus précisément entre les brins b8 et b8’ qui encadrent la cavité centrale. Toutes 

les interactions qui ont lieu au niveau de cette interface, réseau de liaisons hydrogènes, ponts 

salins, interactions hydrophobes, conditionnent la stabilité du dimère. Bien que les structures 

tridimensionnelles des Caspases soient relativement similaires, l’interface de dimérisation est 

propre à chacune et peut donc être exploitée pour le développement d’inhibiteurs 

allostériques (MacKenzie S.H. et al., 2012). D’ailleurs, le domaine BIR3 de l’inhibiteur 

endogène XIAP inhibe la CASP-9 en prévenant de l’activation de l’enzyme en se fixant au 

niveau de l’interface de dimérisation. L’interface des CASP-3 et -7 contiennent des poches qui 

peuvent être ciblées pour bloquer l’enzyme dans sa conformation active. Deux classes de 

composés ont été identifiés : FICA (5-fluoro-1H-indole-2-carboxylic acid (2-mercapto- ethyl) 

amide) et DICA (2-(2,4-dichlorophenoxy-N-(2-mercapto-ethyl)-acétamide. Ces deux composés 

réagissent avec la Cys-264 de la CASP-3. Ce résidu est localisé à proximité de l’interface de 

dimérisation et à 14 Å de la cystéine catalytique. La liaison de ces molécules n’entraîne pas 

une dissociation du complexe mais empêche la liaison du substrat au niveau du site actif. Pour 

la CASP-7, FICA interagit avec la Tyr-223’ du monomère opposé à celui auquel il est lié, 

occupant ainsi la cavité centrale entre les deux monomères. Tandis que DICA interagit avec la 

Tyr-223 du monomère sur lequel il est fixé. Pour les deux inhibiteurs les conséquences 

conformationnelles sont les mêmes, en déplaçant la Tyr-223 au niveau de l’interface de 

dimérisation, l’Arg-187 (sous-site S1 de l’enzyme) de la boucle L2 du site actif est éjectée de 

la cavité centrale et se place dans une position qui bloque la liaison du substrat au site actif. 

Cette conformation de la CASP-7 suite à son interaction avec DICA ET FICA est semblable à 

celle du zymogène (Hardy J.A. et al., 2004). 
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Figure 47. Inhibition sélective de la 
CASP-2 par DARpin. 
(A) Structure en ruban de la CASP-2 liée à 
un inhibiteur pentapeptidique aldéhyde, 
LDESD-CHO, du site actif. (B) Structure en 
ruban de la CASP-2 liée à DARpin. 
L’inhibiteur se lie à la boucle L4 et à 
l’extrémité N-ter du brin b5 qui forment 
l’arrière du site actif. (C) illustration des 
deux modes d’inhibition de la CASP-2. 
D’après Schweizer A. et al., 2007. 

2. Sondes d’activités Caspases 

Le développement de sondes d’activité est une discipline relativement récente qui utilise 

de petites molécules ou peptide pour détecter et suivre l’activité des enzymes (Serim S. et al., 

2012 ; Poręba M. et al., 2015). La structure type d’une sonde d’activité est motif peptidique 

ou peptidomimétique qui mime souvent les séquences des substrats naturels associé à un 

groupement électrophile en C-ter. Ces sondes se lient donc directement à l’enzyme, par 

l’intermédiaire d’un groupement électrophile, en formant un lien covalent avec la chaîne 

latérale du résidu catalytique nucléophile (Cys, Ser ou Thr). Les sondes sont fonctionnalisées 

en N-ter avec un groupement rapporteur d’activité, qui permet de révéler si la sonde est liée 

au site actif ou non (Figure 48). Les groupements les plus populaires sont des radioisotopes, 

des groupes fluorescents ou luminescents qui rendent directement compte de l’activité tandis 

que d’autre tag telle que la biotine rend compte indirectement de l’activité enzymatique. De 

cette façon, les zymogènes ou les autres formes inactives de la protéase ne seront pas 

détectés, facilitant ainsi l’étude spécifique de l’activité enzymatique au cours de divers 

processus biologiques plutôt que de mesurer des taux globaux de protéine. 

Les sondes biotinylées ont été les premirs outils utilisés pour le suivi de l’activité Caspases 

in vitro (Faleiro L. et al., 1997). Et pour cause, leur forte affinité avec la streptavidine qui 

permet une détection sélective et rapide. Cependant l’utilisation de la biotine présente 

A B

C
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certaines limites, le principal problème étant que la biotine n’est pas adaptée aux études in 

vivo et in situ en raison de sa faible perméabilité cellulaire et du mode de détection indirect. 

De plus, la présence de polypeptides biotinylés endogènes peut également fausser les 

résultats. Bien qu’elles ne puissent pas être utilisée dans des cellules intacts ces sondes ont 

été utiles pour la détection de l’activité Caspases dans des lysats cellulaires suite à l’induction 

de l’apoptose. Pour cela, les sondes suivantes ont été utilisées : biotin- VAD-cmk, biotin-YVAD-

aomk, Cbz-EK(biotin)D-fmk, ainsi que biotin-DEVD-cmk. 

Contrairement aux sondes biotinylées, les radioisotopes, notamment l’iodotyrosyl ou 125I, 

peuvent être utilisés in vivo. En effet, ils peuvent être facilement insérés dans la structure d’un 

peptide inhibiteur sans toutefois modifier les propriétés physique et biochimique du peptide 

initial compte tenu de leur petite taille. Enfin, ces sondes peuvent être directement détectées 

par des méthodes classiques d’autoradiographie. Par exemple la sonde iodotyrosyl-VD- fmk a 

été utilisée pour montrer l’activation des Caspases dans des tissus animaux.  

L’idée des sondes fluorescentes a émergé dans les années 2000 grâce aux travaux de 

Darzynkiewicz. Dans leurs études ils ont utilisé des inhibiteurs de Caspases couplé à des 

fluorophores (FLICA) pour détecter spécifiquement les Caspases dans les cellules 

apoptotiques (Smolewski P. et al., 2001). Ces sondes fluorescentes ont le principal atout d’être 

très solubles dans les solvants aqueux et présentent de bonne propriété de perméabilité. 

L’une des premières approches employées est le développement des sondes FLICA pour 

fluorochrome-labeled inhibitors of caspases où la séquence de l’inhibiteur large spectre VAD-

fmk est associée à la carboxyfluorescine (FAM), à la fluorescein isothiocyanate (FITC- vert), ou 

à la sulforhodamine B (SR - rouge). 

Cependant, au même titre que le développement d’inhibiteurs spécifiques, le challenge 

dans le design de sondes spécifiques d’activité Caspases est limité par la conservation des sites 

actifs entre Caspase. Ainsi, le développement d’inhibiteurs sélectifs constituerait un apport 

considérable pour le développement de sonde d’activités spécifiques. 

 

 

Figure 48. Organisation générale « type » des sondes 
d’activités.  
La sonde est développée pour se lier à l’enzyme de la 
même manière que le substrat mais le groupement 
electrophile en P1’ (Warehead) se lie de manière 
irréversible au résidu catalytique de la protéase. En N-ter 
un groupement rapporteur d’activité permet de suivre 
directement ou non l’activité Caspase in vitro ou in vivo. 
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C. Inhibiteurs de Caspases : Outils pour la recherche et pour le 
développement clinique  

1. Inhibiteurs en tant qu’outils 

L’apport des inhibiteurs de Caspases a été considérable pour la compréhension des rôles des 

Caspases dans la mort cellulaire physiologique et pathologique aussi bien in vitro qu’in vivo. 

Une partie des mécanismes de mort impliquant les Caspases dans diverses pathologies et 

élucidés grâce aux inhibiteurs est présenté en Table 6. Dans les modèles animaux l’inhibition 

des Caspases s’est révélée être bénéfique dans le cas de septicémie, hépatites et de 

pathologie neurodégénératives. 

Table 6. Pathologies associées à une dérégulation de l’activité Caspase mise en évidence grâce à des 
inhibiteurs de Caspases. Kudelova J. et al., 2015. 

 

2. Inhibiteurs de Caspases en essais cliniques.  

Compte tenu de la faiblesse des paramètres pharmacocinétiques des peptides 

inhibiteurs tous les composés en essai cliniques sont des peptidomimétiques et son présentés 

en Table 7. (Onténiente B. 2004 ; Fischer U. et al., 2005 ; MacKenzie S.H. et al., 2010). 

Le premier inhibiteur à entrer en essai clinique est le Pralnacasan ou VX-740 (Vertex 

Pharmaceuticals, Inc). Pralnacasan est une pro-drogue administrée oralement qui permet la 

formation d’un métabolite actif qui inhibe réversiblement et spécifiquement la CASP-1. Il a 

été développé dans le cadre de traitement de l’arthrose et de la Polyarthrite rhumatoïde. Sa 

structure est dérivée de la séquence préférentiellement reconnue par CASP-1, YVAD. Les 
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études pré-cliniques ont démontré qu’il inhibait spécifiquement la CASP-1 avec une IC50 de 

1,3 nM contre des valeurs au micromolaire pour les CASP-3 et -8. Dans les études initiales en 

Phase I/IIa, le composé est bien toléré chez les sujets sains volontaires et les patients atteints 

de OA et RA. De plus, le médicament présentait une bonne biodisponibilité, aucune toxicité 

apparente et réduisait les symptômes et l’inflammation des patients avec une RA. Cependant, 

les essais se sont interrompus en Phase IIb, en raison d’une toxicité hépatique observée dans 

les modèles animaux après une exposition prolongée au médicament bien qu’aucun effets 

indésirables n’aient été à déplorer chez les participants à l’essai, et ce, même après une 

exposition prolongée.  

VX-765 ou Belnacasan, un autre inhibiteur réversible spécifique de CASP-1 développé pour le 

traitement des maladies inflammatoires. Les études précliniques ont révélé qu’il est plus 

efficace que le Pralnacasan pour l’inhibition de la réponse inflammatoire avec une IC50 deux 

fois plus faible que celle observé pour le Pralnacasan. En phase I, les essais ont démontré une 

réduction dose dépendant des taux circulant de cytokines dans le plasma et en Phase II il a 

démontré sa non toxicité, sa tolérance ainsi que son efficacité. En revanche, le composé ne 

semble pas efficace pour le traitement de l’épilepsie.  

La société IDUN, racheté par Pfizer, a développé un grand nombre d’inhibiteurs larges spectres 

de Caspases (IDN-8066, -7503, -7436, -1965, -6556). Parmi eux, IDN-6556 (Emricasan, Conatus 

Phamaceuticals) est un inhibiteur large spectre irréversible avec un intérêt thérapeutique 

pour le traitement de l’hépatite C et des rejets de transplantation du foie. Les études 

précliniques menées sur ce composé ont démontrées que l’administration orale du composé 

améliorait la cirrhose du foie en inhibant l’apoptose des hépatocytes. Lors d’essai clinique sur 

des patients atteints d’hépatite C, le traitement avec Emricasan a démontré son efficacité sans 

déclencher d’effets indésirables. En 2013, le composé est entré en Phase II pour des patients 

avec une hépatite alcoolique aiguë et en 2014, en Phase II les études de pharmacocinétique 

et dynamique ont débutées pour des insuffisances hépatiques aigues et chroniques. En plus 

des pathologies hépatiques, IDN-6556 est également entré en essai clinique pour la 

transplantation d’îlots comme traitement pour le diabète afin de minimiser l’apoptose 

précoce qui survient après la transplantation.  

Le GS-9450 (Nivocasan), un inhibiteur irréversible des CASP-1, -8 et -9 a été développé dans 

le cadre des pathologies hépatiques. En phase I, l’administration à des sujets sains volontaires 

a prouvé que le composé était non toxique et bien toléré. Les tests d’efficacité de tolérance 
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et de pharmacocinétique ont été entrepris en Phase II pour le traitement de l’hépatite C et de 

la stéatose hépatique non alcoolique (NASH). Dans les deux cas, le Nivocasan a montré une 

efficacité mais les essais ont été interrompus lors de la mise en évidence de lésions hépatiques 

suite à une longue exposition (6mois) du composé chez les patients atteints de l’hépatite C. 

NCX-1000 est un composé anti apoptotique qui inhibe les CASP-3, -8 et -9 qui est entré en 

Phase IIa pour le traitement de l’hypertension portale. Cependant, bien que le composé soit 

bien toléré, son administration orale pendant 16 jours n’a pas montré d’effet sur la pathologie, 

sans doute en raison d’une faible sélectivité.  

Le composé M-867 développé par Merck-Frost, est un inhibiteur réversible des CASP-3 et -7. 

Cependant, bien qu’il soit capable de bloquer les phénotypes d’une mort par apoptose in vivo, 

il est inefficace dans la prévention de la mort cellulaire (Kudelova J. et al., 2015). 

Le développement d’inhibiteurs du site actif repose sur la nécessité d’avoir un Asp en P1 pour 

toutes les Caspases. Les chercheurs se sont concentrés sur des inhibiteurs de l’interface de 

dimérisation. Ainsi, des chercheurs de Sunesis ont développé un nouveau composé, composé 

34, qui forme un lien covalent avec une cystéine à l’interface de dimérisation de la CASP-1. 

Cette molécule est semblable au domaine BIR3 de XIAP Callus B.A. et al., 2007 ;).  

Table 7. Application clinique des inhibiteurs de Caspases (Kudelova J. et al., 2015) 
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D. Vers des inhibiteurs sélectifs de la Caspase-2 ? 

1. Inhibiteurs irréversibles sélectifs du groupe II 

En 2004, afin de développer un inhibiteur préférentiel des caspases du groupe II (CASP-2, 3, 

7), l’équipe de Jacotot E. et al., ont combiné les extrémités amino- et carboxy- terminales du 

Q-VD-OPh au motif -VDVAD-, préférentiellement reconnu par CASP-2. De plus, dans le but 

d’améliorer le passage de la barrière hémato-encéphalique et d’augmenter la demi-vie du 

composé en limitant la protéolyse, des groupements méthyl-ester (O-CH3) ont été́ greffés sur 

les chaînes latérales des résidus Asp. Le dérivé penta-peptidique résultant de ce design 

rationnel est le Q-VD(OCH3)VAD(OCH3)-OPh, baptisé TRP601, qui inhibe les CASP-2 et -3 de 

manière irréversible. Les analyses cinétiques réalisées in vitro révèlent un fort pouvoir 

inhibiteur vis-à-vis des CASP-2 et -3. De manière intéressante, l’un de ses métabolites 

déméthylés, le ΔMe-TRP601 (appelé́ aussi TRP-604) témoigne d’une efficacité d’inhibition 

encore plus forte vis-à-vis de ces 2 enzymes. Dans plusieurs modèles de lésions cérébrales 

néonatales (excitotoxique, hypoxie-ischémie, ischémie- reperfusion, et hyperoxie), l’inhibition 

des CASP-2 et -3 par le TRP601 protège le cerveau de rongeurs nouveau-nés de ces 

dommages. De plus, TRP601 à doses supra-pharmacologiques n’a pas d’impact sur les 

fonctions du SNC (comportement, mémoire) et n’affecte pas la mort cellulaire programmée 

physiologique essentielle à la maturation du cerveau (Chauvier D. et al., 2011). 

2. Optimisation  

Les inhibiteurs Ac-VDVAD-CHO et Q-VDVAD-OPh ciblent la CASP-2 mais sont aussi des 

inhibiteurs efficaces de la CASP-3. Cependant, cette dernière a un rôle majeur dans le 

développement à l’échelle de l’organisme et plus précisément au niveau du cerveau. À l’âge 

adulte elle est également impliquée dans des processus neuronaux majeurs tels que le pruning 

axonal, la plasticité synaptique qui sont les bases de la formation de réseaux de neurones 

intègre. Il y a donc une nécessité à ne pas inhiber cette protéase.  

Une approche de conception rationnelle basée sur l’étude comparative des sites actifs de ces 

deux enzymes a été réalisée par le Dr Maillard (fondation CHDI, USA) afin d’accroître la 

sélectivité́ des inhibiteurs en faveur de la CASP-2. La comparaison des sous-sites S1-S5 des 

sites actifs des CASP-2 et -3, a révélé́ que la différence entre les deux sites actifs résidait 

seulement dans la taille et la forme du sous-site de reconnaissance S2, où une Alanine est 

remplacée par une Tyrosine chez la CASP-3 (Figure 6). Il a donc été́ suggéré́ qu’un groupement 
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encombrant en P2 du motif VDVAD, pourrait être déterminant pour conférer une sélectivité́ 

vis-à-vis de la CASP-2 (Maillard M.C. et al., 2011).  
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  CONTEXTE ET OBJECTIFS DE LA THESE 

 
Au-delà de ses rôles dans l’initiation de l’apoptose suite à divers stress cellulaires, la 

Caspase-2 (CASP-2) est impliquée dans de nombreux processus non apoptotiques, tels que : 

la régulation du cycle cellulaire, le métabolisme et la régulation du stress oxydant. Elle peut, 

en fonction du contexte cellulaire, agir comme suppresseur de tumeur.  

La maladie d’Alzheimer est une pathologie neurodégénérative progressive dont les deux 

caractéristiques majeures sont (i) le dépôt de plaques amyloïdes, conséquences d’une 

agrégation de peptides β amyloïdes (Aβ) entre les neurones et (ii) la présence 

d’enchevêtrement de neurofibrilles, causées par l’hyperphosphorylation et la dégradation de 

la protéine Tau, dans les neurones.  

Dans ce contexte, la CASP-2 agit à deux niveaux. D’une part elle est le médiateur de la 

synaptotoxicité induite par Aβ à des étapes précoces de la maladie. Cependant, elle 

coordonne également la toxicité induite par le peptide amyloïde, en agissant à des étapes 

précoces du processus de mort cellulaire. D’autre part, son clivage de la protéine Tau au 

niveau de l’Asp-314 entraînerait la translocation de cette dernière et serait la cause 

d’altérations synaptiques et de déficits cognitifs.   

Ces éléments suggèrent que la CASP-2 pourrait constituer une cible thérapeutique potentielle 

dans la maladie d’Alzheimer. Par conséquent, il est important de disposer d’agents 

pharmacologiques capables de l’inhiber spécifiquement.  

La majorité des inhibiteurs de Caspases sont des tétra- ou penta-peptides synthétiques 

qui contiennent les séquences préférentiellement reconnues par les Caspases cibles. Ces 

molécules agissent donc en compétiteurs du substrats naturels vis-à-vis du site actif de 

l’enzyme. Cependant, la conservation structurale du site actif entre les différentes Caspases 

rend difficile le développement d’inhibiteurs sélectifs. Ainsi, le motif pentapeptidique VDVAD 

préférentiellement reconnu par la CASP-2 est également reconnu par la CASP-3. Néanmoins, 

la CASP-3 joue un rôle majeur au niveau du système nerveux central et plus précisément dans 

la physiologie du neurone au cours du développement et à l’âge adulte. À cela s’ajoute la 

concentration intracellulaire élevée en cette enzyme. Tous ces éléments suggèrent une réelle 

nécessité à développer des inhibiteurs sélectifs de la CASP-2.  
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Le travail de ces trois années de thèse a porté sur la conception/sélection, la caractérisation 

et la validation d’inhibiteurs avec un index de sélectivité optimisé en faveur de la CASP-2 

versus la CASP-3. Le travail de thèse s’est organisé selon deux axes.  

L’objectif du premier axe était d’identifier des inhibiteurs sélectifs et originaux de la CASP-2. 

Pour cela, trois stratégies d’identification ont été suivies : 

1. Approche de conception rationnelle de peptides inhibiteurs ciblant le site actif 

2. Design de peptides inhibiteurs de l’interface de dimérisation par des études in silico 

3. Criblage aléatoire de petites molécules organiques à partir de chimiothèques aux 

scaffolds variés.  

Pour les différentes approches, les molécules « touches » résultantes ont été évaluées in vitro 

par analyse des cinétiques enzymatiques à l’aide de tests robustes et miniaturisés (pouvoir 

inhibiteur et mécanismes d’inhibition). De plus, des modèles cellulaires standardisés avec des 

readouts associés à l’activité de la CASP-2 ont également été utilisés afin de valider ces 

inhibiteurs. 

Le second axe de recherche de cette thèse visait à étudier le rôle de la CASP-2 dans le contexte 

de la maladie d’Alzheimer. Pour atteindre cet objectif, deux stratégies ont été employées :  

1. Validation des meilleurs candidats dans des modèles cellulaires innovants impliquant 

le peptide b-amyloïde. 

2. Une approche biochimique pour étudier le clivage de la protéine Tau par la Caspase-

2 in vitro. 

Ainsi, après les Matériels et Méthodes utilisés au cours de ces trois années, les résultats seront 

présentés au travers de quatre Parties. 

• La première partie développe les résultats obtenus dans le cadre de la stratégie de 

peptides inhibiteurs du site actif. Cette partie est subdivisée en cinq Chapitres 

dédiés à : 

o  L’étude des peptides inhibiteurs de première, seconde et troisième 

générations  

o Les caractérisations enzymologique et cellulaire des inhibiteurs des Caspases 

du groupe II  

o L’étude des premiers inhibiteurs sélectifs de la Caspase-2 
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• La seconde partie retrace les résultats obtenus dans le cadre de l’étude du rôle de la 

Caspase-2 dans des modèles cellulaires, notamment microfluidiques, de la maladie 

d’Alzheimer.  

• La troisième partie présente les résultats obtenus pour les deux autres stratégies 

d’identification d’inhibiteurs :  

o Peptides de l’interface de dimérisation par approche in silico 

o Petites molécules organiques 

• L’ultime partie des Résultats propose une synthèse des travaux annexes réalisés au 

cours de la thèse et qui ont fait l’objet de publications.  

 

Les résultats seront ensuite repris dans une Discussion.   

 

Enfin, une conclusion générale sur les résultats obtenus ainsi que sur les perspectives qu’ils 

ouvrent sera abordée en fin de ce manuscrit. 

 

 



 

 
 

  

MATERIELS ET METHODES 



 MATERIELS ET METHODES  

175 
 

 MATERIELS ET METHODES 

I. Enzymologie mécanistique 

A. Matériels 

1. Enzymes recombinantes et substrats fluorogènes 

Les Caspases-2 (CASP-2) et -3 (CASP-3) humaines recombinantes et actives sont 

commercialisées et fournies respectivement par les sociétés Enzo Life® et R&D Systems®. La 

CASP-2 est reçue en poudre puis resuspendue à 1 U/µL dans du PBS (Sigma®) ; 15% glycérol 

(v/v). La CASP-3 est reçue solubilisée dans du PBS à 10 µg/40µL. Les peptides substrats 

EnzoLife® utilisés pour les mesures d’activités enzymatiques, Ac-DEVD-AMC et Ac-VDVAD-

AMC sont dissous à 20 mM dans du DMSO et stockés à -20°C à l’abri de la lumière. Ces 

substrats sont porteurs à leurs extrémités, de groupements protecteurs inertes (Boc ou Suc) 

en N-ter et fluorogènes greffés en C-ter, le 7-amino-4-méthylcoumarin (AMC). La libération 

de l’AMC permet de suivre l’activité enzymatique en unité de fluorescence (RFU) au cours du 

temps. Les mélanges réactionnels (100 μl) sont déposés dans des plaques noires 96 puits 

(COSTAR3915) pour les mesures de fluorescence.  

En plus des CASP-2 et -3, d’autres protéases ont été utilisées. Les kallikréines 1, 6 et 8 

humaines sont achetées auprès de la société R&D Systems®. Les plasmine, trypsine, 

thrombine, humaines ont été achetées, sous leur forme active auprès de Sigma-Aldrich®. La 

pro-hK1 est activée par la Thermolysine (R&D Systems®) après une incubation de 1 heure dans 

le tampon Tris-HCl 50 mM, CaCl2 10 mM, NaCl 150 mM, Brij-35 0,05% pH 7,5 puis la réaction 

est stoppée par ajout de d’EDTA 50 mM. Les pro-hK6 et 8 (R&D Systems®) sont activées par la 

Lysyl-endopeptidase (Wako-BioProducts®) selon le protocole suivant : 100 µg/mL d’enzyme 

sont incubés avec 0,2 µg/mL de Lysyl-endopeptidase dans du tampon Tris 50 mM, Brij-35 

0,05% ; pH 8 pendant une heure à 37°C puis la réaction est stoppée par dilution comme 

préconisé par le fournisseur. Toutes ces protéases sont diluées à 4 µM (1 U/mL pour la 

thrombine) dans le tampon Tris 50 mM, NaCl 150 mM, Brij-35 0,05% pH 8. Les Cathepsines 

actives humaines ont été commandées auprès de EnzoLife®. Les Cathepsines B (16,6 µM) et L 

(11,9 µM) sont isolées et purifiées à partir de foie humain est sont formulées en liquide dans 

un tampon sodium acétate 50 mM, EDTA 1mM, pH 5,0. La Cathepsine D également isolée et 

purifiée à partir de foie humain est livrée sous forme lyophilisée est reconstituée à 1 µg/mL 
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(19 µM) dans de l’eau milliQ. La CASP-6 humaine, recombinante, active est fournie par 

EnzoLife® et est solubilisée selon le même protocole que la CASP-2 à une concentration stock 

de 2,2 µM.  

Les substrats fluorogènes Boc-QAR-AMC et Boc-VPR-AMC ont été achetés auprès de 

l’entreprise Bachem®. Les substrats pour Ac-VEID-AMC, z-RR-AMC, RLR-AMC et le substrat 

FRET Phe-Arg-Leu-Lys(Dnp)-D-Arg-NH2, pour le suivi de l’activité Cathepsine D, ont été fournis 

par EnzoLife®. 

2. Molécules étudiées au cours de la thèse 

Les inhibiteurs réversibles dérivés de l’Ac-VDVAD-CHO variant en P2 : c33, h33, k33 et 

q33 ont été fournis par la fondation CHDI, USA (Collaboration avec le Dr Maillard). Les 

inhibiteurs pentapeptides irréversibles TRP601(Q-V(OMe)DVAD(OMe)-OPh), Δ2MeTRP601 

(Q-VDVAD-OPh), ont été conçu et développés initialement par la société Theraptosis S.A. 

(Chauvier et al., 2011) puis obtenus auprès de Chiesi Pharmaceuticals. Le TRP901 (Q-

DEVD(OMe)-OPh) et LJ2 ont été synthétisés à façon par la société Polypeptides. Les composés 

Ac-DEVD-CHO et Ac-VDVAD-CHO sont commercialisés par la société Sigma-Aldrich®. Le Q-VD-

OPh et Q-VE-OPh sont achetés auprès de MP Biomedical®. La série des composés de la 

nouvelle série LJ, LJ2A-2B ; LJ3A-3B ; LJ4A-4B et LJ5A-5B ont été synthétisés à façon par 

Bachem®. Les inhibiteurs large spectres z-VAD(Ome)-fmk, z-VAD-fmk et z-VDVAD-fmk sont 

fournis par MP Biomedical®.. Enfin, le composé peptidomimétique Emricasan est commandé 

auprès de la société Medkoo Biosciences®. Toutes les petites molécules organiques testées 

au cours de la thèse sont issues de chimiothèques du laboratoire. Excepté la série de Triazoles 

synthétisée par Anthony Nina Diogo de l’Institut Parisien de Chimie Moléculaire, UMR 8232 

ainsi que la Piperlongumines et ses dérivés qui ont été synthétisées par l’équipe de Vanderlan 

da Silva Bolzani du département de Chimie organique de l’Institut de Chimie de l’Université 

UNESP, São Polo au Brésil. Tous les stocks de molécules sont conservés en poudre à -20°C et 

les solutions de travail sont solubilisés à 10 mM dans du DMSO et conservées à -80°C. Des 

solutions intermédiaires à des concentrations plus faibles sont préparées extemporanément 

pour les analyses mécanistiques et ne sont pas conservées à l’issue des expériences. 
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3. Autres réactifs  

Le DMSO, l’hydroxylamine, le succinate de sodium, la BSA, le CHAPS, l’EDTA, le Tris, le Brij-35 

et le 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP) ont été fournis par la firme Sigma-Aldrich®. Les 

sources des réactifs utilisés en culture cellulaire sont indiquées plus loin. 

4. Appareils  

Les valeurs de fluorescence des activités enzymatiques et l’analyse de la cytotoxicité 

au XTT sont mesurées à 37°C, à l’aide d’un spectrofluorimètre lecteur de microplaques, BMG 

FLUOstar OPTIMA. Cet appareil est piloté par le logiciel Biolise® et est équipé d’un dispositif 

de refroidissement thermoélectrique par effet Peltier. Les traitements mathématiques et 

statistiques des données cinétiques sont effectués à l’aide du logiciel Kaleidagraph®. 

Les mesures de pH des tampons ont été réalisées à l’aide d’un instrument METTLER 

TOLEDO SevenCompactTM muni d’un senseur thermique et d’un support de calibration. 

B. Cinétique enzymatique 
Tous les tests sont réalisés en duplicata ; de plus, afin de ne pas impacter l’efficacité 

catalytique des enzymes le pourcentage de DMSO ne doit pas excéder 4 % dans le mélange 

réactionnel. Les molécules étant solubilisées dans ce solvant, tous les contrôles sont réalisés 

en présence de celui-ci. Enfin, les concentrations en enzymes et en substrats déterminées 

pour des conditions expérimentales optimales ont été conservées pour chaque expérience 

effectuée au cours de la thèse. 

1. Conditions expérimentales  

L’évaluation des inhibiteurs sur les CASP-2 et -3 est réalisée dans des conditions de 

cinétique enzymatique propres à chaque enzyme mises au point au préalable (Table 8), avec 

des concentrations fixes en substrat et en enzyme. Le rapport kcat/KM rend compte de 

l’efficacité catalytique, où kcat (s-1) est la constante catalytique ou nombre de molécules de 

substrat converties en produit par unité́ de temps par chaque site actif quand l'enzyme est 

saturée et KM est la constante de Michaelis-Menten qui rend compte de l’affinité enzyme-

substrat, elle représente la concentration en substrat pour une vitesse égale à la Vitesse 

maximale de réaction (Vmax) divisée par 2. 

Pour les tests enzymatiques, l’enzyme est incubée avec l’inhibiteur ou le DMSO 

(contrôle négatif) dans un volume défini de tampon, adapté à l’enzyme et à la formation du 
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complexe de Michaelis-Menten, pendant 30 min à 37°C. La réaction est déclenchée, dans un 

volume total de 100 μl, lors de l’ajout du mélange tampon-substrat ; l’activité enzymatique 

est alors mesurée sur 20 minutes. La libération du groupe fluorescent AMC est détectée en 

utilisant les longueurs d’ondes suivantes : λex = 360 nm pour l’excitation et λem = 460 nm pour 

la mesure de l’émission. L’hydrolyse du substrat FRET de la Cathepsine D est suivie en utilisant 

les longueurs d’ondes suivantes : λex = 320 nm pour l’excitation et λem = 405 nm pour la mesure 

de l’émission. 

Table 8.  Conditions de cinétique enzymatique optimales pour les Caspases-2 et -3 
Enzymes Substrats AMC 

(P5/P4))- P1) 

Tampons KM 

(µM) 

kcat  

(s-1) 

kcat/KM  

(M-1.s-1) 

Caspase-2 
 (0,2 nM) 
(62 kDa) 

Ac-VDVAD-â-AMC 
(25 µM) 

20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 
mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ; 800 

mM Succinate 

29 
 

13,6 
 

1.106 

 

Caspase-3 
(0,1nM) 
(60 kDa) 

Ac-DEVD-â-AMC 
(10 µM) 

20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 
mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ;1 

mg/mL de BSA 

12,3 
 

7,3 
 

593 000 
 

L’activité enzymatique est caractérisée par les valeurs de vitesses initiales (Vi) qui sont définies 

à partir de Michaelis-Menten, (éq. 1), où Vmax est la vitesse pour laquelle l’enzyme est saturée 

en substrat, [S] est la concentration en substrat. La vitesse initiale, ici exprimée en unité 

arbitraire de fluorescence (RFU) par minute, est obtenue expérimentalement à partir de la 

valeur de la pente, sur la portion linéaire de la représentation : f (temps) = RFU, valeur calculée 

directement par le logiciel Biolise®.  

Vi = Vmax x [S] / (Km + [S])   (éq. 1) 

La vitesse initiale obtenue pour le témoin (V0) est considérée comme 100 % de 

l’activité enzymatique. Aussi, une inhibition se caractérise par une activité après traitement, 

avec l’inhibiteur, inférieure à 100%. Le pourcentage d’inhibition est calculé à partir de 

l’équation 2, où V0 est la vitesse initiale du contrôle négatif, Vi la vitesse initiale en présence 

de l’inhibiteur.  

% Inhibition = (1 – (V0 / Vi)) x 100  (éq. 2) 

Les études de sélectivité ont été effectuées sur des protéases à Cystéine et Sérine 

concurrentes. Pour cela, les molécules d’intérêt sont incubées pendant 30 minutes avec 

l’inhibiteur à 37°C dans les conditions décrites dans la Table 9. Les valeurs des KM sont 

indiquées pour les enzymes pour lesquelles des mécanismes d’inhibition ont été étudiés. Au 
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même titre que pour les CASP-2 et -3, les mécanismes d’inhibition des molécules inhibitrices 

de ces enzymes concurrentes sont étudiés comme décrits dans les sections suivantes. 

Table 9. Conditions de mesure de cinétiques enzymatiques des protéases concurrente dans le 
cadre de l’étude de la sélectivité. 

Enzymes Substrats Tampons 

Caspase-6  
(50 nM) 

Ac-VEID-AMC  
25 µM  
(KM = 149, 69 µM) 

20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM 
EDTA ; 0,1 % CHAPS ;1 mg/mL de 
BSA 

Cathepsine B 
(0,2 nM) 

z-RR-AMC 
20 µM 
(KM = 169,8 µM) 

Acétate de sodium 0,1 M ; 
EDTA 1mM ; DTT 2mM ; Brij-35 
0,01 % ; pH 5,5 

Cathepsine L 
(1,2 nM) 

RLR-AMC 
25 µM 
(KM = 13,8 µM) 

Acétate de sodium 0,1 M ; 
EDTA 1mM ; DTT 2mM ; Brij-35 
0,01 % ; pH 5,5 

Cathepsine D 
(0,1 nM) 

Mca-Gly-Lys-Pro-Ile-Leu-Phe-
Phe-Arg-Leu-Lys(Dnp)-D-Arg-
NH2 
10 µM 

Citrate de Sodium 0,1 M ; 
EDTA 2 mM ; Brij-35 0,01% ; pH 
4 

hK1 (4 nM) Boc-VPR-AMC 
100µM 

Tris 50 mM ; Citrate 1 M ; Brij-35 
0,05% ; pH 7 

hK6 : 2 nM Boc-QAR-AMC 
100 µM 

Tris 50 mM ; Citrate 1 M ; Brij-35 
0,05% ; pH 7 

hK8 (1 nM) Boc-VPR-AMC 
100µM 

Tris 50 mM ; Citrate 1 M ; Brij-35 
0,05% ; pH 7 

Thrombine (10 mU/mL) Boc-VPR-AMC 
100µM 

Tris 50 mM ; Citrate 1 M ; Brij-35 
0,05% ; pH 7 

Plasmine (4 nM) Boc-QAR-AMC 
100µM 

Tris 50 mM ; Citrate 1 M ; Brij-35 
0,05% ; pH 7 

Trypsine : 0,1 nM Boc-QAR-AMC 
100µM 

Tris 50 mM ; Citrate 1 M ; Brij-35 
0,05% ; pH 7 

 

Le critère de sélection qui a été retenu pour la sélection d’une molécule comme inhibiteur est 

que le pourcentage d’inhibition du composé à 10 µM doit être supérieur à 50 %. 

2. Détermination de l’IC50 

Une étape préliminaire dans la caractérisation d’un inhibiteur est la détermination de 

son IC50. Ce paramètre est la concentration d’inhibiteur nécessaire pour diminuer l’activité 

enzymatique de 50 % de sa valeur maximale, non inhibée. Pour cela, le composé, à différentes 

concentrations, est incubé avec l’enzyme et le tampon pendant 30 minutes à 37°C, pour 

permettre la formation du complexe Enzyme-Inhibiteur. La réaction est ensuite déclenchée 

par ajout du substrat, puis l’activité est mesurée sur 30 minutes pour la détermination des 

vitesses initiales. L’effet inhibiteur du composé étudié (en %) en fonction de sa concentration 
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suit généralement l’équation 3 qui traduit une hyperbole. L’équation est entrée dans le 

logiciel Kaleidagraphâ, pour l’ajustement de la courbe f ([I]) = % Inhibition, où [I] est la 

concentration en inhibiteur, l’IC50 est alors obtenue.  

% Inhibition = 100 x [I] / (IC50+ [I])  (éq. 3) 

C. Étude du mécanisme d’inhibition  

1. Réversibilité de l’effet inhibiteur par la méthode de dilution  

La réversibilité de l’inhibition est étudiée par la méthode de dilution. L’enzyme et 

l’inhibiteur (ou le DMSO) sont incubés 30 minutes à 37°C. Le complexe ainsi formé est dilué 

au 100e dans le mélange tampon/substrat puis la mesure de l’activité est lancée sur 1 heure. 

La vitesse initiale obtenue pour le contrôle DMSO représente les 100 % d’activité et servira de 

référence pour la quantification de l’activité résiduelle de l’enzyme en présence de l’inhibiteur.  

La concentration de l’inhibiteur est choisie, à partir des courbes IC50, de manière à ce que 

l’enzyme soit inhibée à plus de 90 % avant dilution et à moins de 10 % après dilution, pour 

être sûr que l’effet après dilution ne soit pas dû à un effet de l’inhibiteur sur l’enzyme.  

2. Inhibition réversible – méthode de Compétitivité  

Afin de caractériser les inhibiteurs réversibles, les constantes de dissociation Ki et Ki’ 

sont déterminées. Ces dernières rendent respectivement compte de l’affinité de l’inhibiteur 

pour l’enzyme seule ou pour l’enzyme complexée au substrat. Pour cela, l’inhibiteur est mis 

en compétition avec le substrat vis-à-vis du site actif de l’enzyme. Si, après dilution, l’activité 

est restaurée à environ 50 %, l’inhibiteur est dit « réversible ».  

Le composé, à différentes concentrations (1/4 IC50 ;1⁄2 IC50 ; IC50 ; 2 IC50 ; 4 IC50) est incubé avec 

l’enzyme pendant 30 minutes à 37°C. La réaction est lancée sur 1 heure dès l’ajout du substrat.  

Il existe différents mécanismes d’inhibition réversible. Pour confirmer le mécanisme et les 

paramètres d’inhibition Ki et Ki’, le tracé en double inverse de Lineweaver-Burk est employé. 

Pour cela, l’évolution du rapport 1/Vi en fonction de 1/[S] est traité à partir de l’équation 4 où 

Vmax
app et KM

app sont les paramètres qui varient en fonction du type d’inhibition et en fonction 

de la concentration en inhibiteur. L’intersection des droites obtenues pour des concentrations 

croissantes en inhibiteurs permet de distinguer les différents types d’inhibiteurs.  
!
" 	= 	

%&'((
"&')	'(( 	×

!
[,] + 	

!
"&')'(( (éq. 4) 
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Ensuite, un graphique secondaire, obtenu à partir des valeurs des pentes du tracé 

Lineweaver-Burk en fonction de la concentration en inhibiteur, permet d’obtenir la valeur de 

Ki. Sa valeur est donnée par le point d’abscisse à l’origine. Pour la détermination de Ki’ est 

expliquée plus loin. Il est à noter que pour les inhibiteurs où les tracés Lineweaver-Burk ne 

permettent pas de conclure quant aux mécanismes d’inhibition, la représentation graphique 

de Dixon a été employée. Ce type de graphique, contrairement à la représentation en double 

inverses, permet d’obtenir directement les valeurs des constantes d’inhibition. 

Pour un inhibiteur réversible, la fixation à l’enzyme est indépendante du temps et suit le 

schéma réactionnel ci-dessous. 

 

Schéma réactionnel pour les inhibiteurs 
réversibles 

 

À partir de ce schéma réactionnel, les équations suivantes peuvent être établies : 

/012 = 	 34∗34
6∗(389[:])

346∗<=934∗[:]
  (éq.5) 

>
? = 	

>9 [4]
@46

?8AB
+ C>9[4]@4D∗38

?8AB
∗ >
[:] (éq.6) 

1) Lorsque KI’ → ∞, l’inhibiteur est compétitif vis-à-vis du substrat, c’est-à dire qu’il est en 

compétition du substrat pour la fixation au site actif de l’enzyme. Les équations 5 et 6 sont 

simplifiées, l’équation 7 concerne la représentation de Dixon. 

IC12 = 	KH ∗ (1 + [J]
<K
)  

>
? = 	

>
?8AB

+ C>9[4]@4D∗38
?8AB

∗ >
[:]  

>
? = 	

<=
?8AB

× >
[:]×3L 	[I] +

>
?8AB

M1 + 3N
[:] O  (éq. 7) 
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2) Lorsque KI → ∞, l’inhibiteur est dit incompétitif et ne se lie qu’au complexe 

Enzyme/Substrat. Les équations 5 et 6 et 7 sont simplifiées : 

IC12 = 	KHP ∗ M1 + <K
[J]O  

>
? = 	

>9 [4]
@46

?8AB
+ 38

?8AB
∗ >
[:]  

>
? = 	

>
?8AB×3L

	[I] + >
?8AB

(1 + 3N
[:] )  

 
3) Lorsque KI = KI’, l’inhibiteur est non-compétitif et se fixe avec la même affinité à l’enzyme 

seule et au complexe Enzyme/Substrat. Les équations 5 et 6 sont simplifiées : 

IC12 = 	KH  
>
? = 	

>9[4]@4
?8AB

+ C>9[4]@4D∗38
?8AB

∗ >
[:]  

>
? = 	

>
?8AB×3L

	(1 + 3N
[:] )[I] +

>
?8AB

(1 + 3N
[:] )  
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4) Lorsque KI ≠ KI’, l’inhibiteur est mixte, c’est-à dire qu’il se fixe avec une affinité différente à 

l’enzyme seule et au complexe enzyme/Substrat.  

 
Pour la confirmation de KI’, on utilise les graphiques secondaires de Lineweaver-Burk : 
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3. Inhibiteurs covalents  

3.1. Mise en évidence  

Il existe deux types d’inhibiteurs covalents, ceux qui établissent un lien transitoire avec 

l’un des résidus catalytiques et ceux qui se fixent de manière à inhiber l’enzyme de manière 

permanente. Pour déterminer le mécanisme d’inhibition, on utilise l’hydroxylamine, NH2OH, 

à 500 µM à pH 8. Cette molécule agit en puissant nucléophile et permet de lever l’inhibition 

pour les inhibiteurs qui établissent un lien covalent transitoire. Ce test est utilisé lorsqu’à 

l’issue de la méthode de dilution, on n’observe peu ou pas de restitution de l’activité 

enzymatique. 

L’enzyme et l’inhibiteur (ou le DMSO) sont incubés 30 minutes à 37°C. Le complexe E-I, ainsi 

formé est ensuite dilué au 100e par ajout du mélange tampon-substrat contenant le NH2OH 

(0,5 M). L’activité enzymatique est mesurée sur 1 heure. La vitesse initiale obtenue avec le 

témoin DMSO est utilisée comme référence pour la détermination des activités résiduelles 

des enzymes en présence des inhibiteurs. Les concentrations en inhibiteur sont choisies selon 

les mêmes critères que pour la méthode de dilution. 

3.2. Quantification des paramètres cinétiques 

L’efficacité inhibitrice pour les inhibiteurs irréversibles est donnée par le rapport kinact/KI, où 

kinact est la constante de vitesse maximale d’inactivation et KI est la concentration de 

l’inhibiteur correspondant à la moitié de la vitesse maximale d’inactivation, c’est une 

constante de dissociation qui rend compte de l’affinité de l’inhibiteur pour l’enzyme. Pour les 

inhibiteurs où l’activité enzymatique n’est pas restituée à l’issue du traitement à 

l’hydroxylamine, l’inhibition suit le chemin réactionnel suivant, où E*I représente une 

« chimère cinétique » entre les espèces E-I (acyl-enzyme) et EI (enzyme inactivée) : 

 
Pour quantifier l’inhibition deux types de méthodes sont employées. Toutefois, pour les 

inhibiteurs très efficace la méthode Continue a été privilégiée.  
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3.2.1. Détermination des paramètres cinétique par la méthode dite 
Discontinue ou de prélèvements 

L’enzyme est incubée en présence de différentes concentrations d’inhibiteurs à 37°C. 

Au cours du temps, des aliquotes (1 µl) sont prélevés et l’activité enzymatique est mesurée 

après dilution dans un grand volume de tampon (99 µl). Un témoin est réalisé en incubant 

l’enzyme avec du DMSO. L’équation 8, où le rapport de la vitesse initiale en présence de 

l’inhibiteur, Vi, sur la vitesse initiale du contrôle DMSO, V0, traduit le pourcentage d’activité 

résiduelle. La représentation graphique f (temps) = ln (% d’activité résiduelle) permet, à partir 

des pentes, d’obtenir les valeurs des constantes de vitesses d’inactivation (kobs) pour chaque 

concentration en inhibiteur (Figure 49A). L’équation 9, permet de relier le kobs aux paramètres 

kinact et KI (Figure 49B). L’ajustement de la courbe f ([I]) = kobs en hyperbole est fait à l’aide de 

cette équation avec le logiciel Kaleidagraph. Les rapports kinact/KI où kinact sont alors obtenus. 

           ln ((100 x Vi)/V0) = kobs x t   (éq. 8) 

kobs = kinact x [I] / (KI x [I])   (éq. 9) 

 
Figure 49. Représentations graphiques utilisées pour la détermination des paramètres cinétiques par la 
méthode discontinue. 
 (A) Détermination des valeurs de kobs pour chaque concentration d’inhibiteur donnée. (B) Représentation 
de kobs en fonction de la concentration en inhibiteur pour la détermination des paramètres kinact et KI. 

3.2.2. Détermination du rapport kinact/KI par la méthode Continue ou 
Méthode de Compétition 

Lorsque l’inactivation est trop rapide pour être évaluée par la méthode des 

prélèvements, le phénomène d’inactivation est ralenti en introduisant le substrat (Reboud-

Ravaux M. et al., 1999). Contrairement à la compétitivité, les cinétiques sont mesurées avec 

une concentration fixe de substrat. Dans ces conditions, le substrat et l’inhibiteur, à 

A B
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différentes concentrations, sont mis en solution dans le tampon et la réaction est déclenchée 

par ajout d’enzyme. L’analyse mathématique pour la cinétique est résolue par l’équation 10 : 

QL = 	R2 ∗ STU∗V (éq. 10) 

Où, Vi est la vitesse au temps t, V0 est la vitesse au départ (t=0) pour une concentration 

d’inhibiteur donnée (Figure 50A). 

Comme : 

WXYZ[\] = 	^ RL ∙ Z]
V

2
 

Alors : 

`. b = 	^ RL ∙ Z]
V

2
+	`. b2 = 	

−R2 ∗ STd∗V + R2
e +	`. b2 

Où : 

e =	 fL ∗ [/]′hi + [/]′ 

Il est à noter que l’on ne considère par la concentration en inhibiteur définie au départ mais 

la concentration réelle dans le puits. En effet, la mise en compétition avec le substrat modifie 

cette concentration. La concentration réelle en inhibiteur est alors donnée par le 

rapport (Figure 50B) : 

[/]P = 	 [/]
1 + [j]

hN
 

(F.U = unités arbitraires de fluorescence correspondant à l’apparition du produit, F.U0 : 

fluorescence à t=0).  

 
Figure 50. Représentations graphiques types pour la détermination des paramètres cinétiques par la 
méthode continue. 
(A) Détermination des valeurs de π pour chaque concentration d’inhibiteur donnée. (B) Détermination des 
paramètres kinact et KI. 
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II. Évaluation des inhibiteurs sur des modèles cellulaires 
d’apoptose et d’inflammation 

A. Modèle cellulaire standardisé d’apoptose 

1. Culture des cellules HeLa 

Les cellules de la lignée cellulaire HeLa (cellules humaines adhérentes, provenant d’une 

tumeur du col utérin, ATCC) sont cultivées dans un milieu contenant du Dulbecco's Modified 

Eagle Medium (DMEM, High Glucose, GlutaMAX™, Pyruvate) fournit par Gibco-Life 

technologies®. Le milieu est complémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF) (Gibco, Life 

technologies) préalablement décomplémenté et filtré, ainsi qu’avec 1% de mélange de 

Pénicilline (100units/mL), Streptomycine (100µg/mL)  (Pen Strep, Gibco Life Technologies).  

L’entretien routinier des cellules est réalisé selon les recommandations d’ATCC (1.106 cellules 

par flasque T75 à l’ensemencement). Les cultures sont maintenues à 37°C sous atmosphère 

humide avec 5 % de CO2. Lorsque les cellules atteignent 70-80% de confluence (» 

9.106  cellules), elles sont lavées au PBS (150 mM NaCl ; 100 mM PO42- ; pH. 7) puis traitées à 

la Trypsine-0,05% EDTA (Gibco, Life Technologies). Après l’inhibition de la trypsine par ajout 

de SVF, la suspension cellulaire est centrifugée à 700 rpm pendant 5 minutes. Après comptage 

sur cellule de Malassez, les cellules sont ensemencées dans de nouvelles flasques à 1.106 ou 

dans des plaques 24 puits en vue des traitements avec les agents pharmacologiques. 

2. Principe 

Les inhibiteurs sont évalués sur un modèle d’apoptose. Pour cela, les cellules HeLa sont 

traitées avec la Vincristine (Sigma Aldrich®) ; solubilisée dans de l’eau à 5mM), un alcaloïde 

issu de la pervenche de Madagascar, utilisé comme traitement anticancéreux. Cet agent, se 

lie à la tubuline et empêche la polymérisation des microtubules, conduisant alors au blocage 

de la mitose et/ou à l’apoptose de manière Caspase-dépendante.  

Les paramètres de mort cellulaire sont évalués par cytométrie en flux. Cette technique 

permet de mesurer et d’analyser les caractéristiques morphologiques d’une cellule, et de 

quantifier la fluorescence associée à l’ajout de sondes dans la cellule. Cette technologie utilise 

3 systèmes, un système fluidique qui transporte les cellules dans un canal ou les cellules vont 

être frappées par un faisceau laser. Un système optique constitué de laser et de filtres 
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optiques qui vont récupérer les signaux pour les rediriger vers un détecteur approprié. Enfin, 

un système électronique, qui convertit le signal électronique en un signal lumineux. 

Au cours de l’apoptose, en absence de phagocytes, une nécrose secondaire entraîne 

la perméabilisation des membranes. Cette nécrose est évaluée grâce à l’iodure de propidium 

(IP, Sigma Aldrich®). Ce dernier est une sonde fluorescente ayant une forte affinité pour les 

acides nucléiques et va donc pénétrer dans les cellules si et seulement si la membrane 

plasmique est altérée. 

3. Traitement et Conditions de marquage  

24h avant les traitements pharmacologiques et/ou inductions de mort cellulaire, les 

cellules sont ensemencées dans des plaques 24 puits à une densité de 27 000 cellules/puits.  

Les cellules sont ensuite prétraitées avec les inhibiteurs à différentes concentrations (3, 10, 

30 et 60 µM) pendant 45 minutes. La mort cellulaire est ensuite induite par ajout de la 

Vincristine. Les conditions d’induction de mort avec la vincristine (dose et durée d’induction) 

sont déterminées au préalable en utilisant des gammes de concentrations croissante : 5, 10, 

20 et 50 nM de Vincristine, testé sur 12 ; 24 ; 36 heures.  

4. Quantification des effets cellulaires 

Les résultats sont analysés par cytométrie en flux. Le contenu de chaque puits, qui inclus les 

surnageants et les produits du traitement par la Trypsine, est collecté puis mélangé à du PBS. 

Le mélange est ensuite centrifugé à 900 rpm pendant 5 minutes et les culots sont ensuite 

repris dans 300 µL de milieu contenant de l’iodure de propidium (2µg/mL pendant 10 min à 

37°C) (Life technologies).  

Les cellules sont analysées par cytométrie en flux à l’aide d’un appareil MACSQuant® 

VYB (Miltenyi Biotec®, Bergisch Gladbach, Germany) avec une excitation à 561 nm sur le canal 

Y2. Pour chaque échantillon, les propriétés optiques d’environ 5000 cellules ont été mesurées, 

puis analysées à l’aide du logiciel Macsquantify (Miltenyi Biotec®). L’analyse inclut les 

paramètres FSC et SSC (FSC = Forward Scatter qui est relié à la taille de la cellule, SSC = Side 

Scatter, lié à la granulosité, la complexité d’une particule).  
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B. Modèle inflammatoire  

1. Cultures des lignées THP-1 

Les cellules THP-1 sont issues d’un enfant de 1 an atteint d’une leucémie. C’est une 

lignée pré-monocytaire, caractérisée par une suspension des cellules (non adhérentes) avec 

une forme bien arrondies. Les cellules utilisées proviennent de la société ATCCâ. Les cellules 

sont cultivées à une densité de 0,4.106/mL dans des flasques T75 maintenue droites dans un 

milieu RPMI 1640 Medium, Glutamax, Supplement HEPES (ThermoFischer Scientific, 

#72400027) complété avec 10 % de SVF (préalablement décomplémenté et flitré) et 1% 

d’antibiotiques PS. Les cultures sont maintenues à 37°C sous atmosphère humide avec 5 % de 

CO2.  

2. Différenciation des cellules  

La différenciation des THP-1 est induite par ajout de phorbol 12-myritate 13-acétate (PMA, 5 

mg/mL stock dans du DMSO, InvivoGen, #tlrl-pma) dans le milieu. Plus précisément, ce dernier 

mime la structure du diacylglycérol (DAG) qui est un activateur de la protéine Kinase C (PKC). 

Ainsi, il permet la stimulation de l’expression de facteurs de transcriptions dont NF-kB, qui 

sont impliqués dans la différenciation en macrophage (Park E.K. et al., 2007 ; Daigneault M. et 

al., 2010). Après traitement avec le PMA les cellules acquièrent un phénotype macrophages-

like, c’est-à dire qu’elles deviennent adhérentes et ne se divisent plus. En pratique, les cellules 

sont ensemencées sur des plaques 24 puits à une densité de 300.103 cellules/puits, le PMA 

est ensuite ajouté pendant 24h à une concentration de 50 nM. Le lendemain, les cellules sont 

lavées délicatement avec du PBS et du milieu complet frais est ajouté, les cellules sont alors 

laissées 3 jours. Le jour du traitement les cellules sont lavées avec du PBS et mises en présence 

ou non de 1 µg/mL de Lipopolysaccharide-EK Ultrapure – LPS- (Stock 1 mg/mL dans de l’eau 

ultrapure, InvivoGen, #tlrl-peklps) pendant 6 heures. Le LPS permet d’activer les macrophages  

via l’inflammasome NLRP3, plateforme d’activation de la CASP-1. Cette dernière permet alors 

le clivage de pro-IL1b en IL1b dans le milieu. A l’issue du traitement avec le LPS, le milieu est 

retiré et les cellules sont mise en présence ou non d’agents pharmacologiques pendant 1 

heure. Ensuite, la nigéricine à 5, 10 et 20 µM est ajoutée pendant 30, 60, et 120 minutes. Cette 

dernière est un antibiotique qui entraîne la sortie d’ions K+ de la cellule pour accroître 

l’activation de NLRP3 pour « booster » le système.  
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3. Étude de l’inflammation et de la mort cellulaire 

Á l’issue du traitement, les surnageants sont récupérés en vue des dosages de la cytokine IL1b 

par ELISA (Human IL-1β ELISA MAX™ Deluxe, Biolegend, # 437005). De plus, une fois le 

surnageant récupéré, les cellules sont marquées avec du Hoescht 33342 (2 μg/mL) et de 

l’iodure de propidium (1 μg/mL) afin d’évaluer la cytotoxicité du traitement sur les cellules. 

Les deux agents sont ajoutés respectivement 10 et 5 minutes avant la prise de photo.  
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III. Étude du clivage de la protéine Tau humaine recombinante  
Le clivage de la protéine Tau-441 humaine recombinante (Sigma, #T0576) par les CASP-

2 et -3 est étudié par SDS-PAGE. Pour cela, des gels pré-coulés (CriterionTM TGXTM, 15 puits, 

30 µL, 4-15%) de la société BIO-RAD ont été utilisés dans un dispositif BIO-RAD. Dans un 

premier temps, les CASP-2 et -3 (0,5 µg) sont mises en présence d’un inhibiteur à 100 µM, ou 

de DMSO, pendant 20 min à 37°C dans les tampons d’activités respectifs de ces enzymes. 

Toutefois, afin de ne pas perturber la migration le succinate de sodium n’est pas ajouté au 

tampon d’activité CASP-2. Ensuite, 5 µg de Tau-441 sont ajoutés dans les tubes d’intérêt 

contenant les enzymes en présence ou non de l’inhibiteur. Les échantillons sont ensuite 

incubés 2 heures à 37°C pour permettre le clivage. Ensuite, les produits de l’hydrolyse sont 

mélangés à un tampon Laemmli 5X (3.6% Tris, 40% glycérol, 8% SDS, 7.5% DTT, 0.5% bleu de 

bromophénol (BIO-RAD), pH 6.8) et chauffés à 95°C pendant 5 min. 25 µL de chaque 

échantillon sont déposés par puits ainsi que 10 µL de marqueur de poids moléculaire (Protein 

Marker Range 2-212 kDa ; BioLabs). La migration est réalisée dans un tampon Tris 25 mM, 

glycine 192 mM, SDS 0.1% à 110 volt pendant 1h. Les gels sont ensuite lavés 2 fois puis colorés, 

sous agitation, pendant 1 heure au Bleu de Coomassie (Bleu de Coomassie R-250 0,025 % 

(p/v), méthanol 40 % (v/v) acide acétique 7 % (v/v)) afin de révéler les protéines présentes. 

Les expériences ont été réalisées deux fois. 

Une autre technique, alternative au nitrate d’argent, été employée afin d’obtenir une 

meilleure résolution du clivage. Les réactifs ont été fourni par la Start’up OxiProteomics. Pour 

cela, après migration, le gel est placé dans un contenant avec une solution de 50 % éthanol 

(v/v), 50 % acide acétique (v/v) et placé sous agitateur orbital pendant 30 minutes. L’opération 

est répétée une fois avec de la solution fraîche. Le gel est ensuite mis en contact du marqueur 

SYPROÒ Ruby (ThermoFischer Scientific, #S12000), sur toute la nuit sur mélangeur orbital. Le 

lendemain, le gel est transféré dans un nouveau contenant et lavé pendant 30 minutes dans 

une solution 10 % éthanol (v/v), 7 % acide acétique (v/v). Avant la lecture du gel, celui-ci est 

rincé dans de l’eau milliQ. Le gel est ensuite lu sur un lecteur Ettan dige GE healthcareÒ et les 

clichés obtenus sont traités sur Image J.  
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IV.Modèle intégré de la maladie d’Alzheimer  

A. Dispositifs microfluidiques 

1. Présentation des modèles utilisés 

Au cours de la thèse, deux types de dispositifs microfluidiques ont été utilisés. Les puces 8C, 

sur lesquelles on retrouve 8 chambres isolées qui permettent la culture d’un type de neurones 

(Figure 51A) et les puces dites « 2C15 » qui permettent notamment la reconstruction de 

réseaux de neurones Cortex/Hippocampe fonctionnels (Figure 51B) (Peyrin J.M. et al., 2011). 

Ces dernières sont composées de 4 circuits où chacun d’entre eux est formé par l’association 

de deux chambres de 4 mm de long pour 1 mm de large, reliées entre elles par des micro-

canaux asymétriques de 500 µm. La chambre de gauche est appelée chambre « proximale » 

et la chambre de droite est appelée chambre « distale ». Les micro-canaux au départ de la 

chambre proximale ont un diamètre de 15 µm tandis qu’à l’arrivée de la chambre distale ces 

derniers ont un diamètre de 3 µm. Cette forme en entonnoir du microcanal permet le passage 

unidirectionnel de 8 à 10 axones corticaux provenant de la chambre proximale vers la chambre 

distale (Figure 51C). Chaque chambre est rendue accessible à l’expérimentateur via des puits 

ou réservoirs, de 3 à 4 mm de diamètre, formés manuellement aux extrémités de chaque 

chambre. Ainsi ces derniers permettent de relier les chambres à la surface de la puce 

microfluidique. Le volume de chaque puits est d’environ 70 µL tandis que le volume d’une 

chambre est de 300 nl. Au niveau de des circuits, le renouvellement du milieu est assuré par 

l’écoulement généré lors du remplissage des réservoirs et les échanges gazeux essentiels à la 

survie des neurones sont permis grâce à la porosité du polymère Poly-Diméthylsiloxane ou 

PDMS qui compose la puce.  
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Figure 51. Représentation des dispositifs microfluidiques utilisés au cours de la thèse.  
(A) Dispositifs 8c, ces puces sont caractérisées par la présence de 8 chambres individuelles dans lesquelles 
les neurones de l’hippocampes sont ensemencés à une densité de 15.106/mL. (B) Représentation d’une 
puce 2c15 avec 4 circuits. Permettant de cultiver des réseaux de neurones. (C) Détails sur la construction 
d’un circuit. Chaque circuit se compose de deux chambres isolée fluidiquement par l’existence d’un 
différentiel de pression. Ces deux chambres sont reliées entre elles par des micro-canaux asymétriques de 
500 µM de longueur. Cette forme en entonnoir du micro-canal permet l’orientation de la projection des 
axones des neurones de la chambre de gauche, dit proximale, vers la chambre de droite, appelée chambre 
distale. Dans nos expériences, les neurones corticaux sont classiquement ensemencés dans la chambre 
proximale (35.106/mL) tandis que les neurones de l’hippocampe sont ensemencés dans la chambre distale 
(10.106/mL). L’accès aux chambres par l’expérimentateur est permis grâce à la présence de réservoirs, ou 
puits, qui relient les chambres à la surface du PDMS.  

2. Fabrication des puces microfluidiques 

Les étapes du processus de fabrication des puces sont illustrées en Figure 52. Les puces 

8C et 2c15 sont obtenues à partir de moules en résines différents au fond desquels les 

empreintes en reliefs des 4 ou 8 circuits propres à chaque dispositif sont présents. Les moules 

en résines utilisés pour la fabrication des puces 2c15 sont des modèles SU-8 optimisés au plan 

de leur dimensions dans le cadre d’un travail collaboratif avec la société MicroBrain BT. Dans 

les deux cas, les puces sont fabriquées à partir d’un mélange de PDMS (Sylgard 184, Dow 

Corning, Midland, MI, USA) et de 10 % de réticulant (Sylgard 184) dégazé sous vide. Le 

mélange est ensuite versé sur un moule en résine de polyester puis placé à 70°C pendant au 

moins 3h pour permettre la réticulation. Les puces sont ensuite démoulées et les puits formés 

à l’aide d’un punch de biopsie de 3 à 4 mm de diamètre. Les puces et les lamelles de verres 

sont ensuite nettoyées à l’isopropan-2-ol et séchées avant d’être traitées pendant 200 

secondes dans un générateur de plasma atmosphérique (puissance 98%, 0.6 mBar, Diener 

Electronics, Ebhausen, Allemagne). Le plasma provoque une modification transitoire de la 
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polarité de surface de l’élastomère polymérisé, naturellement hydrophobe et du verre. Plus 

précisément l’inversion de polarité se fait par oxydation des groupements silanes suite à 

l’élimination des groupements méthyles qui permettent alors la production de terminaison 

silanol (SiOH). Au niveau du PDMS, la présence de groupements silanols lui permet de se lier 

de manière covalente aux lamelles de verres par l’établissement de liaisons Si-O-Si. Afin de 

maintenir les propriétés hydrophiles du PDMS suite à l’oxydation, de l’eau stérile est placée 

dans chacun des puits de chaque chambre. Les puces sont ensuite placées dans des boîtes de 

Pétri puis stérilisées sous rayonnement UVs pendant 20 minutes. A l’issue de cette étape, l’eau 

est remplacée par une solution de Poly-D-lysine (PDL) (10 μg/mL, Sigma), pour permettre 

l’adhésion des cellules et les puces sont placées dans l’incubateur à 37°C, 5% CO2 pour la nuit. 

Le lendemain, avant la dissection, les puces sont lavées avec une solution de laminine (5 

μg/mL, Sigma) afin de faciliter la croissance des prolongements axonaux.  

 
Figure 52. Schéma illustrant le processus de production des puces microfluidiques. D’après elveflow.com 

B. Cultures de neurones primaires  

1. Dissection et récupération des neurones 

Tous les animaux utilisés ont été manipulés conformément aux normes européennes 

d’éthique et de bientraitance animale. Les souris SWISS femelle (Janvier, Le Genest Saint Isle, 

France) au stade de gestation E16 sont sacrifiées par dislocation cervicale puis disséquées afin 

de prélever les embryons. Les structures corticales et hippocampiques sont prélevées à partir 

de ces embryons. Toutes les étapes de la dissection sont réalisées dans une solution de Gey’s 

balanced saline solution (GBSS, Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD, USA) complétée 

avec 0,1% de D-(+)-glucose (w/v) (Sigma, St Louis, MO, USA). Après rinçage dans une solution 

fraîche de GBSS glucosé, les structures sont digérées, pendant 15 minutes à 37°C, avec une 
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solution de papaïne (20U/mL, Sigma) reprise dans du DMEM-Glutamax (DMEM-High glucose-

Glutamax supplement-pyruvate ; ThermoFisher #31966021) contenant 1% de 

Pénicilline/Streptomycine (PS, LifeTecnologies). La papaïne est ensuite inactivée par ajout de 

10% de sérum de veau fœtal (SVF, v/v, GE HealthCare, Little Chalfont, UK). Les structures sont 

ensuite dissociées mécaniquement en présence de DNAse-I (100U/mL, Sigma). Les cellules 

sont ensuite centrifugées à 700 rpm (rotation par minute) pendant 6 min à température 

ambiante. Après élimination du surnageant, le culot est repris dans du DMEM/PS. Une 

deuxième centrifugation est réalisée pendant l’étape de comptage sur cellule de Malassez. 

Enfin, le culot est repris dans du milieu DMEM/PS complété avec 5% de SVF, du N2 (1/100) et 

du B27(1/50). Les volumes de suspensions cellulaires sont définis pour atteindre les 

concentrations cellulaires finales souhaitées.  

2. Ensemencement et entretien des cultures  

Pour l’ensemencement en puce 8C, les neurones de l’hippocampe sont utilisés à 

15.106/mL et ensemencés dans chaque chambre individuelle. Pour les cultures en réseau dans 

les puces 2c15, les neurones corticaux à 35.106/mL sont ensemencés dans les chambres 

proximales tandis que les neurones hippocampiques à 10.106/mL sont ensemencés dans la 

chambre distale. Ce différentiel de concentration renforce la projection des axones des 

neurones corticaux vers la chambre hippocampique. Après adhésion des cellules, le milieu de 

culture est ajouté dans chaque compartiment. De l’H2O-EDTA est ensuite placée au fond des 

boîtes de Pétri pour éviter l’évaporation et les boîtes sont enfin incubées à 37°C en 

atmosphère humide contenant 5% CO2. Dans les dispositifs 2c15, les axones des neurones 

corticaux entrent dans les micro-canaux et atteignent la chambre distale en 4-5 jours. Les 

cultures sont ensuite maintenues pendant 18 jours in vitro (JIV) avec un renouvellement du 

milieu chaque semaine.  

C. Traitements pharmacologiques  

1. Préparation des oligomères d’Ab 

Les oligomères d’Aβ1-42 et les formes non oligomériques sont produites selon le 

protocole de Ladu M.J. et al., 2003. Plus précisément, sous sorbonne, les peptides b-

amyloïdes1-42 polymorphes fournis par Tocris sont solubilisés dans du 1,1,1,3,3,3- hexafluoro-

2-propanol (HFIP) à une concentration de 1mM. La solution est laissée à température 

ambiante pendant 30 min. Pour la dernière étape de linéarisation du peptide, la solution est 
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aliquotée et les tubes sont placés toute la nuit sous sorbonne pour permettre l’évaporation 

du solvant. Les traces de solvant sont ensuite éliminées à l’aide d’un SpeedVac pendant 1h (6 

mTorr). Le peptide dans une forme lyophilisée est alors stocké à -20°C.  

Pour obtenir des oligomères d’Ab1-42, le lyophilisat est repris dans 2 µL de DMSO stérile à 

température ambiante. La solution est centrifugée pendant 20 secondes. Le mélange Aβ1-42 

/DMSO est ensuite repris dans 98 µL de DMEM-F12 frais (Life Technologies) pour une 

concentration finale de 100 µM. La solution est ensuite transférée à 4°C pendant 24 heures 

avant toute utilisation.  

Pour obtenir une forme non oligomérique, le lyophilisat est repris dans 2 µL de DMSO stérile. 

La solution est ensuite vortexée pendant 30 secondes puis centrifugée 20 secondes. 98 µL 

d’eau fraîche stérile sont ajoutés pour obtenir une solution finale à 100 µM. La solution est 

enfin vortexée pendant 15 sec et peut être utilisée directement.  

2. Sélection des circuits et traitements pharmacologiques  

Après dix-huit jours de culture (JIV18), les circuits de chaque puce, destinés au 

traitement pharmacologique sont sélectionnés après observation sous microscopie à lumière 

transmise. Les critères de sélection, reposent sur une répartition homogène des cellules dans 

les chambres corticales et hippocampiques dans les dispositifs 2c15 ainsi que dans les 

chambres individuelles des neurones de l’hippocampe des puces 8C. La survie neuronale est 

évaluée par observation de l’état du soma (bonne réfringence et absence de formation 

d’agrégats de corps cellulaires) et des prolongements axonaux (pas de bourgeonnements). La 

densité dans des neurones de l’hippocampe est un critère très important également, car une 

densité cellulaire trop élevé sera un obstacle pour l’acquisition des photos et l’interprétation 

des résultats.  

Dans les réseaux de neurones, en puce 2C15, les neurones corticaux, en chambre 

proximale, sont traités ou non avec une dose sub-toxique (10 nM) de peptide Ab1-42 sous sa 

forme oligomérisée ou non oligomérisée.  Pour évaluer l’effet des inhibiteurs de CASP-2, les 

molécules sont placées en même temps dans la chambre hippocampique (Figure 53A). Dans 

les dispositifs 8c, les co-traitements Ab1-42/Inhibiteurs sont déposés dans la même chambre 

(Figure 53B). Les solutions intermédiaires d’Ab1-42 et d’inhibiteurs sont préparées dans du 

DMEM/PS tandis que toutes les solutions finales de traitement sont préparées dans du milieu 

DMEM complété avec 5% de SVF, du N2 et du B27 sans antioxydant.  
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L’application des traitements s’effectue par renouvellement complet du milieu de 

culture de la chambre considérée ou des deux chambres, en générant un flux par un dépôt de 

volume différent entre les puits du haut et du bas des chambres (35 μL > 45μL). Les circuits 

non traités sont également soumis à un renouvellement du milieu de culture (DMEM complet 

sans antioxydant) de manière à éviter les biais de résultats dus aux flux générés. Les 

traitements sont effectués pendant 6 heures à 37°C, 5% CO2.  

 
Figure 53. Conditions de traitements.  
(A) En puce 8c, sur les neurones hippocampiques seuls. (B) Combinaisons de traitements sur les réseaux de 
neurones Cortexà Hippocampes en dispositif 2c15. 

D. Étude de la perte synaptique  

1. Immunocytochimie  

A l’issue des 6 heures de traitement, les circuits et chambres individuelles sont fixés pendant 

10 minutes, à température ambiante, à l’aide d’une solution de PBS-paraformaldéhyde (PFA, 

Sigma) + Sucrose 4 % (w/v). Pour permettre une pénétration totale de la PFA dans les circuits, 

un flux de 10 μL est généré́ dans chaque chambre. Le temps de fixation ne doit pas excéder 

les 10 min afin de préserver l’intégrité des structures synaptiques. Les cellules sont ensuite 

lavées avec une solution de PBS+Azide 0.1% pendant 5 minutes et peuvent être stockées à 

4°C dans l’attente de l’immunomarquage.  

L’introduction des réactifs dans chaque circuit est réalisée en créant un flux en déposant des 

volumes différents entre les puits des chambres du dispositif et toutes les incubations sont 

effectuées à température ambiante, excepté pour l’incubation avec les anticorps primaires. 

Le jour du marquage, les cellules sont lavées avec une solution de PBS+Azide 0.1% pendant 5 
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minutes puis perméabilisées 10 minutes avec une solution de PBS azide 0,1% - TritonX-100 

0,5% (v/v). La saturation des sites aspécifiques est assurée par une incubation de 30 minutes 

des cellules perméabilisées avec une solution de PBS+Azide 0.1% + BSA (sérum albumine 

bovine, filtrée 0,22 µm, Sigma) 1% (w/v).  

Ensuite, les anticorps primaires préalablement dilués dans une solution de 

PBS+Azide0,1%+BSA1% sont déposés et les cellules sont incubées toute la nuit à 4°C. Le 

lendemain, les cellules sont rincées avec une solution de PBS+Azide 0.1% + BSA 1% pendant 5 

minutes. Les cellules sont ensuite mises en contact avec les anticorps secondaires, dilués au 

préalable dans une solution de PBS+Azide 0.1%, pendant 2 heures à température ambiante et 

à l’abris de la lumière. Après un rinçage de 5 minutes avec une solution de PBS+Azide 0.1%, 

les cellules sont incubées 1 heures avec un solution d’anticorps couplés. A la fin de la période 

d’incubation, les cellules sont rincées deux fois 5 minutes avant d’être placées à 4°C dans 

l’attente des prises de photos 

Les différents anticorps primaires utilisés sont les suivants : Anti-Bassoon (Bassoon, mouse 

monoclonal, EnzoLifeSciences, #SAP7F407). Les anticorps secondaires utilisés sont des 

Donkey anti-espèce spécifique (Merck Millipore) couplés à des fluorochromes Alexa-350, -

488, -555. Les anticorps couplés utilisés sont : Anti-Beta III Tubulin Antibody, Alexa Fluor® 488 

Conjugate (Merck Millipore, # AB15708A4), Anti-MAP2-Alexa555 (Clone AP20 , Merck 

Millipore, # MAB3418A5). Le marquage de l’actine-F a été obtenu en utilisant de la phalloïdine 

directement couplée à un fluorochrome Alexa 555 (ThermoFischer Scientific, #A34055). Les 

noyaux sont marqués au Hoescht 33342 (2 μg/mL) pendant 10 minutes.  

Les dilutions des différents anticorps utilisés en fonction des dispositifs sont répertoriées dans 

le tableau ci-dessous. 
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Dispositifs Type Cible Souche Dilution λEm (nm) 

2c15 

Anticorps 
primaire 

Alpha-synuclein Rabbit 1 :500 - 

Anticorps 
secondaire 

Anti-Rabbit Donkey 1 :500 350 

Anticorps 
couplés 

MAP2 couplé  1 :500 555 
βIII-Tubulin  1 :500 488 

8c 

Anticorps 
primaire 

Bassoon Mouse 1 :400 - 

Anticorps 
secondaire 

Anti-mouse Donkey 1 :500 488 

Anticorps 
couplés 

MAP2 - 1 :500  647 
Actine-F  Toxine 

Phalloïdine  
1 :100 555 

2. Microscopie à fluorescence  

Les images sont acquises à l’aide d’un microscope Axioobserver Z1 (Zeiss, Oberkochen, 

Allemagne) équipé́ d’une caméra CCD refroidie 12 bits (CoolsnapHQ2, Ropert Scientific, 

Tucson, AZ, USA). Le microscope est piloté par le logiciel Metamorph (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA, USA). La perte synaptique étant évaluée sur les neurones hippocampiques, une 

série de 4 à 6 photos est obtenue pour chaque chambre distale pour les puces 2c15 et pour 

chaque chambre individuelle des dispositifs 8C, en conservant les mêmes paramètres 

d’acquisition. Les images sont ensuite analysées à l’aide du logiciel ImageJÒ.  

3. Quantification de la perte synaptique  

La déconnexion synaptique est évaluée par microscopie à fluorescence en comptant 

les clusters d’a-synucléine accolé à des dendrites des neurones hippocampiques positives à 

MAP2 dans le cas des réseaux de neurones. Tandis que pour les cultures de neurones de 

l’hippocampe la colocalisation des marqueurs pré-synaptique Bassoon et post-synaptique 

actine-F porté par des dendrites positives au MAP2. Avant quantification de la perte 

synaptique, les images sont traitées ensemble à l’aide d’une macro pour ajuster les 

paramètres de brillance et de contraste. Le bruit de fond est également réduit et le signal 

maximisé afin d’avoir le meilleur rapport signal/bruit tout en s’assurant de ne pas perdre de 

données.  

La densité synaptique est ensuite effectuée manuellement sur Image J ou de manière 

automatique à l’aide du plugin SynapCountJ. Ce dernier a été développé par deux équipes de 

l’Université de la Rioja, en Espagne (Mata G. et al., 2017). La procédure de quantification des 

synapses est basée sur la superposition de 3 images prises d’un même neurone : marquage 
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pré et post synaptique avec un marquage de la structure du neurone. Ainsi, les dendrites 

d’intérêt (secondaire et tertiaires uniquement) sont définies à l’aide du plugin neuronJ puis la 

quantification est lancée automatiquement sur la colocalisation des marqueurs pré et post-

synaptiques au niveau des arborisations dendritiques préalablement définies. Les comptages 

sont validés au préalable manuellement afin de définir les seuils de détection. A l’issue de la 

quantification automatique, les valeurs des densités synaptiques pour chaque dendrite de 

chaque neurone pris en photo, sont récupérées et traitées à l’aide du Logiciel PrismÒ. 

E. Analyses statistiques 
Les analyses statistiques sont réalisées avec les tests non-paramétriques de Kruskall-

Wallis suivi d’un test post-hoc Dunn’s pour comparer plusieurs conditions. 

* p-value < 0.05; ** p-value < 0.01; *** p–value < 0.001. 
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V. Étude de la cytotoxicité des inhibiteurs sur des cultures 
primaires de neurones corticaux  
Le XTT ((2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)- 2H-tetrazolium-5-carbox-anilide) 

est un dérivé de sel de tétrazolium. Dans les cellules vivantes, les hydrolases mitochondriales 

vont être capables, en présence de PMS, de réduire le XXT pour former un colorant soluble 

orangé, le formazan, dont l’absorbance peut être mesurée à 485 nm. Ainsi, l’intensité du 

marquage est proportionnelle aux nombres de cellules métaboliquement actives donc 

vivantes. Ce test d’activité mitochondriale permet donc d’évaluer la viabilité cellulaire. Dans 

les expériences de contrôle, les cellules sont traitées par le véhicule des molécules (DMSO), 

utilisé pour la plus forte concentration. Pour chaque puits, le pourcentage de cytotoxicité a 

été déterminé par le calcul du rapport au témoin (DMSO). La molécule est considérée comme 

non cytotoxique lorsque le pourcentage de survie cellulaire est supérieur à 75%. Les 

expériences ont été réalisées deux fois en quatriplicat. 

Pour l’étude de la cytotoxicité les neurones corticaux, obtenus en plus grands nombres 

au cours des dissections, sont utilisés. La suspension cellulaire de neurones corticaux à 

35.106/mL obtenue à l’issue des étapes de dissection et de dissociations sont diluées à une 

concentration de 1.106/mL dans du milieu DMEM complété avec 5% de SVF, du N2 (1/100) et 

du B27(1/50). De telle façon à ce que les cellules soient ensemencées à une densité de 100 

000 cellules/puits dans des plaques 96 puits transparentes stériles. Les plaques sont traitées 

la veille de l’ensemencement avec de la PDL puis rincées 3 fois avec du PBS (Phosphate- 

Buffered Saline, w/o Ca, Mg ; ThermoFisher #14190094) avant la mise en contact avec les 

cellules. Ces dernières sont cultivées 4 jours en plaques, à 37°C sous atmosphère humide avec 

5 % de CO2.  

Les cellules sont ensuite mises en présence des inhibiteurs à différentes concentrations (100 ; 

10 ; 2,5 ; 0,1 ; 0,01 µM) et incubées pendant 48h. Le milieu est ensuite remplacé par une 

solution de 50 µL de XTT (à 0,3 mg/mL dans du milieu DMEM F12 (sans rouge de phénol) ; 8,3 

µM de PMS, Sigma-Aldrich). Les cellules sont incubées pendant 3h à 37 °C puis l’absorbance 

est mesurée à 485 nm.  
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 RESULTATS PARTIE 1 

I. Considérations générales sur les propriétés enzymologiques 
de la Caspase-2 

Disposer de substrats les plus spécifiques et affins possibles constitue un véritable enjeu 

dans le développement de test enzymatique miniaturisé. Sur ces considérations, nous avons 

étudié dans nos tests d’activités in vitro, le clivage par les CASP-2 et -3 recombinantes d’un 

panel de substrats de Caspases afin d’optimiser les conditions expérimentales qui serviront 

par la suite à évaluer nos inhibiteurs.  

Les propriétés enzymologiques des Caspases sont gouvernées par une spécificité stricte 

de clivage après un résidu Asp en position P1 du substrat. Classiquement les substrats utilisés 

pour les mesures des activités Caspases in vitro se base sur la classification en trois groupes, 

établie par Nancy Thornberry en 1997. Dans cette classification, les membres sont regroupés 

en fonction de leur spécificité de reconnaissance envers des motifs majoritairement 

tétrapeptidiques. D’ailleurs, les membres du groupe I (CASP-1, -4 et -5) reconnaissent un motif 

(W/L)EHD. Les Caspases du groupes II (CASP-2, -3 et -7) sont spécifiques d’une séquence 

DE(V/H)D, (où X = V/H). Enfin le groupe III (CASP-6, -8, -9 et -10) reconnait préférentiellement 

une séquence (L/V)EXD. Parmi les Caspases, la CASP-2 est particulière dans le sens où elle 

nécessite une reconnaissance étendue jusqu’au résidu en position P5 pour exercer 

efficacement son activité protéolytique. L’une des séquences qu’elle reconnaît et clive 

efficacement est le motif pentapeptidique VDVAD.  

Comme en témoigne la Figure 54A, nous avons pu confirmer cette propriété dans nos 

conditions expérimentales in vitro. En effet, la CASP-2 reconnaît et clive uniquement le 

substrat pentapeptidique Ac-VDVAD-AMC et présente une activité négligeable vis-à-vis du 

substrat de CASP-3, Ac-DEVD-AMC. En revanche, comme montré en Figure 54B, la CASP-3 

reconnaît et clive son substrat préférentiel, Ac-DEVD-AMC, mais elle est aussi capable de 

reconnaître le substrat de la CASP-2. La CASP-2 possède un KM de 13,57 ± 1,6 µM vis-à-vis 

d’Ac-VDVAD-AMC et CASP-3 a des KM de respectivement 12,3 ± 1,2 µM et 33,3 ± 2,3 µM vis-

à-vis des substrats Ac-DEVD-AMC et Ac-VDVAD-AMC.  
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Ainsi, la CASP-2 ne reconnaît que le motif pentapeptidique VDVAD-CHO tandis que la CASP-3 

est capable de reconnaître et de cliver aussi bien son substrat préférentiel tétrapeptidique 

DEVD que le motif VDVAD.  

Ces résultats permettent également de confirmer que les CASP-2 et -3 reconnaissent peu ou 

pas les substrats des Caspases des autres groupes : CASP-1 (YVAD/WEHD), CASP-6 (VEID) et 

CASP-8 (IETD). 

Enfin, nous avons pu démontrer que comme les autres Caspases initiatrices, la CASP-2 est 

suractivée par la présence d’un agent chosmotropique comme indiqué sur l’histogramme en 

Figure 54C. En effet, l’ajout extemporané de sodium-succinate dans le tampon d’activité de la 

CASP-2 permet d’augmenter de manière dose dépendante son activité in vitro. D’ailleurs, en 

comparaison à l’absence d’agent chosmotropique, l’addition de 800 mM de succinate permet 

d’augmenter d’un facteur 3, l’activité de la Caspase dans nos tests cinétiques. 

Par conséquent, la CASP-2, nécessite de reconnaître un résidu en P5 pour exercer son 

activité de clivage de manière optimale et elle reconnait très préférentiellement le motif 

VDVAD. In vitro, l’ajout de succinate de sodium améliore considérablement son activité. Pour 

la CASP-3 la spécificité n’est pas aussi stricte puisqu’elle reconnait et clive les motifs DEVD et 

VDVAD. 
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Figure 54. Optimisation des conditions expérimentales pour l’étude des activités CASP-2 et -3.  
(A) Spécificité de reconnaissance de la CASP-2 vis-à-vis de 6 substrats de Caspases. (B) Étude de la spécificité 
de clivage de la CASP-3. (C) Effet de l’ajout de succinate de sodium dans le tampon d’activité de la CASP-2. 
En ordonnées sont représentées les valeurs des activités des activités enzymatiques exprimées en unité de 
fluorescence arbitraire (RFU) par minute. 

II. Inhibiteurs généraux de Caspases  
Dans la quête de la compréhension des mécanismes physiologiques et 

physiopathologiques qui impliquent les Caspases et plus particulièrement la CASP-2, le 

développement d’inhibiteurs pharmacologiques sélectifs apparaît comme une étape 

incontournable. Ce premier chapitre des Résultats propose de compléter les évaluations des 

inhibiteurs généraux de première génération par une étude mécanistique approfondie.  

L’objectif de la thèse étant de développer des inhibiteurs de CASP-2 avec des effets 

souhaités très modérés sur la CASP-3, les études ont été menées sur les deux Caspases en 

parallèle afin d’étudier les paramètres de sélectivité des molécules vis-à-vis de ces deux 

enzymes. 

En termes d’organisation, la structure des inhibiteurs peut être divisée en trois parties, la 

région N-terminale suivi d’une séquence intermédiaire (P5)/P4-P1 et un groupement P1’en C-

terminal de la séquence. Pour la vaste majorité des inhibiteurs peptidiques, un groupement 
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électrophile prend place en P1’ afin d’établir un lien covalent transitoire ou permanant avec 

la cystéine catalytique.  

A. Peptides aldéhydes – Inhibiteurs réversibles de première génération 
Tout comme les substrats fluorogènes fonctionnalisés par AMC, la première génération 

d’inhibiteurs de Caspases s’est construite sur la base des motifs préférentiellement reconnus 

par les membres de cette famille d’enzyme, toujours selon la classification élaborée par Nancy 

Thornberry et ses collègues. Les motifs tétra- ou pentapeptidiques sont ensuite 

fonctionnalisés avec un groupement acétyle (Ac) en N-ter et un groupement électrophile 

aldéhyde (-CHO) en C-ter. En Figure 55 sont représentées les structures des peptides 

aldéhydes Ac-VDVAD-CHO et Ac-DEVD-CHO conçus pour inhiber les CASP-2 et -3 

respectivement.  

 

 
Figure 55. Structures des peptides aldéhyde de première génération conçus pour inhiber les CASP-2 et -3.  
Les inhibiteurs sont conçus pour contenir les séquences préférentiellement reconnues par les Caspases 
cibles et sont fonctionnalisés avec un acétyle en N-ter et un groupement aldéhyde en C-ter.  

1. Pouvoir inhibiteur et mécanisme d’action 

Les pouvoirs inhibiteurs des molécules vis-à-vis des CASP-2 et -3 ont été quantifiés par 

la détermination des valeurs des IC50. Cette valeur seule ne préjuge pas du mécanisme 

d’inhibition mais elle est utilisée comme indice de l’efficacité d’inhibition et permet ainsi de 

hiérarchiser les effets des molécules sur les enzymes cibles. Les résultats sont présentés dans 

la partie droite du tableau en Figure 57A. On peut voir que la CASP-2 reconnaît efficacement 

le peptide Ac-VDVAD-CHO comme en témoigne la valeur de l’IC50 de l’ordre du nanomolaire 

(8,9 ± 0,33 nM). En revanche, le composé est aussi efficacement reconnu par la CASP-3 avec 

une IC50 de 9,0 ± 0,4 nM. En revanche, si le composé Ac-DEVD-CHO est puissant sur la CASP-3 

avec une IC50 au sub-nanomolaire de 0,7 ± 0,03 nM, le tétrapeptide est plus faiblement 

reconnu par la CASP-2 avec une IC50 de 3,9 ± 1,9 µM. Bien que l’inhibition reste efficace, ce 

Ac-VDVAD-CHO Ac-DEVD-CHO
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différentiel dans l’effet de Ac-DEVD-CHO résulte de l’importance de reconnaître un résidu en 

P5 pour un effet optimal par la CASP-2. 

En termes de mécanisme d’inhibition, ces peptides aldéhydes sont connus pour établir 

un lien covalent transitoire avec la cystéine de la dyade catalytique. Plus précisément, la Cys-

285, préalablement activée par l’Histidine, attaque le centre électrophile au niveau du 

carbone du carbonyle de l’aldéhyde. Un lien covalent transitoire est donc établi entre 

l’inhibiteur et l’enzyme (Figure 56A). Nous avons validé ce mécanisme d’action in vitro à l’aide 

de la méthode de dilution. En effet, suite à une dilution du complexe CASP/Inhibiteur au 100e 

l’activité est restaurée à environ 40 %. De plus, le traitement du complexe E/I avec 500 µM 

d’un puissant nucléophile, l’hydroxylamine (NH2OH, pH 8) permet de restituer l’activité 

enzymatique à plus de 95 %. Ces résultats sont illustrés en Figure 56B avec l’étude de la 

réversibilité de l’inhibition du composé Ac-VDVAD-CHO sur la CASP-2. Ces observations sont 

donc en accord avec l’établissement d’un lien covalent transitoire qui permet une inhibition 

réversible de l’enzyme cible.  

 
Figure 56. Les peptides aldéhydes agissent en formant un lien covalent transitoire avec la cystéine catalytique 
à 37°C pH 7,4. 
 (A) Mécanisme d’action proposé pour ces inhibiteurs. (B) Réversibilité de l’inhibition mise en évidence par 
la méthode de dilution. Suite à l’ajout d’un puissant nucléophile, le complexe Enzyme/Inhibiteur est dissocié. 
Ici, inhibition étude de la réversibilité de l’inhibition par le composé Ac-VDVAD-CHO, avant dilution [Ac-
VDVAD-CHO] : 200 nM ; après dilution du complexe Ac-VDVAD-CHO : 2 nM. [CASP-2] : 0,2 nM ; [Ac-VDVAD-
CHO] : 200 nM.  

2. Quantification du pouvoir inhibiteur  

L’étude approfondie du mécanisme d’inhibition a été réalisée par mise en compétition des 

peptides aldéhydes avec les substrats vis-à-vis des Caspases. Les représentations en double-

inverse de Lineweaver-Burk sont présentées en Figures 57B et C pour le composé Ac-VDVAD-

CHO sur les CASP-2 et -3.  

Les points expérimentaux obtenus en variant la concentration en substrat et en inhibiteur 

permettent d’obtenir des droites avec une intersection commune au niveau de l’axe des 
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ordonnées. Il s’agit donc, d’inhibiteurs réversibles compétitifs dont le schéma cinétique de 

Michaelis-Menten est représenté ci-dessous. 

 
Dans ce type d’inhibition, l’inhibiteur et le substrat sont en compétition vis-à-vis du site actif 

de l’enzyme.  

La vitesse initiale V0, est exprimée selon l’équation 1, où Vmax est la vitesse maximale de 

réaction (atteinte lorsque l’enzyme est saturée en substrat), [S] la concentration en substrat, 

KM est la constante de Michaelis-Menten (concentration en substrat correspondant à Vmax/2), 

Ki est la constante de dissociation (k-i/ki) qui rend compte de l’affinité de l’inhibiteur pour 

l’enzyme. Pour les inhibiteur réversibles, la constante Ki est utilisée comme indicateur de 

l’efficacité inhibitrice. Aussi, plus sa valeur est faible, plus l’inhibiteur est puissant. 

!
"k = 	

!
"&') +

M!9	[l]%mO×	%&
"&') × !

[,]    (éq. 1) 

Les tracés secondaires obtenus à partir des données des graphiques de Lineweaver-

Burk ont permis de déterminer graphiquement (intersection de la droite avec l’axe des 

abscisses) et par le calcul, les valeurs de Ki de chaque inhibiteur pour les CASP-3 et -2. Le 

rapport de ces constantes permet d’obtenir l’index de sélectivité. Les valeurs de chacun de 

ces paramètres sont répertoriées en Figure 57A.  

Les valeurs des Ki confirment et viennent compléter les informations apportées par les 

données IC50. Comment attendu, le composé Ac-VDVAD-CHO est très afin de la CASP-2 avec 

un Ki de 6 nM. Cependant il est aussi puissant sur la CASP-3 avec un Ki de 8 nM. L’index de 

sélectivité résultant du rapport des constantes n’est donc que très faiblement en faveur de la 

CASP-2 avec un ratio de 1,22. Ac-DEVD-CHO est très efficace sur la CASP-3 avec un Ki de l’ordre 

du sub-nanomolaire (0,2 nM) tout en étant bien moins efficace sur la CASP-2 avec un Ki de 3,2 

µM.  

Ces peptides aldéhydes sont donc des inhibiteurs réversibles des CASP-2 et -3 et 

exercent leur effet inhibiteur en agissant en compétiteur du substrat naturel vis-à-vis du site 

actif de l’enzyme. Bien qu’ils constituent des inhibiteurs puissants avec des constantes 
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d’inhibition de l’ordre du nanomolaire voire sub-nanomolaire, ils ne présentent aucun 

avantage du point de vue de la sélectivité envers la CASP-2. Néanmoins le peptide Ac-DEVD-

CHO présente une forte sélectivité vis-à-vis de la CASP-3 (ratio Ki CASP-2/ Ki CASP-3 = 16110). 

 
Figure 57. Les inhibiteurs Ac-VDVAD-CHO et Ac-DEVD-CHO sont des inhibiteurs réversibles compétitifs 
efficaces des CASP-2 et -3.  
(A) Tableau récapitulatif des constantes cinétiques Ki (B – C) Mécanismes d’inhibition des CASP-2 (B) et -3 
(C) par le peptide aldéhyde Ac-VDVAD-CHO. Représentations de Lineweaver-Burk (gauche) et tracés 
secondaires correspondant (droite) pour l’inhibiteur compétitif Ac-VDVAD-CHO. (B) [Ac-VDVAD-CHO] 
CASP-2 = 0 (o) ; 3,125 (¨) ; 6,25 (¨) ; 12,5 (¨) ; 25 (¨) ; 50 nM (¨). (C) [Ac-VDVAD-CHO] CASP-3 = 0 (o) ; 
6,25(¨) ; 12,5 (¨) ; 25 (¨); 50(¨) ; 100 (¨) ; 200 nM (¨). Les activités des CASP-2 et 3 sont mesurées pour 
l’hydrolyse d’Ac-VDVAD-AMC et Ac-DEVD-AMC en fluorescence à 37°C dans 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 
mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ; 800 mM Succinate ; pH 7,4 et 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % 
CHAPS ;1 mg/mL de BSA ; pH 7,4. [Ac-VDVAD-AMC]0 : 12,5 ; 25 ; 50 ; 100 µM et [Ac-DEVD-CHO]0 : 6,25 ; 
12,5 ; 25 ; 50 µM. Les expériences ont été réalisées 2 fois en duplicata (erreur < 10%). 

IC50
CASP-2 
(nM)

IC50
CASP-3 
(nM)

Ki 
CASP-2 
(nM)

Ki 
CASP-3 
(nM)

Index 
sélectivité 
Ki CASP-3/Ki 

CASP-2

Ac-VDVAD-CHO 8,9 ± 0,33 9,0 ± 0,4 6 8 1,22

Ac-DEVD-CHO 3 907 ± 189 0,7 ± 0,03 3 222 0,2 0

1/
Vi

 C
AS

P-
2 

(m
in

.R
FU

-1
)

1 / [ Ac-DEVD-AMC ] (µM-1) [ Ac-VDVAD-CHO ] (µM-1)

1/
Vi

 C
AS

P-
3 

(m
in

.R
FU

-1
)

[ Ac-VDVAD-CHO ] (µM-1)

Pe
nt

e 
LB

 (u
.a

.)
Pe

nt
e 

LB
 (u

.a
.)

A

B

C 1 / [ AC-VDVAD-AMC ] (µM-1)



 RESULTATS PARTIE 1  

210 
 

B. Inhibiteurs irréversibles de seconde et troisième génération  

1. Présentation des molécules et hiérarchisation de l’effet 

Comme nous avons pu l’évoquer en introduction, une autre approche dans le développement 

d’outils pharmacologiques consiste en la conception d’inhibiteurs irréversibles. D’ailleurs, les 

composés halométhyl-cétone (fluorométhy-cétone, fmk) et acyloxyméthyl-cétone 

(difluorophenoxyméthyl-cétone, OPh) sont des inhibiteurs irréversibles populaires de 

Caspases. Les structures des différents composés testés au cours de la thèse sont présentées 

en (Figure 58A). Au même titre que les peptides aldéhydes, ces derniers sont tous conçus 

selon le même modèle, un groupement en N-ter, pour améliorer les paramètres 

pharmacocinétiques, suivi d’une séquence peptidique reconnue par les Caspases et un 

groupement électrophile en P1’. Nous avons également évalué le peptidomimétique, 

Emricasan, actuellement en développement clinique (société Conatus). Ce dernier présente 

une séquence pseudo-peptidique, avec des acides aminés non-naturels. La présence de tels 

groupements permet d’augmenter la stabilité et la biodisponibilité du composé dans un 

contexte cellulaire et chez l’humain. Toutefois, toutes ces molécules admettent un résidu Asp 

en P1, un élément requis pour la reconnaissance par les Caspases. Le composé Q-VE-OPh a 

aussi été étudié comme contrôle (remplacement du résidu Asp par un résidu Glu non reconnu 

par les caspases de mammifères). 

Les valeurs des IC50, référencées en Figure 58B, ont été déterminées pour ces composés et 

permettent d’établir une première hiérarchisation de l’effet des composés sur les CASP-2 et -

3. Ainsi, sur les deux enzymes et notamment sur la CASP-2, le composé Q-VE-OPh apparait 

comme étant pas ou peu reconnu avec une IC50 de 10,9 ± 0,8 µM sur la CASP-3. Afin de 

protéger les composés de la dégradation, des groupements O-Méthyl sont greffés aux chaînes 

latérales des résidus Asp, tel est le cas pour l’inhibiteur de seconde génération z-VAD(OMe)-

fmk. Si cette modification présente un atout dans un contexte cellulaire, elle impacte 

considérablement l’efficacité du composé sur système purifié. En effet, la présence d’un tel 

groupement diminue de 40 fois la reconnaissance par la CASP-2 et de 180 fois la 

reconnaissance par la CASP-3, au vu des valeurs des IC50 par rapport à son homologue non 

méthylé, le z-VAD-fmk. En effet, ce dernier présente des IC50 de l’ordre du nanomolaire sur les 

CASP-2 et -3, respectivement 84,7 ± 3,0 et 10,9 ± 0,4 nM. Par rapport au z-VAD-fmk, la 

présence du motif pentapeptidique VDVAD semble améliorer l’effet sur la CASP-2 avec une 
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IC50 environ deux fois plus faible de 44,9 ± 2,4 nM. Ce composé, z-VDVAD-fmk, est également 

très bien reconnu par la CASP-3 avec une IC50 6,8 ± 0,3 nM. Si le composé de référence de 

troisième génération, pan-caspase Q-VD-OPh, semble être efficace sur la CASP-3 au vu des 

valeurs des IC50, l’effet sur la CASP-2 est légèrement plus modéré avec une IC50 290 fois plus 

forte à 694,8 ± 7,7 nM. Enfin, le Emricasan semble être très bien reconnu par les deux 

Caspases avec des valeurs d’IC50 similaire autour de 9 nM. Toutefois, ces valeurs ne 

permettent pas de conclure sur l’efficacité mais permettent seulement d’appréhender l’effet 

des molécules vis-à-vis des enzymes cibles.  

 
Figure 58.  Inhibiteur de seconde et troisième génération.  
(A) Structures des composés halométhyl-cétones, acyloxyméthyl-cétone et du peptidomimétiques 
Emricasan. (B) Tableau récapitulatif des IC50 obtenus vis-à-vis des CASP-2 et -3. Les molécules sont incubées 
pendant 30 minutes avec les enzymes. L’activité est ensuite initiée par ajout du substrat. Les activités des 
CASP-2 (0,2 nM) et 3 (0,1 nM) sont mesurées respectivement pour l’hydrolyse d’Ac-VDVAD-AMC (25 µM) 
et Ac-DEVD-AMC (10 µM) en fluorescence/minute à 37°C dans 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 
0,1 % CHAPS ; 800 mM Succinate ; pH 7,4 et 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ;1 mg/mL 
de BSA ; pH 7,4. « nd » : Pas d’effet inhibiteur à 100 µM. 

2. Mécanismes d’action des composés  

Les mécanismes d’inhibition de ces composés ont été caractérisés sur les CASP-2 et -3, afin de 

déterminer l’efficacité et la sélectivité́ des composés vis-à-vis des deux enzymes. 

La nature irréversible de ces composés a été mise en évidence grâce à la méthode de dilution 

ainsi qu’au traitement par l’hydroxylamine (NH2OH), un puissant nucléophile. En effet, à 

l’issue de ces deux expériences, l’activité enzymatique n’est pas restituée. Ces résultats sont 

exemplifiés, en Figure 59A, avec le composé Q-VD-OPh sur l’activité CASP-2. On peut 

constater qu’à la suite de la dilution au 100e du complexe Enzyme/Inhibiteur l’inhibition est 

maintenue à 100 %. De même, après le traitement avec l’hydroxylamine à 500 µM, pH 8 

l’activité de la CASP-2 n’est pas restituée. Par conséquent nous pouvons en conclure que 

l’inhibition est accompagnée d’une modification covalente de l’enzyme.  

z-VAD-fmk

z-VAD(OMe)-fmk

z-VDVAD-fmk

Emricasan 

Q-VD-OPh

Q-VE-OPh

IC50
CASP-2 (nM)

IC50
CASP-3 (nM)

Z-VAD-fmk 84,7 ± 3,0 10,9 ± 0,4

Z-VAD(OMe)-fmk 3 414,4 ± 207 1834,3 ± 102
Z-VDVAD-fmk 44,9 ± 2,4 6,8 ± 0,3

Emricasan 9,4 ± 0,4 9,89 ± 0,6

Q-VD-OPh 694,8 ± 7,7 2,38  ± 0,1

Q-VE-OPh nd 10900 ± 847

A B
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Ces inhibiteurs irréversibles, sont tous des agents alkylants qui forment un thioéther avec la 

Cystéine catalytique. Sans données structurales, nous proposons deux mécanismes d’action 

pour expliquer les effets de ces molécules. 

Un premier mécanisme pour les composés z-VAD-fmk et Q-VD-OPh est proposé en Figures 

59C et D. La formation rapide du complexe non covalent de Michaelis (E.I) où la cystéine 

activée par l’histidine, attaque la fonction CH2 en alpha de l’aryléther ou du fluor, via son 

thiolate, conduit directement à la libération du groupement partant (difluorophénol ou 

fluorure d’hydrogène). Cette étape permet ainsi la formation du produit thioéther (EI). Plus 

précisément cette étape conduit à l’alkylation de la cystéine du site actif.  

Un deuxième mécanisme d’action pourrait être également proposé (Figure 59B). Dans ce 

modèle, la dyade catalytique existe sous forme de paire thiolate et imidazolium où le noyau 

imidazole de l’Histidine est en position pour polariser le carbonyle du groupement cétone de 

l’inhibiteur. La cystéine via son thiolate attaque le centre électrophile au niveau du carbone 

du carbonyle de la cétone, conduisant ainsi à la formation d’un complexe intermédiaire 

thiohémiacétal, stabilisé au niveau d’un trou oxyanion (formé par l’association des chaines 

latérales de la Cys catalytique et d’une Gly). Ensuite, une molécule d’eau positionnée à 

proximité de l’inhibiteur via l’établissement d’une liaison hydrogène avec la Gly du trou 

oxyanion, pourrait transférer un proton au groupe partant. Ce dernier mécanisme a été 

proposé́ par Powers J.C. et al., en 2002 pour ce type d’inhibiteur sur la CASP-1 et pourrait être 

étendu aux CASP-2 et -3. 
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Figure 59. Mécanismes d’action des peptides inhibiteurs généraux de Caspases.  
(A) Étude de la réversibilité de l’inhibition de la CASP-2 par l’inhibiteur pan-Caspases Q-VD-OPh par la 
méthode de dilution. L’enzyme est incubée l’inhibiteur pendant 30 minutes. Les concentrations en 
inhibiteurs sont choisies pour qu’avant dilution du complexe E/I l’enzyme soit inhibée à plus de 80 % et à 
moins de 20 % après dilution du complexe. La réaction est lancée par ajout d’une solution contenant le 
tampon d’activité et le substrat. Ensuite, afin de mettre en évidence l’établissement d’un lien covalent, le 
complexe E/I est mise en présence de l’hydroxylamine à pH 8. Pour l’inhibiteur Q-VD-OPh la dilution et la 
présence de l’hydroxylamine ne permettent pas de restituer l’activité enzymatique puisque l’enzyme 
demeure inhibée à 100 %. Le composé Q-VD-OPh est donc un inhibiteur irréversible de CASP-2. (B) 
Mécanisme d’action proposé par Powers J.C. et al., 2002 pour l’inhibition des Caspases par les inhibiteurs 
irréversibles généraux (C-D) Second mécanisme d’inhibition proposé sur la base des structures des 
composés pour les inhibiteurs fluorométhyl-cétone et acyloxyméthyl-cétone. 

3. Quantification des paramètres cinétiques 

L’efficacité inactivatrice des composés est donnée par le rapport kinact/KI, où kinact est 

la constante de vitesse maximale d’inactivation, exprimée en s-1 et le KI, exprimé en Molaire, 

est la concentration de l’inhibiteur correspondant à la moitié de la vitesse maximale 

d’inactivation (kinact/2) ; c’est une constante de dissociation qui rend compte de l’affinité́ de 

l’inhibiteur pour l’enzyme. L’inhibition suit le chemin cinétique présenté en Figure 60D. De 

plus, plus la valeur de ce rapport est élevée plus l’inhibiteur est efficace. L’index de sélectivité 

est quant à lui déterminé par le rapport des efficacités inhibitrices de CASP-2 sur CASP-3. 

Les valeurs des constantes et des rapports sont reportées dans le tableau en Figure 60A. Les 

méthodes Continues utilisées pour la caractérisation des inhibiteurs sont illustrées pour le 
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composé Q-VD-OPh sur les CASP-2 et -3 (Figures 60B et C). Les valeurs des constantes de 

vitesse d’inactivation pour chaque concentration en inhibiteurs, kobs sont obtenues à partir du 

graphique représentation la libération du produit, en RFU au cours du temps. Ensuite, les 

valeurs de kinact et KI sont obtenues à partir du tracé kobs= f ([I]).  

Les valeurs des rapports kinact/KI valident la hiérarchie établie à partir des valeurs des IC50. Le 

composé Q-VE-OPh, est sans effet sur la CASP-2 et a une efficacité médiocre sur la CASP-3. Le 

z-VAD-fmk a une affinité pour les CASP-2 et -3 de respectivement 983 ± 49 et 316 ± 16 nM, 

alors que son homologue méthylé z-VAD(OMe)-fmk présente une affinité de l’ordre du 

micromolaire sur les deux enzymes. Cette diminution de l’affinité résulte en une diminution 

de 10 fois de l’efficacité inhibitrice du composé sur les CASP-2 et -3 en comparaison au z-VAD-

fmk. En effet, on passe d’un rapport kinact/KI de 601 à 5.726 M-1.s-1 sur la CASP-2 à 777 à 7.911 

nM sur la CASP-3. Il apparait donc que la présence du groupement OMéthyl sur la chaîne 

latérale de l’Asp du composé z-VAD(OMe)-fmk diminue considérablement l’affinité de la 

molécule vis-à-vis des deux Caspases. Comme le suggéraient les valeurs des IC50, la présence 

du motif pentapeptidique VDVAD reconnu par les CASP-2 et -3, augmente d’environ deux fois 

l’efficacité inhibitrice, qui s’élève envers la CASP-2 à 10 505 M-1.s-1. Cette hausse du pouvoir 

inhibiteur est associée à une augmentation de 5 fois de l’affinité et à une diminution de la 

valeur de la constante d’inactivation. Cependant, le composé est encore plus puissant sur la 

CASP-3 avec un rapport de 30 548 M-1.s-1. Cette efficacité est liée à une meilleure affinité du 

composé z-VDVAD-fmk pour la CASP-3. Concernant, l’Emricasan, il agit de manière très 

efficace sur la CASP-3 avec un rapport kinact/KI de 32 658 M-1.s-1, et surtout il est encore plus 

puissant vis-à-vis de la CASP-2 avec une efficacité inhibitrice 2,3 fois supérieure qui s’élève à 

75.311 M-1.s-1. Enfin, les données placent le composé Q-VD-OPh en tête en termes d’efficacité 

sur la CASP-3 avec un pouvoir inhibiteur de 167.267 M-1.s-1. En revanche, le composé est 180 

fois moins puissant sur la CASP-2 avec un rapport de 907 M-1.s-1. Cette différence s’explique 

notamment par une différence considérable du composé pour les CASP-2 et -3, en effet Q-VD-

OPh est 4 fois moins afin pour la CASP-2 et l’inactivation beaucoup plus lente de surcroit.  
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Figure 60. Les inhibiteurs généraux sont des inactivateurs non sélectifs des CASP-2 et -3.  
(A) Tableau récapitulatif des paramètres cinétiques obtenus pour chaque inhibiteur sur les CASP-2 et -3. (B 
et C) Cinétiques d’inactivations des CASP-2 (0,2 nM) et -3 (0,1 nM) par le composé pan-Caspase Q-VD-OPh 
mises en évidence par la méthode Continue à pH 7,4 et 37°C. La libération du produit en unité arbitraire de 
fluorescence (RFU) est suivi au cours du temps en présence de concentrations croissantes de l’inhibiteur. 
Sont accolés les graphiques secondaires permettant la détermination du rapport kinact/KI. Les activités des 
CASP-2 et 3 sont mesurées pour l’hydrolyse d’Ac-VDVAD-AMC (25 μM) et Ac-DEVD-AMC (10 µM) en 
fluorescence à 37°C dans 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ; 800 mM Succinate ; pH 
7,4 et 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ;1 mg/mL de BSA ; pH 7,4. (B) [Q-VD-OPh] sur 
CASP-3 : 50 ; 25 ; 12,5 ; 6,25 ; 3,125 ; 1,5625 nM (C) [Q-VD-OPh] sur CASP-2 : 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 µM. 
(D) Schéma cinétique de Michaelis-Menten des inhibiteurs irréversibles, avec kinact qui est la constante de 
vitesse maximale d’inactivation et KI la constante de dissociation qui rend compte de l’affinité́ de l’inhibiteur 
pour l’enzyme. (Erreur < 7 %). Les expressions de π et de [I]’ sont indiquées dans le « Matériels et 
Méthodes ». 

Ces composés irréversibles de deuxième et troisième génération sont donc des agents 

alkylants des CASP-2 et -3. Ils agissent en inactivant l’enzyme de manière permanente via la 
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formation d’un thioéther avec la cystéine catalytique. En termes de sélectivité envers la CASP-

2, ces composés sont médiocres, bien que le composé Emricasan soit plus efficace envers la 

CASP-2. Nous avons également pu montrer que la présence du motif VDVAD, préférentiel de 

la CASP-3 n’apporte aucune sélectivité en faveur de notre protéase d’intérêt. D’ailleurs, il est 

même plus efficace sur la CASP-3. 

4. Étude de l’effet des inhibiteurs sur un modèle d’apoptose dépendant 
de la Caspase-2 

4.1. Présentation du modèle HeLa - Vincristine 

L’efficacité des composés a également été évaluée dans un contexte cellulaire. Plus 

précisément, les inhibiteurs ont été testés dans un modèle de mort cellulaire par apoptose 

dépendant de la CASP-2. Dans ce modèle, l’effet cytoprotecteur des inhibiteurs sur la mort 

cellulaire induite par la Vincristine est évalué́ par cytométrie en flux. 

Pour cela, nous avons pu mettre en évidence que la vincristine, induit la mort par apoptose 

des cellules HeLa de manière dose dépendante, avec une cinétique comprise entre 24 et 36h 

(Figures 61B). Cette molécule est un alcaloïde issu de la pervenche de Madagascar qui se fixe 

à la tubuline et empêche la polymérisation des microtubules (Figure 61A). À 20 nM, pendant 

24-48 heures, cet alcaloïde anti-mitotique et anti-cancéreux induit la mort cellulaire de lignées 

humaine de type HeLa, avec une population de cellules mortes (positives à l’Iodure de 

Propidium ; (IP)) de 45-55 %. Ces conditions ont donc été utilisées pour les traitements avec 

les inhibiteurs. 

4.2. L’inhibition des caspases protège de la mort cellulaire induite par la 
Vincristine 

Les effets obtenus avec les inhibiteurs dans ce modèle de mort cellulaire sont 

présentés en Figure 8C - E. Les résultats ont été obtenus en partie par Julie Anastasie, au 

laboratoire, et j’ai poursuivi son travail initial. Dans ce modèle, un pré-traitement avec les 

inhibiteurs généraux de Caspases, Emricasan, z-VAD(OMe)-fmk et Q-VD-OPh permettent de 

réduire de manière dose-dépendante de la mort cellulaire induite par la Vincristine à 48h dans 

les cellules HeLa, avec une dose optimale d’environ 30 µM. Plus précisément à cette 

concentration, Emricasan est le plus efficace et bloque à environ 90 % la mort (Figure 61D), 

tandis que Q-VD-OPh (Figure 61E) la bloque à 75 % devant z-VAD(OMe)-fmk (Figure 61C) qui 

lui permet de bloquer la mort à environ 60 %. Il est à noter que ce composé dans un contexte 
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cellulaire est efficace et son effet est à mettre en parallèle à l’effet de son homologue non 

méthylé dans les tests de cinétiques enzymatiques in vitro. En revanche, contrairement aux 

autres composés, le Q-VE-OPh n’a aucun effet sur la mort induite par la Vincristine (Figure 

61E).  

Ainsi, on dispose donc d’un système où la Vincristine induit l’apoptose dans les cellules HeLa 

de manière Caspase-dépendante avec un effet cytoprotecteur des inhibiteurs généraux de 

Caspases. 

 
Figure 61. Dans les cellules HeLa les inhibiteurs généraux de Caspases protègent efficacement de manière dose 
dépendante de la mort induite par 20 nM de Vincristine pendant 24h-48h, avec un effet optimal à 30 µM.  
(A) Structure de la Vincristine (alcaloïde issu de la pervenche de Madagascar) et exemple d’observation de 
cellulles HeLa traitées (photo de droite) ou non (photo de gauche) avec de la Vincristine (20 nM) puis 
traitées après 24h avec du Hoescht 33342 (marqueur de l’ADN ; bleu) et de l’iodure de propidium (rouge) 
avant observation par microscopie de fluorescence. Dans les cultures traitées par la Vincristine, On observe 
des cellules arrondies (anoikis) et présentant une condensation chromatinienne typique de l’apoptose, et 
d’autre cellules dont le noyau est souvent plus morcelé et qui sont marquées à l’iodure de propidium, 
suggérant une nécrose secondaire. (B) Dose-réponse de la Vincristine sur l’induction de la mort dans les 
cellules HeLa, représentée par le pourcentage de cellules positives à l’iodure de Propidium (IP) et analysées 
par cytométrie en flux. (C-E) Effet des inhibiteurs z-VAD(OMe), Emricasan et Q-VD-OPh à différentes 
concentrations sur la prévention de la mort cellulaires induite par la Vincristine. L’analyse est faite par 
cytométrie en flux après marquage à l’iodure de propidium. Dans ce modèle, le prétraitement avec 30 µM 
de Q-VE-OPh ne prévient pas de la mort cellulaire. L’effet de ces inhibiteurs indique une mort Caspase-
dépendante dans ce modèle. 

5. Cytotoxicité des composés sur des neurones corticaux primaires  

Enfin, les molécules Q-VD-OPh et z-VAD(OMe)-fmk ont été testées sur des cultures 

primaires, afin d’évaluer une éventuelle toxicité de ces molécules. Pour cela, des neurones 

40

30

20

CTRL 2.5 5 10 20

50

10

00

PI
+ 

Ce
lls

(%
)

VCR 24h

: nM

A B C

0,75 1,5 10 30 603 : µM

Emricasan

0,35

CTR
L

Sa
ns I

nhibite
ur

40

30

20

50

10

00

PI
+ 

Ce
lls

(%
) 40

30

20

50

10

00
0,751,5 10 30603

Q-VD-OPh

CTR
L

Sa
ns I

nhibite
ur 30

z-VAD(OMe)-fmk

0,75 1,5 10 603

CTR
L

Sa
ns I

nhibite
ur 30

40

30

20

50

10

00

Q-V
E-O

Ph

: µM

: µM

D

PI
+ 

Ce
lls

(%
)

PI
+ 

Ce
lls

(%
)

E



 RESULTATS PARTIE 1  

218 
 

corticaux issu d’embryons (E16) sont cultivés en plaques 96 puits pendant 4 jours puis la 

toxicité des composés à 0,01 ; 0,1 ; 2,5, 10 et 100 µM est évaluée, avec la roténone à 50 µM 

en contrôle positif. Les résultats obtenus sont présentés en Figures 62A et B. Contrairement 

à la Roténone qui entraîne un mort cellulaire à plus de 95 %, les composés Q-VD-OPh et z-

VAD(OMe)-fmk ne présentent aucun effet cytotoxique et ce, même à une dose de 100 µM. 

 
Figure 62. Les composés z-VAD(OMe)-fmk et Q-VD-OPh ne présentent aucune toxicité vis-à-vis de cultures 
primaires de neurones corticaux.  
Les neurones issus d’embryons (E16) sont cultivés en plaque 96 puits transparentes dans du milieu DMEM 
complété du B27 et du N4 ainsi qu’avec 5% de SVF (v/v), 1% d’antibiotiques (v/v). Les cellules sont 
maintenues à 37°C sous atmosphère humide avec 5 % de CO2. Après 4 div les cellules sont traitées pendant 
48 heures avec les molécules à différentes concentrations. La cytotoxicité des molécules est évaluée à l’aide 
d’un test XTT. Un contrôle de mort cellulaire avec de la roténone à 50 µM est également réalisés. (A) 
Évaluation de la cytotoxicité du composé z-VAD(OMe)-fmk. (B) Cytotoxicité de l’inhibiteur pan-caspase Q-
VD-OPh. Les expériences ont été réalisées 3 fois (erreur < à 7%). 

C. Effets croisés des inhibiteurs des premières générations sur les 
Cathepsines 

Un des principaux reproches fait aux inhibiteurs de première et seconde génération est le 

manque de sélectivité vis-à-vis des Caspases et par conséquent leur effets croisés sur d’autres 

protéases et notamment sur les Cathepsines. Ces dernières sont des protéases impliquées 

dans la dégradation des protéines au niveau du lysosome. Dans nos conditions expérimentales, 

nous avons donc souhaité étudier les effets croisés des inhibiteurs de caspase à large spectre 

sur les Cathepsines B et L qui sont des protéases à Cystéine ainsi que sur la Cathepsine D qui 

est une protéase à Aspartate. Pour valider nos résultats, nous avons étudié en parallèle 

l’inhibiteur E64d ((2S,3S)-trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido-3-methylbutane ethyl ester), 

connu pour inactiver efficacement les protéases à cystéines et notamment les Cathepsines B 

et L et la Calpaïne (Murray E.J. et al., 1997 ; Hook G., et al., 2015 ). Les valeurs des IC50 ainsi 

que la valeur des Ki et des rapports kinact/KI respectivement pour les inhibiteurs réversibles et 

irréversibles sont regroupées dans les deux tableaux en Figures 63A et B. Nos études nous ont 
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permis de valider que le composé E-64-D était un bon inhibiteur des Cathepsines avec des IC50 

de l’ordre du nanomolaire sur les Cathepsines B et L. La détermination de l’IC50 de ce composé 

n’a pas été poursuivie sur la Cathepsine D : mais nous avons pu néanmoins valider qu’à 10 µM, 

le composé inhibait à plus de 70 % l’activité de cette enzyme. Aucun effet des inhibiteurs 

généraux testés sur la Cathepsine D n’a retenu notre attention.  

Cependant sur la Cathepsine B, tous les composés testés, à savoir, le z-VAD-fmk, le Q-VD-

OPh, le Emricasan et les deux peptides aldéhydes ont montré un effet croisé sur cette enzyme. 

Compte tenu des valeurs des IC50, l’inhibiteur pan-Caspase Q-VD-OPh et le composé Emricasan 

sont reconnus par la Cathepsine B avec des valeurs de l’ordre de la dizaine de micromolaire 

tandis que le composé z-VAD-fmk semble être très bien reconnu par celle-ci, avec une IC50 de 

15,4 ± 1,1 nM. Les peptides aldéhydes Ac-VDVAD-CHO et Ac-DEVD-CHO ont une IC50 de 

respectivement 7,8 ± 0,5 et 2,5 ± 0,2 µM.  

Le mécanisme de ces inhibiteurs a été étudié. Les valeurs des rapports corroborent une 

nouvelle fois avec les données IC50. En effet, les inhibiteurs Q-VD-OPh et Emricasan sont très 

peu efficaces vis-à-vis de la Cathepsine B, avec des rapports de respectivement 24,8 et 16,7 

M-1.s-1. En revanche, le z-VAD-fmk a une bonne efficacité sur cette enzyme avec un rapport de 

1.946 M-1.s-1. Pour les peptides aldéhydes, le mécanisme a été étudié par la méthode de 

compétitivité avec le substrat. La représentation graphique de Dixon nous a permis de 

conclure quant au type d’inhibition. En effet, les droites de la représentation graphique de 

1/Vi = f ([I]) se croisent en un point commun au niveau de l’axe des abscisses. Par conséquent, 

Ac-VDVAD-CHO et Ac-DEVD-CHO sont des inhibiteurs réversibles non compétitifs qui se fixent 

avec la même affinité à l’enzyme libre (Ki) et au complexe Enzyme/Substrat (Ki’), c’est-à-dire 

que Ki=Ki’. Le schéma cinétique de Michaelis-Menten pour ce type d’inhibiteur est représenté 

ci-dessous.  

 
Un exemple est illustré en Figure 63C, avec l’effet de l’Ac-VDVAD-CHO sur l’activité 

Cathepsine B. La représentation de Dixon, permet d’obtenir directement la valeur du Ki, qui 
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se trouve être le point d’intersection des droites. Ces deux composés inhibent donc la 

Cathepsine B assez efficacement, notamment le composé Ac-DEVD-CHO avec un Ki de 2 µM. 

Sur la Cathepsine L, seul le Q-VD-OPh a un effet avec une IC50 de 4,9 ± 0,4 µM. Cependant 

en terme de pouvoir inhibiteur, le composé est relativement peu efficace avec un rapport de 

39,8 M-1.s-1. Pour les inhibiteurs réversibles, seul l’Ac-DEVD-CHO est reconnu par la Cathepsine 

L, avec une IC50 de 14 ± 0,5 µM. Ici aussi, la représentation de Dixon nous a permis de statuer 

sur le type d’inhibition (Figure 63D). Contrairement à l’effet sur la Cathepsine B, l’Ac-DEVD-

CHO est un inhibiteur compétitif du substrat vis-à-vis du site actif de la Cathepsine L, tel que 

sur les CASP-2 et -3. Cela est confirmé par le fait que les droites de la représentation graphique 

1/Vi = f ([I]) se croisent en un point commun au-dessus de l’axe des abscisses. La valeur du Ki 

est alors donnée par la projection du point de croisement des droites sur l’axe des abscisses. 

L’Ac-DEVD-CHO inhibe efficacement la Cathepsine L, avec un Ki de 4,8 µM.  

Bien que les peptides aldéhydes inhibent moins efficacement les Cathepsines B et L que 

les CASP-2 et -3 pour lesquelles ils ont des affinités de l’ordre du nanomolaire, l’inhibition vis-

à-vis de ces protéases à cystéine concurrentes reste puissante et constitue un réel 

inconvénient de ces inhibiteurs dans un contexte cellulaire, où les doses utilisées sont de 

l’ordre du µM. Pour les inhibiteurs Emricasan et Q-VD-OPh, nous avons pu démontrer que 

l’efficacité est relativement faible sur les Cathepsines. Enfin, nous avons pu valider que le 

composé halométhyl-cétone, z-VAD(OMe)-fmk a un effet croisé sur la Cathepsine B, avec un 

pouvoir non négligeable.  
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Figure 63. Effet inhibiteur des inhibiteurs de première génération sur les cathepsines.  
(A) Tableau récapitulatif des constantes cinétiques Ki (B – C) Mécanismes d’inhibition des CASP-2 (B) et -3 
(C) par le peptide aldéhyde Ac-VDVAD-CHO. Représentations de Lineweaver-Burk (gauche) et tracés 
secondaires correspondant (droite) pour l’inhibiteur compétitif Ac-VDVAD-CHO. (B) [Ac-VDVAD-CHO] 
CASP-2 = 0 (o) ; 3,125 (¨) ; 6,25 (¨) ; 12,5 (¨) ; 25 (¨) ; 50 nM (¨). (C) [Ac-VDVAD-CHO] CASP-3 = 0 (o) ; 
6,25(¨) ; 12,5 (¨) ; 25 (¨); 50(¨) ; 100 (¨) ; 200 nM (¨). Les activités des CASP-2 et 3 sont mesurées pour 
l’hydrolyse d’Ac-VDVAD-AMC et Ac-DEVD-AMC en fluorescence à 37°C dans 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 
mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ; 800 mM Succinate ; pH 7,4 et 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % 
CHAPS ;1 mg/mL de BSA ; pH 7,4. [Ac-VDVAD-AMC]0 : 12,5 ; 25 ; 50 ; 100 µM et [Ac-DEVD-CHO]0 : 6,25 ; 
12,5 ; 25 ; 50 µM. Les expériences ont été réalisées 2 fois en duplicata (erreur < 10%). 

III. Inhibiteurs sélectifs des Caspases du groupe II  

A. Présentation de la série 
En 2003, afin de développer un inhibiteur préférentiel des caspases du groupe II (CASP-2, 

-3, -7), l’équipe de Jacotot E. et ses collègues, ont combiné les extrémités amino- et carboxy- 

terminales de l’inhibiteur pan-Caspase Q-VD-OPh au motif -VDVAD-, préférentiellement 

Cathepsine B Cathepsine L 
Cathepsine D

IC50 (nM)
kinact

/KI
(M-1.s-1)

IC50 (nM)
kinact

/KI
(M-1.s-1)

E-64-D 879 ± 32 537,3 33,4 ± 1,6 9 634 *

Z-VAD-fmk 15,4 ± 1,1 1 946 - - -

Emricasan 17 527 ± 919 16,7 - - -

Q-VD-OPh 13 270 ± 500 24,87 4943 ± 390 39,8 -

Cathepsine B Cathepsine L 
Cathepsine D

IC50 (nM) Ki (nM) IC50 (nM) Ki (nM)

Ac-VDVAD-CHO 7 791 ± 543 12 500 - - -

Ac-DEVD-CHO 2 569 ± 157 2 000 14 046 ± 548 4 800 -
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reconnu par la CASP-2. Dans le but d’améliorer l’efficacité du composé in vivo, des 

groupements méthyles ont été́ greffés sur les chaînes latérales des résidus Asp, pour former 

des méthyl-esters. Le dérivé pentapeptidique résultant de cette conception rationnelle est le 

Q-VD(OCH3)VAD(OCH3)-OPh, baptisé TRP601. Dans leur étude, Chauvier D. et al., 2011, ont 

également démontré l’efficacité du métabolite déméthylé du TRP601, nommé D2Me-TRP601 

(Q-VDVAD-OPh), à inhiber l’activité des CASP-2 et -3 in vitro. Ce composé était un point de 

comparaison intéressant car, ayant démontré une efficacité notable dans quatre modèles 

animaux de lésions cérébrales néonatales, il a fait l’objet d’un développement préclinique 

complet (Chauvier et al, 2011). Au cours de la thèse nous avons réévalué ces composés du 

point de vue enzymologique et comparé l’efficacité de ces composés au composé Ac-

D(OCH3)EVD(OCH3)-OPh appelé TRP901. La structure des trois composés est présentée en 

Figure 64. Comme mentionné plus haut, les trois molécules sont construites selon le même 

rationnel, un groupement carboxy-quinolyl- en N-ter et un groupement électrophile 

difluorophénoxyméthyl-cétone en P1’. Ces extrémités encadrent les motifs 

préférentiellement reconnus par les CASP-2 et -3. 

 
Figure 64.  Structure des peptides inhibiteurs sélectifs des Caspases du Groupe II. Chauvier D. et al., 2011 

B. Hiérarchisation de l’effet au vu des valeurs IC50 
Les valeurs des IC50 obtenues sur chaque composé vis-à-vis des deux Caspases sont 

référencées dans le tableau en Figure 65. Ces molécules inhibent les deux Caspases avec des 

valeurs de l’ordre du nanomolaire, voire sub-nanomolaire pour le métabolite déméthylé. Sur 

cette dernière, de manière attendue le composé TRP901 contenant le motif 

TRP-901 TRP-601

D2Me-TRP-601
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préférentiellement reconnu par la CASP-3, DEVD, semble 10 fois mieux reconnu que le 

composé TRP601 sur la CASP-3 avec des IC50 de respectivement 2,96 ± 0,10 et 29,9 ± 1,2. En 

revanche, in vitro, l’absence des méthyl-esters semble favoriser la reconnaissance des 

inhibiteurs par les enzymes puisque le D2Me-TRP601, semble mieux reconnu que le TRP901 

au vu des valeurs des IC50. Pour la CASP-2, les résultats sont aussi cohérents puisque le 

composé avec le motif VDVAD est 7 fois mieux reconnu que l’équivalent DEVD. Enfin, le 

métabolite déméthylé D2Me-TRP601, semble être fortement reconnu par les deux Caspases 

avec des IC50 au subnanomolaire. 

Au vu des IC50, l’association des extrémités amino et carboxy terminales de l’inhibiteur 

pan-caspase, aux motifs préférentiellement reconnu par les Caspases du groupe II, semble 

augmenter de manière significative la reconnaissance des molécules par ces Caspases in vitro. 

 

 
Figure 65. Tableau récapitulatif des valeurs IC50 obtenues pour chaque composé de la série vis-à-vis des CASP-
2 et -3.  

C. Quantification des paramètres cinétiques de l’inhibition et efficacité 
des composés  

En termes de mécanisme d’inhibition, ces trois composés agissent comme l’inhibiteur pan-

Caspase Q-VD-OPh, puisqu’ils possèdent également le bon groupe partant difluorophénol. Il 

s’agit donc d’inhibiteurs qui conduisent à une inactivation irréversible des CASP-2 et -3. Sans 

analyses structurales, les mécanismes d’action proposés sont les mêmes que ceux supposés 

pour les inhibiteurs irréversibles généraux.  

Les études des paramètres cinétiques des inhibiteurs ont été effectuées et les résultats sont 

regroupés dans le Tableau en Figure 66A. Les deux méthodes employées pour la 

quantification des pouvoirs inhibiteurs sont présentées en Figures 66B-E, les valeurs des 

constantes de vitesse d’inactivation, kobs sont obtenues à partir du graphique f (temps) = R.F.U 

pour le composé D2Me-TRP601 sur les CASP-2 et CASP-3 (Figures 66D et E) tandis qu’elles 

sont obtenues à partir des pentes de la représentation graphique du ln (% activité résiduelle) 

IC50
CASP-2 (nM)

IC50
CASP-3 (nM)

TRP-901 419,8 ± 17,6 2,96 ± 0,1

TRP-601 59,8 ± 0,9 29,9 ± 1,3

D2Me-TRP-601 0,53 ± 0,02 0,31 ± 0,01
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= f (temps) pour le composé TRP601 sur les deux Caspases (Figures 66B et C). Les valeurs des 

paramètres kinact et KI sont obtenues à partir du tracé kobs = f ([I]).  

Les valeurs obtenues pour les paramètres cinétiques et les efficacités d’inactivation kinact/KI 

viennent corroborer les suppositions faites sur la base des IC50. Sur la CASP-3, comme attendu, 

le TRP901, avec son motif DEVD méthylé sur les chaînes latérales des Asp, a une plus forte 

affinité que son homologue VDVAD, avec un KI de 7,87 ± 1,9 nM par rapport à 147,6 ± 13,2 

nM. Ces différences se traduisent par un pouvoir inhibiteur 10,5 fois supérieur à celui du 

TRP601. En revanche, le métabolite déméthylé D2Me-TRP601, est encore plus affin pour la 

CASP-3 avec un KI de l’ordre du sub-nanomolaire (0,89 ± 0,09 nM). Il s’agit donc d’un excellent 

inactivateur de la CASP-3 avec une efficacité de l’ordre du million, 1.640.010 M-1.s-1. Pour la 

CASP-2, la hiérarchie établie à partir des IC50 est conservée. En effet, le composé TRP901, avec 

le motif tétrapeptidique, est le moins bien reconnu avec une affinité de l’ordre du 

micromolaire (2,1 ± 0,3 µM). La présence du pentapeptide VDVAD permet d’atteindre un KI 

de 569 ± 10 µM qui se traduit par une efficacité 4,5 fois supérieure au TRP901. Enfin, l’absence 

des méthyl-ester améliore considérablement l’affinité pour l’enzyme et surtout l’efficacité 

inhibitrice, puisque le pouvoir inhibiteur est augmenté de 238 fois sur la CASP-2. Comme sur 

la CASP-3, le D2Me-TRP601 est un excellent inactivateur de la CASP-2 avec un rapport kinact/KI 

de 1.275.923 M-1.s-1. 

Cette conception rationnelle a permis d’augmenter considérablement l’efficacité des 

composés en faveurs des Caspases du groupes II (-2, -3 et -7). De plus, pour le composé D2Me-

TRP601 aucun effet croisé sur Cathepsines n’a pu être mis en évidence dans nos conditions 

expérimentales (Résultats non présentés). Toutefois, si l’on s’approche de notre objectif en 

inhibant que les Caspases du groupe II, nous sommes encore loin, à ce stade, de l’inhibition 

préférentielle de la CASP-2, puisque le composé est aussi puissant, voire davantage puissant 

sur la CASP-3 que sur la CASP-2. Encore une fois, la présence du motif VDVAD ne semble pas 

avoir d’effet sur la sélectivité au sein du groupe II. 
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Figure 66. Cinétiques d’inactivation des CASP-2 et -3 par les inhibiteurs des Caspases du groupes II.  
(A) Tableau récapitulatif des paramètres cinétiques. (B et C) Courbes semi-logarithmiques de l’activité́ 
résiduelle des CASP-2 et -3 (0,2 et 0,1 nM respectivement) mesurées à différents intervalles de temps pour 
des concentrations croissantes en TRP601. Sont accolées les représentations des constantes de pseudo-
premier ordre kobs en fonction de la concentration en inhibiteur qui permettent d’obtenir les paramètres 
kinact et KI. (B) [TRP601] sur CASP-3 : 100, 50, 25, 12,5 ; 6,25 ; 0 nM (C) [601] sur CASP-2 : 500, 250, 125, 62,5 , 
31,25 ; 0 nM. (D et E) Cinétique d’inactivation des CASP-2 et -3 par le composé D2Me-TRP601 mise en 
évidence par les cinétiques de la méthode Continue à pH 7,4 et 37°C. La libération du produit en unité 
arbitraire de fluorescence (RFU) est suivi au cours du temps en présence de concentrations croissantes en 
inhibiteur. Sont accolés les graphiques secondaires permettant la détermination du rapport kinact/KI. Les 
expériences ont été réalisée 5 fois (erreur < 7 %). (D) [D2Me-TRP601] sur CASP-3 : 0 ; 2,5 ; 1,25 ;0,625 ; 
0,312 ; 0,15625 nM (E) [D2Me-TRP601] sur CASP-2 : 0 ; 5 ;2,5 ; 1,25 ;0,625 ; 0,312 ; 0,15625 nM. Les 
activités des CASP-2 et 3 sont mesurées pour l’hydrolyse d’Ac-VDVAD-AMC (25 μM) et Ac-DEVD-AMC (10 
µM) en unité de fluorescence arbitraires (RFU) à 37°C dans 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % 
CHAPS ; 800 mM Succinate ; pH 7,4 et 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ;1 mg/mL de 
BSA ; pH 7,4. 

D. Efficacité des molécules dans le modèle d’apoptose  
L’effet des composés a ensuite été évalué dans le modèle d’apoptose sur lignées HeLa. Un 

contrôle avec le composé Q-VD-OPh à 30 µM est systématiquement effectué. Dans ce modèle 

nous avons donc pu montrer que les composés TRP601 (Figure 67A) et son métabolite 

déméthylé (Figure 67B) protègent de manière dose dépendante la mort cellulaire induite par 

la Vincristine dans les cellules HeLa. L’effet avec le TRP601 est légèrement plus prononcé du 

fait de l’augmentation de la durée de vie du composé dans le milieu. Toutefois, contrairement 

KI
CASP-2 (nM)
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kinact
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Index de 
sélectivité
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KI (CASP-2/CASP-3)

TRP-901 2062 ± 289 7,87 ± 1,9 0,0024 ± 2.10-4 0,0018 ± 3.10-4 1 195 223 684 5.10-3

TRP-601 569 ± 10 147,6 ± 13,2 0,003 ± 2.10-4 0,003 ± 1.10-4 5 346 21 252 0,25

D2Me-TRP-601 15,2 ± 0,4 0,89 ± 0,09 0,019 ± 0,005 0,0015 ± 8.10-5 1 275 923 1 640 010 1,28
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au Q-VD-OPh cet effet est beaucoup plus modéré puisqu’à 60 µM les deux composés 

protègent de la mort à environ 60 %.  

 
Figure 67. Les composés TRP601 et son métabolite déméthylé permettent de diminuer de manière dose 
dépendante la mort induite par la Vincristine dans les cellules HeLa.  
(A) Effet protecteur de l’inhibiteur irréversible TRP601 et de (B) D2Me-TRP601 sur la mort cellulaire induite 
par la Vincristine à 20 nM pendant 48h heures. La mort est représentée en ordonné par le pourcentage de 
cellules positives au PI en fonction de doses croissantes (3, 10, 30, 60 μM) d’inhibiteurs. 

E. Cytotoxicité sur des cultures primaires de neurones du Cortex 
Sur les cultures de neurones corticaux, seul l’effet du composé D2Me-TRP601 a été évalué. 

Les résultats sont présentés en Figure 68 et montrent que le composé, à 100 µM ne présente 

aucune toxicité sur les neurones tandis que la roténone à 50 µM induit la mort à plus de 95 %.  

 

Figure 68. Le composé D2Me-
TRP601 ne présente aucune toxicité sur les 
cultures de neurones primaires du Cortex.  
Les expériences ont été réalisées 3 fois 
(erreur < à 7%). 

 

IV.En route vers la sélectivité   

A. Contexte  
Dans le cadre d’une étude réalisée dans le contexte de la maladie de Huntington, 

Maillard M.C. et ses collègues en 2011, ont souhaité développer des inhibiteurs préférentiels 
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de CASP-2 avec une activité réduite sur la CASP-3. Ce travail a été réalisé dans le but de 

conclure quant à l’implication des CASP-2 et -6 dans le clivage cytotoxique de l’Huntingtine in 

vitro et dans des modèles animaux. 

Grâce à l’étude précise de la topologie des sites actifs des CASP-2 et -3, ils ont pu 

concevoir selon une approche de conception rationnelle, des inhibiteurs réversibles avec un 

effet préférentiel sur la CASP-2. Les structures, représentées en surface, des sites actifs des 

deux Caspases sont présentées en Figures 69A et B.  

Plus précisément, l’étude de la structure des sites actif a révélé que la seule différence entre 

les deux enzymes résidait en deux points au niveau du sous-site S2. À ce niveau, la différence 

notable est le remplacement de la Tyr-204 de la CASP-3 par l’Ala-228 dans le site actif de la 

CASP-2. De plus, la Phe-279 de CASP-2 est décalée de 3 Å (Phe-256) ce qui l’enfouis davantage 

dans la poche S2 de CASP-3. Par conséquent, le décalage de la Phe-256 et surtout la présence 

de la Tyrosine forment un sillon étroit au niveau de la CASP-3 tandis que le sous-site S2 forme 

une cuvette pour la CASP-2. Sur cette base, ils ont alors proposé qu’un groupement 

encombrant en position P2 d’un motif pentapeptide VDVAD-CHO (Figure 69C), pourrait 

facilement s’accommoder au niveau du S2 de CASP-2 tandis qu’une gêne stérique aurait un 

effet délétère sur la fixation d’un tel peptide au niveau du site actif de la CASP-3. Au cours de 

la thèse, nous nous sommes proposés de valider cette théorie dans nos tests enzymologiques 

et d’étudier les mécanismes d’action de ces potentiels nouveaux inhibiteurs de CASP-2.  

 
Figure 69. Conception de nouveaux inhibiteurs à partir des données cristallographiques obtenues sur la 
structure du sous-site de liaison S2 des CASP-2 et -3.  
(A et B) Les surfaces, colorées en doré, du site actif de la CASP-3 (A), code PDB : 2DKO) et de la CASP-2 
((B)code PDB : 1PYO). (C) Structure générique des inhibiteurs pentapeptides aldéhydes (P5–P4–P3–P2–P1–
CHO) reconnus par les sous-sites S1-S5 du site actif. D’après Maillard M.C. et al., 2011. 

B. Présentation des composés  
Les structures des composés retenus pour notre étude sont présentées en Figure 70. 

Les 4 molécules sont des peptides aldéhydes contenant le motif de référence VDV(X)D, dont 

l’extrémité a été cyclisée pour prévenir de la dégradation dans un contexte cellulaire. Les 

A B C
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molécules diffèrent de par la nature du maillon organique en P2. En effet, les molécules c33, 

k33 et h33, sont toutes des dérivés de (S)-Proline. C33 est un analogue 3-(S)-isopropoxy tandis 

que pour h33 la (S)-proline est substituée en position 3 avec un néopentyl ; Enfin, k33 a un 

cyclohexyl directement lié à la position 3 de la (S)-Proline. q33 en revanche présente une 

isoquinoline avec l’introduction d’un groupement méthyle sur le carbone-7.  

 
Figure 70. Structure des composés issus de l’étude structurale comparative des sous-sites du site actif des 
CASP-2 et -3. 
Les composés ont été obtenu dans le cadre d’une collaboration avec le Dr Maillard (CHDI) et ont été choisi 
parmi une série chimique plus vaste, et sur la base des évaluations préliminaires enzymologiques et 
cellulaires qui avaient été publiées par l’équipe de MC Maillard (Maillard M.C. et al., 2011). Les positions 
des substitutions sont indiquées en rouge en gras.  

C. Hiérarchisation de l’effet et mécanisme d’action 
Les valeurs des IC50 obtenues pour chaque composé sont référencées dans le tableau en 

Figure 71A. Au vu de ces valeurs, le premier constat qui peut être fait est que la présence d’un 

groupement encombrant en position P2 sur le motif de référence VDVAD semble accroître la 

sélectivité en faveur de la CASP-2 dans nos tests de cinétiques enzymatiques in vitro. En effet, 

ces quatre molécules ont des IC50 de l’ordre du nanomolaire sur la CASP-2 tandis que sur la 

CASP-3 les effets sont de l’ordre du micromolaire. De plus, la hiérarchie des effets vis-à-vis de 

ces deux enzymes est totalement différente puisque le composé h33 qui a la meilleure IC50 sur 

la CASP-2 (11,2 ± 0,6 nM) est le plus faiblement reconnu par la CASP-3 (6,5 ± 1,9 µM). Et 

inversement, le composé k33, qui compte tenu des valeurs IC50 semble être le mieux reconnu 

par la CASP-3 avec une IC50 de 1,9 ± 0,87 est avec c33 le composé le bien moins reconnu par 

la CASP-2 avec une IC50 de 196,6 ± 12,8 nM. Pour les deux Caspases, le composé q33 occupe 

la même place dans le classement de reconnaissance, puisque c’est dans les deux cas le 

c33 k33

q33h33

3
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deuxième composé le mieux reconnu. Toutefois, bien qu’il occupe cette deuxième place du 

classement, l’effet est 140 fois supérieur sur la CASP-2 avec une IC50 de 17,7 ± 1,5 nM.  

 
Figure 71. Les composés c33, k33, h33 et q33 inhibent de manière réversible la CASP-2 avec des IC50 de l’ordre 
du nanomolaire.  
(A) Tableau récapitulatif des données IC50 obtenues sur les CASP-2 et -3. (B) Mise en évidence de la 
réversibilité de l’inhibition par la méthode de dilution. [h33/q33] = 250 nM avant dilution et [c33/k33] = 4 
µM avant dilution. L’activité CASP-2 (0,2 nM) est mesurée pour l’hydrolyse d’Ac-VDVAD-AMC (25 μM) en 
unité de fluorescence arbitraires (RFU) par minute à 37°C dans 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 
0,1 % CHAPS ; 800 mM Succinate ; pH 7,4.  

En termes de mécanismes d’inhibition, comme leurs prédécesseurs, ils agissent en établissant 

un lien covalent transitoire avec la cystéine catalytique, ce qui induit une inhibition réversible 

de l’activité enzymatique. Ce mécanisme est confirmé par les résultats illustrés en Figure 71B, 

où suite à une dilution au 100e des complexes E/I pour chacune des molécules, l’activité de 

CASP-2 en l’occurrence, est restituée à plus de 50 %.  

D. Type d’inhibition et quantification des paramètres cinétiques  
Comme pour la caractérisation des peptides aldéhyde de première génération, la méthode 

de compétitivité avec le substrat afin d’obtenir le Ki est utilisée, qui rend compte de l’efficacité 

inhibitrice. La représentation en doubles inverses de Lineweaver-Burk nous permet d’obtenir 

au travers d’un graphique secondaire, les valeurs de ces constantes pour chaque inhibiteur. 

Tout d’abord, sur les deux enzymes, les quatre molécules agissent en inhibiteurs compétitifs 

du substrat pour la fixation au site actif. Ces résultats sont illustrés avec l’effet du composé 

h33 sur les CASP-2 et -3 présentés en Figure 72B et C. En effet, la représentation en doubles 

inverses nous révèle que les droites se croisent en un même point au niveau de l’axe des 

ordonnées. Pour toutes ces molécules, un excès de substrat va donc permettre de lever 

l’inhibition.  

Les valeurs des constantes Ki, présentées en Figure 72A viennent corroborer les résultats 

obtenus avec les IC50. En effet, les efficacités sont aussi de l’ordre du nanomolaire sur la CASP-

2 et du micromolaire sur la CASP-3. La hiérarchie des inhibiteurs sur la CASP-2 est conservée, 
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puisque h33 qui avait la meilleure IC50 sur la CASP-2 est également celui qui a la meilleure 

affinité avec un Ki de 10,9 nM. De manière plus qu’intéressante il est également celui qui a le 

moins d’effet sur le CASP-3 avec un Ki de 6,5 µM, soit un différentiel de 597 en faveur de la 

CASP-2. Le composé q33 est finalement le composé le plus efficace sur la CASP-3 avec un Ki 

de 2,3 µM, mais il est toujours 85 fois moins efficace que sur la CASP-2 avec un Ki de 26,7 nM. 

Enfin, les composés c33 et k33 bien qu’aussi efficaces avec des Ki de respectivement 122 et 

90,5 nM sur CASP-2 et 2,4 et 2,7 µM sur CASP-3 ne parviennent pas à rivaliser avec les index 

de sélectivité de q33 et surtout de h33.  

Le design de ces peptides à partir de l’étude des structures des sites actifs est donc totalement 

validé dans nos tests. Pour la première fois on atteint des index de sélectivité de presque 600 

en faveur de la CASP-2.  
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Figure 72. Les inhibiteurs h33 et q33 sont des inhibiteurs réversibles compétitifs efficaces des CASP-2 avec une 
reconnaissance modérée par la CASP-3.   
(A) Tableau récapitulatif des constantes cinétiques Ki obtenues sur chaque composé sur les deux Caspases 
(B – C) Mécanismes d’inhibition des CASP-2 (B) et -3 (C) par le peptide aldéhyde h33. Représentations de 
Lineweaver-Burk (gauche) et tracés secondaires correspondant (droite) pour l’inhibiteur compétitif h33. (B) 
[h33]CASP-2 = 0 (o) ; 6,25 (¨) ; 12,5 (¨) ; 25 (¨) ; 50 (¨) ; 100 nM (¨). (C) [h33]CASP-3 = 0 (o) ; 2,5 (¨) ; 5 (¨); 
10(¨) ; 20 (¨) ; 40 µM (¨). Les activités des CASP-2 et 3 sont mesurées pour l’hydrolyse d’Ac-VDVAD-AMC 
et Ac-DEVD-AMC en RFU/min à 37°C dans 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ; 800 mM 
Succinate ; pH 7,4 et 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ;1 mg/mL de BSA ; pH 7,4. [Ac-
VDVAD-AMC]0 : 12,5 ; 25 ; 50 ; 100 µM et [Ac-DEVD-CHO]0 : 6,25 ; 12,5 ; 25 ; 50 µM. Les expériences ont 
été réalisées 2 fois en duplicata (erreur < 10%). 

E. Effet des molécules dans un contexte cellulaire  
Afin de voir si les quatre composés étaient aussi efficaces sur cellules que dans nos tests 

de cinétiques enzymatiques, nous avons évalué leurs effets dans le modèle cellulaire 
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d’apoptose sur lignées HeLa. Les résultats obtenus avec les différentes molécules sont 

présentés en Figures 73A et B, avec en référence l’inhibiteur irréversible pan-Caspase Q-VD-

OPh à 30 µM. Dans ces conditions expérimentales, les composés c33 et k33 ne parviennent 

pas, même à 60 µM, à prévenir de la mort cellulaire induite par 20 nM de Vincristine pendant 

24h (Figure 73A). En revanche, les composés q33 et h33 et surtout q33 à 60 µM diminue à 

plus de 50 % la mort induite par la Vincristine dans les cellules HeLa. Pour le composé h33, 

l’effet est plus modéré mais il arrive tout de même à une dose de 60 µM à réduire environ 50 % 

de la mort (Figure 73B). Toutefois, pour ces inhibiteurs, aucun effet dose n’a pu être mise en 

évidence.  

Il est à noter que la cinétique de mort se fait sur un temps long 24h à 48h et que les inhibiteurs 

q33 et h33 sont des inhibiteurs réversibles qui peuvent être dégradé au cours de cet intervalle 

de temps. Tandis que l’effet du Q-VD-OPh et des autres inhibiteurs irréversibles, dépendant 

seulement du turn-over de l’enzyme dans les cellules HeLa.  

 
Figure 73. Les composés h33 et q33 réduisent de 50 % à 60 µM la mort cellulaire induite par la Vincristine dans 
les cellules HeLa.  
(A) Évaluation par cytométrie en flux de l’effet cytoprotecteur des composés c33 et k33 et (B) q33 et h33 
sur la mort cellulaire induite par la Vincristine à 20 nM pendant 24 heures, représentée en ordonnée par le 
pourcentage de cellules positives au PI en fonction de doses croissantes (3, 10 et/ou 30, 60 μM) en 
inhibiteurs. 

F. Évaluation de la toxicité de h33 sur culture primaire de neurones 
corticaux 

Enfin, le composé h33 ne présente aucune toxicité vis-à-vis des cultures primaires de 

neurones corticaux même à une concentration de 100 µM (Figure 74). 
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Figure 74. Le composé h33 ne présente aucune 
toxicité sur les cultures de neurones primaires.  
Le composé h33 ne présentent aucune toxicité à 100 
µM tandis que la roténone à 30 µM cause la mort à 
plus de 95 %. Les expériences ont été réalisées 2 fois 
(erreur < à 7%). 

 

 
En conclusion de cette partie, nous pouvons dire que les composés h33 et q33 sont très actifs 

dans les tests enzymatiques in vitro et inhibent fortement la CASP-2 avec des effets plus que 

modérés sur la CASP-3. De plus, ils ont tout de même démontré un effet cytoprotecteur dans 

le test cellulaire d’apoptose. Enfin, le composé h33 ne semble pas être toxique, puisqu’à 100 

µM la survie des neurones demeure intacte.  

V. Un long chemin vers la sélectivité  
Jusqu’ici, les données obtenues avec les inhibiteurs réversibles h33 et q33 ont ouvert 

la voie à une sélectivité en faveur de la CASP-2. De plus, le D2Me-TRP601 bien que non sélectif 

de la CASP-2 est un inhibiteur très efficace de cette enzyme. Enfin, la capacité du TRP601 à 

traverser la barrière hémato-encéphalique comme ont pu le mettre en évidence Chauvier D. 

et al., en 2011, associée à l’absence de toxicité du groupement partant difluorophénol in vivo, 

rendent ce composé très intéressant du point de vue outil pharmacologique et 

développement dans le contexte des pathologies neurologiques. 

En associant tous ces éléments, une nouvelle série de molécules issue d’une conception 

rationnelle a été proposée par Etienne Jacotot et ont fait l’objet de deux dépôts de brevets 

(2015 et 2016) par l’Inserm et Université Paris 7 (Diderot), dont l’un a été retiré puis redéposé 

en 2017, et auquel je suis associée.  

En termes de structure, certaines de ces nouvelles molécules sont le résultat de l’association 

des groupes carboxy-quinolyl et fluorophenoxy-methyl-cetone du D2Me-TRP601 et des 

synthons de la position P2 des composés h33 et q33. 

Le travail réalisé autour de ces molécules a été parsemé d’embûches et dans cette partie 

consacrée à leurs études, nous allons retracer l’histoire de ces molécules qui nous ont 

finalement donné grande satisfaction. 
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A. Premiers pas vers la sélectivité avec LJ2  

1. Structure et quantification des premiers effets sur les Caspases-2 et -3. 

L’histoire de la série « LJ » débute avec le premier composé synthétisé, le LJ2. La 

structure de ce dernier est présentée en Figure 75A. Finalement, le LJ2 n’est pas une molécule 

mais un mélange de deux diastéroisomères en position P2. Cet inhibiteur se construit en trois 

parties, l’extrémité N-ter, carboxy-quinoline de l’inhibiteur pan-Caspase, suivi d’un motif 

pentapeptide VDV(X)D suivi d’un groupement électrophile difluorophénoxyméthyl-cétone. 

L’Ala du motif VDVAD est remplacée par l’isoquinoline fonctionnalisée avec un groupement 

méthyle porté par le carbone-7 de l’inhibiteur q33.  

Les valeurs des IC50 pour le composé LJ2 sont regroupées dans le tableau en Figure 75B. 

Compte tenu des valeurs IC50, LJ2 semble avoir un profil d’inhibition intéressant avec une 

inhibition préférentielle de la CASP-2 caractérisée par une IC50 de l’ordre du sub-nanomolaire 

(0,37 ± 0,01 nM). Tandis que la CASP-3 semble être 350 fois moins reconnue avec une IC50 de 

140,3 ± 5 nM.  

 
Figure 75. Structure et évaluation du profil d’inhibition des CASP-2 et -3 par le composé LJ2.  
(A) LJ2 est synthétisé sous forme de deux diastéréoisomères en position P2. LJ2 résulte de l’association du 
motif pentapeptidique issu de l’inhibiteur réversible q33 associé aux extrémités amino et carboxy-
terminales du composé Q-VD-OPh. La configuration des carbones asymétriques est mentionnée entre 
parenthèses. 

2. Quantification des paramètres cinétiques 

Cet inhibiteur, comme le TRP601 et D2Me-TRP601 est un inhibiteur irréversible des 

CASP-2 et -3. Les valeurs des constantes cinétiques sont regroupées dans le tableau en Figure 

76A. Les résultats bruts des cinétiques des méthodes « Continues » obtenues pour ce 

composé à différentes concentrations sur les CASP-2 et -3 ainsi que les graphiques secondaires 

IC50
CASP-2 (nM)

IC50
CASP-3 (nM)

LJ2 0,37 ± 0,01 140,3 ± 5

A

B
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qui nous ont permis d’obtenir le rapport kinact/KI sont présentés en Figure 76B et C. Si l’écart 

entre les valeurs des IC50 était significatif, celui entre les valeurs des KI est nettement moins 

important. En effet, bien que l’inhibiteur ait plus d’affinité pour la CASP-2 avec un KI de 3,4 ± 

0,9 nM, l’affinité pour la CASP-3 n’en demeure que 15 fois inférieure avec un KI de 50,8 ± 3,4 

nM. Ce faible écart d’affinité influence nettement la sélectivité bien que le composé LJ2 soit 

très puissant sur la CASP-2 avec un rapport kinact/KI de 1.246.922 M-1.s-1. En effet, l’index de 

sélectivité n’est que de 22 avec un rapport kinact/KI de 57 342 sur la CASP-3.  

 
Figure 76. Le composé LJ2 est un très puissant inactivateur de la CASP-2 mais il inhibe aussi efficacement la 
CASP-3  
(A) Tableau récapitulatif des constantes cinétiques obtenues pour LJ2 sur les CASP-2 et -3 (B et C) Cinétiques 
d’inactivations des CASP-2 et -3 par le composé LJ2 mises en évidence par les cinétiques de la méthode 
Continue à pH 7,4 et 37°C. La libération du produit en unité arbitraire de fluorescence (RFU) est suivie au 
cours du temps en présence de concentrations croissantes en LJ2. Sont accolés les graphiques secondaires 
permettant la détermination du rapport kinact/KI. Les expériences ont été réalisée 5 fois (erreur < 7 %). (B) 
[LJ2] sur CASP-3 : 100 ; 40 ; 16 ; 6,4 ; 2,56 ; 1,024 ; 0 nM (C) [LJ2] sur CASP-2 : 5 ;2,5 ; 1,25 ;0,625 ; 0,312 ; 
0,15625, 0 nM. Les activités des CASP-2 (0,2 nM) et 3 (0,1 nM) sont mesurées pour l’hydrolyse d’Ac-VDVAD-
AMC (25 μM) et Ac-DEVD-AMC (10 µM) en RFU/min à 37°C dans 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 
0,1 % CHAPS ; 800 mM Succinate ; pH 7,4 et 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ;1 mg/mL 
de BSA ; pH 7,4.(D) Chemin cinétique pour les inhibiteur irréversibles. 

KI
CASP-2 (nM)

KI
CASP-3 (nM)
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kinact
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CASP-2 
(M-1.s-1)

kinact
KI

CASP-3
(M-1.s-1)

Index de 
sélectivité

kinact/
KI (CASP-2/CASP-3)

LJ2 3,4 ± 0,9 50,8 ± 3,4 0,0042 ± 8.10-4 0,0029 ± 1.10-4 1 246 922 57 342 22
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3. Évaluation du LJ2 dans le modèle d’apoptose  

Comme pour les autres inhibiteurs, après avoir validé l’efficacité du composé dans nos tests 

de cinétiques enzymatiques, l’effet cytoprotecteur de la molécule est évalué sur le modèle 

standardisé d’apoptose avec en contrôle le Q-VD-OPh qui protège de la mort à environ 90 % 

à 30 µM. Les résultats de cette expérience sont présentés en Figure 77A. Dans ce modèle, le 

composé LJ2 protège de manière dose-dépendante de la mort induite par la vincristine dans 

les cellules HeLa. Plus précisément, à 60 µM, le composé bloque à 60 % la mort cellulaire. 

Toutefois, l’effet à 60 µM est deux fois moins efficace que le Q-VD-OPh à une concentration 

deux fois plus faible.  

Enfin, la toxicité du composé LJ2 est évaluée sur cultures de neurones corticaux primaires. Les 

résultats de cette étude sont présentés en Figure 77B. Les données montrent que le composé 

n’est pas toxique sur les neurones corticaux. À 100 µM le composé semble présenter une 

toxicité qui s’élève à environ 20 %. 

 
Figure 77. Effet du composé LJ2 dans le modèle d’apoptose et évaluation de la toxicité sur des cultures de 
neurones primaires.  
(A) Le composé LJ2, à 60 µM, protège de manière dose-dépendante, à 50 % de la mort induite par la 
Vincristine dans les cellules HeLa. (B) LJ2 ne présente pas de toxicité vis-à-vis des cultures de neurone 
primaires tandis que la roténone induit à plus de 95 % la mort cellulaire. Expériences réalisée 3 fois (erreur 
< 5%) 

Finalement, avec cette première molécule, nous avons un composé aussi efficace sur la CASP-

2 que le composé initial D2Me-TRP601 mais avec un index de sélectivité supérieur (1,5 à 22) 

avec toutefois une la sélectivité moindre que celle du composé h33.  

La synthèse des molécules suivantes a été fortement retardée et pour cause, les maillons 

organiques stéréospécifiques des composés h33 et q33 n’étaient pas commercialisés. La 
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synthèse a finalement pu être débloquée et les molécules ont été réceptionnées et les tests 

initiés en Janvier 2018.  

B. Peptides Inhibiteurs stéréospécifiques réversibles 

1. Présentation des molécules  

L’histoire se poursuit avec les molécules LJ4a, LJ4b et LJ5a et LJ5b. Les structures de 

ces composés sont présentées en Figure 78. Les quatre molécules, comme le LJ2 sont 

construites en trois parties, une portion N-ter avec un acétyle, un motif pentapeptidique 

central VDV(X)D suivi d’un groupement électrophile thiazozylméthyle en P1’ qui n’est autre 

que l’extrémité C-ter de l’antirétroviral, Ritonavir. Au cours de la synthèse chimique, chacun 

des inhibiteurs est synthétisé sous forme d’un mélange de 2 stéréoisomères sur la position P2. 

En conséquence, les stéréoisomères a et b de chaque molécule ont été isolés. Le composé LJ4, 

tout comme le composé LJ2 possède en position P2 l’isoquinoline fonctionnalisée avec un 

groupement méthyle sur le carbone-7. Le composé LJ5, en revanche, possède une (S)-proline 

substituée en position 3 avec un néopentyl.  

 
Figure 78. Structures des stéréoisomères LJ4 a et B et LJ5 a et b.  
Les extrémités amino et carboxy-terminales sont indiquées respectivement en bleu et rouge et la 
configuration des carbones asymétriques est indiquée entre parenthèses.  

2. Études mécanistiques  

Les valeurs des IC50 obtenues pour chaque composé sont sur les CASP-2 et -3 sont 

présentées dans le tableau en Figure 79 A. Le premier constat qui peut être fait à partir des 

LJ4a LJ4b

LJ5a LJ5b
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IC50 et que la configuration du Carbonea en P2 joue un rôle crucial dans la reconnaissance des 

composés par les CASP-2 et -3. Si l’on considère les composés sur la CASP-2, on remarque que 

les IC50 pour les stéréoisomères a sont de l’ordre du micromolaire et varient pour entre 1,3 ± 

0,068 µM et 7,8 ± 0,2 µM pour les composés LJ4a et LJ5a respectivement. Tandis que pour les 

stéréoisomères b les IC50 sont de 51 ± 0,5 µM et 23 ± 1 µM pour LJ4b et LJ5b. Soit une 

reconnaissance 39 fois supérieure du composé LJ4a par rapport au composé LJ4b. Les valeurs 

des IC50 laissent à penser que les composés LJ4a et LJ5a semblent préférentiellement reconnus 

par la CASP-2 avec une IC50 de 152 ± 9 µM pour le composé LJ4a sur la CASP-3 et de 24 ± 0,8 

pour LJ5a. Soit un différentiel d’un facteur 116 pour le composé LJ4a en faveur de CASP-2.  

Du fait de la présence du thiazozylméthyle en C-ter, les composés agissent en 

inhibiteurs réversibles des CASP-2 et -3. Les types d’inhibitions ont été étudiés par 

compétitivité et les représentations graphiques de Dixon nous ont permis de statuer sur le 

mode d’action de ces molécules. Les graphiques pour les composés LJ5a et LJ4a sur les CASP-

2 et -3 sont représentés en Figures 79B et C. Sur la représentation de l’inverse de la vitesse 

initiale en fonction de la concentration en inhibiteur pour des concentrations en substrats 

croissantes, les droites ont une intersection commune au-dessus de l’axe des abscisses. Par 

conséquent toutes ces molécules sont donc des inhibiteurs compétitifs, dont l’inhibition est 

levée par un excès de substrat. Les valeurs des constantes Ki, extraites de ces graphiques sont 

référencées dans le tableau en Figure 79A. Les effets du composé LJ4a sont 1,5 fois moins 

préférentiels en considérant les valeurs des Ki, puisque les valeurs sont de 2,5 µM contre 65 

µM sur la CASP-3. Il s’agit donc d’un bon inhibiteur de CASP-2 avec un effet modéré sur la 

CASP-3. En revanche, pour le composé LJ5a, les valeurs sont surprenantes et vont à l’encontre 

des valeurs IC50 puisque l’affinité du composé pour les CASP-2 et -3 est finalement la même.  

En complément de ces résultats nous avons vérifié que le Ritonavir à 10 et 50 µM n’a 

aucun effet inhibiteur sur les activités CASP-2 et -3. 
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Figure 79. Les composé LJ4a et LJ5a sont des inhibiteurs réversibles compétitifs efficaces des CASP-2 et -3.  
(A) Tableau récapitulation des effets inhibiteurs et des constantes d’inhibition obtenues pour chaque 
composé sur les CASP-2 et -3. (B et C) Représentations graphiques de Dixon pour l’inhibition compétitive 
des CASP-2 et -3 par les composés LJ4a et LJ5a. [Ac-VDVAD-AMC]0 : 12,5 (¨); 25 (¨) ; 50 (¨) ; 100 (¨) µM. 
[Ac-DEVD-AMC]0 : 6,25 (¨); 12,5 (¨) ; 25 (¨) ; 50 (¨) µM. (D) Schéma cinétique de Michaelis-Menten pour 
les inhibiteurs compétitifs. ni : pas d’inhibition du composé à 100 µM ; nd : expériences non réalisées 
compte tenu de l’absence d’effet ou de la valeur trop élevée de l’IC50. 

C. Peptides Inhibiteurs stéréospécifiques irréversibles 

1. Présentation des molécules  

L’histoire de la série LJ s’achève avec les molécules dont les structures sont regroupées en 

Figure 80. Les composés LJ2 sont les équivalents irréversibles des composés LJ4 avec 

l’isoquinoline en position P2 du pentapeptide VDV(X)D. Tandis que les composés LJ3 sont les 

équivalents irréversibles des composés LJ5. Ces molécules possèdent donc les motifs 

IC50
CASP-2 (nM)

IC50
CASP-3 (nM)

Ki
CASP-2 (nM)

Ki
CASP-3 (nM)

Index de 
sélectivité

Ki (CASP-3/CASP-2)

LJ4a 1 314 ± 68 152 650 ± 9 690 2 500 65 000 26

LJ4b 50 978 ± 5482 ni nd nd nd

LJ5a 7 848 ± 188 24 445 ± 895 5000 5 000 1

LJ5b 23 012 ± 1 244 ni 16 160 nd nd

[LJ5A] (µM) [LJ5A] (µM)

[LJ4A] (µM)

1/
Vi

 C
AS

P-
3 

(m
in

.R
FU

-1
)

[LJ4A] (µM)

1/
Vi

 C
AS

P-
2 

(m
in

.R
FU

-1
)

1/
Vi

 C
AS

P-
2 

(m
in

.R
FU

-1
)

1/
Vi

 C
AS

P-
3 

(m
in

.R
FU

-1
)

A

B

C

D



 RESULTATS PARTIE 1  

240 
 

pentapeptidiques décrit ci-dessus associés aux extrémités N-ter et C-ter de l’inhibiteur pan-

Caspase Q-VD-OPh. 

 
Figure 80. Structures des composés irréversibles LJ2a et b et LJ3a et b.  
Ces composés sont les équivalents réversibles des composés LJ4 et LJ5.  

2. Hiérarchisation de l’effet grâce aux données IC50. 

Les valeurs des IC50 obtenues pour les différents composés sur les CASP-2 et -3 sont 

regroupées dans le tableau en Figure 81. Pour ces molécules la configuration du Carbone a 

en position P2 est importante pour la reconnaissance des composés vis-à-vis des deux 

enzymes. En effet, en considérant ces valeurs, LJ2b semble être 757 fois moins bien reconnu 

que le stéréoisomère LJ2a par la CASP-2. Mieux encore, le composé LJ3b serait 1390 fois moins 

bien reconnu que LJ3a par la CASP-2 au vu des IC50. Sur la CASP-3, le constat est le même avec 

un différentiel d’effet de 1132 entre les composés LJ2a et 2b et de 276 entre les composés 

LJ3a et LJ3b.  

Les composés LJ2a semblent être très bien reconnus par les deux Caspases avec des 

IC50 de l’ordre du nano sur la CASP-3 (1,5 ± 0,05) et du sub-nanomolaire (0,14 ± 0,01) sur la 

CASP-2, avec un différentiel de l’effet d’environ 10 fois. Les composés LJ3a sont aussi très bien 

reconnus par les CASP-2 et -3 avec des IC50 de respectivement 0,28 ± 0,01 et 59,1 ± 1,2 nM. 

Mais sur ce dernier composé, l’index de sélectivité sur la base des valeurs des IC50 est plus 

qu’intéressant, avec une valeur de 211.  

 

LJ2a LJ2b

LJ3a LJ3b
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Figure 81. Quantification de l’effet inhibiteur de la nouvelle série d’inhibiteurs stéréospécifiques  

3. Efficacités inhibitrices des composés LJ2a, LJ2b, LJ3a et LJ3b 

Les mécanismes d’inhibitions des composés ont été étudiés à l’aide de la méthodes 

Continues. Les cinétiques obtenues pour les composés LJ2a et LJ3a sur les deux Caspases ainsi 

que les graphiques secondaires qui ont permis de définir les efficacités inhibitrices sont 

présentés en Figures 82B-E. Les paramètres cinétiques obtenus pour chaque inhibiteur sont 

référencés dans le tableau en Figure 82A. Les valeurs des constantes d’affinités KI viennent 

corroborer les résultats des IC50 puisque le composé LJ2a présente une très forte affinité de 

l’ordre du sub-nanomolaire sur la CASP-2 (0,9 ± 0,1 nM) et un KI de 11,5 ± 0,9 sur la CASP-3. 

La vitesse de l’inactivation associée à la grande affinité du composé font que le LJ2a est un 

inhibiteur extrêmement puissant de la CASP-2 avec un rapport kinact/KI de 5.499.419 M-1.s-1. 

Bien que l’inhibiteur soit moins puissant sur la CASP-3 avec une efficacité de 113 425 M-1.s-1, 

l’index de sélectivité de 48 est relativement bon, notamment pour une application cellulaire, 

toutefois cet index de sélectivité est encore perfectible Le stéréoisomère LJ2b est nettement 

moins puissant que le LJ2a sur la CASP-2 un rapport kinact/KI de 7 177 M-1.s-1. Ce qui confirme 

ici l’importance d’avoir un composé optiquement pur. Le composé LJ3b présente un bon index 

de sélectivité de en faveur de la CASP-2 avec un rapport kinact/KI de 823 M-1.s-1 en comparaison 

au faible effet sur la CASP-3 (9,38 M-1.s-1). Cependant, ce composé, bien qu’il soit intéressant 

du point de vue du profil de sélectivité, il ne présente aucun avantage sur l’efficacité par 

rapport au Composé LJ2a notamment. Pour satisfaire à tous ces critères, il y a le composé LJ3a. 

En effet, ce composé présente une très bonne affinité pour la CASP-2 avec un KI de 2,8 ± 0,8 

nM, et une affinité moindre pour la CASP-3 (399,8 ± 93,3 nM). Surtout, ce composé est 950 

fois moins efficace sur la CASP-3 que sur la CASP-2. En effet, avec un pouvoir inhibiteur 

d’1.708.996 M-1.s-1 sur la CASP-2 et de seulement 1 807 M-1.s-1 sur la CASP-3 ce composé 

combine l’efficacité d’action et la sélectivité en faveur de la CASP-2, tant souhaitée. 

IC50
CASP-2 (nM)

IC50
CASP-3 (nM)

LJ2a 0,14 ± 0,01 1,5 ± 0,05
LJ2b 106,1 ± 3,2 1699 ± 23
LJ3a 0,28 ± 0,01 59,1 ± 1,2
LJ3b 389 ± 0,01 16300 ± 500
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Figure 82. Les composés LJ2a et LJ3a sont de puissants inactivateurs de la CASP-2, avec un effet plus modéré 
sur la CASP-3.  
(A) Tableau récapitulatif des constantes cinétiques obtenues pour les 4 composés sur les CASP-2 et -3. (B 
et C) Cinétiques d’inactivations de la CASP-2 par les composés LJ2a et LJ3a, mises en évidence par les 
cinétiques de la méthode Continue à pH 7,4 et 37°C. La libération du produit en unité arbitraire de 
fluorescence (RFU) est suivie au cours du temps en présence de concentrations croissantes en inhibiteurs. 
Sont accolés les graphiques secondaires permettant la détermination du rapport kinact/KI. [LJ2a/3a] sur 
CASP-2 : 10 ; 4 ; 1,6 ; 0,64 ; 0,256 ; 0,024, 0 nM. (D et E) Cinétiques d’inactivation de la CASP-3 par les 
composés LJ2a et LJ3a. (D) [LJ2a] sur CASP-3 : 62,5 ; 25 ; 10 ; 4 ; 1,6 ; 0,64 ; 0 nM. (E) [LJ3a] sur CASP-3 : 
1000 ; 400 ; 160 ; 64 ; 25,6 ; 10,25 ; 4,09 ; 0 nM. Les activités des CASP-2 (0,2 nM) et 3 (0,1 nM) sont 
mesurées pour l’hydrolyse d’Ac-VDVAD-AMC (25 μM) et Ac-DEVD-AMC (10 µM) en RFU/min à 37°C dans 
20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ; 800 mM Succinate ; pH 7,4 et 20 mM HEPES ; 5 mM 
DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ;1 mg/mL de BSA ; pH 7,4.  

D. Sélectivité vis-à-vis des protéases concurrentes 
Ces nouvelles molécules ont été testées à 10 µM sur les Cathepsines B, L et D (Figure 83A). À 

une telle dose et compte tenu de l’efficacité de nos composés sur les CASP-2 et -3, aucun profil 

d’inhibition n’a été retenu sur ces enzymes. En revanche, le composé LJ2 initial testé en 

parallèle a démontré sa capacité à inhiber la Cathepsine D in vitro, dans nos conditions 

expérimentales. Cet effet a pu être quantifié au travers de la détermination d’une IC50 qui 

s’élève à 17 ± 0,6 µM. 

Les molécules ont également été testées sur des protéases impliquées au niveau du système 

nerveux central, ainsi que sur la CASP-6. Les kallicréines 1 et 8 (KLK1 et KLK8) sont étudiées au 

laboratoire pour leurs rôles dans les pathologies neurodégénératives, j’ai donc bénéficié des 

KI

CASP-2 (nM)
KI

CASP-3 (nM)

kinact

CASP-2 
(s-1)

kinact

CASP-3 
(s-1)

kinact

/KI

CASP-2 
(M-1.s-1)

kinact

KI

CASP-3
(M-1.s-1)

Index de sélectivité
kinact/

KI (CASP-2/CASP-3)

LJ2a 0,9 ± 0,1 11,5 ± 0,9 0,005 ± 5.10-4 0,0013 ± 4.10-5 5 499 419 113 425 48

LJ2b 524 ± 10 17 498 ± 104 0,004 ± 3.10-4 0,008 ± 2.10-3 7 177 457 16

LJ3a 2,8 ± 0,8 399,8 ± 93,3 0,005 ± 7.10-4 0,0007 ± 9.10-5 1 708 996 1 807 950 !!!!!

LJ3b 8 539 ± 300 84 205 ± 13 000 0,007 ± 0,001  0,0008 ± 6.10-5 823 9,38 87
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compétences développées antérieurement sur ces protéases afin d’étudier les effets de la 

nouvelle série LJ. La thrombine, trypsine et la plasmine sont d’autres protéases à sérine 

importantes au niveau du SNC et sont également étudiées au laboratoire, ce pourquoi les 

molécules ont été également testées sur leurs activités. Enfin, la CASP-6 est la seule autre 

Caspase pour laquelle des conditions optimales de cinétiques enzymatiques ont pu être 

déterminée. Les résultats de cette sélectivité sont présentés en Figure 83B. Les IC50 et rapports 

kinact/KI pour les inhibiteurs irréversibles et les valeurs des Ki pour les composés réversibles 

sont regroupé dans le tableau en Figure 83C. Aucune molécule n’a été retenue sur les activités 

KLK1, Thrombine, Trypsine et Plasmine. En revanche, sur l’activité CASP-6, même le composé 

TRP-604 a démontré un fort potentiel inhibiteur avec une IC50 de 64 ± 6 nM. Pour ce composé, 

le mécanisme d’inhibition a été étudié et l’efficacité inhibitrice déterminée à l’aide de la 

méthode continue permettant ainsi d’obtenir un rapport de 4.706 M-1.s-1. Le premier LJ2 est 

aussi un inhibiteur de la CASP-6 avec une IC50 de 8,4 ± 0,7 µM. Le mécanisme n'a pas été étudié 

pour cette molécule. Le composé LJ2a a également montré une inhibition de l’activité CASP-

6 à 10 µM. L’IC50 a alors été déterminée et s’élève à 5,3 ± 0,3 µM. Le mécanisme d’inhibition 

par la méthode continue a révélé que le composé était peu efficace sur cette enzyme avec un 

rapport kinact/KI de 14 M-1.s-1. Enfin, le composé LJ5a présentait également un profil 

d’inhibition à 10 µM sur l’activité CASP-6. L’IC50 et le mode d’action de ce composé ont été 

étudiés. Ainsi, LJ5a inhibent la CASP-6 avec une IC50 de 11,3 ± 1 µM et agit en inhibiteur 

compétitif du substrat pour la fixation au site actif de l’enzyme. Sur la kallicréine 8, nous avons 

également pu mettre en évidence que le premier composé LJ2, inhibe son activité avec une 

IC50 de 19 ± 0,7 µM. Les composés h33 et q33 ont été également testés sur l’activité 

Cathespine et aucun effet croisé n’a été mis en évidence à 10 µM (Résultats non présentés).  
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Figure 83. Étude de la sélectivité de la nouvelle série de composé sur un panel de protéases concurrentes dans 
le système nerveux central. 
(A) Profil d’inhibition des Cathepsines D, L et B par les composés à 10 µM de la nouvelle série. (B) Profil 
d’inhibition de protéases à Sérine concurrentes dans le CNS par les composés de la nouvelle série à 10 µM. 
Les contrôles de l’inhibition (CTRL) sont représentés en blanc. (C) Tableau récapitulatif des IC50 et des 
paramètres cinétiques obtenus pour les inhibiteurs qui présentaient un profil d’inhibition intéressant (à 10 
µM, une inhibition supérieure ou égale à 50 %) vis-à-vis des CASP-6, Cathepsine D et KLK 8. 

 

CASP-6 CathepsineD KLK8

IC50 (nM)
kinact
/KI

(M-1.s-1)
Ki (nM) IC50 (nM) IC50 (nM)

604 64,1 ± 6,5 4 706 - - -

LJ2 8 464 ± 766 nd - 17 088 ± 632 19 091 ± 704

LJ2A 5 378 ± 316 14,24 - - -

LJ5A 11 306 ± 1 143 - 4 850 - -
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 RESULTATS PARTIE 2 

I. Pathogénicité du peptide b-amyloïde 

A. Préambule  
Comme nous avons pu le voir en Introduction la CASP-2 à un rôle dual dans la 

pathogénicité du peptide amyloïde dans la maladie d’Alzheimer. D’une part, elle pourrait être 

activée par l’Ab à des stades précoces caractérisés par une perte synaptique au niveau de la 

voie perforante (réseaux neuronal Cortexà Hippocampe). D’autre part, elle agirait en 

médiateur proximal de la neurotoxicité du peptide amyloïde. Afin d’étudier son rôle au niveau 

de la synapse suite à une induction de la perte synaptique avec des oligomères d’Ab1-42 nous 

avons utilisés des dispositifs microfluidiques qui sont développés au laboratoire. Les deux 

modèles de puces utilisées sont présentés en partie « Matériels & Méthodes ». Nous avons 

établi des cultures des neurones embryonnaires (E16) de l’hippocampe dans des chambres 

microfluidiques en PDMS qui permettent une qualité et durée améliorées des cultures de 

neurones. Ces chambres microfluidiques, appelées «8C» (en référence au nombre de 

chambres par par dispositif) ont été développées en collaboration entre notre laboratoire et 

la société MicroBrain Biotech. L’utilisation de ces systèmes microfluidiques présente une série 

d’avantages : (1) la culture des neurones et éventuellement cellules gliales a lieu dans une 

chambre de très faible volume (volume = 250 nanolitres ; hauteur de la colonne de milieu = 

50 µm) ce qui permet un confinement plus proche de la physiologie, et une moindre dilution 

des facteurs de croissance et des autres agents sécrétés dont l’effet est paracrine, (2) le 

polydimethylsiloxane (PDMS) qui constitue les paroi des chambres est un polymère 

perméable aux gaz ce qui permet une excellente oxygénation des neurones. Ces deux facteurs 

sont très vraisemblablement déterminant pour assurer une bonne qualité des cultures de 

neurones et leur survie pendant trois semaines de culture in vitro. (3) Un autre avantage 

consécutif aux micro-volumes de ces chambres de cultures concerne les plus faibles quantités 

de milieux et de réactifs utilisées. Nous avons aussi utilisé, des dispositifs nommés « diodes 

2C15 » contenant deux chambres de cultures connectées par des microcanaux asymétriques 

(entonnoirs). Les axones des neurones de la première chambre poussent de dans les 

microcanaux et établissent des connections synaptiques avec les neurones de la seconde 

chambre. Cette connectivité est donc unidirectionnelle et a été nommée diode neuronale 
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(Peyrin J.M. et al., 2011). Ces diodes neuronales permettent de reconstituer in vitro des 

réseaux fonctionnels de neurones (Peyrin J.M. et al., 2011). Le laboratoire a établi un modèle 

de reconstruction de réseaux cortex-hippocampe basé sur l’utilisation des diodes neuronales 

et qui permet d’étudier les effets d’oligomères du peptide amyloïde β sur le réseau et ses 

compartiments (synapse, axone, soma) (Deleglise et al 2014).  

B. Inhibition pharmacologique de la Caspase-2 sur cultures de 
neurones hippocampiques.  

Le rôle de la CASP-2 en tant que médiateur de la toxicité du peptide amyloïde a été mis en 

évidence dans plusieurs types neuronaux (neurones de l’hippocampe, neurones 

sympathiques, lignées PC12) de souris ou de rat par les groupes de M. Schelansky et C. Troy 

(Troy C.M. et al., 2000 ; Troy et al., 2001 ; Ribe E.M. et al., 2012 Jean Y.Y. et al., en 2013 

Pozueta et al., 2013). Dans le cadre de la thèse nous nous sommes proposés d’étudier 

l’influence de l’inhibition de la CASP-2 au niveau des synapse en traitant les neurones à des 

doses sub-toxiques d’oligomères Ab1-42 de manière à induire une perte synaptique tout en 

s’affranchissant de la mort du neurone.  

1. Données préalablement obtenues au laboratoire 

Pour cela, nous nous sommes basés sur des résultats précédemment obtenus au 

laboratoire par Cynthia Lefèbvre sur des neurones souris CASP-2flox/flox. Dans cette lignée créée 

par E. Jacotot, les souris EJA-1 (fond génétique C57BL/6J) possèdent des séquences LoxP de 

part et d’autre de l’exon 6 du gène CASP-2. Cet exon contient la région qui code pour le site 

catalytique de la CASP-2 (Figure 84A).  

Les analyses par Southern blot réalisées confirment l’homozygotie de la lignée (2 allèles 

CASP-2flox/flox, Figure 84A). Lorsque des neurones de souris EJA-1 (CASP-2flox/flox), sont traités 

avec une version chimère de la recombinase CRE (Penetratin-CRE), la recombinase reconnait 

les sites loxP et permet l’excision de l’exon 6. Cela entraîne donc la formation d’un codon stop 

prématuré́, et l’extinction de la CASP-2 dans les neurones en cultures. Ainsi, sur des cultures 

de neurones primaires de l’hippocampe issus de souris WT et CASP-2flox/flox, Cynthia a pu 

montrer dans les dispositifs microfluidique que (i) 100 nM d’oligomères d’Ab1-42 induisaient 

une perte synaptique en quelques heures, sans effet cytotoxique, et que (ii) la délétion du 

gène CASP-2 par ajout de Pen-CRE permettait de protéger les neurones de l’effet 

synaptotoxique des oligomères d’Ab1-42 in vitro. Les résultats sont présentés en Figure 84B. 
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Les résultats sont également exemplifiés avec des clichés de microscopie à fluorescence ou 

l’on voit qu’en présence d’Ab la densité synaptique décroit en comparaison à la situation 

contrôle sans peptide (Co.) 

 
Figure 84. Les neurones délétés pour CASP-2 sont résistants à la perte synaptique induite par un traitement 
avec 100 nM d’oligomères d’Ab1-42.  
(A) Représentation du gène casp2 des souris WT et CASP-2flox/flox. Les analyses par Southern Blot confirment 
que les animaux analysés sont bien homozygotes CASP-2flox/flox en comparaison au souris WT (quatre 
exemples sont présentés). (B) Clichés d’immunofluorescence de neurones hippocampiques obtenus avec 
l’objectif 63x : Basson (vert), MAP2 (bleu), Phalloïdine (rouge) sur des neurones contrôles (Co.) et traités 
avec 100 nM d’oligomères Aβ1-42 pendant 3h. En dessous, quantification de l’effet. Représentation en boîte 
à moustaches de la perte synaptique induite par les oligomères d’Ab1-42 sur 100 µm de dendrites dans des 
cultures primaires de neurones issus de souris WT et CASP-2flox/flox. En absence de CASP-2, la perte 
synaptique est nettement prévenue.  

2. Effet synaptoprotecteur de la CASP-2 sur des neurones de 
l’Hippocampe. 

Malheureusement, au cours de la thèse je n’ai pas pu retravailler sur les souris CASP-

2flox/flox. Toutefois, afin de compléter les données antérieures nous avons étudié l’effet d’une 

inhibition pharmacologique de la CASP-2 sur des cultures primaires de l’hippocampe issu 

d’embryon WT au stade E16 (Figure 85A). Le protocole est présenté en Figure 85B. Dans ce 

modèle nous avons montré qu’un traitement des neurones avec 10 nM d’Aβ1-42 oligomérique 

pendant 6h, induit une perte synaptique d’environ 50 %. Dans ces conditions, l’ajout de 30 

µM du premier composé LJ2 permet de prévenir de manière significative de la perte 

synaptique induite par l’Aβ1-42 oligomérique (Figure 85D).  
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Figure 85. Le composé LJ2 à 30 µM prévient de la perte synaptique induite par les oligomères Aβ1-42  à 10 nM 
pendant 6h sur des cultures primaires de neurone de l’hippocampe.  
(A) Embryon de souris SWISS au stade E16 à partir duquel sont isolés des neurones du cortex (Cx) et de 
l’hippocampe (Hi). (B) Procédure expérimentale pour l’analyse de la perte synaptique sur des dispositifs 
microfluidiques 8c dans lesquels les neurones de l’hippocampe sont cultivés à une densité de 15 M/mL 
pendant 18 jours. (C) Images d’immunofluorescence obtenues au 63X sur les cultures après traitement 
pharmacologique. Basson (vert), MAP2 (bleu), Phalloïdine (rouge) pour les conditions contrôle (Co.), traités 
avec 10 nM d’oligomères Aβ1-42 pendant 6h. (D) Schéma représentatif de la zone active de la synapse 
(D’après Mittelstaedt T. et al., 2010), Bassoon est un élément pré-synaptique et l’actine-F, reconnue par la 
Phalloïdine, est en majorité́ post-synaptique. (E) Quantification du nombre de synapse pour 100 μm de 
dendrites. Les expériences ont été réalisées 3 fois (Kruskall-Wallis suivi d’un test post-hoc Dunn’s ; *** p–
value < 0.001). 

Dans ce modèle nous avons également évalué l’effet des nouveaux composés LJ2a et LJ3a. Les 

résultats sont présentés sur les histogrammes en Figures 86A et B. Pour compléter les 

analyses précédentes nous avons ajouté un contrôle afin de s’assurer que l’effet 

synaptotoxique du peptide amyloïde était bien une conséquence de sa forme oligomérisée. 

Pour cela, nous avons utilisé une forme non oligomérisée du peptide, selon le protocole 

présenté en Matériels et Méthodes. Ainsi, nous avons pu montrer que contrairement aux 

oligomères le peptide Aβ1-42 sous une forme non oligomérisée à 10 nM pendant 6 h de 

traitement, n’induit pas de perte synaptique sur les cultures de neurones hippocampiques. 

A!

A B
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Nous avons enfin montré que les composés LJ2a et LJ3a ont un rôle synaptoprotecteur et ce, 

même à une concentration de 0,1 µM. La puissance de ces composés in vitro se traduit donc 

par une efficacité sur ce modèle cellulaire. Cependant, un effet dose n’a pas pu être observé 

aux conditions testées. Des expériences complémentaires sont en cours afin de réaliser les 

analyses statistiques pour le composé LJ3a. D’autres expériences avec des doses plus faibles 

des deux composés ont aussi été initiées pour compléter l’étude.  

  
Figure 86. Les composés LJ2a LJ3a ont un effet synaptoprotecteur à 1 µM, sur des cultures de neurones de 
l’hippocampe. 
(A) Effet du composé LJ2a sur la perte synaptique induite par un traitement des neurones avec 10 nM 
d’oligomères Ab1-42. (B) Effet du composé LJ3a dans les mêmes conditions. Expériences réalisée 3 fois pour 
le composé LJ2a à 0,1 ; 1 et 10 µM (et une seule fois pour le composé à 30 µM. Les expériences ont été 
réalisées 2 fois pour le composé LJ3a à 0,1 ; 1 et 10 µM (Kruskall-Wallis suivi d’un test post-hoc Dunn’s ; *** 
p–value < 0.001) et une fois pour la dose à 30 µM, les analyses statistiques n’ont donc pas pu être 
appliquées pour cette molécules. 

C. Effet synaptoprotecteur de LJ2 dans un modèle in vitro de la 
maladie d’Alzheimer 

Afin de recréer un modèle de perte synaptique pouvant illustrer les événements ayant 

lieu à des étapes précoces de la maladie d’Alzheimer nous avons utilisés les dispositifs 2C15 

qui nous permettent de récréer des réseaux de neurones fonctionnels in vitro. Le protocole 

expérimental suivi est illustré en Figure 87A. Dans ce modèle, les neurones du Cortex dans le 

compartiment proximal sont traités avec 10 nM d’oligomères Aβ1-42. Dans ce modèle, nous 

avons pu mettre en évidence qu’un tel traitement dans la chambre proximale, induit une 

déconnexion synaptique au niveau des neurones de l’hippocampe dans la chambre distale 

(Deléglise et al., 2014) (Figures 87B et C). Dans ces conditions, nous avons montré qu’un co-

traitement avec 30 µM du composé LJ2 sur les neurones de l’hippocampe permet de réduire 
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la perte synaptique de manière significative dans ce compartiment. À 10 µM le composé n’a 

aucun effet et à 60 µM il devient légèrement synaptotoxique (Résultats non présentés), ce qui 

explique l’effet observé à 60 µM.  

Par manque de temps, les expériences n’ont pas encore pu être réalisées avec les 

inhibiteurs de la nouvelle série LJ2a et LJ3a. 

 
Figure 87. Le composé LJ2 à 30 µM prévient de la perte synaptique induite par les oligomères Aβ1-42  à 10 nM 
pendant 6h dans le compartiment hippocampique.  
(A) Procédure expérimentale pour l’analyse de la perte synaptique sur des dispositifs microfluidiques 2c15 
dans lesquels les neurones du Cortex sont ensemencés dans la chambre proximale et les neurones de 
l’hippocampe sont cultivés dans la chambre distale. (B) Images d’immunofluorescence obtenues au 63X sur 
les cultures suite au traitement pharmacologique. MAP2 (post-synaptique ; rouge),  a-synucléine (pré-
synaptique ; bleu) pour les conditions contrôle (Co.), traités avec 10 nM d’oligomères Aβ1-42 pendant 6h. et 
pour 30 µM de LJ2 dans le compartiment hippocampique. (C) Quantification de la perte synaptique, avec 
en ordonnées le nombre de synapses pour 100 μm de dendrites. Les expériences ont été réalisée 3 fois 
(Kruskall-Wallis suivi d’un test post-hoc Dunn’s ; *** p–value < 0.001). 

A

B
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II. Tau et Caspase-2   

A. Reconnaissance de la séquence de clivage sur Tau par la Caspase-2 
En plus de participer à la synaptotoxicité du peptide b-amyloïde, la CASP-2 a été proposée 

récemment comme pouvant participer à la physiopathologie impliquant la protéine Tau. En 

effet, Zhao X et al., en 2016, ont rapporté que la CASP-2 était capable de cliver la protéine Tau 

au niveau de l’Asp-314 au sein d’une séquence YKPVD314 (Figure 88A). Ce site de clivage n’avait 

pas été mis en évidence auparavant pour d’autres Caspases ou protéases et pourrait être 

uniquement la cible du clivage par la CASP-2. Dans un brevet publié le 19 Juin 2014 (Réf : 

US20140171373A1) la même équipe (Ashe K.H. et al.,) a mis en évidence qu’un peptide 

aldéhyde qui reprenait le site de clivage YPKVD-CHO était inhibiteur potentiel de la CASP-2. 

Sur cette base, nous avons souhaité valider le composé dans nos tests in vitro. De manière 

assez surprenante, les résultats ont révélé que non seulement le peptide aldéhyde Ac-YKPVD-

CHO n’était pas reconnu par la CASP-2 et ce, même à une concentration de 100 µM et qu’en 

plus il était capable d’inhiber la CASP-3 avec une IC50 de 60,4 ± 3,4 µM (Figure 88B). Par 

conséquent, nous ne sommes pas parvenus à reproduire les résultats publiés dans ce brevet, 

au laboratoire avec nos conditions expérimentales. 

 
Figure 88. Évaluation de la reconnaissance de la séquence de clivage par la Caspase-2. 
(A) Séquence de la protéine tau humaine entière de 441 acides aminés. Le site de clivage putatif de la CASP-
2 est souligné en rouge. (B) IC50 du composé Ac-YKPVD-CHO sur la CASP-3. L’activité de la 3 (0,1 nM) est 
lancée après 30 minutes d’incubation avec le peptide aldéhyde Ac-YKPVD-CHO à des concentrations 
croissantes (400 ; 200 ; 100 ; 50 ; 25 ; 12,5 ; 0 µM) par ajout du substrat Ac-DEVD-AMC (10 µM). L’activité 
est suivie par libération de l’AMC au cours du temps, à 37°C dans 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 
0,1 % CHAPS ; 1 mg/mL de BSA ; pH 7,4. 
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B. Clivage de Tau et Caspase-2 
Dans leur étude, Zhao X et al, ont pu également mettre en évidence que le clivage de Tau au 

niveau de l’Asp-314, permettait la libération d’un fragment de 35 kDa. Bien que nous ne 

possédions pas l’anticorps nécessaire à la détection de ce fragment, nous avons choisi 

d’étudier le clivage par les CASP-2 et -3, d’une protéine Tau recombinante humaine entière 

de 441 aminés. Pour révéler les produits de clivage nous avons utilisés le Bleu de Coomassie 

ainsi que le colorant fluorescent SyproÒ Ruby qui est une bonne alternative à la coloration 

résolutive à l’argent. Les résultats des clivages sont présentés en Figures 89A et B. Aucune des 

deux techniques de révélation n’a permis de mettre en évidence le fragment de clivage de 35 

kDa puisque à une telle résolution, les profils de migration des CASP-2 et -3 seules 

(respectivement pistes 1 et 2) et des enzymes avec Tau (pistes 3 et 4) ne sont pas différents 

dans la zone de 25 à 50 kDa. Toutefois, il semblerait que la CASP-2 soit capable de cliver Tau, 

puisque dans la piste 3 de la Figure 89A, la coloration au bleu de Coomassie révèle une bande 

légèrement en dessous (flèche rouge N°1) de la zone de migration de la protéine Tau-441 

recombinante (Contrôle de migration : piste 7, Figure 89A). De plus, lorsque l’enzyme a été 

préalablement incubée avec 100 µM de LJ2a, cette deuxième bande disparaît (piste 5, Figure 

89A). Nous supposons également que dans nos conditions, la CASP-3 soit aussi capable de 

cliver Tau-441. En effet, lorsque Tau est mise en présence de l’enzyme, la bande 

correspondant à Tau-441 seule, est absente et fait place à un fragment de plus faible poids 

moléculaire. Toutefois, lors des deux tests réalisés avec le Bleu de Coomassie, contrairement 

à la CASP-2 (piste 5) nous ne sommes pas parvenus à obtenir le profil migratoire de la CASP-3 

inhibée avec 100 µM de LJ2a en présence de Tau (piste 6).  

La révélation des produits de clivage avec le colorant fluorescent ne nous a pas permis de 

conclure quant au clivage de la protéine Tau-441 par la CASP-2 (Figure 89B). Toutefois, dans 

cette expérience, nous semblons mettre en évidence, une nouvelle fois, un fragment de plus 

faible poids moléculaire lorsque Tau est incubée avec la CASP-3 (flèche rouge, Piste 4, Figure 

89B).  
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Figure 89. Profils de migration obtenus suite au clivage de la protéine recombinante Tau-441 entière par les 
CASP-2 et -3.  
(A) Révélation des produits de clivage au Bleu de Coomassie (Expérience réalisée 2 fois). (B) Résultats du 
clivage révélé à l’aide du colorant fluorescent SyproÒ Ruby (Expérience réalisée 1 fois). M : Marqueur de 
poids moléculaires (kDa) ; 1 : CASP-2 seule ; 2 : CASP-3 seule ; 3 : CASP-2 + Tau-441 ; 4 : CASP-3 + Tau-441 ; 
5 : CASP-2 préalablement inhibée avec 100 µM de LJ2a + Tau-441 ; 6 : CASP-3 préalablement inhibée avec 
100 µM de LJ2a + Tau-441 ; 7 : Tau-441 seule.  

III.  Caspase-2 et Inflammation  
L’inflammation étant importante dans la maladie d’Alzheimer, nous nous sommes 

proposés de développer un modèle inflammatoire qui pourrait engager la CASP-2. Le but en 

développant un tel modèle est de s’affranchir de la mort cellulaire qui fait généralement 

intervenir d’autres Caspases. De plus, comme nous l’avons évoqué en introduction, des études 

in vivo et in vitro positionnent la CASP-2 comme possible modulateur de l’inflammation 

(Bronner D.N. et al, 2015). C’est pour cela que nous avons choisi de développer un modèle sur 

lignée afin d’évaluer les inhibiteurs, de la même façon qu’avec le test d’apoptose. 

A. Mise en place du modèle  
Pour ce modèle, nous avons utilisé la lignée humaine pré- monocytaire THP-1. Avant 

différenciation, les cellules sont en suspension avec un forme ovoïdes. Lorsque les cellules 

sont différenciées avec du PMA à 50 nM pendant 24h, les cellules post-mitotiques deviennent 

alors adhérentes. Les macrophages sont ensuite stimulés avec un traitement de 6h au LPS. Les 

cellules sont ensuite traitées avec de la nigéricine une toxine microbienne (Streptomyces 
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hygroscopicus), qui agit comme un ionophore de K+, et induit l’oligomérisation de 

l’inflammasome, l’activation de la CASP-1, l’inflammation, la libération extracellulaire de 

cytokines dont l’IL-1b, et la pyroptose (O'Brien M. et al, 2017 ; He et al. 2016). Plus la 

concentration en Nigéricine est élevée plus les cellules ont une structure granuleuse qui rend 

compte d’une forte activité des cellules. 

B. Optimisation des conditions de traitement 
La nigéricine présente l’avantage de stimuler considérablement l’inflammation mais à 

partir d’une certaine dose sur un certain temps d’incubation, elle entraîne la mort des cellules. 

En Figure 90A, on constate que la Nigéricine à 5 µM entraîne rapidement (1 à 2 heures) la 

mort comme en témoigne le marquage à l’iodure de Propidium. En Figures 90B et C, à 120 

minutes d’incubation, la Nigéricine à 10 µM et 20 µM respectivement, entraîne également la 

mort cellulaire. En parallèle de l’évaluation de la mort cellulaire, nous avons évalué la 

libération d’IL-1b dans le milieu. Les résultats de ces études sont présentés en Figure 90D. 

Dans ce modèle, la nigéricine induit une libération extra-cellulaire de cette cytokine de 

manière dose-dépendante avec un maximum pour un traitement de 5 µM pendant 120 

minutes. De plus, au temps d’exposition maximum, pour chaque dose de nigéricine, 25 µM de 

VX-765, un peptidomimétique inhibiteur de référence de la CASP-1, ont été ajouté. Les 

résultats sont représentés par la condition en jaune dans l’histogramme de la Figure 90D. 

L’ajout de 25 µM de VX-765 dans le milieu permet de diminuer considérablement le relargage 

d’IL-1b. Au vu des résultats, il semble que la libération d’IL-1b dans le milieu soit dépendante 

de la CASP-1, ce qui confirme une activation d’un inflammasome dans ce modèle. 
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Figure 90. Évaluation de la cytotoxicité et du relargage de cytokine IL-1b pour des doses croissantes de 
nigéricine après 30, 60 et 120 minutes d’incubation.  
(A) Effet de la nigéricine sur la mort cellulaire à 5 µM, (B) 10 µM et (C) 20 µM pour différents temps 
d’incubation. (D) La nigéricine provoque la libération d’IL-1b (pg/mL) dans le milieu après différenciation 
des cellules avec du PMA et une stimulation de 6h avec 1 µg/mL de LPS. Dans ce modèle, au bout de 120 
minutes de traitement aux trois concentrations en inducteur, le VX-765 (jaune) à 25 µM permet de réduire 
à 90 % le relargage de la cytokine dans le milieu. 

C. Évaluation des inhibiteurs LJ2 et D2Me-TRP601 
Nous avons pu obtenir des résultats préliminaires dans ces conditions, où nous avons réalisé 

une première évaluation de l’effet des composés LJ2 et D2Me-TRP601 (renommé 604 pour la 

lisibilité des histogrammes). Leur effet, à 25 µM, sur le relargage d’IL-1b a été étudié. Les 

résultats obtenus sont regroupés sur les histogrammes en Figure 91, pour la nigéricine à 5 µM 

pendant 60 et 120 minutes (A), à 10 µM pendant 30, 60 et 120 minutes (B) ainsi qu’à 20 µM 

pendant 30 et 120 minutes (C). Dans toutes ces conditions, les deux composés à 25 µM 

permettent de réduire nettement le relargage d’IL-1b dans le milieu. L’effet n’est pas aussi 

efficace que le VX-765 à la même concentration mais les résultats sont tout de même très 

encourageants. Toutefois, les profils d’IL-1b obtenus avec les composés LJ2 et D2Me-TRP601 

sont les mêmes. Pour conclure quant à une véritable implication de la CASP-2 dans ce modèle 

inflammatoire, des expériences complémentaires devront être effectuées avec les composés 

LJ2a ou LJ3a à des doses plus faibles. 
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Figure 91. Les molécules LJ2 et D2Me-TRP601 préviennent de la libération massive d’IL-1b dans le milieu, 
induite par le traitement avec la Nigéricine.  
(A) Nigéricine à 5 µM pendant 60 et 120 minutes. (B) Nigéricine 10 µM pendant 30, 60 et 120 minutes. (C) 
Nigéricine à 20 µM pendant 30 et 120 minutes. Les expériences ont été réalisées 2 fois.  
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 RESULTATS PARTIE 3 

I. Préambule  
En parallèle de notre étude sur les inhibiteurs peptidiques du site actif nous avons 

également exploré deux autres stratégies. Une première visant à développer des peptides 

inhibiteurs de l’interface de dimérisation et une deuxième stratégie basée sur du criblage 

aléatoire et rationnel de petites molécules organiques. Ces deux stratégies visent toutes deux 

à enrichir le panel d’inhibiteurs de Caspases en proposant de nouveau scaffolds chimiques. 

Par rapport à ce dernier point, la conception d’inhibiteurs de l’interface est une vraie 

alternative puisque chez les Caspases, la composition de l’interface de dimérisation en termes 

d’acides aminés et de liaisons faibles établies est propre à chaque enzyme. Cette zone 

conditionne notamment le fait qu’une Caspase soit synthétisée sous forme de dimère ou de 

monomère inactif (Ma C. et al., 2014 ; Mackenzie S.H. Clark AC. 2013 ; Hardy J.A. et al., 2004 ; 

Pop C, et al., 2003). 

II. Inhibiteurs de l’interface de dimérisation  
Dans le cadre le programme Émergence de Sorbonne Universités, financé en 2017, en 

collaboration avec Dirk Stratmann de l’Institut de Minéralogie, de Physique des Matériaux et 

de Cosmochimie (IMPMC, Sorbonne université) nous nous sommes attachés à développer des 

inhibiteurs peptidiques de l’interface de dimérisation. Pour cela, une approche in silico a été 

employée pour identifier des peptides cycliques capables de se fixer à l’interface de 

dimérisation des CASP-2 et -3. La structures des interfaces de dimérisation des deux Caspases 

sont présentées en Figure 92. Avant de s’intéresser aux détails de la composition en acides 

aminés de cette interface, le premier fait marquant est la présence d’un pont disulfure entre 

les deux monomères de la CASP-2. Comme nous l’avons évoqué en introduction, ce pont n’est 

pas impliqué dans l’activation ni dans le maintien de la CASP-2 mais il aurait plutôt un rôle 

allostérique et son ciblage pourrait induire un effet à distance sur le site actif. Dans le cadre 

de la collaboration, la présence de ce pont a été au départ un frein pour le développement de 

cette catégorie d’inhibiteur sur la CASP-2, c’est donc pour cette raison que dans un premier 

temps, Dirk Stratmann et ses collègues, notamment Jaysen Sawmynaden (doctorant en 

Physico-chimie des Matériaux) se sont intéressés aux peptides ciblant la CASP-3.  
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Figure 92. Structure de l’interface de dimérisation des Caspase-2 et 3.  
La Caspase-2 présente un pont disulfure dynamique localisé dans une cavité de l’interface de dimérisation. 
Code PBD CASP-2 : 1PYO ; Code PBD CASP-3 : 2H65 

A. Design de peptides ciblant l’interface de dimérisation de la Caspase-
3 

Sur la CASP-3, le but est de déstabiliser le dimère avec un peptide qui mime des zones 

de l’interface de dimérisation. Ainsi, ce peptide pourra entrer en compétition avec l’un des 

monomères pour déstabiliser le dimère. Mais cette stratégie repose sur une forte affinité du 

peptide pour le monomère. Pour cela, à l’aide du logiciel de visualisation et d’analyse UCSF 

Chimera 1.11.2, Jaysen a pu concevoir un premier peptide cyclique construit sur la base de 

l’association de deux fragments issus de l’interface de dimérisation de la CASP-3. Ces deux 

motifs ont pour séquence : CIVSML et DFLYAYS. Une D-proline suivie d’une L-proline ont été 

ajoutées sur chaque fragment afin de former deux coudes pour lier les extrémités N-ter et C-

ter (Figure 93A). Les modélisateurs ont choisi cette configuration d’acides aminés car c’est 

une approche classiquement utilisée pour créer des coudes stables pour relier des brins β 

(Ghosh D. et al., 2016). Le motif CIVSML interagissant directement avec la CASP-3, la séquence 

en acides aminés a été conservée. En revanche, pour le peptide FLYAYS qui ne semble pas 

interagir avec la CASP-3, des variations d’acides aminés ont été effectuées afin de stabiliser la 

conformation par contraintes stériques (acides aminés sous forme D) ou en favorisant la 

stabilisation du brin b par des liaisons hydrogènes (Fujiwara K. et al., 2012). La nature des 

coudes a également été modifiée avec l’insertion de N-méthylés et d’acides aminés sous 

forme D pour générer des contraintes stériques stabilisatrices. Par exemple, pour faire place 

aux deux Prolines : Asparagine suivie d’une glycine ou une D-Alanine suivie d’une L-Alanine, 

toutes deux N-méthylés et enfin une D-Alanine suivie d’une L-leucine. L’ensemble des 

modifications résultent en la structure de plusieurs peptides qui sont référencés en Figure 

94B.  
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Figure 93. Stratégie in silico utilisée pour la conception de peptide cycliques de l’interface de dimérisation.  
(A) Deux fragments, CIVSML et DFLYAYS, ont été extrait de l’interface de dimérisation de la CASP-3 et on 
servit de base pour la formation d’un peptide cyclique. (B)Tableau référençant les différents variants du 
fragment DFLYAYS. En minuscules sont représentés les acides aminés en forme D et le « ‘ » indique que 
l’azote du squelette peptidique est méthylé.  

Pour les validations dans nos tests de cinétiques in vitro nous avions choisi le composé le plus 

stable selon les données in silico, il s’agissait alors du peptide cyclique N°6. Cependant, la 

synthèse du peptide N°6 qui admet deux N-méthylés successifs s’est avérée impossible. Seuls 

les deux fragments issus de l’interface de dimérisation de la CASP-3 ont donc été synthétisés. 

Les résultats sont présentés sous forme d’histogrammes en Figure 94, où le pourcentage 

d’inhibition de l’activité Caspases est représenté en fonction des molécules à deux 

concentrations. En contrôle de l’inhibition, le D2Me-TRP601 est utilisé à 10 µM.  

En conclusion de ces premières expériences, dans nos conditions expérimentales aucun des 

deux fragments n’a inhibé l’activité CASP-3. 

 
Figure 94. Les fragments CIVSML et DFLYAYS issus de l’interface de dimérisation de la CASP-3 n’inhibent pas la 
CASP-3 dans nos conditions expérimentales.  
Les activités des CASP-2 (0,2 nM) et 3 (0,1 nM) sont mesurées pour l’hydrolyse d’Ac-VDVAD-AMC (25 μM) 
et Ac-DEVD-AMC (10 µM) en unité de fluorescence arbitraires (RFU) à 37°C dans 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 
2 mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ; 800 mM Succinate ; pH 7,4 et 20 mM HEPES ; 5 mM DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % 
CHAPS ;1 mg/mL de BSA ; pH 7,4. Les lectures des activités sont lancées après 30 minutes d’incubation des 
peptides avec les CASP-2 et -3. 
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En alternative à ces peptides cycliques, Jaysen a identifié un peptide stable avec un motif βαβ 

(Figure 95B) sans résidus modifiés. En analysant le monomère de la CASP-3, il a identifié une 

zone chargée positivement au niveau de l’interface de dimérisation (Figure 95A), ainsi il a 

modifié la séquence en acides aminés au niveau des brins β afin qu'ils correspondent à la 

séquence des peptides cycliques qu’ils avaient définis. Il a également ajouté quelques 

glutamine et acide glutamique au niveau de l’hélice α du peptide, dans le but d'améliorer 

l'affinité. Il a ensuite contrôlé à l’aide du logiciel de prédiction Pep-fold 3Ò que les 

changements d’acides aminés qu’il avait opérés n’impactent pas la stabilité du peptide. Il a 

enfin validé le peptide in silico en réalisant un docking du peptide sur le monomère de CASP-

3, dans le but de visualiser la façon dont le peptide se positionne sur le monomère, à l’aide du 

logiciel HADOCKÒ (Figure 95C).  

Nous avons donc étudié ce nouveau peptide in vitro, sur nos Caspases recombinantes. Les 

résultats obtenus sont présentés sous forme d’histogramme en Figure 95D. Dans nos 

conditions expérimentales, le peptide à 1, 10 et 100 µM ne permet pas d’inhiber les activités 

Caspases, contrairement au composé contrôle D2Me-TRP601 à 10 µM. 

 
Figure 95. La nouvelle stratégie basée sur un motif βαβ stable ne permet pas d’inhiber la CASP-3 dans nos 
conditions expérimentales.  
(A) Ciblage d’une zone chargée positivement (Rouge) au niveau de l’interface de dimérisation. Zones bleues : 
chargée négativement, gris : acides aminés hydrophobes. (B) Présentation de la structure du peptide, la 
séquence présentée en (D) correspond en code couleur des motifs, jaune : brin β ; rouge : hélice α et vert : 
boucles. (C) Docking in silico du peptide βαβ sur le monomère de CASP-3, réalisé sur HADOCKÒ. (D) Effet du 
peptide à différentes concentrations sur les activités CASP-2 et -3. Dans nos conditions expérimentales, le 
composé ne révèle pas de profil d’inhibition intéressant.  
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B. Conception d’un pentapeptide cyclique ciblant l’interface de 
dimérisation de la Caspase-2 

Pour la conception d’inhibiteur de l’interface de la CASP-2 la stratégie employée est 

différente. En effet, compte tenu de la présence du pont disulfure à l’interface de dimérisation, 

il n’est pas possible de conduire à une déstabilisation du dimère. Le but est ici est donc de 

concevoir une molécule capable de cibler le pont disulfure pour induire un effet à distance sur 

le site actif. Pour cela, les modélisateurs ont travaillé sur des peptides cycliques, le savoir-faire 

de l’équipe Dirk Stratmann. Sur la base d’un motif penta-glycine (GGGGG), ils ont fait varier 3 

résidus (: GXGXGX, GXXGG, XXGGG, etc …) afin de garantir une stabilité du peptide. Ils ont 

ensuite réalisé le docking in silico de chaque peptide sur la CASP-2 afin d’identifier le composé 

qui se fixe avec la meilleure affinité. En parallèle ils ont aussi analysé de manière fine, la 

structure cette interface de dimérisation singulière. Il s’avère que le pont disulfure est enfoui 

dans une cavité remplie de molécules d’eau qui forment un réseau relativement statique 

(Figure 96A). La conception est d’autant plus complexe que la molécule doit être capable de 

se loger dans cette cavité remplie d’eau pour atteindre le pont disulfure. Finalement c’est le 

motif GGWGQ qui a été sélectionné à l’issue des études de Docking. La structure de ce dernier 

ainsi que les interactions établies avec les acides aminés au niveau de la poche qui abrite le 

pont disulfure, est présentée en Figure 96B.  

Malheureusement, la stratégie n’a de nouveau pas été « fructueuse » puisque le pentapeptide 

cyclique à 1, 10 et 100 µM n’a aucun effet sur l’activité de la CASP-2.   
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Figure 96. Le peptide cyclique GGWGQ conçu in silico  
(A) Représentation en surface de la structure de la CASP-2 avec un grossissement sur l’interface de 
dimérisation ou le pont disulfure est logé dans une poche remplie d’eau. (B) Structure du pentapeptide 
cyclique qui a donné les paramètres les plus favorables en termes de fixation sur CASP-2, par Docking in 
silico. (C) Effet du composé à 1, 10 et 100 µM sur les activités CASP-2 et -3.  

III.  Stratégie petites molécules  
Le groupe Enzymologie Moléculaire et Fonctionnelle dans lequel, j’ai réalisé ma thèse 

possède de nombreuses chimiothèques. Ainsi, afin d’élargir le panel d’inhibiteurs de Caspases 

nous nous sommes proposés de cribler quelques petites chimiothèques de petites molécules 

organiques de manière aléatoire. Dans ce contexte, 7 molécules Thioydantoïnes, 19 molécules 

dérivées de la Piperlongumine ainsi que 45 dérivés Furopyridine mono ou di-one, ont été 

testés sur les CASP-2 et -3. L’objectif était d’identifier de nouveaux scaffolds chimiques qui 

pourrait servir de base pour le développement d’inhibiteurs optimisés par chimie 

thérapeutique.  

Nous nous sommes également intéressées à des petites molécules organiques qui avaient 

montré leur potentiel à inhiber les Caspases dans la littérature, tel est le cas pour les dérivés 

Triazoles et Quinazolines. Ainsi, des composés Triazoles (27 molécules) et Quinazolines (4 

molécules) ont été sélectionnés à partir deux petites chimiothèques et ont été testés au cours 

de la thèse. Enfin, en 2017 Smith C.E. et al., ont mis en évidence que 9 anti-inflammatoires 
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non stéroïdiens, des molécules plutôt connues pour leurs potentiel à inhiber la 

Cyclooxygénease, étaient également d’inhiber la CASP-3, avec des IC50 de l’ordre du micro et 

sub-micromolaire. Dans ce contexte nous nous sommes donc proposés de valider ces 

molécules dans nos conditions expérimentales. 

Les scaffolds des molécules organiques testées au cours de la thèse sont présentés en Figure 

97.  

 
Figure 97. Scaffolds des petites molécules organiques testées au cours de la thèse avec une approche aléatoire 
ou plus rationnelle, basée sur des inhibiteurs déjà mis en évidence sur les Caspases.  

A. Résultats du criblage obtenus sur les dérivés Triazoles et 
Quinazolines.  

Les dérivés Triazoles et Quinazolines ont démontré leur potentiel à inhiber les 

Caspases. Nous nous sommes intéressés à deux chimiothèques du laboratoire afin de voir si 

nous pouvions élargir le panel d’inhibiteurs de ces catégories de molécules. Pour les 

Quinazolines, le laboratoire dispose d’une chimiothèque de plus de 100 composés, ainsi nous 

avons effectué une pré-sélection de molécule sur la base des données de la littérature. Nous 

avons donc sélectionné 4 molécules pour cette étude. Les molécules ont été testées sur les 

activités CASP-2 et -3 à 50 µM. Les résultats sont représentés dans les histogrammes en 

Figures 98A-C. En parallèle de ces tests, le Q-VD-OPh ou l’Ac-VDVAD-CHO sont utilisés en 

contrôle positif. Dans nos conditions expérimentales aucune molécule issue de ces deux 

petites séries n’ont montré de profil d’inhibition intéressant. En effet, aucun Triazoles (Figures 

98A et B) ni aucune des quatre Quinazolines testées (Figure 98C) n’a montré une inhibition 

supérieure à 50 % à 50 µM. 

Triazoles Quinazolines Tioydanthoines

Piperlongumine et dérivés Furopyridines mono (di)-one
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Figure 98. Profil d’inhibition par les composés Triazoles et Quinazolines des CASP-2 et CASP-3 à 50 µM.  
(A et B) Résultats du criblage sur les deux séries Triazoles du laboratoire. (C) Résultats du criblage sur les 
quatre Quinazolines. En contrôle de l’inhibition les composés Ac-VDVAD-CHO et Q-VD-OPh à 10 µM. 
L’inhibition de la CASP-2 est représentée en rose/violet tandis que l’inhibition de l’activité CASP-3 est 
présentée en bleu sur les histogrammes. En ordonnée, le pourcentage d’inhibition des activités CASP-2 et -
3. 

B. Résultats du criblage aléatoire  
L’approche rationnelle n’ayant pas de donné de résultats concluants nous avons tenté 

d’explorer l’effet de nouveaux scaffolds chimiques sur les activités CASP-2 et -3. Ainsi, nous 

avons pu tester 3 petites librairies de molécules, disponibles au laboratoire. La 

Piperlongumine composé naturel pro-oxydant, qui a démontré sa capacité à inhiber l’activité 

Chymotrypsine-like de l’immunoprotéasome a été testée ainsi que quelques-uns de ses 

dérivés et une série de sept molécules Thioydantoines et 45 dérivés de furopyridines ont aussi 

été évalués. Les résultats de ces criblages sont présentés en Figure 99A-C. À 50 µM, ni la 

Piperlongumine (0) ni ses dérivés (Figure 99A) inhibent les activités CASP-2 et -3. Il en est de 

même pour les Tioydantoines (Figure 99B). Enfin, si l’on a cru un instant à une inhibition de 

l’activité CASP-2 par un composé furopyridines mono (di)-one à 10 µM, un complément 

d’analyse a mise en évidence qu’il s’agissant d’un artéfact car à deux reprise, l’effet n’a pas pu 
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être reproduit. Par conséquent, pour cette série de molécules également, aucun potentiel 

inhibiteur n’a pu être mis en évidence à 10 µM.  

 
Figure 99. Criblage aléatoire des activités CASP-2 ou -3.  
(A) Résultat du criblage sur la Piperlongumine et ses dérivés à 50 µM. CTRL : Ac-VDVAD-CHO à 10 µM. (B) 
Résultat du criblage aléatoire réalisé sur la série Thioydantoines à 50 µM (C) Résultats du criblage sur les 45 
furopyridines mono (di)-one à 10 µM. 1 : : Ac-VDVAD-CHO à 10 µM. En contrôle de l’inhibition les composés 
Ac-VDVAD-CHO et Q-VD-OPh à 10 µM. L’inhibition de la CASP-2 est représentée en rose/violet tandis que 
l’inhibition de l’activité CASP-3 est présentée en bleu sur les histogrammes. En ordonnée est représenté le 
pourcentage d’inhibition des activités CASP-2 et -3. 

C. Criblage des Anti-inflammatoires non stéroïdiens  
En 2017, Smith C.E. et al., ont publiés que 9 anti-inflammatoires non stéroïdiens étaient 

de bons inhibiteurs de Caspases avec des IC50 de l’ordre du micro et sub-micromolaire. Les 

structures des composés ainsi que les valeurs des IC50, en µM, obtenues sont présentées en 

Figure 100. Après avoir testé les molécules sur l’activité des CASP-2 et -3 recombinantes, nous 

nous avons été incapables, dans nos conditions de cinétique enzymatique in vitro, de 

reproduire ces inhibitions. En effet, à 10 et 50 µM aucun composé n’a d’effet sur l’activité 

CASP-3, pour cela les résultats n’ont pas été représentés. Dans leur étude, Smith C.E. et al., 

utilisent un système couplé à la luminescence pour l’évaluation des inhibiteurs. En revanche, 

nous utilisons la fluorescence pour l’étude de nos activités enzymatiques. Il est possible que 

notre mode de détection ne soit pas adapté à l’étude de ces molécules. 
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Figure 100. Efficacité de 9 anti-inflammatoires non stéroïdiens à inhiber les Caspases -1, -3, -4, -5 et -9.  
Les valeurs en IC50 pour les composés pour chacune des Caspases sont données en µM. D’après Smith C.E. 
et al., 2017. 

D. Les coumarines, inhibent faiblement l’activité Caspase-2 in vitro 
Le groupe Enzymologie Moléculaire et Fonctionnelle a démontré depuis quelques 

années que des dérivés coumariniques constituaient des inhibiteurs efficaces des kallicréines 

tissulaires (Pochet L. et al., 2000 ; Wouters J. et al., 2002). Ces dernières sont des protéases à 

Sérine dont la dérégulation de l’activité est très souvent associée à des pathologies telles que 

le syndrome de Netherton (Tan X. et al., 2015), le cancer ainsi que les maladies 

neurodégénératives (Prassas I. et al., 2015). Très récemment, le laboratoire a mis en évidence 

que certains de ces composés agissent en substrats suicides de la kallicréine 6, le mécanisme 

général d’action des coumarines carboxylates sur les protéases à Sérine est présenté en Figure 

101A (Reboud-Ravaux M. et al., 2009). Une enzyme de cette famille ayant un rôle clé dans les 

maladies neurodégénératives. Compte tenu de la réactivité des composés et de leurs 

mécanismes d’action, nous avons testé quatre des meilleurs dérivés sur les CASP-2 et -3. Nous 

avons ainsi pu mettre en évidence que trois d’entre eux à 100 µM, LP73, LP74 et JFR9 étaient 

capables d’inhiber l’activité CASP-2 in vitro. De cette étude nous avons pu extraire trois IC50 

qui sont référencées en Figure 101C. Les composés en question sont très faiblement reconnus 

par la CASP-2 avec des IC50 qui varient entre 69,8 et 177 µM (Figures 101D-F). Toutefois, 

comme démontré sur l’histogramme en Figure 101B, ces composés, même à 100 µM ne sont 

que très faiblement reconnus par la CASP-3, notamment LP73 et JFR9. Malgré ce différentiel 
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dans l’effet, ces composés ne sont pas exploitables pour la suite de l’étude compte tenu du 

faible potentiel inhibiteur des différents composés sur la CASP-2.  

 
Figure 101. Trois dérivés coumarines inhibent faiblement l’activité CASP-2 in vitro.  
(A) Mécanismes d’action des dérivés coumarines carboxylates sur les protéases à Sérines. L’attaque 
nucléophile de la lactone de la coumarine par la sérine catalytique conduit à la formation d’un acyle-enzyme. 
Si X est un bon groupe partant, un intermédiaire méthylène quinone peut se former. Ce dernier peut alors 
se lier de manière covalente avec le résidu nucléophile NuH du site actif menant à une inactivation définitive 
de l’enzyme (inactivation de type suicide, voie a. Si, le résidu n’est pas alkylé l’enzyme peut être régénérée 
par hydrolyse de l’acyle-enzyme (inactivation transitoire par formation d’un acyle-enzyme stable, voie b 
Reboud-Ravaux M. et al., 2009 (B) Résultat du criblage des dérivés coumarines à 10 et 100 µM sur les 
activités CASP-2 et CASP-3 (C) Tableau référençant les structures des composés inhibant la CASP-2 avec les 
valeurs d’IC50 associées. (D-F) Profils d’inhibition de la CASP-2 par les trois dérivés coumariniques LP74, LP73 
et JFR9 à pH 7,4, 37°C. [CASP-2]0 : 0.2 nM, [Ac-VDVAD-AMC]0 : 25 µM à 37°C dans 20 mM HEPES ; 5 mM 
DTT ; 2 mM EDTA ; 0,1 % CHAPS ; 800 mM Succinate  
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Au cours de ces trois années de thèse j’ai pu acquérir des compétences transversales 

dans les domaines de l’enzymologie et de la Biologie cellulaire. En parallèle de mon sujet de 

thèse, ces compétences m’ont également permis de participer à des travaux annexes qui ont 

fait l’objet de 2 publications en premier et second auteur. Le groupe Enzymologie Moléculaire 

et Fonctionnelle, a, depuis de nombreuses années, une expertise dans le développement 

d’inhibiteurs pharmacologiques de protéases majeures. Dans les parties présentées ci-après 

sont synthétisées les études auxquelles j’ai été associée.  

I. Modulation de l’activité de la kallicréine 6, la protéase à sérine 
la plus abondante du système nerveux central 

L’intérêt du laboratoire se porte notamment sur les kallicréines, des protéases à Sérine 

dont l’altération de l’activité est impliquée dans de nombreuses pathologies, notamment dans 

les maladies neurodégénératives (Prassas I. et al., 2015). Ils ont pu identifier, à partir de 

criblage virtuel et de conception rationnelle, plusieurs inhibiteurs organiques. Ces derniers 

ciblent les kallicréines tissulaires humaines, KLK5, 7, 8 et 14 qui sont impliquées dans les 

pathologies de la peau et l’invasion tumorale (Tan X. et al., 2015). Plus récemment, leur 

objectif s’est tourné vers le développement d’inhibiteurs de la kallicréine 6, une cible 

thérapeutique émergente des pathologies neurodégénératives telles que, la maladie 

d’Alzheimer (Diamandis E.P. et al., 2000 ; Patra K. et al., 2018) de Parkinson (Tatebe H. et al., 

2010 ; Spencer B. et al., 2015) et la sclérose en plaques (Scarisbrick I.A. et al., 2008 ; Yoon H. 

et al., 2016). Le potentiel des composés poly-hétérocycles, triazoles et coumarines 

carboxylates, à inhiber la kallicréine 6 a été préalablement mis en évidence au laboratoire et 

j’ai eu la chance de participer à leur caractérisation. Ce travail a fait l’objet d’une publication 

que j’ai cosigné en second auteur en 2018 dans la revue Biological Chemistry.  
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Abstract: The activity of kallikrein-related peptidase 6 
(KLK6) is deregulated in various diseases such as cancer 
and neurodegenerative diseases. KLK6 is thus consid-
ered as an attractive therapeutical target. In this short 
report, we depict some novel findings on the regulation 
of the KLK6 activity. Namely, we identified mechanism-
based inhibitors (suicide substrates) from an in-house 
library of 6-substituted coumarin-3-carboxylate deriva-
tives. In addition, a molecular dynamics study evidenced 
the allosteric behavior of KLK6 similar to that previously 
observed for some trypsin-like serine proteases. This 
allosteric behavior together with the coumarinic scaffold 
bring new opportunities for the design of KLK6 potent 
activity modulators, useful as therapeutics or activity-
based probes.

Keywords: kallikrein-related peptidase 6; serine protease 
allostery; small-organic modulators; suicide substrate.

The discovery of the kallikrein-related peptidase 
KLK6  was made almost concomitantly by different 
research groups in the mid-1990s. KLK6 belongs to the 
family of kallikrein-related peptidase family that con-
sists of 15 (KLK1-15) secreted serine proteases and was 
isolated for the first time by Anisowics and colleagues 
as ‘Protease M’ whose gene was overexpressed in breast 
and ovarian tumor tissues (Anisowicz et al., 1996). Fur-
thermore, KLK6 was independently cloned by three lab-
oratories as an important marker in neurodegenerative 
diseases. Yamashiro and coworkers have detected a very 
strong expression of its gene in the brain and named it 
‘neurosin’ (Yamamura et al., 1997). Similar results have 
been reported by Little et al. who named this gene ‘zyme’ 
and highlighted its possible involvement in Alzheimer’s 
disease (Little et al., 1997). Finally, the human gene and 
also its murine orthologue were cloned by Scarisbrick 
and colleagues who named it ‘Myelencephalon-specific 
protease (MSP)’ (Bernett et  al., 2002). The sequencing 
of the human genome and particularly of the kallikrein 
locus, showed that ‘Protease M’, ‘Zyme’, ‘Neurosin’ 
and ‘MSP’ correspond to the same enzyme, kallikrein-
related peptidase 6 (KLK6, also hK6 in humans). KLK6 
is widely expressed and is particularly abundant in the 
central nervous system (CNS) with a major distribution 
in the brainstem and spinal cord but also in hippocam-
pus, frontal lobe, black substance, subthalamic nucleus 
and thalamus (Wang et al., 2008; Bayani and Diaman-
dis, 2011; Scarisbrick and Blaber, 2013; Prassas et  al., 
2015). In the brain, KLK6 has been particularly studied 
for its involvement in neurodegenerative diseases and in 
certain tumors (Wang et al., 2008; Bayani and Diaman-
dis, 2011; Scarisbrick and Blaber, 2013; Prassas et  al., 
2015). The first inhibitors of KLK6 have been identified 
in 2012 (Liang et al., 2012), using virtual screening and 
two series of derivatives were brought out, with either an 
amidinothiophene group or a para-amidobenzylamine 
group at the position P1. More recently, a peptide inhibi-
tor of KLK6 derived from its natural substrate, PAR-2 
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(proteinase activated receptor-2) was identified (Severino 
et al., 2015). However, no mechanisms were reported for 
these two categories of presumably reversible inhibitors. 
Thus, there is an important need to develop KLK6 inhibi-
tors acting through mechanisms different from that pre-
viously described, like suicide substrates that may allow 
to fine tune selectivity.

Moreover, according to a newly emerging paradigm, 
the activity and specificity of serine proteases (especially 
for the trypsin-like family) suggest that the activity may be 
controlled by the equilibrium between an inactive mature 
(E*) form and active mature (E) form (Di Cera, 2009a,b; 
Pozzi et al., 2012, 2013).

In this report, we contribute to the enlargement of 
the repertoire of KLK6 inhibitors by screening our previ-
ously reported coumarin library (Tan et al., 2015) and to 
the identification of mechanism-based inhibitors of KLK6. 
Moreover, we provided a molecular dynamics analysis of 
the KLK6 ‘apo-form’ that revealed an allosteric behavior 
with the identification of two enzymatic forms that rely on 
inactive and active mature conformations.

Coumarin derivatives display diverse pharmacologi-
cal activities supporting their potential therapeutic use 
(as antitumor, anti-infective, anti-inflammatory and 
antioxidant agents) (Srikrishna et  al., 2016). 6-Substi-
tuted coumarin-3-carboxylate derivatives were identified 
in our laboratory as inhibitors of the kallikrein-related 
peptidases KLK5, KLK7 and KLK14 involved in epider-
mis homeostasis and several skin diseases (Tan et al., 
2015). 6-Substituted coumarin-3-carboxylate derivatives 
constitute remarkable non-peptidic protease inhibitors 
characterized by easy access to organic synthesis, high 
inhibitory potency and extreme sensitivity to structural 
variations at the 3- and 6-positions that influence not 

only the specificity but also the inhibition mechanism 
of the targeted enzyme (Doucet et al., 1999). Inhibition 
of KLK5, KLK14 and matriptase by certain compounds 
was found to be mainly reversible, whereas KLK7 was 
always irreversibly inhibited through a suicide-type 
mechanism as shown in Figure 1. Several compounds 
acted selectively on KLK7, with IC50 values in the low 
micromolar and nanomolar ranges (Tan et  al., 2015). 
By screening our whole library of 260 coumarinic com-
pounds against KLK6, we identified two efficient inhibi-
tors 1 and 2 (Figure 1) characterized by IC50 values of 
3.1 ±  0.2 µm and 0.9 ±  0.1 µm, respectively, after 15 min 
of treatment. To determine their mechanism of action, 
the dilution method was used. We showed that the activ-
ity of KLK6 previously inhibited at 80% was not recov-
ered after a dilution by a factor of 100. Furthermore, to 
distinguish between a transient acyl-enzyme and an 
irreversible inhibition (Figure 1), we used the powerful 
nucleophile hydroxylamine at 0.5 m and pH 8.0 before 
determination of the remaining activity. After this 
hydroxylamine treatment, no reactivation was observed 
excluding a transient inhibition due the formation of a 
stable acyl-enzyme. Compounds 1 and 2 acted thus as 
irreversible suicide inhibitors following the minimum 
kinetic scheme:

E I EI E II i
K k

+ ⎯⎯→ −i!!!⇀↽!!!

where E and I are the free protease and the free inhibitor, 
EI˙ is the kinetic chimera of the Michaelis complex and 
the acyl-enzyme and E−I is the inactivated enzyme. The 
kinetic constant ratios ki /KI (efficacy indexes) were deter-
mined using the continuous method as described in Tan 
et al. (2015) (Figure 2A and B). We found that compound 

Cl

Cl

Cl

V = X =

Br

Cl

(1)

(2)

(1)

(2)

Figure 1: Structures of compounds 1 and 2 and their potential mechanism of inhibition of KLK6.
NuH, Nucleophile. Pathway a: transient inactivation by formation of a stable acyl-enzyme. Pathway b: suicide-type inactivation by the inhibi-
tor acting as a suicide substrate.
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2 was a better inactivator of KLK6 than compound 1 
with a ki /KI inactivation index of 131 ±  13 m−1 · s−1 instead 
of 19 ±  2 m−1 · s−1 for compound 2 (pH 7). It was also two-
fold more efficient on KLK6 than on the KLK5, another 
trypsin-like kallikrein-related peptidase (Tan et al., 2015). 
To conclude, compound 2 constitutes a novel example 
of inhibitor acting irreversibly on KLK6 susceptible to be 

optimized in order to develop tools as KLK6 activity-based 
probes. We also evaluated the influence of pH between 7 
and 9 on inhibitory potency of compounds 1 and 2 (Figure 
2C). The inactivation profile with pH followed the same 
progression than the enzymatic activity (kcat /Km). The 
optimum ki /KI index was found at pH 8 with 31 m−1 · s−1 for 
compound 1 and 203 m−1 · s−1 for compound 2.
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Figure 2: Inactivation of KLK6 by compounds 1 and 2 characterized by the continuous kinetic method at pH 7 and 37°C.
(A) Fluorescent product formed over time in the presence of different concentrations of compounds 1 and 2 (Active KLK6 was purchased 
from Abcam®, UK buffer: 50 mm Tris, 1 m citrate, 0.05% Brij-35; 100 µm Boc-QAR-AMC, Bachem, Switzerland). (B) Secondary graphs for the 
determination of ki /KI. The expressions of π and [I]′ are given in equation 1. Non-linear regression fits of the experimental data to equation 
1 were performed using Kaleidagraph software. (C) Comparison between the pH profiles of substrate (Boc-QAR-AMC) hydrolysis into product 
(left) and inactivation of KLK6 by the suicide substrates 1 and 2 (right).
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The proposed mechanism-based inhibition was sup-
ported by molecular modeling performed using the 

software Molegro Virtual Docker (Thomsen and Chris-
tensen, 2006) (Figure 3A). The analysis of the best pose 
for compound 2 bound to KLK6 active site revealed that 
the bi-substituted phenyl (2-Cl, 5-Cl) group was accom-
modated into the S1  subsite. The distance between the 
hydroxyl oxygen of Ser195 and the carbonyl carbon of 
the coumarin lactone was compatible with a nucleo-
philic attack by the catalytic serine that can lead to an 
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Figure 3: Structural insights into KLK6 activity modulation.
(A) Proposed structural basis for the inactivation of KLK6 by compound 2. (a) The in silico docking of compound 2 within the active site of 
KLK6 was performed using Molegro Virtual Docker. KLK6 is represented by pink surface and 2 by yellow sticks. The subsites S1, S2 and 
the catalytic triad are indicated. (b) Binding mode of 2 (yellow sticks) to active site residues (pink sticks). The distances (Ångstroms) in the 
binding mode between the lactone of coumarin ring the hydroxyl of the active serine 195 as well as the imidazole of the histidine 57 and the 
CH2Cl group at X are indicated. (B) MD simulation of mature apo-KLK6, 60 ns using GROMACS 4.6.5. (a) Illustration of activity plasticity over 
the time, the broken-line circle materializes the active site, the catalytic serine Ser195 is shown in red. (b) Evolution of the global conforma-
tion of the apo-KLK6 in cartoon representation (blue, start of simulation; green, end of simulation). The strand and the loop of the S1 site 
are in orange, the loop 214–220 in red. (c) The ‘open’ active site of KLK6 (white arrow, left pose) is ‘closed’ at the end of the simulation 
(right pose). The KLK6 is shown in surface representation (gray). The residues of the S1 site are in orange, the residues 214–220 in red. S1 
residues: 189–195, 214–220, 224–228. The volumes of the active site at the beginning and the end of the simulation are 92 Å3 and 43 Å3, 
respectively (Molegro Virtual Docker).
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acyl-enzyme formation. The acyl-enzyme can follow two 
distinct pathways: (i) hydrolysis by a water molecule, 
allowing the regeneration of the catalytic site of KLK6; 
(ii) formation of an additional covalent bond involving a 
nucleophile (His57) after demasking of latent methylene 
quinone through elimination of the good leaving group 
Br− (compound 1) or Cl− (compound 2) (Figure 1). The 
distance (2.1 Å) observed between the CH2Cl carbon and 
the imidazole group of His57 was compatible with such 
a reaction that can lead to the experimentally observed 
irreversible inhibition (Figure 3A).

In parallel to modeling studies, we performed mole-
cular dynamics simulations (MD) that are very useful to 
predict and evaluate protein structural plasticity and 
stability, and understand enzymatic mechanisms par-
ticularly in the case of proteases. Only a few MD studies 
have been reported for kallikrein-related peptidases 
and they concerned KLK3, KLK5 and KLK7 complexed 
with inhibitors (Oliveira et al., 2014) or KLK4, KLK5 and 
KLK14 complexed to high efficient designed substrates 
(de Veer et al., 2012). We performed MD simulations of 
60 ns in explicit solvent at 310 and 350 K using a KLK6-
benzamidine complex (PDB code: 1L06) (Bernett et al., 
2002) using GROMACS 4.6.5 (http://www.gromacs.org/
About_Gromacs/) and AMBER99SB force field with a time 
step of 2 fs. Conformational behaviors of both complexed 
and apo-KLK6 (e.g. without ligand) have been analyzed 
applying GROMAC 5.1.2, VMD and PyMol softwares. No 
large amplitude movements within structural domains 
were noticed. However, in the absence of ligand, the 
active site volume surprisingly decreased significantly, 
from 92 Å3 to 43 Å3 within 20 ns (Figure 3B; see also 
the RMSD plots in the online Supplementary Material, 
Figures S1 and S2). When analyzing the structural details 
in particular at the vicinity of the active site, a reorienta-
tion of the 214–220 loop was observed and resulted in the 
obstruction of active site cavity by the 215–217  segment 
residues. In conclusion, the mature apo-form of KLK6 
in the absence of ligand seems to be characterized by 
a closed inactive conformation (E* form), that prevents 
interaction with a ligand. Such a closed mature confor-
mation implicating 215–217 segment was already reported 
for some serine proteases like thrombin but rarely for kal-
likrein-related peptidases. However, updated modalities 
of activity regulation within KLK family has been recently 
reported, through an exhaustive structural and kinetics 
study of KLK2 (Skala et al., 2014). A comparative struc-
tural analysis of 99-loop was performed and allowed to 
provide a rational classification. The 99-loop was identi-
fied as a key structural element to modulate KLK2 activity 

particularly involved in zinc (Zn2+) binding. An interplay 
between the 99-, 148-, and 220-loops was reported. These 
regulating loops were suggested to fine-tune the equi-
librium between open E and closed E*conformations of 
KLK2 through concerted conformational changes, allow-
ing or preventing substrate access to the active site. These 
findings early allowed to extent the concept of conforma-
tional selection in trypsin-related proteases (E vs. E*). 
In contrast to KLK6, 99-loop is short without insertions 
suggesting distinct activity regulation (Gomis-Ruth et al., 
2002; Skala et al., 2014). Our preliminary results suggest a 
novel hypothesis to better understand the activity regula-
tion of KLK6 in accordance with the emerging concept of 
allostery of serine proteases. Ongoing biochemical studies 
in our lab particularly those using various chemical tools 
may allow to rationalize these in silico observations. In 
recent years, kinetic studies on thrombin (Lechtenberg 
et al., 2012), the key serine protease in the coagulation 
cascade, has demonstrated an unexpected plasticity of 
trypsin-like folding like thrombin. Fast kinetics experi-
ments show that the E*-E conversion takes place on a 
time scale of less than 10 ms, while the zymogen-protease 
conversion evolves on a larger time scale (100–1000 ms) 
(Di Cera, 2009a,b). Hence, an analogous regulation of 
a reversible allosteric E*/E equilibrium in addition to 
zymogen to mature protease conversion could constitute 
innovative therapeutical strategies aiming to fine-tune 
active and inactive states of mature KLK6.

Taken together, we report the first KLK6 low-molec-
ular-weight suicide substrates obtained from our cou-
marin library and provide data suggesting an allosteric 
behavior of KLK6 as previously reported for some other 
trypsin-like serine proteases like thrombin. We found 
that inhibitors 1 and 2 were devoid of cytotoxicity toward 
mouse cortical primary neurons up to 100 µm (data not 
shown). Finally, the 6-substituted coumarin-3-carboxy-
late structure represents a valuable scaffold that could 
serve for a platform for the design of activity-based 
probes to dissect out the KLK6 enzymatic activity in bio-
logical samples and pathophysiological processes such 
as CNS diseases.
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II. Identification de l’immunoprotéasome comme cible du 
composé pro-oxydant bien connu, la Piperlongumine  
Un autre intérêt du groupe se porte sur le développement d’inhibiteurs covalents ou 

non covalents du protéasome 26S. Ainsi, au cours de ma thèse, j’ai pu participer à l’étude du 

mécanisme d’inhibition de la piperlongumine et de ses dérivés sur l’immunoprotéasome. Les 

matériels et méthodes ainsi que les résultats obtenus au cours de cette étude ont été publiés 

en co-premier auteur dans le journal Biochemical and Biophysical Research Communications 

(BBRC), en 2018.  

Dans les cellules eucaryotes, le système ubiquitine-protéasome (UPS) joue un rôle essentiel 

dans la dégradation des protéines intracellulaires. Ce système, qui implique le protéasome 

constitutif, est finement régulé et a un rôle crucial dans une variété de processus cellulaires 

majeurs, tels que : le renouvellement protéique, le cycle cellulaire, la signalisation cellulaire 

mais aussi l’apoptose, la réponse immunitaire et l’inflammation (Ciechanover A. et al., 2003).  

Après une exposition de la plupart des cellules à l’interféron-g ou au TNF, une forme dite 

« inductible » du protéasome est exprimée, on parle dans ce cas de l’immunoprotéasome 

(Nathan J.A. et al., 2013).  

En termes de structure, le protéasome constitutif 26S (Figure 102A) est un complexe de 2,5 

mega Dalton qui possède un cœur catalytique en tonneau, appelé core particle 20S (CP), 

composé de 28 sous-unités où viennent se positionner par-dessus et par-dessous des 

domaines régulateurs 19S qui lient les substrats ubiquitinylés (Figure 102B). Ces domaines 

possèdent six sous-unités ATPase qui catalysent le dépliement des protéines et l’ouverture du 

cœur 20S pour l’accès au niveau du cœur central. Les 28 sous-unités (a et b) du CP forment 

un empilement de quatre structures heptamériques circulaires (a1-7, b1-7, b1-7, a1-7) 

(Figure 102C). Les deux anneaux externes formés par l’assemblage des sous-unités a ont 

plutôt un rôle régulateur et structural tandis que les deux anneaux internes, issus de 

l’association des sous-unités b portent l’activité catalytique. Trois activités protéolytiques sont 

portées par le CP constitutif (cCP). En effet, les unités catalytiques b1, b2 et b5 portent 

respectivement les activités : Caspase-like (clivage après des résidus acides), trypsin-like (clive 

après des résidus basique) et chymotrypsin-like (clivage après des résidus hydrophobes) (Richy 

N. et al., 2018 ; Cromm P.M. et al., 2018). Dans l’immunoprotéasome (iPr), les trois sous-unités 

catalytiques du protéasome constitutif font place à trois sous-unités homologues dites 
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b1i/LMP2, b2i/LMP10 et b5i/LMP7 (Figure 102B) dont l’expression est stimulée avec l’IFN-g 

notamment.  

 
Figure 102. Structure du protéasome 26S.  
(A) Le protéasome est l’association d’un cœur central, 20S, qui abrite les activités catalytiques « Core 
particle » et de deux unités régulatrices 19S qui se positionnent au-dessus et en dessous du cœur. (B) Les 
sous-unités 19S sont divisées en une base formée de 10 sous-unités et d’un couvercle de 9 sous-unités qui 
abrite l’activité déubiquitinase Rpn11. Le cœur 20S est formés de 28 sous-unités agencées en 4 anneaux 
empilés selon un modèle abba. (C) Les sous-unités a et b sont organisés en anneaux de 7 sous-unités 
chacun. Les sous-unités b abritent les activités catalytiques : 1 (CL), β2 (TL), and β5 (ChTL). D’après Cromm 
P.M. et al., 2018). 

Compte tenu du nombre de substrats ciblés et le nombres de processus qui impliquent l’UPS, 

il n’est pas étonnant qu’une dérégulation de cette voie de dégradation se retrouve au cœur 

de nombreuses pathologies. D’ailleurs le protéasome est une cible avérée dans le traitement 

des cancers hématologiques, avec trois médicaments sur le marché : Bortezomib (Velcadeâ), 

Carfilzomib (Kyprolisâ) et l’Ixazomib (Administration orale, Ninlaroâ). Ces inhibiteurs 

covalents inhibent essentiellement l’activité ChT-L portée par la sous-unité b5 du cCP avec 

toutefois des effets croisés sur l’activité de l’iCP. Ces derniers expliquent en partie les effets 

secondaires observés au cours des traitements contre le cancer. Compte tenu des défauts de 

pharmacocinétique que peuvent présenter ces inhibiteurs (stabilité, sélectivité, réactivité et 

perméabilité), des inhibiteurs non-covalents sont aussi décrits. D’ailleurs les peptides non-

covalents tels que le peptide naturel TMC-95A et ses mimes cycliques et linéaires ont été 

conçus pour inhiber efficacement les activités ChT-L et T-L du protéasome 20S et ne 

présentent pas d’effet croisés sur les protéases concurrentes telles que les Cathepsines et la 

Calpaïne (Devergne A. et al., 2013). Dans le contexte des maladies neurodégénératives, le 

maintien de l’intégrité de la cellule par l’UPS qui prévient normalement de la présence de 

A B C
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protéines mal repliées, susceptibles de s’agréger, est altéré. Dans ce contexte, l’agrégation de 

protéines telles que : l’a-synucléine (Parkinson), le peptide b-amyloïde (Alzheimer), et les 

protéines polyglutaminées (Huntington) saturent l’UPS et compromettent son 

fonctionnement et empêchent également la dégradation des autres substrats protéiques 

(Cecarini V. et al., 2016 ; Boland B. et al., 2018).  

Dans l’étude que nous avons réalisé sur le protéasome, l’intérêt s’est porté sur la 

piperlongumine et deux de ses dérivés. Cette dernière est un alcaloïde, isolé de plantes de la 

famille des Piperaceae, connu pour induire la mort par apoptose de cellules cancéreuses du 

poumon, du sein, et de la vessie mais sans effet sur les cellules saines. La piperlongumine 

serait aussi un très bon agent sénolytique c’est-à-dire qu’elle a une action cytotoxique 

préférentielle envers des cellules (Wang Y. et al., 2016).  

Dans notre étude, nous avons démontré que la piperlongumine et deux de ces analogues, 

inhibent sélectivement l’activité ChT-L de l’iPr avec des effets négligeables sur le CPr. Nous 

avons alors pu déterminer les valeurs des IC50 de chacun des composés, ainsi la 

Piperlongumine inhibe l’activité ChT-L avec une IC50 de 15,0 ± 1,1 µM tandis que ses deux 

dérivés inhibent avec une IC50 de 12,7 ± 1,1 et 2,6 ± 0,3 µM (Figure 103A). Nous avons pu 

également démontrer que ces trois molécules agissent selon des modes d’actions différents. 

D’une part, la Piperlongumine et l’un de ses dérivés agissent en inactivateur de l’activité ChT-

L avec des rapports kobs/[I]0 de respectivement de 36 ± 2 M-1.s-1 (Figure 103B) et 170 ± 10 M-

1.s-1. D’autre part, le deuxième dérivé agit en inhibiteur compétitif réversible, avec une affinité 

de 38.9 ± 3.8 µM (Figure 103C).  
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Figure 103. La piperlongumine et ses dérivés inhibent préférentiellement l’activité ChT-L de 
l’immunoprotéasome. 
(A) Profils d’inhibition de l’immunoprotéasome humain (iCP) par la Piperlongumine (1) et ses deux dérivés 
(2) et (4) à pH 8 and 37 °C ; (20 mM Tris, glycerol 10% -v/v-, SDS 0,01% -v/v-) ; [iCP]0 : 0,6 nM, [Suc-LLVY-
AMC]0 : 20 µM. (B et C) Mécanisme d’inhibition de l’activité ChT-L de l’immunoprotéasome par la 
Piperlongumine et son dérivé. (B) Représentation semi-logarithmique de l’activité résiduelle mesurée à 
différents intervalles de temps pour des concentrations croissantes en Piperlongumine en fonction du 
temps de pré-incubation. [iCP]0 : 0,6 nM; [Piper.] : 0, 4 et 20 µM. (C). Représentation de Dixon pour 
l’inhibition compétitive par le dérivé (2) ; [iCP]0 : 0.6 nM pour des concentration croissantes en [Suc-LLVY-
AMC]0 : 10 µM, 20 µM, 40 µM et 80 µM. 
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a b s t r a c t

The natural small molecule piperlongumine A is toxic selectively to cancer cells in vitro and in vivo. This
toxicity has been correlated with cancer cell ROS, DNA damage and apoptotic cell death increases. We
demonstrate here a new mechanistic property of piperlongumine: it inhibits selectively human immu-
noproteasome with no noticeable inhibition of human constitutive proteasome. This result suggests that
immunoproteasome inhibition, a mechanism independent of ROS elevation, may also partly play a role in
the anticancer effects observed with piperlongumine. Structure-activity relationships of piperlongumine
analogs suggest that the lactam (piperidonic) ring of piperlongumine A may be replaced by the linear
olefin eNHCO-CH2¼CH2 to improve both in vitro inhibitory efficiency against immunoproteasome and
cellular toxicity.

© 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Piperlongumine A (PL) is an alkaloid isolated from some vegetal
species of Piper (Piperaceae) (Fig. 1A). Several PL biological effects
have been reported such as cytotoxic, genotoxic, anti-angiogenic,
anti-metastatic and anti-tumor activities [1]. The natural PL mole-
cule induces apoptosis in osteosarcoma, breast, bladder and lung
cancer cells, but importantly not in normal cells [2]. A potent in-
hibition of breast cancer cell line migration was observed with PL
analogs [3]. PL increases reactive oxygen species (ROS) and
apoptotic cell death in both cancer cells and normal cells engi-
neered to have a cancer genotype, irrespective of p53 status, with
little effect in primary normal cells [4]. Using a panel of PL analogs,
Adams et al. analyzed the mechanism of action of PL and suggested

that ROS-independent mechanisms, including cross-linking events,
may also contribute to PL's induction of apoptosis [5]. An inhibition
of the ubiquitin-proteasome system by PL was then reported by
Jarvius et al. [6] but no inhibition of the 20S proteasome itself, or of
19S deubiquitinating activity was observed at concentrations
inducing cytotoxicity. These observations motivated us to investi-
gate the potential interaction between PL and proteasome. Indeed,
the proteasome is now a valuable anticancer drug target [7]. This
highly complex protease is formed of a 20S catalytic core particle
(CP) complexed with regulatory particles such as 19S for constitu-
tive proteasome or 11S for inducible immunoproteasome [8,9]. The
CPs of both proteasomes are composed of four stacked heptameric
rings with two outer rings (a1-7) formed by the a subunits and two
inner rings formed of b subunits (b1-7). The two b1c, two b2c and
two b5c catalytic units of the constitutive cCP are each replaced by
the b1i, b2i and b3i subunits in inducible iCP. They bear caspase-like
or post-acid activity (PA) for b1, trypsin-like activity (T-L) for b2 and
chymotrypsin-like activity (ChT-L) for b5 subunits. Considerable
efforts to develop proteasome inhibitors [7,8] have been made
leading to noncovalent inhibitors [10e13] or covalent ones such as
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the three approved drugs used in the treatment of hematologic
malignancies, bortezomib (Velcade®) [14], carfilzomib (Kyprolis®)
[15] and the orally administered ixazomib (Ninlaro®) [16]. These
drugs inhibit mainly the b5 activity of the catalytic core of the cCP
but also that of the iCP by creating covalent bonds with the catalytic
Thr1. When considering the chemical structure of PL (1, Fig. 1A), it
appears that its non-symmetric di-vinyl imide functions impli-
cating the double bonds C2-C3 and C7-C8 (Fig. 1A) may lead to two
possibilities of Michael addition with the N-terminal nucleophilic
residue Thr1Og present in all catalytic subunits of CPs. Inhibitors
displaying the parent amide vinyl group such as the natural
syringolin A are known to react with cCP Thr1Og to give Michael
adduct (Fig. 1A) [17]. The same mechanism was observed with
synthetic vinyl ketones [18]. Nevertheless, Jarvius et al. found that
PL did not inhibit 20S proteasome (presumably constitutive pro-
teasome) [6]. In the other hand, the interference of N-acetyl-L-
cysteine with PL suggested that PL displays proteasome inhibitory
properties [19]. In this paper, we re-examine the interaction of PL
with proteasome by analyzing the inhibitory effect of PL and three

of its newly synthesized analogs [3] (Fig.1B) not only on human cCP
but also human iCP. Immunoproteasome has been associated to
progression of certain types of cancer, autoimmune disorders and
inflammation [20]. Previous studies indicated that the 3,4,5-
trimethoxy cinnamic moiety of 1 does not affect its antitumor
property and the C7-C8 site has a lesser electrophiliciy than the C2-
C3 one [5]. We thus examined the effect of ring isomerism by
replacing the PL d-valerolactam cyclic ring by the known nucleo-
phile trap succinimide (compound 2) or by a non-reactive more
expanded bicycle (compound 3) whereas the pharmacophore
involving the C7-C8 olefin was conserved. Compound 4 showed a
molecular simplification with the conserved Michael acceptor C7-
C8 and double bond C2-C3, but the lactam (piperidonic) ring was
removed and replaced by a linear vinyl keto group [3]. We
demonstrated that the human cCP is poorly inhibited by the tested
compounds whereas iCP is efficiently inhibited by 1 and two of its
analogs. The mechanism by which the iCP was inhibited by the
tested compounds was determined and their potential as cytotoxic
tumor reagents was evaluated.

Fig. 1. Structure of piperlogumine (PL, 1) showing the two Michael acceptor units (olefins C2-C3 and C7-C8), and reactions of syringolin and vinyl ketone derivatives with Thr1Og 1
residues of cCP (A). Newly synthesized analogs of 1 (B).
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2. Materials and methods

2.1. Inhibitors

The isolation of PL 1 and the synthesis of compounds 2e4 are
described in Ref. [3].

2.2. Enzyme activity and inhibition assays

Purified human constitutive 20S proteasome cCP and human
20S immunoproteasome iCP from erythrocytes was obtained from
Boston Biochem (Cambridge, USA). The fluorogenic substrates Suc-
LLVY-AMC and Z-LLE-AMC (AMC¼ 7-amino-4-methylcoumarin)
were obtained from Bachem (Weil am Rhein, Germany). Other re-
agents and solvents were purchased from commercial sources.
Fluorescence was measured using a BMG Fluostar microplate
reader (black 96-well microplates).

Proteasome activities were determined by monitoring for
45min at 37 "C the hydrolysis of the appropriate fluorogenic sub-
strate Suc-LLVY-AMC (ChT-L activity) and Z-LLE-AMC (PA activity)
using lexc¼ 360 nm, lem¼ 460 nm for both substrates, in the
presence of untreated (control) or treated proteasome (iCP or cCP).
Substrate and compounds were previously dissolved in DMSO. The
buffered reaction mixtures (pH 8.0) for both activities contain
20mM Tris, 10% (v/v) glycerol, 0.01% (w/v) SDS, and 2% (v/v) DMSO.
The final iPR and cPR concentrations were 0.6 nM for ChT-L and PA
activities using 20 mM Suc-LLVY-AMC (ChT-L) and 50 mM Z-LLE-
AMC (PA). Using the appropriate substrate, the compounds
(0.1e100 mM) were tested in duplicate for each inhibitor concen-
tration to detect their potential to inhibit the ChT-L and PA activ-
ities. The enzyme and the inhibitors were incubated for 20min
before the measurement of the enzyme activity. Initial rates
determined in control experiments (V0) were considered to be
100% of the peptidase activity; initial rates below 100% were
considered to be inhibitions. The inhibitory activity of compounds
was expressed as IC50 (inhibitor concentrations giving 50% inhibi-
tion). The values of IC50 were calculated by fitting the experimental
data to equation (1):

% Inhibition¼ (100 [I]0)/(IC50 þ [I]0) (1)

The reversible or irreversible character was analyzed by diluting
by a factor of 100 the reaction mixtures. For the reversible inhibitor
2, a Dixon plot was used: [2]¼ 2.56e100 mM, [iCP]0¼ 0.6 nM,
[S]0¼10e80 mM. For the irreversible compounds 1 and 4, the time-
dependence of the inhibition was followed by determining the
remaining activity percentage at various incubation times
([iCP]0¼ 60 nM). The pseudo first-order inactivation rate constants
were obtained from plots of ln(% remaining activity) vs pre-
incubation time, and expressed in terms of the apparent second-
order inactivation rate constants kobs/[I]0 M$1 s$1. The Kaleida-
graph software was used for data analysis.

2.3. Cytotoxicity assays

Assays were performed on the human cancer cell line HeLa
(human cervical carcinoma) obtained from ATTC. The cells were
grown in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium; Sigma)
supplemented with 10% fetal bovine serum in a 5% CO2 humidified
atmosphere. Confluent cells were collected and then preincubated
without inhibitor for 24 h. They were then treated during 48 h
using increasing concentrations of compounds: 10 nM-50 mM with
a final DMSO concentration of 0.02% (v/v). After removal of the
DMEM medium, a XTT salt solution was added for 3 h to each well
(100 mL at 0.3mg/mL containing 8.3mM PBS) (XTT, 2,3-bis-(2-

methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide;
Cell Proliferation kit 11465015001 Roche). Absorbance at 485 nm
was measured using a BMG Fluostar microplate reader. The cyto-
toxicity activity was expressed as the concentration inhibiting cell
growth by 50% (EC50) calculated from the survival curves. The
experimental data were fitted to the following equation where E is
the survival percentage, C the drug concentration, Emax the
maximum drug effect, and n the Hill constant, which describes the
shape of the curve:

E¼ 100$ (Emax x Cn)/(Cn þ EC50n ) (2)

The Kaleidagraph software was used for data analysis.

3. Results and discussion

3.1. Screening of PL and its analogs on cCp and iCP activities

We evaluated the capacity of compound 1 and its analogs to
inhibit the ChT-L and PA activities of human cCP and iCP. Both ChT-L
and PA activities of cCP were not or very poorly inhibited (less than
20% at 10 mM and 30% at 50 mM). Conversely, a noticeable inhibition
of the ChT-L activity of iCP was observed for compounds 1, 2 and 4,
and the corresponding IC50 values (concentration of inhibitor
leading to 50% inhibition) were determined (Fig. 2 and Table 1). The
replacement of the monocyclic d-valerolactam R group in 1
(IC50¼15.0± 1.1 mM) by the pentacyclic succimidyl in 2 was well
tolerated (IC50 of 12.7± 1.1 mM). The larger bicyclic group in 3
devoid of an electrophilic group abolished the inhibitory activity
besides the presence of C7-C8 olefin. Conversely, the simplified R
group that retained the aliphaticeNHCO-CH2¼CH2 motif increased
the inhibitory potency by a factor of 5.8. This higher efficiency of 4
on iCP corroborates its higher efficiency against MDA-MB-231
breast cancer cell migration analyzed using the Boyden chamber
assay (EC50 of 1.5± 1 mM for 4 and of 3.0± 1.0 mM for 1) [3]. These
results highlight the favorable role to inhibit iCP of the smaller
aliphatic eNHCO-CH2¼CH2 group compared to the lactam piper-
idonic ring in 1. The absence of an electrophilic function at C2-C3 as
in compound 3 seems unfavorable for such an inhibition. It failed
also to inhibit cell migration at 10 mM in the wound healing MDA-
MB-231 cells assay. The need of both Michael acceptors C2-C3 and
C7-C8 to observe potent cell death was also reported [5].

3.2. Mechanistic studies

The reversible or irreversible character of the inhibition towards
the ChT-L activity of iCP by compounds 1, 2 and 4 was analyzed.
After reaction with compounds 2 and 4, no enzyme reactivation
was observed after dilution (factor of 100). This was in agreement
with an irreversible process. Conversely, the activity was recovered
after a previous treatment of iCP with compound 2. Moreover, for
this compound, increasing amounts of the ChT-L activity fluoro-
genic substrate reversed the inhibition process. The Dixon plot
(Fig. 3A) demonstrated that compound 2 acted as a competitive
inhibitor binding only to free enzyme with Ki¼ 38.9± 3.8 mM.
Conversely, a time-dependent inhibition was observed for com-
pounds 1 and 4, and a pseudo-first process was followed during
60% of the inactivation process. The apparent second-order inacti-
vation rate constants kobs/[I]0 were of 36 ± 2M$1 s$1 for 1 and
170± 10M$1 s$1 for 4. The inactivation efficacy was increased by a
factor of 4.7 for 4 compared to 1. Due to the irreversible character of
the inhibition, these inactivation indexes may lead to noticeable
inhibitions (for example, 97% inhibition after 30min treatment at
10 mM for 4).
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Fig. 2. Inhibition profile of the human iCP by compounds 1 (A) and 4 (B) at pH 8 and 37 "C. [iCP]0¼ 0.3 nM, ChT-L activity, [Suc-LLVY-AMC]0¼ 20 mM. The experimental points are
adjusted to equation (1).

Table 1
Biological activities of compounds 1e4.

Compounds Enzyme assaysa

IC50b (mM)
Cell assaysc

EC50d (mM)

ChT-L activity PA activity

cCP iCP cCP

1 ni 15.0± 1.1 ni 2.7± 0.1
2 ni 12.7± 1.1 ni nt
3 ni ni ni nt
4 ni 2.6± 0.3 ni 14.0± 1

a The inhibition of the human cCP and iCP at pH 8 and 37 "C was evaluated after 20min incubation of the enzyme with the respective compound before adding the
appropriate substrate (Suc-LLVY-AMC for ChT-L activity and Z-LLE-AMC for PA activity).

b The IC50 values were calculated by fitting the experimental data to eq. (1). ni, inhibition <30% at 50 mM.
c The cytotoxic activity was evaluated against HeLa cells after incubation for 48 h and using the XXT assay. Values in bar graphs are mean± sd (experiments in triplicate). nt

indicates no loss of viability at 50 mM.
d The IC50 values were calculated by fitting the experimental data to eq. 2.

Fig. 3. Mechanisms of inhibition of the ChT-L activity of human iCP by compounds 1 and 2 at pH 8.0 and 37 "C (20mM Tris, glycerol 10% -v/v-, SDS 0,01% -v/v-). A. Dixon plot for the
competitive inhibition by compound 2: [iCP]0¼ 0.6 nM; [Suc-LLVY-AMC]0¼ 10 mM (%), 20 mM (C), 40 mM (,) and 80 mM (-). B. Semi-logarithmic plots for residual activity
measured at various intervals for increasing compound 1 concentrations as a function of preincubation time: [iCP]0¼ 60 nM; [1]¼ 0 (%), 4 mM (C) and 20 mM (-).
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3.3. Cellular toxicity

It is known that many proteasome inhibitors are toxic against
HeLa cells and several tumor cell lines [7,12]. The cytotoxic effect of
compounds 1e4 was evaluated on human cancer cell line HeLa
(cervix) using the XTT assay. Compounds 2 and 3 were devoid of
any cytotoxic effect even at 50 mM (Table 1). Survival curves yielded
EC50 values of 2.7± 0.1 mM for 1 and 14.0± 1 mM for 4 (Fig. 4,
Table 1). This result was expected for compound 1 since it has been
identified to be toxic selectively to cancer cells in vitro and in vivo
with the EC50 value of 7.1 mM against HeLa cells [5]. The compound
1 antitumor efficacy was correlated with a cancer selective increase
in markers of oxidative stress such as ROS, and also with DNA
damage and apoptotic cell death [4,5]. Nevertheless, in some cases
elevation of cellular ROS in cancer cell lines appeared insufficient to
induce cell death and other cellular actions such as depletion of
glutathione that was found affected [5]. In this work, we explored
the potential inhibition of proteasome by PL 1 and some of its an-
alogs. The proteasome is considered as the central hub of non-
lysosomal cellular proteolysis and its inhibition leads to a large
variety of cellular responses such a cell cycle arrest and increase of
proapoptotic factors and tumor suppressors [21]. Our results on
HeLa cell linewith compound 1 suggest that the selective inhibition
of iCP may also partly contribute to its observed cellular effects
cancer lines. It will be also probably the case for the analog 4
despite its diminished toxicity efficacy by a factor of 5.

4. Conclusion

This work gives a direct evidence for the inhibition of iCP, but
not of cCP, by piperlongumine 1 and two analogs. Upregulation of
immunoproteasome has been observed in several cancers sug-
gesting that immunoproteasome plays an important role in cancer
cell survival [7]. Moreover, targeting selectively iCP may be essen-
tial in the treatment of several diseases [22]. The lack of selectivity
of bortezomib and carfilzomib against cCP and iCP leads to the
undesired inhibition of cCP in normal cells and in part explain the
side effects and resistance observed during treatments of multiple
myeloma with these drugs [23,24]. Selective inhibitors of immu-
noproteasome are thought to lead to clinical benefits in the treat-
ment of several diseases such as neurodegenerative diseases,
inflammation, autoimmune disorders and certain types of cancer
[25]. These expected benefits explain the current focus on selective
immunoproteasome inhibitors. For example, the inhibition of the

b5i subunit of iCP was found to lead benefit for the treatment of
arthritis and colorectal carcinoma [26,27]. If numerous potent
proteasome inhibitors have been obtained, selective inhibitors of
immunoproteasome are far less numerous. Only one (compound
KZR-616) that is an analog of the epoxyketone ONX094 is in clinical
trial. This work demonstrates that the structural characteristics of
piperlongumine A may inspire the development of original in-
hibitors of immunoproteasome acting through either a reversible
or an irreversible mechanism. Piperlongumine analogs displaying
an improved iCP inhibition may lead to therapeutical treatments
involving the modulation of several targets (polypharmacolgy)
since piperlongumine is known to increase reactive oxygen species
and apoptotic cell death in cancer cells.
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 DISCUSSION 

I. Propriétés enzymologiques de la Caspase-2  
Afin d’affiner les conditions de mesure de l’activité de la CASP-2, nous avons entrepris 

quelques optimisations des conditions expérimentales.  

Nous avons d’abord confirmé dans nos conditions expérimentales que la CASP-2 nécessite 

la reconnaissance d’une séquence pentapeptidique, notamment VDVAD, pour exercer 

efficacement son activité de clivage, conformément aux travaux de travaux de Thornberry N.A. 

et al., ; Talanian R.V. et al., 1997. Cependant, comme nous l’avions évoqué en introduction, 

cette singularité ne lui confère pas de sélectivité vis-à-vis de ce motif puisque la CASP-3 est 

aussi capable de reconnaître et cliver efficacement ce motif VDVAD.  

Nous avons également pu mettre en évidence qu’au même titre que les CASP-8 et -9 l’activité 

de la CASP-2 est considérablement augmentée in vitro en présence de certains sels et 

notamment du succinate de sodium (Chauvier et al, 2011). Pour les CASP-8 et -9 l’ajout de 1 

M de citrate de sodium permet d’augmenter de 100 fois l’activation des monomères de 

Caspase in vitro (Boatright K.M. et al., 2003. ; Pop C. et al., 2008). Ces agents dit 

« cosmotropiques », ont un rôle dual. D’une part, ils permettent de lever la barrière 

entropique pour favoriser la formation et la stabilisation des dimères in vitro, tel est le cas 

pour les CASP-8 et -9. D’autre part, ils peuvent, comme dans notre système, moduler la 

flexibilité des boucles au niveau du site actif (Pop C. et al., 2008). Cette organisation des 

boucles, en créant des réseaux avec des molécules d’eau par exemple, permet de diminuer 

l’entropie et de favoriser la fixation du substrat. Ces sels ont donc un effet direct sur l’affinité 

de l’enzyme pour son substrat. Une telle activation par les sels est également rapportée pour 

d’autres protéases. En effet, l’activité de la protéase du Poliovirus 3C est 100 fois augmentée 

en présence de 1,5 M de citrate de sodium, cette activation en présence de sels serait la 

conséquence d’interaction faibles qui conduiraient à un réarrangement au niveau des boucles 

flexibles du site actif pour stabiliser le substrat dans sa forme à l’état de transition (Gouvea I.E. 

et al., 2006). D’autres activations par les sels associés à des changements conformationnels 

sont également rapportées notamment pour la Kallicréine 3, aussi connue sous le nom 

d’antigène prostatique spécifique (Huang X. et al., 2001). Un autre membre de cette famille 

de protéase à Sérine, la kallikréine 6 (KLK 6), est également fortement activée en présence d’1 
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M de citrate de sodium. Pour celle-ci, en revanche, cette activation ne se traduit pas par des 

changements conformationnels majeurs (Angelo P.F. et al., 2006).  

II. L’efficacité vs la sélectivité 

A. Peptides aldéhydes comme inhibiteurs de la Caspase-2 
Dans ce manuscrit, nous sommes attachés à retracer et à étudier les mécanismes 

d’inhibition des principaux peptides inhibiteurs de Caspases de manière quantitative.  

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux peptides aldéhydes et nous avons 

pu confirmer qu’il s’agissait d’inhibiteurs réversibles qui agissent selon un mode compétitif du 

substrat vis-à-vis du site actif de l’enzyme cible. Ce mode d’action n’est pas surprenant pour 

ces molécules qui sont des analogues de substrats et qui se comportent donc comme tels. Par 

conséquent, la saturation de l’enzyme par un excès de substrat permet de lever l’effet 

inhibiteur de ces peptides aldéhydes. Nous avons également pu mettre en évidence pour la 

première fois que le peptide Ac-VDVAD-CHO est un inhibiteur efficace de la CASP-2 avec un Ki 

de 6 nM. Cependant le motif VDVAD est aussi très bien reconnu par la CASP-3 (Ki = 8 nM). Par 

conséquent, l’inhibiteur est aussi très efficace sur cette dernière. Nous avons également 

confirmé que le peptide aldéhyde Ac-DEVD-CHO a une très bonne affinité pour la CASP-3 avec 

un Ki de 0,2 nM, conformément aux données de la littérature (Garcia-Calvo M. et al., 1998). 

La CASP-2 a une moins bonne affinité pour ce peptide avec un Ki de 3,2 µM, soit un effet deux 

fois plus faible que celui obtenu par Garcia-Calvo M. et al., en 1998 (Ki = 1,7 µM). Nous 

confirmons donc que la CASP-2 est inhibée plus efficacement par le motif pentapeptidique 

VDVAD que par le tétrapeptide DEVD.  

Pour les mécanismes d’action des inhibiteurs, il est à noter que la Cystéine n’est pas 

préalablement activée par l’histidine, comme c’est le cas pour les protéases à Sérine (Kraut J. 

1977) : pour les Caspases, la Cys-285 de l’His-237 sont séparées de 5,2 Å. Ceci remet en cause 

le fait que la cystéine soit pré-polarisée en amont de la réaction, qui tendrait plutôt vers un 

nucléophile qui se développerait au cours de la réaction. Cette hypothèse est en accord avec 

le pH optimal d’activité des Caspases qui se situe entre 6.4 et 7.4 (pKaCys = 8,4). Stenncikes H.R. 

et al., 1999. De plus, les aldéhydes ne semblent pas se lier dans une conformation de l’état de 

transition, où classiquement l’oxyanion du thio-hémiacétal est stabilisé au niveau du trou 

oxyanion formé par la cystéine catalytique et un résidu Glycine (Garcia-Calvo M. et al., 1998). 
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L’oxyanion est donc stabilisé par l’établissement de liaisons hydrogènes notamment avec l’His 

catalytique. Enfin, comme nous l’avions évoqué en introduction, d’un point de vue 

pharmacologique, les peptides aldéhydes présentent un faible potentiel thérapeutique 

compte tenu de leur faible stabilité. De plus, la forte réactivité de l’aldéhyde entraîne des 

réactions croisées avec d’autres bionucléophiles, impactant considérablement la sélectivité 

dans un contexte cellulaire. Nous avons d’ailleurs également confirmé ces effets croisés in 

vitro sur les Cathepsines B et L, avec des efficacités d’inhibition de l’ordre du micromolaire.  

B. Peptides dérivés de cétones : halométhyl-cétone et acyloxyméthyl-
cétone 

Au départ, en raison de la faible réactivité de la liaison carbone-fluor, les peptides 

fluorométhyl-cétones ont été développés comme des inhibiteurs réversibles potentiels de 

l’état de transition pour les protéases à Sérine, tel a été le cas pour les trifluorométhyl-cétone 

(Powers J.C. et al., 2002). Cependant les peptides fluorométhyl-cétones se sont très vite 

avérés être des inhibiteurs irréversibles et efficaces des protéases à cystéine tandis qu’ils sont 

de très faibles inactivateurs irréversibles des protéases à Sérine. Par conséquent, les 

fluorométhyl-cétones sont en général de bons inhibiteurs des protéases à Cystéine tandis que 

les chlorométhyl-cétones avec les séquences appropriées sont généralement décrits comme 

des inhibiteurs de protéases à Sérine dans la littérature. Toutefois ces inhibiteurs sont aussi 

capables d’inhiber l’activité Caspase. Dans nos résultats, nous avons en effet pu mettre en 

évidence que les fluorométhyl-cétones z-VAD-fmk et z-VDVAD-fmk étaient des inhibiteurs 

efficaces des CASP-2 et -3 avec des rapports kinact/KI compris entre 6.000 et 20.000 M-1.s-1 pour 

z-VDVAD-fmk. Pour le composé z-VAD(OMe)-fmk, classiquement utilisé dans les données de 

la bibliographie, nous avons trouvé un effet similaire sur la CASP-2 avec un rapport kinact/KI de 

601 contre 290 M-1.s-1 obtenus par Garcia-Calvo M. et al., 1998. De manière étonnante, nous 

avons en revanche obtenu un efficacité beaucoup plus faible, de 777 M-1.s-1 sur la CASP-3 

contre un rapport de 16.000 M-1.s-1 publié par la même équipe. Ces différences peuvent 

s’expliquer par une divergence des conditions expérimentales. Toutefois, ces valeurs 

coïncident avec le fait que CASP-3 reconnait préférentiellement un motif tétrapeptidique 

DEVD. 

La présence du motif préférentiellement reconnu par la CASP-2 fait que le composé z-

VDVAD-fmk est deux fois plus efficace sur cette dernière. Toutefois, la conservation de la 
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structure des sites actifs entre les CASP-2 et -3 est une nouvelle fois un obstacle à la sélectivité 

puisque le composé est encore plus efficace sur la CASP-3. Contrairement à Ac-VDVAD-CHO 

qui a un effet équivalent sur les deux enzymes, z-VDVAD-fmk est 3 fois plus fort sur la CASP-

3. Cette différence dans l’effet peut être la cause de la nature des groupements en amino et 

carboxy-terminaux qui peuvent influencer la reconnaissance et l’effet sur la CASP-2.  

Les fluorométhyl-cétones ne sont pas réactifs vis-à-vis de bionucléophiles tels que le 

glutathion. De ce fait, ils sont très utilisés in vitro et in vivo, contrairement aux composés 

chlorométhyl-cétones qui ont une forte réactivité sur le glutathion (Angliker H., et al., 1987). 

Cependant, les fluorométhyl-cétones sont aussi de très bons inhibiteurs des autres protéases 

à cystéine. Ils sont notamment de très puissants inactivateurs de la Cathepsine B avec des 

efficacités inhibitrices allant jusqu’à 390.000 M-1.s-1 pour le composé Cbz-FR-fmk. D’ailleurs, 

nous avons pu mettre en évidence que le composé z-VAD-fmk est un inhibiteur efficace de la 

Cathepsine B avec un rapport kinact/KI d’environ 2.000 M-1.s-1. Ces effets croisés sur la 

Cathepsine B, associés à la métabolisation du composé conduisant à la libération de 

fluoroacétate in vivo, font que ces composés n’ont pas été exploités pour la suite du design. 

Les acyloxyméthyl-cétones ont été développées par Allan Krantz et ses collègues, dans 

le but que le groupement électrophile acyloxyméthyl-cétone soit réactif vis-à-vis du 

nucléophile du site actif de l’enzyme cible sans aucune réactivité sur les autres biomolécules 

(Krantz A. et al., 1991). Par exemple, le composé Ac-YVAD-CH2-OC(O)Ar a été identifié comme 

puissant inhibiteur de la CASP-1 avec une efficacité d’inhibition de 1.106 M-1.s-1 et avec une 

reconnaissance du glutathion évaluée à moins de 5.10-4 M-1.s-1 (Thornberry N.A. et al., 1994). 

Parmi eux, le composé Q-VD-OPh est un inhibiteur aux propriétés pharmacologiques 

intéressantes. En effet, la présence d’un groupement carboxy-quinolyl en N-ter permet 

d’accroître la perméabilité membranaire du composé et notamment in vivo, aucune toxicité 

n’a pu être mise en évidence pour le groupe partant di-fluorophénol. En étudiant la sélectivité 

de ce composé sur les Cathepsines B, L et D, nous avons montré qu’il s’agissait d’un 

inactivateur modérément efficace des Cathepsines B et L avec des rapports kinact/KI compris 

entre 25 et 40 M-1.s-1. Par conséquent, le composé Q-VD-OPh exerce des effets croisés 

nettement plus faibles que le z-VAD-fmk. En termes d’activité sur les CASP-2 et -3, le Q-VD-

OPh est un excellent inhibiteur de la CASP-3 avec un efficacité de 167.000 M-1.s-1, ce qui est 

dans le même ordre de grandeur que les données référencées dans la bibliographie (200.052 

M-1.s-1 ; O’ Brien T et al.,. Design of caspase inhibitors as potential Clinical). La nature du 
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groupement en N-ter pourrait expliquer cette hausse considérable. En effet, pour les 

composés fmk, la puissance de l’inhibition varie également en fonction de la nature du 

groupement en N-ter. Il n’est donc pas étonnant de voir que le composé Q-VD-OPh soit 

puissant vis-à-vis de la CASP-3, par comparaison avec le composé z-VAD-fmk. De plus, la 

nature du groupement en C-ter peut aussi jouer un rôle dans cette hausse du pouvoir 

inhibiteur. En effet, la réactivité liée à la nature du groupement électrophile en C-terminal, 

peut considérablement impacter l’efficacité des composés. En revanche, nous avons 

démontré que le composé Q-VD-OPh agissait beaucoup plus faiblement sur la CASP-2 avec 

une efficacité de 907 M-1.s-1. Ces données sont en désaccord avec les résultats publiés par 

Chauvier D. et al., en 2007, dans lesquels un effet inhibiteur de l’ordre du nanomolaire sur la 

CASP-2, avec une IC50 de 80 nM, a été mis en évidence. Finalement, il n’est pas étonnant de 

voir qu’un di-peptide ne soit pas efficace sur cette enzyme compte tenu de ses spécificités de 

reconnaissance. En revanche, le peptidomimétique Emricasan, démontre une inhibition 

efficace de la CASP-2 avec un rapport de 75.300 M-1.s-1. Celui-ci est également un puissant 

inhibiteur de la CASP-8 (2 940 000 M-1.s-1), de la CASP-9 ainsi que de la CASP-1 (689 000 M-1.s-

1) (Linton S.D. et al., 2005). Nous n’avons malheureusement pas pu confirmer ces résultats au 

cours de la thèse. C’est également un inhibiteur efficace de la CASP-3 (75 700 M-1.s-1). Pour 

cette dernière affirmation, nous avons obtenu un effet deux fois plus faible sur l’activité CASP-

3 avec un rapport kinact/KI de 32.658 M-1.s-1. La différence des conditions expérimentales 

pourrait là-encore être à l’origine de ce différentiel dans l’effet. L’efficacité de l’inhibition sur 

la CASP-2 peut s’expliquer par la nature du groupement en N-ter qui pourrait s’ancrer au 

niveau d’un des sous-sites du site actif de la CASP-2.  

Enfin, nous avons confirmé qu’un résidu Asp en P1 est essentiel pour une inhibition efficace 

par les Caspases. En effet, l’activité CASP-2 n’est pas impactée par Q-VE-OPh. Toutefois, nous 

avons pu mettre en évidence que la CASP-3 était faiblement inactivée par le composé. 

Cependant, cet effet ne pourrait-il pas être la conséquence d’une reconnaissance non 

spécifique des groupements en N-ter et C-ter compte tenu de la spécificité de clivage des 

Caspases. Toutefois, il a pu être montré que les CASP-3 et -7 sont capables de cliver après un 

résidu Glutamate (Seaman J.E. et al., 2016). Pour répondre à ces interrogations, il faudrait 

utiliser un motif de référence tel que le DEVD et voir l’effet d’un remplacement de l’Aspartate 

par un Glutamate sur l’efficacité de l’inhibition. Au cours de la thèse, nous avons fait 

synthétiser un peptide substrat Ac-VDVAE-AMC. Malheureusement après plusieurs tentatives, 
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nous n’avons pas pu obtenir d’activité Caspases avec le substrat de référence (Ac-VDVAD-AMC) 

synthétisé en parallèle.  

C. Mécanisme d’action des inhibiteurs irréversibles de Caspases 
Comme dans la littérature, nous avons pu confirmer que ces composés, fluorométhyl-

cétones et acyloxyméthyl-cétones agissent en inhibiteurs irréversibles. Sans études 

structurales, nous avons proposé deux mécanismes d’action en se basant sur la structure des 

peptides et sur les données bibliographiques en matière de réactivité chimique. De manière 

générale, ces composés peuvent agir selon deux mécanismes pour conduire à la formation de 

l’adduit thioéther, ce sont donc des agents alkylants de la cystéine catalytique. Dans tous les 

cas, a lieu la formation rapide d’un complexe non covalent Enzyme-Inhibiteur (complexe de 

Michaelis) qui aboutit à la formation d’un adduit thioéther (EI*) associé à la libération du 

groupe partant. Entre ces deux étapes peut avoir lieu la formation d’un intermédiaire 

thiohémiacétal (E-I). Dans un cas, le complexe de Michaelis conduit à l’attaque directe du CH2 

par le thiolate de la cystéine catalytique pour former le produit thioéther (EI*). Dans un 

deuxième cas, un intermédiaire thiohémiacétal est le précurseur du produit final EI* (Wang Z. 

et al., 2010). Les données cristallographiques de la CASP-3 avec le composé Ac-DVAD-fmk 

soutiennent les deux mécanismes. L’oxygène du carbonyle forme une liaison hydrogène avec 

le proton de l’amide de la Glycine qui forme une partie du trou oxyanion, d’une part. La 

structure de l’adduit formé est un thioéther, d’autre part (Mittl P.R. et al., 1997). Pour les 

acyloxyméthyl-cétones, l’établissement d’une thioéther cétone sur les protéases à Cystéine, 

dont les Caspases, a pu être mis en évidence (Powers J.C. et al., 2002) 

Il existe majoritairement deux types d’inhibiteurs irréversibles, les molécules dont 

l’inhibition est basée sur le mécanisme, on parle de substrat « suicide », et les inhibiteurs 

marqueurs par affinité (Berg J.M. et al., 2002). Les molécules appartenant à la première 

catégorie de molécules se fixent à leur cible et sont reconnues comme un substrat. L’initiation 

de la catalyse entraîne l’activation d’un groupement hautement réactif, tel est le cas pour 

l’inhibition de la kallicréine 6 par les dérivés 6-substituté-coumarin-3-carboxylates (Soualmia 

F. et al., 2018). Pour le marquage par affinité, les inhibiteurs démontrent une spécificité 

d’action envers un résidu catalytique. Ces molécules agissent en analogues de substrats pour 

favoriser la liaison au site actif. Elles possèdent dans leur séquence un groupement réactif, 

typiquement électrophile qui réagit avec la cystéine, nucléophile du site actif. Ce type 
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d’inhibiteur possède un seul site saturable et réagit de manière stœchiométrique. Comme 

pour les peptides aldéhydes, l’enzyme est protégée par un excès de substrat (non démontré 

dans nos tests). L’inhibition est accompagnée d’une modification covalente de l’enzyme 

puisque l’inhibiteur reste lié à la protéine, après dilution ou après traitement avec un puissant 

nucléophile.  

Les composés chlorométhyl-cétones sont connus pour être des marqueurs d’affinité (Shaw E. 

et al., 1965). C’est également le cas pour les acyloxyméthyl-cétones (OPh). Pour l’inhibiteur z-

[AA2]-[AA1]-CH2OCOAr (AA : Acide aminé), le dipeptide sert de groupement d’affinité et est 

complémentaire des sous-sites S1 et S2 de l’enzyme d’intérêt, en l’occurrence la Cathepsine 

B. L’unité acyloxyméthyl-cétone contient un groupement partant faible, sous la forme d’un 

carboxylate nucléofuge, et constitue le groupement réactif qui marque l’enzyme (Krantz A. et 

al., 1991). Ces inhibiteurs sont dépendants du temps, ciblent le site actif et inhibent l’enzyme 

de manière irréversible. D’après ces informations, nous pouvons supposer que les inhibiteurs 

généraux de Caspases agissent comme marqueurs d’affinité compte tenu de leurs propriétés 

structurales. Le potentiel inhibiteur de nos composés est ainsi basé sur l’affinité́ de l’enzyme 

pour la portion peptidique de la molécule ainsi que sur la nature du groupe partant, ici 

difluorophénol, ou fluorure. Une expérience complémentaire où l’on évaluerait l’effet d’une 

augmentation de la concentration en substrat sur l’efficacité inhibitrice pourrait apporter des 

informations complémentaires.  

III. Inhibiteurs aux motifs VDVAD : Efficacité sans sélectivité  
Les composés TRP-901, TRP601 et son métabolite déméthylé le D2Me-TRP601 sont 

issus d’une série de molécules développées par la société Theraptosisâ. Dans cette série 

composée de peptides et de petites molécules applicables à divers champs thérapeutiques, 

des inhibiteurs de Caspases ont également été conçus. Le point commun de ces molécules 

était leurs design basé sur les motifs tétra et pentapeptidiques préférentiellement reconnus 

par les Caspases, inspiré de la chimie du Q-VD-OPh et de celle de l’Emricasan. Dans cette série 

d’inhibiteurs, seules les molécules qui possédaient une séquence VDVAD, à savoir TRP601 et 

D2Me-TRP601, visaient une inhibition préférentielle des Caspases du groupe II (-2, -3, -7). 

L’étude de ces deux composés nous a permis de confirmer que la séquence VDVAD encadrée 

par les groupements amino et carboxy-terminaux du Q-VD-OPh permettait d’accroître 
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considérablement le pouvoir des inhibiteur sur les CASP-2 et -3 in vitro, avec des rapports 

kinact/KI de 1,2 .106 et 1,6.106 M-1.s-1 respectivement, pour le meilleur composé D2Me-TRP601. 

Les résultats que nous avons obtenus sont différents de ceux obtenus par Chauvier et al., en 

2011, qui avait pu mettre en évidence que les rapports kinact/KI sur les CASP-2 et -3 pour le 

même inhibiteur étaient de respectivement 182.801 et 34.782.163 M-1.s-1. La différence dans 

les ratios peut être la conséquence de la diversité des techniques employées pour l’analyse 

des cinétiques enzymatiques. Toutefois, les résultats que nous avons obtenus semblent aussi 

cohérents puisque comme nous l’avons démontré pour les précédentes séries d’inhibiteurs, 

le motif VDVAD est aussi bien reconnu par la CASP-2 que par la CASP-3, avec un effet 

préférentiel sur la CASP-3 pour les équivalents irréversibles. Ici, nous avons donc obtenu des 

effets dans le même ordre de grandeur avec un pouvoir légèrement plus fort sur la CASP-3. 

En revanche, pour le composé TRP601, l’équivalent méthylé sur les Aspartate du D2Me-

TRP601, les données que nous avons obtenues sont dans le même ordre de grandeur avec un 

kinact/KI 5.346 M-1.s-1 contre 1.243 M-1.s-1 publié pour la CASP-2 et de 21.252 M-1.s-1 contre 

36.025 M-1.s-1 publié sur la CASP-3. Enfin, nous avons montré que le composé Q-D(OMe)E 

OMe)VD(OMe)-OPh (TRP-901) inhibe très efficacement la CASP-3 avec une efficacité de 

223.684 M-1.s-1 contrairement à la CASP-2 qu’il inhibe avec une efficacité de 1.200 M-1.s-1. De 

plus, sur la CASP-3, nous pouvons supposer que si le peptide TRP-901 était déméthylé, l’effet 

du composé Q-DEVD-OPh serait nettement supérieur à celui du D2Me-TRP601. 

Enfin, nous avons évalué la sélectivité du composé D2Me-TRP601 sur les Cathepsines 

et la CASP-6. Nous avons pu mettre en évidence que ce composé n’a pas d’effet sur les 

Cathepsines B, L et D mais qu’il inhibait efficacement la CASP-6 avec une efficacité de 4.706 

M-1.s-1. L’effet étant nettement moins efficace que sur les CASP-2 et -3, nous confirmons qu’il 

s’agit bien d’un inhibiteur préférentiel de ces enzymes. Toutefois, des études 

complémentaires doivent être étendues à d’autres Caspases pour affiner le répertoire de 

protéases ciblés par ces peptides. Compte tenu de la mauvaise solubilité du composé TRP601 

dans nos conditions expérimentales, l’étude de la sélectivité n’a pas été menée plus en aval. 

Cependant, Chauvier et al., en 2011 avaient démontré le composé n’altérait pas de manière 

significative l’activité de 56 enzymes testées à 10 µM, parmi lesquelles : des kinases, des 

phosphatases, des protéases à sérine, cystéine et aspartate, des enzymes du métabolisme 

etc,… . De plus, à une telle concentration, le composé n’impacte pas non plus la liaison du 

ligand à 110 récepteurs, canaux ou transporteurs testés.  
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L’ensemble de ces résultats confirme une nouvelle fois que la CASP-2 nécessite la 

reconnaissance du pentapeptide VDVAD pour être efficacement inhibée. Toutefois, ce motif 

n’est pas suffisant pour aboutir à une sélectivité envers cette enzyme puisque la CASP-3 est 

inhibée encore plus efficacement, que ce soit par les composés z-VDVAD-fmk ou D2Me-

TRP601. 

IV.Effet des variations en P2 du motif VDVAD sur la sélectivité  
Suite à une étude comparative de la topologie des sous-sites actifs des CASP-2 et -3, 

Maillard M.C. et ses collègues en 2011 ont développé par une approche rationnelle une série 

de peptides aldéhydes conçus pour inhiber préférentiellement l’activité CASP-2. Dans leur 

étude, ils avaient alors montré que la différence entre les sites actifs des CASP-2 et -3 se 

concentre exclusivement au niveau du sous-site S2, où une Tyrosine fait place à une Alanine 

chez la CASP-2. Ils avaient donc supposé qu’un résidu encombrant, à la place de l’Alanine en 

P2 du motif de référence VDVAD, pourrait permettre à l’inhibiteur de se loger dans le site actif 

de CASP-2 mais qu’une gêne stérique avec la Tyrosine en S2 du site actif de la CASP-3 

empêcherait sa bonne fixation. Nous avons donc étudié de manière approfondie quatre 

molécules issues de cette série, du point de vue mécanistique. Ces molécules diffèrent par la 

nature du maillon organique en P2. Les molécules c33, k33 et h33, sont toutes des dérivés de 

(S)-Proline. Plus précisément c33 est un analogue 3-(S)-isopropoxyl ((S)-proline substituée 

avec un groupement -OCH(CH3)2 ) ; h33 et k33 possèdent respectivement une (S)-Proline 

substituée avec un néopentyl (-CH2C(CH3)3) et un cyclohexyl. En revanche, q33 présente une 

isoquinoline en position P2 substituée en C-7 avec un groupement méthyle. Sur la CASP-2, le 

composé c33 est le moins efficace avec un Ki de 122 nM tandis que le composé h33 est le plus 

efficace avec un Ki de 10,9 nM. En position 3 de la Proline, le remplacement de l’oxygène par 

un carbone pourrait expliquer la différence de l’effet entre ces deux molécules. En effet, le 

carbone à cette position pourrait établir davantage de contacts avec la Phe-279 du sous-site 

S2, plutôt que l’oxygène à cette même position. Sur h33, la chaîne –CH2-C-(CH3)3 forme une 

«pince» hydrophobe qui va pouvoir s’ancrer dans le sous-site S2 relativement hydrophobe de 

la CASP-2. En effet, ce sous-site S2 est composé des chaînes latérales d’une Alanine, 

Methionine et d’une Phenylalanine. En termes d’efficacité, le composé q33 se positionne en 

deuxième meilleur inhibiteur de la CASP-2 (Ki = 26,7 nM). Cet effet peut être expliqué par le 

fait que l’isoquinoline en P2 soit stabilisée via l’établissement de contacts hydrophobes avec 
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le sous-site S2, relativement apolaire. Contrairement à la CASP-2 où les composés ont une 

efficacité de l’ordre du nanomolaire, les molécules ont des affinités de l’ordre du micromolaire 

envers la CASP-3. De plus, h33 est le moins efficace sur la CASP-3 avec un Ki de 6,5 µM. Au 

niveau du sous-site actif de la CASP-3, la pince que forme le groupement néopentyl- pourrait 

être gênée par la chaîne latérale de la Tyrosine du sous-site S2 de la CASP-2. Ceci expliquerait 

la plus faible efficacité de ce composé. Le composé q33 a également un effet préférentiel 

envers la CASP-2 avec un index de sélectivité de 85. La présence de l’isoquinoline en P2 

pourrait justifier ce gain, puisque le groupement aromatique isoquinoline pourrait être 

stabilisé via l’établissement de contacts hydrophobes avec le sous-site S2, relativement 

apolaire. La moindre efficacité sur la CASP-3 peut s’expliquer de deux manières. D’une part, 

au niveau du sous-site de la CASP-3, l’encombrement stérique généré par la chaîne latérale 

de la Tyrosine pourrait empêcher l’isoquinoline de se placer. D’autre part, l’hydroxyle de la 

Tyrosine pourrait empêcher le bon positionnement de ce groupement apolaire au niveau de 

ce sous-site S2.  

Il est également à noter que les extrémités C-ter des peptides aldéhydes ont été modifiées 

pour améliorer la stabilité des peptides dans un contexte cellulaire. Par conséquent, la 

libération de l’aldéhyde pourrait avoir un effet bénéfique sur l’efficacité de ces composés vis-

à-vis de la CASP-2 in vitro au même titre que le TRP601 et son métabolite déméthylé.  

Ces molécules, comme les Ac-VDVAD-CHO et Ac-DEVD-CHO, sont des inhibiteurs réversibles 

qui établissent un lien covalent transitoire avec la Cystéine catalytique. En tant qu’analogues 

de substrats, ces derniers agissent en compétiteurs du substrat naturel vis-à-vis du site actif 

de l’enzyme. Leur effet inhibiteur est donc levé par un excès de substrat. Dans cette partie, 

nous avons donc validé dans nos conditions expérimentales que les molécules issues de la 

conception rationnelle de Maillard M.C. et al., 2011 permettent d’augmenter 

considérablement la sélectivité en faveur de la CASP-2. De plus cette sélectivité est associée à 

une efficacité in vitro de l’ordre du nanomolaire. 

V. Nouvelle série « LJ » : quand efficacité rime avec sélectivité  
La nouvelle série de molécules LJ est issue d’une conception rationnelle basée sur les 

propriétés pharmacocinétiques du composé Q-VD-OPh, l’efficacité inhibitrice du composé 

D2Me-TRP601 ainsi que sur la sélectivité des composés h33 et q33. La série « LJ » a été 

obtenur en associant les atouts de chacune de ces molécules.  
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A. LJ4a et LJ5a - Aldéhyde remplacé : efficacité et sélectivité diminuées  
Afin de palier à la réactivité de l’aldéhyde dans un contexte cellulaire, l’extrémité 

thiazozylméthyle de l’inhibiteur de la protéase du VIH, le Ritonavir, a été utilisée comme 

groupement électrophile des composés LJ4a/b et LJ5a/b. Le Ritonavir est un analogue de l’état 

de transition qui inhibe de manière non covalente la protéase du VIH. Ce composé est 

approuvé par la Food Drug and Administration depuis 1996 pour la prise en charge des 

infections à VIH (Kempf D.J. et al., 1998 ; Lv Z. et al., 2015). Il est aujourd’hui utilisé comme 

potentialisateur d’autre inhibiteurs de la protéase du VIH en raison de sa capacité à inhiber le 

cytochrome P450 3A4 (Sevrioukova I.F. et al., 2010). 

 LJ4a possède le maillon organique du composé q33, c’est-à-dire l’isoquinoline substituée en 

c-7 avec un groupement méthyle. Le composé LJ5a possède quant à lui la proline 

fonctionnalisée avec le neopentyl- du h33. Le premier constat que nous avons pu faire est qu’il 

y a un réel effet de la configuration du carbone a en P2. Les composés les plus efficaces sont 

les stéréoisomères (S). Sur la CASP-3 aucun profil d’inhibition intéressant des composés LJ4b 

et 5b n’a été mis en évidence à 10 µM. Les composés LJ4a et LJ5a ont des efficacités 

inhibitrices de l’ordre du micromolaire sur les CASP-2 et -3. Pour le composé LJ4a, l’effet est 

préférentiel en faveur de la CASP-2 avec un Ki de 2,5 µM contre 65 µM sur la CASP-3. L’index 

de sélectivité en faveur de la CASP-2 est ainsi de 26. En revanche pour le composé LJ5a, qui 

partage les propriétés structurales du h33, les effets sur les CASP-2 et -3 sont identiques avec 

une efficacité de 5 µM. Par conséquent, en plus d’être beaucoup moins efficace que les 

composés h33 et q33 initiaux, la sélectivité en faveur de la CASP-2 est également 

considérablement diminuée voir annulée pour le composé LJ5a. Ce différentiel dans l’effet est 

très certainement la conséquence du remplacement de l’aldéhyde en C-ter. Le groupement 

thiazozylméthyle pourrait donc diminuer de manière significative la reconnaissance des 

composés par les deux enzymes. Plus précisément, le groupement électrophile pourrait 

empêcher les composés LJ4a et LJ5a de se positionner de manière optimale au niveau du site 

actif de la CASP-2. Toutefois, le composé LJ4a peut présenter un avantage lors des études sur 

les modèles cellulaires. Dans le modèle d’apoptose que nous utilisons au laboratoire, les 

composés sont souvent utilisés à des concentrations de l’ordre du micromolaire. Par 

conséquent, pour les inhibiteurs Ac-VDVAD-CHO, DEVD-CHO et h33 et q33 qui sont efficaces 

de l’ordre du nanomolaire sur les CASP-2 et -3, cela pourrait poser un problème puisqu’aux 

concentrations de travail, l’activité CASP-3 est aussi inhibée. Avec un composé tel que le LJ4a, 
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nous pouvons utiliser des doses de 30 µM sans avoir à craindre d’effet sur la CASP-3, 

notamment dans des modèles d’apoptose où les taux en CASP-3 sont rapidement très élevés. 

Pour ces composés, nous perdons l’efficacité au nanomolaire et la sélectivité mais nous 

gagnons des composés qui peuvent être utilisés dans des modèles cellulaires d’apoptose, par 

exemple. En revanche, le composé LJ5a ne présente pas d’atout par rapport aux composés 

précédents.   

B. LJ2a et LJ3a  
Le premier composé LJ2, équivalent irréversible du q33, est un mélange de diastéréoisomères 

en P2. Malgré cela, le composé montrait un profil d’inhibition très intéressant puisque l’on 

conservait l’efficacité du D2Me-TRP601 avec une efficacité envers la CASP-2 de 1,2.106 M-1.s-

1 tout en ayant un effet préférentiel sur la CASP-2, avec un index de sélectivité de 22. Avec la 

synthèse des composés LJ2a et 2b, nous avons là aussi montré un différentiel considérable 

entre les stéréoisomères a et b. Après étude du mécanisme, nous avons démontré que le 

composé LJ2a est un inhibiteur extrêmement efficace de la CASP-2 avec un rapport kinact/KI de 

5,5.106 M-1.s-1. Une telle efficacité inhibitrice a déjà pu être mise en évidence pour des 

peptides acyloxyméthyl-cétones sur la Cathepsine L notamment, où un composé présente une 

efficacité de 10,7.106 sur cette enzyme (Brömmer D. et al., 1994). Pour cet inhibiteur, la 

puissance de l’inhibition est au détriment de la sélectivité. En effet,  l’index de sélectivité en 

faveur de la CASP-2 est de 48, ce qui représente toutefois une efficacité deux fois plus élevée 

que le composé LJ2 initial. Enfin, avec le composé LJ3a, qui est l’équivalent irréversible du 

composé h33, on conserve l’efficacité du D2Me-TRP601 avec un efficacité envers la CASP-2 de 

1,7.106 M-1.s-1 . Nous observons surtout un effet préférentiel envers la CASP-2 qui se traduit  

par un index de sélectivité de 950en faveur de celle-ci. Dans une revue publiée en 2013, Marin 

Poręba et ses collègues affirment qu’un « inhibiteur idéal » était puissant, avec une forte 

affinité et un index de sélectivité supérieur à 1.000. Ce composé doit bien-sûr aussi être 

biodisponible et être pharmacologiquement actif in vivo. Pour ces derniers points, des 

évaluations doivent être menées mais pour la première partie, le composé LJ3a rempli les 

conditions avec une affinité pour sa cible de (2,8 ± 0,8) nM et un index de sélectivité vis-à-vis 

de sa plus grande concurrente de 950.  

Pour cette nouvelle série de molécules, nous avons étudié la sélectivité vis-à-vis des 

Cathepsines B, L et D ainsi que sur des enzymes concurrentes dans le système nerveux central. 
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À 10 µM, les composés LJ2a et LJ5a ont montré un effet croisé sur la CASP-6. En effet, le 

composé LJ2a inhibe la CASP-6 avec une efficacité de 14,2 M-1.s-1 , ce qui ne présente pas un 

inconvénient majeur compte tenu de la puissance de l’inhibition sur la CASP-2. Enfin le 

composé LJ5a agit sur la CASP-6 avec un Ki de 4,8 µM. Ici, cet effet croisé ne nous préoccupe 

pas puisque le composé ne constitue pas un inhibiteur intéressant de la CASP-2.  

Pour cette série, la conception rationnelle s’est révélée être une approche extrêmement 

fructueuse. Ce type de méthodologie pour le design d’inhibiteurs est un concept relativement 

ancien (Broom A.D. 1988) et s’est révélé également très efficace pour la conception 

d’inhibiteurs peptidiques de la protéase du VIH (Roberts N.A et al., 1990). La caractérisation 

de ces molécules et notamment du composé LJ3a ouvre le champ des possibles sur les 

applications de cette molécule autant sur le plan de la pharmacologie, avec le développement 

de sonde d’activité spécifique, que sur le plan thérapeutique. Sur le plan thérapeutique, le 

concept de complémentarité stéréochimique entre le site actif d’une enzyme et son substrat 

a été introduit dès la fin du 19ème siècle. Sur cette base, l’idée que des molécules mimes de 

substrat puissent constituer de bons inhibiteurs compétitifs n’était pas étonnante. D’ailleurs, 

les inhibiteurs de l’état de transition ou d’états intermédiaires sont connus pour se lier à leur 

cible avec une grande affinité et une bonne spécificité, ce type d’inhibiteurs est d’ailleurs 

prédominant en clinique. Tel est le cas pour les inhibiteurs Ritonavir, Indinavir et Saquinavir 

de la protéase du VIH, utilisés en traitement pour le SIDA. (Robertson J.G. 2005 ; Copeland R.A. 

et al., 2007).  

Pour l’aspect Recherche, cette molécule pourrait constituer un réel atout pour la détection de 

l’activité de la CASP-2. En effet, le manque de sondes spécifiques d’activité à souvent constitué 

un barrage à la compréhension des mécanismes d’actions de cette enzyme dans divers 

processus. Dans cette optique, au cours de la thèse, nous avons également fait synthétiser un 

analogue AMC du composé LJ3a. Nous devons cependant encore poursuivre cette étude car 

nous ne sommes pas parvenus à détecter d’activité CASP-2 avec ce substrat dans nos 

conditions expérimentales.  

VI.Modèle cellulaire d’apoptose  
Les études du groupe Ho L. et al., en 2008 avaient mis en évidence que la CASP-2 pouvait 

être impliquée dans l’apoptose initiée par une déstabilisation du cytosquelette, notamment 

induite par la Vincristine, un alcaloïde qui se fixe à la tubuline et empêche la polymérisation 
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des microtubules. Ces observations corroborent d’ailleurs avec le fait que les patients atteints 

de leucémie aiguë lymphoblastique présentent de faibles taux de CASP-2 et que leurs cellules 

soient résistantes à l’apoptose suite au traitement par la Vincristine. Sur la base de ces 

données et avant que je n’entreprenne ma thèse, Etienne Jacotot et Julie Anastasie ont mis 

au point un modèle de mort cellulaire où l’apoptose est induite dans des cellules HeLa par un 

traitement de 24h à 48h avec 20 nM de Vincristine. Dans ce modèle, l’ensemble des 

inhibiteurs peptidiques jusqu’au premier LJ2 ont été testés. Nous avons alors montré que les 

inhibiteurs généraux de Caspases, z-VAD(OMe)-fmk, Emricasan et Q-VD-OPh protégeaient 

efficacement les cellules de la mort induite par la vincristine et ce, de manière dose-

dépendante. À 30 µM les composés Q-VD-OPh et surtout Emricasan permettent de protéger 

les cellules HeLa de la mort à environ 90 %. Compte tenu de l’effet de l’inhibiteur pan-Caspase 

Q-VD-OPh, ce modèle de mort est dépendant des Caspases. Toutefois, ces effets laissent à 

penser que la voie de mort engagée dans ce modèle ne soit pas strictement CASP-2 

dépendante. En effet, le composé Q-VD-OPh a un effet inactivateur modéré sur l’activité 

CASP-2 dans les tests enzymatiques in vitro, d’une part, et le composé Emricasan un puissant 

inhibiteur des CASP-8 et -9, démontre une forte efficacité à prévenir de la mort dans ce 

modèle, d’autre part. Par conséquent, nous pouvons supposer que l’apoptose induite dans ce 

modèle pourrait faire intervenir les CASP-8 ou -9. 

Dans d’autres modèles cellulaires il est connu que la vincristine induit une apoptose CASP-

9 dépendante. Par exemple, il a été montré que dans lignées de neuroblastomes SH-SY5Y, la 

vincristine conduit à un arrêt du cycle cellulaire en phase M, en entraînant la surexpression de 

la Cycline B, qui favorise la transition G2-M2, tout en diminuant l’expression de la Cycline D 

qui joue un rôle dans la transition G1-S. Mais la Vincristine est aussi capable d’induire 

l’apoptose en impliquant les CASP-3 et-9 (Tu Y. et al., 2013). Dans les cellules Jurkats, la 

vincristine à 10 µM induit un arrêt en phase G2-M après 10 h de traitement. Au-delà de 10h 

de traitement avec l’inducteur, une élévation de l’apoptose CASP-9 dépendante est détectée 

(Groninger E. et al., 2002).  

En plus de ces observations, nous avons également pu montrer que les composés TRP601 et 

son métabolite déméthylé, ainsi que le composé LJ2, permettaient de prévenir de manière 

dose dépendante de la mort cellulaire induite par la vincristine. Cependant, l’effet 

cytoprotecteur de ces molécules à 60 µM est 3 fois moins puissant que l’effet du Q-VD-OPh à 

30 µM. Là encore, ces résultats suggèrent qu’une autre voie de mort Caspase-dépendante 
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puisse être mise en jeu. Les études des différents inhibiteurs sur l’activité CASP-8 et -9 

permettraient de lever le doute sur ce modèle. Malheureusement, au cours de la thèse nous 

n’avons pas réussi à optimiser les conditions expérimentales optimales nécessaires à l’étude 

de l’activité enzymatique de la CASP-8.  

Dans ce modèle, nous avons également évalué l’effet cytoprotecteur des inhibiteurs h33 et 

q33. Aucun effet dose réponse n’a été observé et leur efficacité à protéger de la mort cellulaire 

est plutôt modérée. L’efficacité moyenne de ces composés dans ce modèle s’explique par la 

nature de l’inhibiteur. Il faut d’une part mentionner les paramètres de biodisponibilité du 

peptide. En effet, ces composés peuvent rapidement être soumis à une dégradation par des 

protéases bien que leur extrémité Cter soit protégée. D’autre part, il est important de prendre 

en compte la perméabilité membranaire des peptides. En effet, si le problème ne se pose pas 

pour les inhibiteurs irréversibles, notamment pour les Q-VD-OPh et les molécules de la série 

TRP. Ces composés possèdent un groupement carboxy-quinoline qui favorise leur passage des 

membranes contrairement aux composés h33 et q33 qui n’ont sans doute pas une telle 

propriété.  D’autre part, dans le modèle HeLa-Vincristine la cinétique est longue, au moins 24h, 

et compte tenu de la nature réversible de l’inhibition, il est possible que l’effet au bout d’un 

tel délai se soit dissipé. Pour les inhibiteurs irréversibles, le problème ne se pose pas puisqu’ils 

inactivent de manière définitive la cible. Ainsi, leur durée d’action dépend exclusivement du 

turn-over de l’enzyme dans ce modèle.  De ce fait, nous pouvons constater que la hiérarchie 

des effets de protection vis-à-vis de l’apoptose dans notre modèle est compatible avec les 

mécanismes d’inhibition caractérisés dans nos tests enzymatiques. Ce modèle, bien 

qu’imparfait, constitue un modèle initial d’intérêt pour une évaluation des effets cellulaires 

des inhibiteurs de CASP-2. 

VII. La Caspase-2 et son implication potentielle dans la 
maladie d’Alzheimer  

A. La Caspase-2 prévient de la perte synaptique induite par les 
oligomères Ab1-42 

Pour cette étude de l’implication potentielle de la CASP-2 dans la maladie d’Alzheimer, nous 

avons choisi d’étudier un rôle non apoptotique de cette dernière afin de prévenir de 

l’activation massive de la CASP-3. Nous nous sommes donc intéressés à son rôle en tant que 
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médiateur de la synaptoxicité du peptide b-amyloïde en se plaçant à des doses sub-toxiques 

de ce dernier. 

Reconstruire un réseau de neurones mature, fonctionnel et orienté dans lequel chaque 

population cellulaire peut être traitée indépendamment constitue un réel atout pour combler 

le fossé qui sépare actuellement les études in vivo et in vitro. Les niveaux d’intégration 

diffèrent en effet entre les deux approches. Les études vivo demeurent optimales pour ce qui 

concerne l’architecture neuronale. Toutefois, les manipulations cellulaires et moléculaires 

dans ces modèles de pathologies sont très souvent limitées. D’un autre côté pour les études 

in vitro, les évaluations cellulaires et moléculaires sont très aisées mais le déficit de connexions 

avec les conditions in vivo rend souvent l’interprétation des résultats complexe. Dans ce 

contexte, les dispositifs microfluidiques développés par Jean-Louis Viovy, Jean-Michel Peyrin 

et Bernard Brugg (Peyrin et al., 2011) proposent une alternative pour réconcilier les modèles 

in vitro et in vivo. Il est en effet possible, dans de tels dispositifs, de reconstruire des réseaux 

fonctionnels de neurones et ce, sur des populations différentes de neurones. Sur ces réseaux, 

des traitements pharmacologiques peuvent être appliqués sur des compartiments isolés 

fluidiquement, ce qui permet de traiter différemment les diverses populations de neurones 

(Peyrin J.M. et al., 2011). Enfin, notre laboratoire ayant été pionnier dans le développement 

de cette technologie, nous avions accès aux moules de recherche puis aux moules industriels 

développés par la spin-off du laboratoire (MicroBrain BTâ). À partir de ces moules et des 

protocoles développés au laboratoire (détaillés en partie « Matériels et Méthodes »), les 

dispositifs en PDMS sont facilement produits. 

Ainsi, les cultures de neurones ou de circuits de neurones dans des dispositifs 

microfluidiques constituent d’excellents outils pour l’étude du rôle de la CASP-2 au niveau de 

la synapse. Plus précisément, la reconstruction de réseaux cortex-hippocampe dans des 

diodes microfluidiques permet de modéliser la première étape de la voie perforante, connue 

pour être atteinte précocement dans la maladie d’Alzheimer (Deleglise B. et al., 2014).  

Sur les réseaux fonctionnels de neurones Cortex/Hippocampe nous avons démontré que le 

traitement du compartiment somato-dendritique des neurones corticaux avec des oligomères 

Ab1-42 à 10 nM induit une perte synaptique dans le compartiment Hippocampique en 6 heures. 

Puisque ce compartiment n’est pas directement exposé aux oligomères, cela signifie que 

l’application locale d’Ab1-42 au niveau des corps cellulaires des neurones corticaux entraîne 

une synaptotoxicité rapide avant qu’une dégénérescence axonale ou somatique n’ait été mise 
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en évidence. Ce dernier point est confirmé par la conservation de l’intégrité des structures 

somatiques et axonales des neurones corticaux (marquages bIII-tubuline et Hoescht 

respectivement). D’après l’étude réalisée par Deleglise B. et al., en 2014, cet effet des 

oligomères Ab1-42 pourrait avoir plusieurs origines. En effet, la synaptotoxicité pourrait être la 

cause d’une propagation directe des oligomères au travers du neurone, ou une distribution 

rapide du peptide amyloïde via un transport axonal. Il est également intéressant de 

mentionner que les oligomères pourraient ne pas se propager mais plutôt induire un signal de 

stress au niveau du soma qui pourrait être alors relayé à travers tout le neurone, avec pour 

conséquence, la perte synaptique. 

Dans les cultures de neurones de l’hippocampe seuls, nous avons validé le fait que la perte 

synaptique était la conséquence de l’état oligomérique du peptide amyloïde puisque sous sa 

forme non oligomérisée, le peptide Ab1-42 n’entraîne pas de perte synaptique.  

Dans les réseaux de neurones, nous avons démontré que le composé LJ2 initial à 30 µM était 

capable de protéger de manière significative le compartiment hippocampique de la perte 

synaptique induite suite au traitement avec des oligomères Ab1-42 dans la chambre somato-

dendritique corticale. Les nouveaux composés de la série « LJ » doivent encore être validés 

dans ce dispositif.  

Sur des cultures de neurones de l’hippocampe seul, nous avons montré que les nouveaux 

composés LJ3a et LJ2a avaient un effet synaptoprotecteur sur des neurones de l’hippocampe 

traités avec des oligomères Ab1-42. De plus, ces effets sont observés à des doses 300 fois plus 

faibles que le composé LJ2 initial. Toutefois, nous n’avons pas pu définir de dose réponse pour 

les nouveaux composés LJ2a et LJ3a, il est donc nécessaire de poursuivre l’étude pour 

compléter ces premiers résultats. Dans leur étude menée sur le rôle de la CASP-2 vis-à-vis de 

la modulation de la plasticité synaptique en réponse à Ab, Pozueta J. et al., en 2013 ont 

proposé que la CASP-2 pourrait contrôler la localisation, et peut être la signalisation 

RhoA/ROCK II, pour participer à la modulation des changements synaptiques et à l’altération 

de la mémoire induits par Ab. Nous pouvons donc supposer que la présence de nos inhibiteurs 

prévient de la délocalisation de la CASP-2 au niveau de la synapse, empêchant ainsi l’activation 

de la voie RhoA/ROCK II qui entraîne classiquement la perte synaptique. De nombreuses 

études complémentaires sont à réaliser avant de valider cette hypothèse.  
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Les résultats que nous avons ainsi obtenus constituent une base pour la compréhension du 

rôle de la CASP-2 au niveau de la synapse dans des conditions de stress Ab.  

Des contrôles avec des inhibiteurs non spécifiques sont encore à réaliser pour valider 

l’efficacité de nos composés sélectifs. Ces résultats seront également à confronter avec des 

données supplémentaires sur des souris CASP-2flox/flox.  

B. Caspase-2 et clivage de Tau  
Comme évoqué en introduction et dans la partie « Résultats », une connexion entre la 

protéine Tau et la CASP-2 a été mis en évidence dans une étude récente (Zhao X et al., 2016). 

Au cours de cette thèse, nous avons donc entrepris d’évaluer le clivage de Tau par la CASP-2 

au travers de deux approches. D’une part, nous avons étudié l’effet inhibiteur du composé 

YKPVD-CHO sur l’activité CASP-2 et d’autre part, nous avons étudié les effets sur le clivage 

protéolytique de la protéine Tau par la CASP-2. La séquence du peptide aldéhyde Ac-YKPVD-

CHO contient le motif reconnu par la CASP-2 sur la séquence de Tau. Un brevet avait été 

déposé sur ce peptide aldéhyde par Karen Ashe et coll. (Réf : US20140171373A1), et les co-

inventeurs avaient rapporté que la CASP-2 était inhibée par ce peptide avec un Ki de 200 nM 

contre un effet à 19,3 µM sur la CASP-3. Nous avons donc réévalué dans nos conditions les 

effets inhibiteurs de ce peptide, sans succès, puisque de 100 nM à 100 µM, aucun pouvoir 

inhibiteur vis-à-vis de la CASP-2 recombinante n’a été mis en évidence. De manière encore 

plus surprenante, seul un inhibiteur sur la CASP-3 a pu être déterminé avec une IC50 estimée 

à (60,4 ± 3,4) µM. Après analyse du brevet, nous avons constaté que les auteurs utilisaient un 

dispositif de détection couplé avec de la luminescence par opposition à notre test in vitro pour 

la mesure cinétique directe de nos activités par spectrofluorométrie. Ces différences dans les 

techniques de détection et de paramètres évalués peuvent en partie expliquer que nous ne 

soyons pas parvenus à retrouver l’effet inhibiteur. Toutefois, si nous basons notre réflexion 

sur la séquence peptidique de ce supposé inhibiteur, il était étonnant de concevoir que la 

CASP-2 puisse être inhibée par un tel motif. En effet, dans le sous-site S5 de la CASP-2 formé 

par les chaîne latérales d’une Tyrosine et d’une Proline, un résidu Valine est généralement 

accommodé. Il est donc étonnant de trouver une Tyrosine à cette position dans le 

pentapeptide inhibiteur. Un résidu basique en position P4 telle qu’une Lysine est aussi 

surprenant puisque le sous-site S4 montre généralement une forte spécificité envers la 

fixation les résidus Aspartate. Au niveau du résidu en position P3, le remplacement de 
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l’Alanine par un résidu encombrant comme la Proline est aussi surprenant (R.V Talanian et al., 

N. Thornberry et al., 1997 ; Maillard M.C. et al., 2011). Tous ces éléments convergent vers le 

fait que la CASP-2 ne pouvaient pas être efficacement inhibée par ce type de motif.  

Nous avons aussi étudié les produits de clivage de Tau-441 par les CASP-2 CASP-3 in 

vitro par SDS-PAGE. Dans nos conditions expérimentales, nous n’avons pas pu mettre en 

évidence la libération du fragment de 35 kDa, normalement issus du clivage de Tau par la 

CASP-2. De plus, le profil de migration obtenu pour la protéine seule sur le gel Coomassie est 

différent de celui que les auteurs ont obtenu dans leur étude. En effet, nous observons un 

fragment d’une taille supérieure à 50 kDa tandis qu’ils obtiennent un fragment de masse 

moléculaire apparente à 50 kDa. Les différences dans les sources et dans l’état de fibrillation 

des protéines Tau utilisées peuvent expliquer cette divergence des résultats. En effet, dans 

leurs études, Zhao X et al., 2016, ont utilisé une protéine Tau humaine, purifiée à partir de 

lysats de cerveaux de souris rTg4510. En revanche, dans les expériences que nous avons 

réalisées, nous avons utilisé une protéine Tau humaine recombinante, produite chez E.Coli, 

reconstituée dans de l’eau à partir d’un lyophilisat. Nous n’avons donc aucun contrôle sur 

l’organisation structurale de la protéine. Ces différences pourraient donc expliquer que nous 

n’ayons pas la même protéine en termes d’organisation et de longueur (en acides aminés), 

expliquant ainsi les profils migratoires distincts pour la protéine Tau seule. Cette différence 

dans la source peut alors expliquer que l’on ne soit pas capable de reproduire le clivage au 

niveau de l’Asp-314. Cette supposition amène à une interrogation sur la capacité de la CASP-

2 à cliver seulement un certain type de forme de la protéine Tau.  

Il est également à noter que leur technique de révélation est plus sensible que la nôtre 

puisqu’ils étudient les produits de clivage par Western Blot.  

Toutefois, la coloration au bleu de Coomassie nous a permis d’observer un fragment 

de plus faible poids moléculaire, en dessous du fragment attendu pour Tau. Nous avons 

également mis en évidence que dans ces conditions, nous reproduisions le clivage de Tau par 

la CASP-3. Pour ce dernier point, nous pouvons supposer que nous parvenons à reproduire le 

clivage de Tau au niveau de l’Asp-421 par la CASP-3 (Gamblin T.C. et al., 2003). Nous pourrions 

supposer au vu des résultats que la CASP-2 est également capable de cliver Tau au niveau de 

l’Asp-421 bien que cela n’ait jamais été démontré. Une analyse complémentaire par Western 

Blot ou spectrométrie de masse permettrait d’identifier avec exactitude la nature des 

fragments générés. 
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Il existerait un lien entre l’accumulation de plaques amyloïdes à l’extérieur des 

neurones et la formation des enchevêtrements des neurofibrilles de Tau dans les neurones. 

En effet, des études ont démontré que des neurones déficients en Tau sont résistants à la 

neurotoxicité induite par le peptide amyloïde (Rapoport M. et al., 2002). De plus, les Caspases, 

en clivant Tau au niveau de l’Asp-421, entraînent la formation de fibrilles (Gamblin T.C. et al., 

2003). Plus précisément, en clivant au niveau de la région C-ter, qui est en condition 

physiologique repliée sur une région de liaison aux microtubules, les Caspases favorisent la 

polymérisation de ce domaine. Afin d’établir un lien entre ces deux facteurs majeurs de la 

maladie d’Alzheimer, des études ont été réalisées au laboratoire pour étudier la localisation 

de la CASP-2 en condition de stress Ab, malheureusement aucun résultat probant n’a pu être 

obtenu.  

C. Inflammation et maladie d’Alzheimer, un rôle pour la Caspase-2 ?  
Nous nous sommes proposés d’étudier l’effet du premier LJ2 dans un modèle inflammatoire 

que nous avons mis en place au laboratoire. Ainsi sur des lignées THP-1, nous avons montré 

que l’ajout de 25 µM de VX-765 permettait de réduire considérablement la libération 

extracellulaire d’IL-1b induite par un traitement avec du LPS et de la nigéricine dans le milieu. 

Nous avons donc supposé que nous avions un modèle inflammatoire CASP-1 dépendant. Dans 

ce modèle, des premiers résultats ont montré que l’ajout de 25 µM du premier LJ2 permettait 

de prévenir du relargage de la cytokine dans le milieu et ce, en absence de mort cellulaire. À 

ce stade, nous ne pouvons pas tirer de conclusions et des études complémentaires de doses 

réponses avec ce composé ainsi qu’avec le nouveau composé LJ3a sélectif sont à réaliser pour 

conclure quant à un rôle de la CASP-2 dans ce processus.  

L’accumulation de peptide Ab initie une réponse immunitaire en activant la microglie. À la 

surface de ces cellules, des récepteurs sont activés par l’Ab. Ce processus entraîne une 

réponse neuro-inflammatoire qui a pour conséquence directe le relargage de médiateurs 

inflammatoires et d’un ensemble de composés neurotoxiques. Dans la maladie d’Alzheimer, 

cette réponse inflammatoire est initiée par l’activation des récepteurs PRRs (Pattern 

recognition receptors) qui reconnaissent des PAMPs ou des DAMPs. Ces récepteurs peuvent 

être présents à la membrane (TLR) ou dans le cytoplasme (NLR) des cellules gliales, des 

macrophages ou des oligodendrocytes. Dans la cellule, l’activation de ces récepteurs conduit 

à la formation des inflammasomes, qui entraînent l’activation de la CASP-1 et 
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l’activation/maturation des IL-1b, IL-18 et IL-33. Il a été montré que l’Ab peut activer 

l’inflammasome NLRP3 dans la microglie et que cette activation est requise pour la sécrétion 

de cytokines pro-inflammatoires ainsi que pour la propagation du signal inflammatoire (Halle 

A. et al., 2008 ; Tan M.S. et al., 2013). De plus, l’activation de NLRP3 semble jouer un rôle 

important dans la maladie d’Alzheimer en maintenant une inflammation chronique. D’ailleurs, 

l’inhibition de NLRP3 dans des modèles animaux de la maladie d’Alzheimer protège de la perte 

de la mémoire spatiale et diminue les dépôts de plaques amyloïdes (Heneka M.T. et al., 2013). 

En parallèle de cela, un stress du RE induit par une infection avec RB51 entraîne une activation 

de l’inflammasome par un mécanisme impliquant l’activation de CASP-2 par NLRP3. Plus 

précisément, NLRP3 pourrait faciliter le relargage du contenu mitochondrial ainsi que 

l’activation de l’inflammasome via l’activation de CASP-2 dans ce contexte (Bronner D.N. et 

al., 2015). Un lien est donc établi entre NLRP3 et la CASP-2 dans ces conditions de stress du 

RE. Nous pouvons donc supposer que ce lien pourrait être étendu au contexte neuro-

inflammatoire dans la maladie d’Alzheimer.  

VIII. Autres stratégies pour l’obtention d’inhibiteurs de 
Caspase-2 
En complément à la stratégie de ciblage du site actif par les peptides, nous avons 

exploré d’autres pistes afin de découvrir de nouveaux scaffolds chimiques pour inhiber la 

CASP-2. Nous avons donc employé une stratégie visant à concevoir rationnellement des 

peptides de l’interface de dimérisation en collaboration avec l’équipe « BioInformatique et 

Biophysique » de Jacques Chomilier et Dirk Stratmann de l’Institut de Minéralogie, de 

Physique des Matériaux et de Cosmochimie (IMPMC, Sorbonne université). Malheureusement, 

le pentapeptide cyclique obtenu par approche in silico n’a démontré aucun pouvoir inhibiteur 

vis-à-vis de la CASP-2. Par manque de temps, nous n’avons pas pu concevoir d’autres peptides 

optimisés mais les analyses de modélisation moléculaire ont mis en évidence une dynamique 

du pont disulfure à l’interface de dimérisation de la CASP-2. Des analyses de dynamique 

moléculaire pourraient être poursuivies dans ce sens pour comprendre le fonctionnement de 

ce pont disulfure. Aussi, ces analyses ont permis de mettre en évidence que ce pont disulfure 

était entouré d’un réseau de molécules d’eau peu dynamique. Ce réseau de molécules d’eau 

pourrait également être ciblé pour conduire à une perte de l’activité enzymatique (Bertoldo 

J.B. et al., 2017). Pour ces deux approches, le but n’est pas de déstabiliser le dimère mais 



 DISCUSSION  

298 
 

plutôt d’induire un effet à distance sur le site actif afin d’agir sur l’affinité Enzyme-Substrat en 

induisant une forme fermée du site actif. Par conséquent, si l’approche ne s’est pas révélée 

fructueuse dans l’obtention de composé inhibiteur, les résultats constituent une base solide 

qui pourra être exploitée par la suite.  

Enfin, la stratégie de criblage rationnel basé sur les scaffolds chimiques de la littérature et le 

criblage aléatoire de petites banques de molécules organiques disponibles au laboratoire (123 

composés testés) n’a pas permis d’identifier de nouveaux inhibiteurs organiques de la CASP-

2. Il est vrai que l’approche « petites molécules organique » présente de nombreux avantages, 

notamment pour le développement clinique (Rotella D.P. et al., 2016), mais pour l’inhibition 

efficace et sélective de la CASP-2 nos résultats attestent que les peptides inhibiteurs s’avèrent 

être une meilleure stratégie. D’ailleurs, la présence des inhibiteurs peptidiques de Caspases 

en essais cliniques nous conforte dans cette stratégie (MacKenzie S.H. et al., 2010 ; Kudelova 

J. et al., 2015). 

IX. Positionnement des composés LJ2a et LJ3a pour un 
développement clinique.  
Les enzymes représentent environ 30 % des cibles médicamenteuses. La stratégie 

communément employée pour le développement d’inhibiteurs à visée thérapeutique est 

focalisée en partie sur la conception de molécules de faible poids moléculaire qui se lient à 

leur cible de manière non covalente. L’optimisation de ces molécules pour améliorer les 

paramètres de sélectivité et d’efficacité passe par des fonctionnalisations de la molécule pour 

favoriser la complémentarité de surface et améliorer les interactions non-covalentes (liaisons 

hydrogène, interactions électrostatiques, ponts salins) avec l’enzyme cible (Lagoutte R. et al., 

2017). Pendant de longues années les inhibiteurs covalents ont été mis de côté par les 

industriels de par les réactions croisées avec d’autres cibles et la toxicité de ces composés in 

vivo. Pourtant, deux inhibiteurs covalents largement connus et utilisés sont l’aspirine et la 

pénicilline. Le premier est un inhibiteur irréversible de la cyclooxygénase et agit par une 

acétylation de la sérine catalytique. La pénicilline se lie de manière covalente à la Sérine du 

site actif d’une transpeptidase impliquée dans la formation du peptidoglycane bactérien. Mais 

depuis quelques années ces inhibiteurs connaissent un regain d’intérêt, avec une présence 

d’environ 30 % sur le marché du médicament, quelques-uns de ces composés sont présentés 

ci-dessous. (De Cesco S. et al., 2017).  
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Aujourd’hui, l’idée que des médicaments covalents puissent être utilisés redevient acceptable, 

puisque 30 % des médicaments sur le marché agissent par un mécanisme covalent (Mah R. et 

al., 2013 ; Bauer R.A. et al., 2015). Bien que les risques liés aux inhibiteurs covalents soient 

connus, la durée prolongée de leur l’inhibition présente bien des avantages. Ces derniers 

incluent : i) une meilleure efficacité avec une compétition avec les substrats endogènes 

réduite, ii) un dosage réduit et une administration plus espacée qui allègent les charges du 

patient, iii) une dissociation des paramètres de pharmacocinétique et pharmacodynamique, 

puisque cette dernière est dépendante du renouvellement de l’enzyme cible, iv) prévention 

de la résistance au traitement (Singh J. et al., 2011 ; Baillie T.A. et al., 2016). Les dernières 

décennies sont une nouvelle ère pour le développement des inhibiteurs covalents avec 

l’approbation d’un certain nombre d’inhibiteur de ce type par la FDA : l’inhibiteur du 

protéasome 20S ; le Carfilzomibâ dans le traitement du myélome multiple ; le telaprevir, 

inhibiteur de la protéase de l’hépatite C ; l’abirateroneâ, un inhibiteur du cytochrome P17A1 

pour le cancer de la prostate métastatique ; ou encore l’afatinibâ un inhibiteur de l’EGFR dans 

le traitement du cancer du poumon (Mah R. et al., 2013).  

Cependant, les agents covalents irréversibles constituent toujours un risque pour le 

développement de médicaments. En effet, deux incidents graves sont survenus et ont conduit 

aux décès de patients qui avaient été traités avec des TCI irréversibles. Le premier composé 

est le Beloranib, un inhibiteur de la méthionine aminopeptidase 2 recommandé comme agent 

anti-obésité. Le second composé, BIA 10-2474, est un inhibiteur de l’hydrolase des amides 

d'acides gras prescrit en Phase I pour des douleurs neuropathiques (affection du système 

sensoriel). Il n’y a pas de preuves quant à l’implication du mécanisme d’action de ces 

composés, toutefois des précautions sont à prendre pour le développement de telles 

molécules : optimiser la molécule pour qu’elle soit la plus sélective possible, utiliser de faibles 

doses et minimiser la réactivité des groupements électrophiles de manière à éviter la 

formation de métabolites secondaires toxiques (Lonsdale R. et al., 2018). 

Comme pour les inhibiteurs covalents, les peptides connaissent aussi un nouvel essor. Au 

début du 20ème siècle ils ont connu un réel succès, notamment avec la découverte et le 

développement de l’insuline, qui a été introduite en 1982 comme première protéine 

recombinante en tant que médicament. Cependant, malgré tout cet engouement autour de 

ces molécules, les peptides en tant que médicaments ont rapidement été mis de côté à la fin 

du 20ème siècle à cause de limitations inhérentes à la structure des composés : faible demi-vie 
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et faible biodisponibilité orale. Ce dernier point est un obstacle au confort du patient. En effet, 

l’injection que nécessite les peptides est une option beaucoup moins attrayante pour les 

pathologies nécessitant un traitement chronique. Par conséquent, leurs propriétés 

intrinsèques définissent leurs forces et leurs faiblesses en tant que molécules thérapeutiques. 

Néanmoins, les deux dernières décennies ont vu renaître les peptides en tant que 

médicaments. En effet, depuis 2000, 28 nouveaux médicaments peptidiques non insuliniques 

ont été approuvés dans le monde et plusieurs d’entre eux ont connu un succès commercial 

(Lau J.L. et al., 2018 ; Henninot et al., 2018). Finalement, nos inhibiteurs, qui combinent les 

propriétés de deux « bêtes noires » des molécules en clinique, se placent dans un contexte 

très favorable à leur développement.  
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 CONCLUSION GENERALE  

Les Caspases, pour CysteinylAspartate-SpecificProtease, sont des endoprotéases à 

Cystéine utilisant une dyade catalytique Cystéine-Histidine. L’histidine permet l’activation du 

thiolate de la cystéine pour initier l’hydrolyse de substrats peptidiques après un résidu 

Aspartate. Les Caspases sont largement connues pour leurs rôles majeurs dans l’initiation et 

l’exécution de la mort cellulaire programmée par apoptose, ainsi que dans la régulation de 

l’inflammation. En plus de ces rôles elles sont également impliquées dans d’autres processus 

physiologiques majeurs tels que la différenciation cellulaire, la réparation tissulaire et la 

prolifération. Elles ont aussi un rôle clé dans le cerveau en développement et adulte, 

notamment les CASP-3, -8 et -9. Compte tenu de la polyvalence de leurs fonctions, une 

dérégulation de l’expression ou de l’activité de ces dernières se retrouve au cœur d’un grand 

nombre de pathologies, particulièrement dans les pathologies neurodégénératives. Dans ce 

contexte elles se positionnent en cibles thérapeutiques de choix pour ces pathologies qui 

ciblent le système nerveux central.  

Parmi les Caspases, la CASP-2 (NEDD-2, ICH-1) a été le deuxième membre de cette famille à 

être identifié. En 1994, elle était, chez la souris, l’enzyme dont l’expression de l’ARNm était 

up-régulée dans le cerveau en développement et down-régulée dans le cerveau adulte. Le 

cerveau en développement étant le siège d’un processus accru de mort cellulaire, un rôle dans 

l’apoptose lui a rapidement été attribué. Cependant, puisque les souris constitutivement 

déficientes en CASP-2 ne présentaient pas de phénotypes majeurs, ses rôles dans l’apoptose 

et dans d’autres processus physiologiques ont longtemps été considérés comme redondants. 

Aujourd’hui, il est clair qu’elle agit en initiatrice de l’apoptose suite à divers stress cellulaires 

comme la déstabilisation du cytosquelette, chocs thermiques, dommages à l’ADN, agents 

pathogènes, etc. En plus de ses fonctions apoptotiques, elle est également impliquée dans de 

nombreux processus non apoptotiques tels que la régulation du cycle cellulaire, le 

métabolisme des lipides, la régulation du stress oxydant, la répression de l’autophagie.  

Des études récentes ont contribué à la validation de la CASP-2 en tant que cible thérapeutique 

potentielle de la maladie d’Alzheimer. Les deux caractéristiques majeures de cette maladie 

sont le dépôt de plaques amyloïdes, conséquences d’une agrégation du peptide β-amyloïde 

(Aβ) entre les neurones, et l’enchevêtrement de neurofibrilles, causés par 

l’hyperphosphorylation et la dégradation de la protéine Tau dans les neurones. Dans ce 
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contexte, la CASP-2 agit comme médiateur de la neurotoxicité et synaptotoxicité du peptide 

amyloïde mais elle est également impliquée dans les déficits cognitifs causés par une 

délocalisation anormale de la protéine Tau au niveau de la synapse.  

Il est donc nécessaire de disposer d’outils pharmacologiques spécifiques qui permettraient 

d’étudier les fonctions de la CASP-2 dans les neurones et plus particulièrement au niveau de 

la synapse, en conditions physiologiques et pathologiques. Le développement de tels outils 

passe par la conception de molécules qui agissent efficacement et sélectivement sur la CASP-

2. Les peptides mimes de substrats qui ciblent le site actif constituent un réel atout pour le 

développement d’inhibiteurs. Cependant, la conservation des sites actifs entre Caspases et 

notamment entre CASP-2 et -3, qui partagent les mêmes spécificités de substrats, impacte 

considérablement la sélectivité des peptides inhibiteurs envers la CASP-2. De plus, compte 

tenu des rôles majeurs de la CASP-3 dans le système nerveux central, il est important de ne 

pas inhiber son activité. Les inhibiteurs de Caspases sont généralement construits en trois 

modules, une extrémité N-ter, suivi d’une séquence penta ou tétrapeptidique basée sur un 

motif préférentiellement reconnu par la Caspase cible, associé à un groupement électrophile 

en C-ter. Par conséquent, le motif préférentiellement reconnu par la CASP-2, VDVAD est aussi 

efficacement reconnu par la CASP-3. Le but de ces trois années de thèse a donc été de définir, 

de concevoir et de caractériser des inhibiteurs puissants de la CASP-2 avec des effets modérés 

sur la CASP-3. Pour cela, nous avons utilisé trois approches :  

1. Une approche dite rationnelle, basée sur la conception de peptides inhibiteurs du site 

actif 

2. Une approche in silico, pour développer des inhibiteurs de l’interface de dimérisation, 

en se basant sur la singularité de la CASP-2 à posséder un pont disulfure dans cette 

région 

3. Une approche de criblage aléatoire et rationnelle de petites molécules organiques, 

dont le but était d’enrichir l’arsenal d’inhibiteurs de Caspase.  

Sur les trois stratégies utilisées au cours de la thèse, seule l’approche de conception 

rationnelle d’inhibiteurs peptidiques ciblant le site actif s’est avérée fructueuse. Bien que les 

deux autres méthodes et plus particulièrement, le ciblage de l’interface de dimérisation 

constitue une approche innovante pour la conception de nouveaux peptides inhibiteurs.  

• Nous avons validé dans nos conditions expérimentales que le remplacement de 

l’alanine par un groupement organique encombrant dans le motif de référence VDVAD 
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permettait d’accroître la sélectivité en faveur de la CASP-2. Plus précisément, les 

composés q33 et h33 inhibent efficacement la CASP-2 de manière réversible avec des 

Ki au nanomolaire et avec des effets plus modérés sur la CASP-3. Cela se traduit par 

des index de sélectivité en faveur de la CASP-2 de respectivement 85 et 597. 

• En combinant les motifs VDVXD des composés h33 et q33 avec l’extrémité C-ter 

thiazozylméthyle du Ritonavir, nous avons obtenus 4 composés réversibles LJ4a, LJ4b, 

LJ5a et LJ5b et en avons tiré les conclusions suivantes :  

o L’efficacité de l’inhibition est conditionnée par la stéréospécificité des 

composés. 

o LJ4a et LJ5a sont nettement moins puissants sur la CASP-2 que les composés 

initiaux q33 et h33. 

o L5a ne présente aucun bénéfice dans l’efficacité et la sélectivité par rapport au 

composé h33. 

o LJ4a bien que moins efficace et sélectif que q33, il présente un profil 

d’inhibition qui peut être intéressant dans des modèles cellulaires.  

• En associant les propriétés structurales du motif VDVXD des composés h33 et q33, 

avec les extrémités amino et carboxy- terminales de l’inhibiteur irréversible Q-VDVAD-

OPh (D2-Me-TRP601) efficace sur les CASP-2 et -3, et à un moindre degré sur la CASP-

6, nous avons obtenu 5 inactivateurs des CASP-2 et -3 : 

o LJ2, est un mélange de diastéréoisomères en P2. In vitro, c’est un inactivateur 

efficace de la CASP-2 avec un rapport kinact/KI de 1,2.106 M-1.s-1 associé à un 

pouvoir 22 fois moins fort sur la CASP-3.  

o L’efficacité de l’inhibition est conditionnée par la stéréospécificité des 

composés.  

§ Le diastéréoisomère LJ2a est encore plus puissant sur la CASP-2 avec un 

rapport kinact/KI de 5,5.106 M-1.s-1. De plus, il est 48 fois moins efficace 

sur la CASP-3. 

§ Le diastéréoisomère LJ3a est aussi un inactivateur puissant de la CASP-

2 avec un rapport kinact/KI de 1,7.106 M-1.s-1 ; et surtout il est 950 fois 

moins efficace sur la CASP-3.  

o Aucun effet croisé significatif de ces molécules n’a été mis en évidence sur le 

panel de protéases concurrentes testé. 
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Nous avons également démontré que LJ2a et LJ3a à 0,1 µM permettent de protéger 

de la perte synaptique induite par les oligomères Ab1-42 sur des cultures de neurones primaires.  

Enfin, nous avons également montré un effet synaptoprotecteur du composé LJ2 dans des 

dispositifs microfluidiques qui permettent de modéliser la voie perforante, précocement 

atteinte dans la maladie d’Alzheimer. Plus précisément, sur des réseaux de neurones 

fonctionnels Cortex/Hippocampe, LJ2 appliqué sur le compartiment hippocampique à une 

dose de 30 µM, permet de protéger de la perte synaptique induite par des oligomères Ab1-42 

dans le compartiment cortical somato-dendritique.  

Compte tenu de ces résultats, nous pouvons dire que nous avons enrichi l’arsenal 

d’inhibiteurs de Caspases avec deux nouveaux puissants inactivateurs de la CASP-2. Ces 

molécules en plus d’être efficaces ont démontré un profil de sélectivité inédit envers cette 

enzyme. Enfin, ces inhibiteurs ont des activités limitées voire nulles sur un panel de protéases 

concurrentes d’intérêt dans le système nerveux central.  

Ces nouveaux inhibiteurs ouvrent le champ à de nombreuses perspectives, à la fois sur le plan 

de la valorisation et de la Recherche Fondamentale.  

Ces inhibiteurs pourraient être la base de la conception de sondes d’activité qui permettraient 

d’étudier de manière fine les fonctions de la CASP-2 en condition physiologique ou 

pathologique, puisque jusqu’à présent de tels outils n’existent pas.  

Sur la plan thérapeutique, ces composés aux propriétés neuroprotectrices s’insèrent dans un 

contexte où les inhibiteurs covalents et peptidiques connaissent un nouvel essor. Depuis 

quelques années, le nombre de molécules formant des liens covalents avec leurs cibles a 

considérablement augmenté dans les essais cliniques ou les approbations de la FDA (Lagoutte 

R. et al., 2017). Par ailleurs, les deux dernières décennies ont vu renaître les peptides en tant 

que médicaments. En effet, depuis 2000, 28 nouveaux médicaments peptidiques non 

insuliniques ont été approuvés dans le monde et plusieurs d’entre eux ont connu un succès 

commercial. Ce succès a conduit les industriels à reconsidérer l’usage des peptides pour la 

découverte de nouveaux médicaments, dans un contexte où la découverte de nouveaux 

composés est nettement ralentie et très coûteuse malgré des progrès considérables de la 

technologies (HTS ou high throughput screening, chimie combinatoire, ...) (Henninot A. et al., 

2017).  
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Schéma bilan des principaux résultats obtenus au cours de ces trois années de thèse.  
Par une approche de conception rationnelle les propriétés structurales du motif VDVXD des composés 
h33 et q33 ont été associés aux extrémités amino-et carboxy-terminale du composé Q-VD-OPh. Ce 
design a conduit à la synthèse d’une première molécule non stéréospécifique, LJ2. Cette dernière est 
un puissant inactivateur de la CASP-2 mais est également bien reconnu par la CASP-3. Dans des 
modèles in vitro mimant la voie perforante, nous avons montré que le composé à 30 µM permet de 
prévenir, au niveau des neurones de l’hippocampe, de la perte synaptique induite par les oligomères 
Ab1-42 sur les corps cellulaires des neurones corticaux. Nous avons également montré qu’à cette même 
dose, la molécule protégeait de la perte synaptique sur des cultures de neurones de l’hippocampe. La 
difficulté à obtenir les synthons organiques stéréospécifiques a retardé la synthèse des composés LJ2a 
et LJ3a. Après obtention des molécules, nous avons enfin pu montrer qu’elles agissaient en puissants 
inactivateurs de la CASP-2 et qu’elles permettaient de protéger de la perte synaptique induite par des 
oligomères Ab1-42 sur des cultures de neurones de l’hippocampe. Cx : neurones corticaux, Hi : neurones 
hippocampiques. 
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Efficacité et sélectivité, peut-on aller encore plus loin ?  
• Afin de clarifier les mécanismes d’action de ces inactivateurs, des études structurales 

par cristallographie aux rayons X et spectrométrie de masse pourraient être réalisées 

avec le composé LJ3a. Ces données pourraient ensuite être exploitées pour identifier 

les interactions atomiques entre le peptide inhibiteur et le site actif, ces éléments 

permettront de proposer des analogues optimisés. 

• Les données obtenues par modélisation moléculaire, au niveau de la dynamique du 

pont disulfure situé à l’interface de dimérisation ainsi que celle du réseau de molécules 

d’eau établi dans cette zone, devront être approfondies et pourraient être exploitées 

pour la conception de modulateurs allostériques de la CASP-2. 

• À plus long terme, dans une perspective d’optimisation des composés, la stratégie 

s’orienterait plutôt vers la conception de molécules bi-fonctionnelles, où l’on pourrait 

associer les composés LJ2a à LJ3a qui ciblent le site actif à des composés ciblant 

l’interface de dimérisation.  

Approfondir l’étude du rôle de la Caspase-2 au niveau de la synapse  
• L’effet synaptoprotecteur des composés LJ2a et LJ3a devra être évalué sur les réseaux 

de neurones Cortex/Hippocampe afin de valider les effets obtenus sur les cultures de 

neurones de l’hippocampe. Ces expériences devront également valider le fait que 

l’augmentation de l’efficacité et/ou de la sélectivité des molécules envers la CASP-2 

permettent de diminuer les doses de composé utilisées, comme nous avons pu le 

mettre en évidence sur les cultures hippocampiques.  

• Dans ce modèle, le lien entre l’agrégation de Tau et la pathogénicité du peptide b-

amyloïde en présence ou en absence d’inhibiteur de CASP-2, pourrait être approfondi 

en étudiant la localisation subcellulaire de Tau à des doses toxiques et sub-toxiques de 

peptide amyloïde. 

• Les effets des inhibiteurs pourraient également être confrontés à de nouvelles 

expériences réalisés sur des cultures primaires de neurones issus des souris CASP-

2flox/flox. 

• Les composés LJ2a et LJ3a pourront être testés dans des modèles animaux de la 

maladie d’Alzheimer. Les souris J20, qui surexpriment une forme mutée de la protéine 
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précurseur amyloïde humaine (mutations Swedish (K670N/M671L) et Indiana (V717F)), 

constituent de bons modèles d’étude. En effet, les animaux développent rapidement 

des plaques amyloïdes et ont un déclin de la mémoire âge-dépendant. À partir de ces 

modèles soumis à l’effet des molécules, l’état des synapses in situ pourrait être analysé. 

De plus, pour étudier un rôle de la CASP-2 à des étapes précoces de la pathologie, 

l’effet des molécules pourrait aussi être évalué sur des animaux où les oligomères Ab 

sont injectés par stéréotaxie.  

 

Dans une perspective de développement, la toxicité ainsi que les études de 

pharmacodynamique et pharmacocinétique (PK/PD) pourraient être réalisées. 
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 RESUME 

Les Caspases sont des endoprotéases à cystéine connues pour leurs rôles clé dans la régulation de l’apoptose et 
de l’inflammation. Parmi elles, la Caspase-2 (NEDD-2, ICH-1, CASP-2) est singulière de par ses multiples rôles dans 
le maintien de la stabilité génomique, la régulation du stress oxydant, la suppression de tumeur et également 
dans les processus neurodégénératifs aigus et chroniques. D’ailleurs, son rôle en tant qu’initiateur de la mort 
cellulaire a été démontré dans de nombreux modèles de stress neuronaux. Dans ce contexte, des études 
récentes ont contribué à la validation de la CASP-2 en tant que cible thérapeutique potentielle de la maladie 
d’Alzheimer. Par conséquent, le développement d’inhibiteurs spécifiques constituerait des outils 
pharmacologiques qui permettraient de mieux appréhender les rôles de cette protéase dans la physiologie et 
pathologie du neurone. Les inhibiteurs de Caspases actuels sont majoritairement des séquences tétra ou 
pentapeptidiques qui reproduisent les motifs préférentiellement reconnus par les différents membres. Par 
exemple, la CASP-2 reconnait un motif pentapeptidique VDVAD qui est aussi reconnu par les CASP-3 et -7. Dans 
le cadre de ce travail de thèse, trois stratégies d’identification d’inhibiteurs ont été suivies ; (i) une approche de 
conception rationnelle de peptides inhibiteurs ciblant le site actif, (ii) conception in silico de peptides inhibiteurs 
de l’interface de dimérisation, (iii) criblage aléatoire et rationnel de petites molécules organiques. Parmi ces 
stratégies, l’inhibition du site actif s’est révélée être la plus fructueuse. Nous avons ainsi pu démontrer que des 
variations du résidu Alanine en P2 sur le motif initial VDVAD permettaient d’améliorer les paramètres de 
sélectivité et d’efficacité. Sur ce constat une série de peptides « LJ » avec des mécanismes d’inhibition variés a 
été développée. Parmi eux, deux composés LJ2 et LJ3 ont démontré un excellent potentiel inactivateur de la 
CASP-2, tout en conservant un effet préférentiel sur cette dernière. Nous avons également montré que ces deux 
composés protègent de la perte synaptique induite par des oligomères Ab1-42 dans des réseaux de neurones 
reconstruits in vitro. Ces travaux de thèse ouvrent donc le champ à de nouvelles perspectives sur le plan 
fonctionnel, notamment pour le développement de sondes d’activités spécifiques, inexistantes actuellement, 
ainsi que sur le plan thérapeutique. 
 
Mots-clés : Caspase-2 ; peptides inhibiteurs ; conception rationnelle ; inactivateurs sélectifs ; maladie 
d’Alzheimer ; réseaux neuronaux 

 ABSTRACT 

Caspases are cysteine endoproteases known for their key roles in regulation of apoptosis and inflammation. 
Among them, Caspase-2 (NEDD, ICH-1, CASP-2) is unique with roles in maintaining genomic stability, regulating 
oxidative stress, tumor suppression and also in severe and chronic neurodegenerative processes. Moreover, its 
role as an initiator of death has been demonstrated in many models of neuronal stress. Recent studies have 
indicated that CASP-2 is a potential therapeutic target for Alzheimer’s disease. It is therefore necessary to 
develop specific inhibitors which would constitute pharmacological tools to better understand the role of this 
protease in the physiology and pathology of the neuron. The current Caspases inhibitors are mostly tetra or 
pentapeptide sequences that reproduce the patterns preferentially recognized by the targeted Caspases. For 
example, CASP-2 recognize a VDVAD pattern but this pattern is also recognized by CASP-3 and -7. During this 
thesis project, we used three identification strategies; (i) a rational design approach of inhibiting peptides 
targeting the active site, (ii) in silico design of inhibiting peptides of the dimerization interface, (iii) rational an 
random screening of small organic molecules. Among these strategies, inhibition of the active site has been 
shown to be the most productive one. We have been able to demonstrate that the variation of the Alanine 
residue in P2 on the initial pattern VDVAD increased the efficiency and selectivity parameters. Based on this 
observation, a serie of peptides “LJ” with various inhibitory mechanisms has been developed. Among them, two 
compounds LJ2 and LJ3 demonstrated an excellent inactivation of the CASP-2, while maintaining a selective effect 
in favor of this enzyme. We have also shown that these two compounds protect against synapse loss induced by 
the peptide Ab 1-42 in neuron networks reconstructed in vitro. This thesis project opens the field to new 
perspectives on the functional level for the development of specific activity probes, which currently do not exist, 
as well as on the therapeutic plan. 
 
Keywords : Caspase-2 ; peptide inhibitors, rational design ; selective inactivators ; Alzheimer’s disease  ; 
neuronal networks 


