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Abréviations  

 

 

 

 
ADN : Acide désoxyribonucléique 
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AIF : Apoptosis Inducing Factor 
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Apaf-1 : apoptotic protease activating factor-1 

ARN : Acide ribonucléique 
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DED : death effector domain  

DFF : DNA fragmentation factor  

Diablo/Smac : direct IAP binding protein with low pI  



9 
 

DISC : death inducing signaling complex  

DR : death receptor  

EGF : epidermal growth factor  

ERK : extracellular-signal regulated kinase  

ERM : Ezrin Radixin Moesin 

FADD : Fas associated protein with death domain  

FAK : focal adhesion kinase  

FAP-1 : Fas associated phosphatase 1  
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1. L’Apoptose 

 

1.1.  Définition 

 

L’apoptose est une mort cellulaire programmée, qui joue un rôle capital dans tout organisme 

multicellulaire. En effet, sans apoptose, un être humain de 80 ans aurait 2 tonnes de moelle 

osseuse et de ganglions lymphatiques, et 16km d’intestin [1]. Cette mort cellulaire 

programmée est indispensable au maintien de l’homéostasie cellulaire et donc à la survie d’un 

être multicellulaire. 

Apoptose vient du grec apo signifiant l’éloignement et de ptosis la chute. Ce terme est une 

métaphore associant « la chute des feuilles d’un arbre », aux corps apoptotiques se détachant 

d’un épithélium. Ce terme a été pour la première fois utilisé par Kerr, Wyllie et Curie en 

1972, via leur étude morphologique de la mort cellulaire dans des épithéliums de rat [2].  

 

1.2.  Caractéristiques morphologiques et voies d’induction 

 

On distingue l’apoptose des autres morts cellulaires programmées que sont la nécrose, 

l’autophagie, ou la cornification, via ses traits morphologiques [3]. En effet, l’apoptose se 

caractérise par un arrondissement des cellules, une réduction du volume cellulaire (pycnose), 

la condensation de la chromatine, la fragmentation nucléaire (caryorrhexie), une modification 

des organelles cytoplasmiques, le bourgeonnement membranaire, et enfin la formation de 

corps apoptotiques par fragmentation cellulaire, qui vont être digérés par les cellules 

phagocytaires (figure 1).  

On considère qu’il existe deux principales voies induisant l’apoptose : la voie extrinsèque, ou 

voie des récepteurs de mort, et la voie intrinsèque, ou voie mitochondriale. 
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Figure 1: Etapes morphologiques de l’apoptose 

D’après J.Philpott The Science Creative Quaterly, Issue 4, 2009 et Phil Dash, Apoptosis, 

(www.sgul.ac.uk/dept/immunology/~dash). 
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1.2.1. La voie extrinsèque 

 

La voie extrinsèque est celle des récepteurs de mort, appartenant à la superfamille des 

récepteurs au TNF (Tumor necrosis factor) (voir paragraphe 2.1). Lorsque le récepteur de 

mort est lié à son ligand, plusieurs complexes intracellulaires se forment, pour finalement 

aboutir à l’activation de protéases intra-cytoplasmiques, que sont les caspases (cystein-

dependent aspartate specific proteases). Ces caspases sont notamment responsables de la 

dégradation du cytosquelette comme de l’activation d’enzymes fragmentant l’ADN 

génomique.  

 

1.2.2. La voie intrinsèque 

 

Cette voie met principalement en jeu la mitochondrie, et est gouvernée par des protéines de la 

superfamille de Bcl-2. Différents stimuli sont à l’origine du déclenchement de cette voie. Ce 

sont par exemple le retrait de certaines cytokines, d’hormones, de certains facteurs de 

croissance, ou des lésions de l’ADN via l’activation de la protéine p53. Tous ces stimuli 

aboutissent à un changement de la membrane mitochondriale via la formation de pores. La 

perte de l’intégrité mitochondriale permet la libération de facteurs pro-apoptotiques 

normalement séquestrés dans l’espace intermembranaire, vers le cytosol (voir 

paragraphe 3.2). Dans le cytosol, ces facteurs pro-apoptotiques comme le cytochrome C, AIF 

(Apoptosis Inducing Factor), la procaspase 9 ou encore Smac/Diablo, vont induire l’activation 

de caspases et la fragmentation de l’ADN. 

 

Il est à noter qu’il existe des liens moléculaires entre ces deux voies. 

 

 

 



15 
 

1.3.  Apoptose et physiologie 

 

Les travaux de l’équipe du Dr Horvitz sur Caenorhabditis elegans, ont mis en évidence le 

caractère programmé de l’apoptose, et il a identifié les premiers acteurs moléculaires de ce 

signal [4]. C.elegans comprend 1090 cellules. Au cours de son développement, 131 vont 

mourir de façon programmée. L’étude de ces cellules destinées à mourir a permis de 

caractériser les premiers gènes impliqués dans la mort cellulaire programmée. Ces gènes de 

C.elegans ont pris la dénomination de ced pour cell death abnormal [5]. Ce rôle de l’apoptose 

dans le développement embryonnaire du nématode a été conservé au cours de l’évolution et 

en particulier pour l’Homme dans sa morphogénèse. L’apoptose est également impliquée dans 

la régulation de la quantité de cellules présentes dans l’organisme, autrement nommée 

homéostasie cellulaire. 

 

1.3.1. Développement 

 

L’apoptose joue un rôle prépondérant dans les différents processus du développement. Elle est 

notamment impliquée dans la morphogenèse, comme illustrée par son role essentiel dans la 

formation des espaces interdigitaux. Sous l’effet de protéines nommées bone morphogenetic 

proteins (BMP), les cellules du bourgeon des membres se différencient pour former les doigts 

ou meurent par apoptose pour la formation des espaces [6]. L’apoptose est aussi impliquée 

dans l’homéostasie cellulaire et l’élimination des cellules devenues inutiles, comme par 

exemple l’involution des glandes mammaires après le sevrage, l’élimination de neurones 

incapables d’établir de connections synaptiques [7], ou bien l’atrésie folliculaire, qui est la 

dégénérescence du follicule empêchant l’expulsion de l’ovule [8] .  
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1.3.2. Système Immunitaire 

 

Dans le système immunitaire, l’apoptose a différentes fonctions, et notamment dans les 

mécanismes de la tolérance, l’élimination des cellules indésirables et la résolution de la 

réponse immunitaire : 

1.3.2.1. Sélection du répertoire immunitaire 

• Le lymphocyte T 

Chez les mammifères, l’éducation des lymphocytes T se déroule dans le thymus, qui est 

l’organe lymphoïde primaire. Au cours de la maturation thymique, 99% des thymocytes vont 

mourir par apoptose.  

Après le réarrangement  génique des chaînes  puis des chaînes  du récepteur à l’antigène, le 

TCR (T cell receptor), ces cellules vont subir une première sélection, la sélection positive. 

Pour passer cette sélection, le TCR  doit reconnaître un antigène présenté par le Complexe 

Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de type I ou II des cellules épithéliales du cortex 

thymique. Les cellules ayant subi des réarrangements non fonctionnels de leurs gènes du TCR 

et celles qui sont incapables de lier le CMH avec une affinité suffisante vont être éliminées 

par apoptose. Cette étape a pour but de sélectionner les lymphocytes ayant des TCR capables 

de reconnaître le CMH exprimé par les cellules du soi. Parmi celles-ci, il en existe exprimant 

un TCR de forte affinité pour le complexe CMH/peptide douées d’autoimmunité. 

Il existe ensuite une seconde sélection, la sélection négative. Les lymphocytes vont 

rentrer en contact avec des cellules présentatrices de l’antigène (CPA), de type cellules 

dendritiques, qui présentent les peptides du soi via leur CMH. Les lymphocytes reconnaissant 

le CMH/antigène du soi avec une forte affinité, seront éliminés par apoptose. Le récepteur de 

mort de CD95 était un candidat pour l’induction de l’apoptose lors de cette sélection négative, 

puisque les thymocytes expriment CD95, et les CPA expriment le CD95L. Mais l’utilisation 

de souris dont l’expression de CD95 est fortement diminué (lpr) ne possèdent aucune 

perturbation de leur sélection négative [9]. Cependant des études plus récentes ont montré 

l’implication du couple CD95/CD95L [10], et la voie intrinsèque de l’apoptose, avec la 

protéine BIM, un membre de la famille Bcl-2 [11], dans l’élimination des thymocytes lors de 

la sélection négative. 
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• Le lymphocyte B 

Après leur différenciation dans la moelle osseuse, les lymphocytes B vont être éduqués dans 

les organes lymphoïdes secondaires. Au sein de ces sites, la sélection des lymphocytes B va se 

faire par deux types cellulaires, les lymphocytes T CD4
+
, et les cellules dendritiques. A ce 

stade, les lymphocytes B naïfs expriment à leur surface des Immunoglobulines (Ig) que sont 

les IgM et les IgD, qui sont considérées comme les récepteurs à l’antigène des lymphocytes B 

(les BCRs pour B-cell receptor). Au repos, les lymphocytes B sont regroupés en follicules 

primaires, et leur activation va permettre la formation d’un follicule secondaire. Après avoir 

été en contact avec l’antigène, le lymphocyte B va présenter au sein de la zone extra-

folliculaire (riche en lymphocytes T), le peptide antigénique via son CMH II. Le premier 

signal d’activation du Lymphocyte B est donné par les lymphocytes T CD4+ qui 

reconnaissent le complexe CMH II/peptide antigénique, et permettent l’inhibition de la mort 

cellulaire programmée du lymphocyte B. Ce signal d’inhibition de la mort est transmis par le 

récepteur CD40 exprimé à la surface des lymphocytes B, qui est activé par son ligand 

(CD40L ou CD154) exprimé par les lymphocytes T activés. 

Le second signal activateur est transmis via les cellules dendritiques. Après la première 

activation, les lymphocytes B activés vont proliférer, et exprimer de nouvelles Ig à travers un 

processus appelé commutation isotypique. Les cellules dendritiques présentent ensuite par le 

biais de complexes immuns (composés d’antigène piégé par des Ig), l’antigène, et vont 

sélectionner les lymphocytes B exprimant les Ig membranaires qui ont acquis une plus haute 

affinité pour l’antigène via le mécanisme d’hypermutation somatique. L’interaction 

lymphocyte B/cellule dendritique va induire un signal anti-apoptotique. Ainsi, les cellules B 

ayant des Ig moins affines pour l’antigène mourront rapidement par un processus de mort 

programmée [12].  

1.3.2.2. Elimination des cellules indésirables 

L’apoptose joue également un rôle dans l’élimination de cellules infectées et transformées. 

C’est notamment le cas des lymphocytes T cytotoxiques ainsi que des cellules Natural Killers 

(NK), qui sont capables d’induire directement l’apoptose de leur cible, soit via les récepteurs 

de mort, tel que CD95 qui est la principale voie utilisée [13], soit en utilisant le système 

perforine/granzyme, aboutissant dans les deux cas à l’activation des caspases. 
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1.3.2.3. Résolution de la réponse immunitaire 

La mort cellulaire programmée permet aussi la contraction de la réponse immunitaire via 

l’élimination des lymphocytes activés par un phénomène nommé AICD (Activation induced 

cell death), contrôlant ainsi l’homéostasie du système immunitaire, ce phénomène prévenant 

un « emballement » des réponses immunitaires. Ainsi, à terme, il ne subsiste des expansions 

lymphocytaires plus que des lymphocytes mémoires en petit nombre.  

 

1.4. Apoptose et pathologies 

 

Des anomalies dans la régulation de l’apoptose sont à l’origine de différentes pathologies.  

Le cancer est un exemple de dérégulation négative des processus apoptotiques. C’est le cas 

par exemple de certaines formes de lymphomes B, qui montrent une surexpression du facteur 

anti-apoptotique Bcl-2 [14]. On retrouve également une inhibition de l’apoptose dans le 

développement de pathologies auto-immunes comme les syndromes ALPS (Autoimmune 

lymphoproliferative syndrome), où le récepteur CD95, le CD95L ou la caspase-10 sont mutés 

(voir paragraphe 2.3.5).  

A l’inverse, on observe aussi une exacerbation du processus apoptotique dans certaines 

pathologies infectieuses comme le SIDA (Syndrome d’immunodéficience acquise), ou 

neurodégénératives, comme la maladie d’Alzheimer.  

 

1.5.  Les autres morts cellulaires programmées 

 

Il existe plusieurs types de mort cellulaires et nous nous concentrerons sur trois d’entre elles. 

En plus de l’apoptose, il a été rapporté la nécrose, l’autophagie, et la cornification (Tableau 

1). La nécrose a longtemps été considérée comme accidentelle, mais des études récentes 

démontrent son caractère programmé [15, 16] (voir paragraphe 3.4.2).   
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Type de 

mort 
Caractéristiques 

morphologiques 
Notes 

      

Nécrose 

Gonflement du cytoplasme 
La nécrose est généralement 

identifiée comme étant une mort 

n'ayant pas les caractéristiques 

morphologiques de l'apoptose ou de 

l'autophagie [16]. 

Rupture de la membrane 

plasmique 

Gonflement des organelles 

Condensation modérée de la 

chromatine 
      

Autophagie 

Pas de condensation de la 

chromatine 

L'autophagie n'est pas seulement un 

mécanisme de mort cellulaire, elle 

peut également permettre la survie 

de la cellule [17]. 

Une vacuolisation massive du 

cytoplasme 

Accumulation de vacuoles 

autophagiques ayant une 

double membrane 

Peu ou pas de phagocytose par 

les cellules phagocytaires in 

vivo 

      

Cornification 

Elimination des organelles 

cytosoliques La formation de" l'enveloppe 

cornifiée" ou kératinisation est 

spécifique de la peau, afin de 

former une barrière protectrice 

[18]. Cette cornification est 

spécifique des couches supérieures 

de l'épiderme, l'apoptose pouvant 

être induite au niveau de la lame 

basale de l'épiderme via par 

exemple, des UV ou irradiations. 

Modification de la membrane 

plasmique 

Accumulation de lipides dans 

les granules F et L 

Extrusion de lipides dans le 

milieu extracellulaire 

Desquamation (perte des 

cornéocytes) par l'activation de 

protéases 

 

 

Tableau 1: Les autres morts cellulaires programmées 

D’après G Kroemer et al, Cell Death and Differenciation 2009 
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2. Le système apoptotique CD95/CD95L 

2.1.  La famille des récepteurs apoptotiques 

 

Les récepteurs apoptotiques appartiennent à la superfamille des récepteurs au TNF (tumor 

necrosis factor) / NGF (nerve growth factor) [17]. Elle comprend aussi des récepteurs 

impliqués dans les phénomènes de prolifération et de différenciation cellulaire comme le 

CD27 [18], le CD30 [19] et le CD40 [20]. 

Le groupe des récepteurs apoptotiques est défini par la capacité à induire un signal de mort 

cellulaire. Il comprend le récepteur CD95 (Apo1, Fas) [21], le TNFR-1 (tumor necrosis factor 

receptor-1) [22, 23], le DR3 (death receptor 3) [24, 25], le DR4, le DR5 [26], et le DR6 [27]. 

Ces récepteurs de mort cellulaire sont caractérisés par un domaine conservé dans leur région 

intracytoplasmique appelé le domaine de mort (DD pour death domain). Les membres de 

cette sous-famille sont représentés sur la figure 1. Il existe pour le TRAIL (tumor necrosis 

factor-related apoptosis inducing ligand) deux récepteurs pièges connus fixant le ligand mais 

n’induisant aucun signal : le DcR2 (decoy receptor 2) [28] possède un domaine de mort 

tronqué et le DcR1 [29] est ancré à la membrane cellulaire par une structure 

glycosylphosphatidylinositol (GPI). 
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Figure 2: La sous famille apoptotique de la superfamille du récepteur au TNF avec leur 

ligand respectif. 

Les ronds bleus représentent les CRD (Cystein-rich Domain) et les rectangles rouges sont les domaines de mort 

(DD) ; APP pour -amyloid precursor protein. L’ancrage GPI est caractérisé par les traits épais gris. D’après 

Legembre, thèse de doctorat, 2002 

 

2.2.  Le récepteur CD95 

2.2.1. Structure 

2.2.1.1.  Le gène 

 

Le CD95 est nommé TNFRSF6 pour tumor necrosis factor receptor superfamily member 6. 

Le gène du récepteur CD95 (gène APT1) est localisé sur le bras long du chromosome 10 

humain (10q24.1) et sur le chromosome 19 murin orthologue [30]. Ce gène s’étend sur 26 

kilobases chez l’Homme, et est constitué de 9 exons (figure 3 [31, 32] ). 
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Figure 3: Représentation schématique du gène et de la protéine CD95. 

La figure représente l’organisation des exons du gène APT1 et de la protéine CD95. Les chiffres indiqués sont 

les acides aminés. PS pour peptide signal ; PLAD pour pre-ligand assembly domain ; CRD pour cystein-rich 

domain ; TM pour domaine transmembranaire. D’après Cheng et al, J Immunol, 1995, Siegel et al, Nat Immunol, 

2000 et The Universal Protein Resource (http://www.uniprot.org/uniprot/P25445#ref14). 

 

2.2.1.2.  La protéine 

 

La protéine CD95 comprend 335 acides aminés, dont un peptide signal de 25 acides aminés 

(figure 3), et possède une masse moléculaire de 45 kDa. CD95 est une protéine 

transmembranaire de type I (région amino-terminale extracellulaire). Sa région extracellulaire 

comprend trois domaines riches en cystéines (CRDs pour cysteine-rich domains). Ces CRDs 

font environ 40 acides aminés de long et contiennent entre 1 et 3 ponts di-sulfures 

intramoléculaire. Le domaine de mort fait 84 acides aminés de long et est localisé dans la 

http://www.uniprot.org/uniprot/P25445#ref14
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région intra-cytoplasmique du récepteur (figure 3). Les domaines riches en cystéines sont 

communs à l’ensemble de la famille des récepteurs au TNF/NGF, tandis que le domaine de 

mort est spécifique de la sous-famille des récepteurs apoptotiques [33, 34](figure 3). 

 

2.2.1.3.  Relation structure/fonction 

 

Les deux domaines de CD95 riches en cystéines CRD2 et CRD3, les plus proches de la 

membrane, sont nécessaires pour la fixation de CD95L [35, 36]. CD95, comme le TNFR, est 

trimérique et cette forme préexiste à la surface cellulaire en l’absence de leur ligand respectif 

[32, 37, 38]. En effet, ces récepteurs possèdent dans leur région extracellulaire une séquence 

PLAD (preligand assembly domain) essentielle à la trimérisation de la protéine par des 

liaisons homophiliques (figure 3). Ce domaine PLAD est localisé au niveau du CRD1 pour le 

récepteur CD95 (acides aminés 25 à 67). Ces résultats impliquent que la transmission du 

signal de mort s’effectue par un changement de conformation du récepteur trimérique sous 

l’effet du ligand. La modification de la conformation dans la région extracellulaire se 

répercute probablement par des modifications structurales dans la région intracellulaire qui 

vont permettre la transmission du signal. De plus, CD95 n’est pas pré-associé au repos avec 

les protéines intracellulaires permettant la transduction du signal de mort [39]; donc un 

rapprochement des trimères de CD95, afin de favoriser le contact des protéines transmettant le 

signal, ne semble pas être l’unique but du ligand. En effet, l’équipe de Riedl a proposé en 

2008 un modèle permettant de démontrer ces changements de conformation et d’expliquer le 

rôle du CD95L [40] : la protéine CD95 existerait sous deux formes, une forme dite « fermée » 

qui est stable et majoritaire, et une forme « ouverte » qui serait instable, mais indispensable à 

la transmission du signal de mort. La proximité des trimères de CD95 permettrait la 

stabilisation de cette forme ouverte, par le biais d’interactions faibles au niveau de leur 

domaine de mort (figure 4). Ainsi, le CD95L induirait l’ouverture des trimères de CD95 de 

façon stable par leur rapprochement, permettant donc le recrutement des protéines 

transmettant le signal de mort en aval. Les microdomaines membranaires (voir paragraphe 4), 

sont connus pour leur capacité à concentrer dans un espace restreint des protéines 

membranaires ainsi que pour amplifier le signal CD95. Cette amplification du signal pourrait 

être due à la concentration de CD95 dans ces microdomaines, permettant ainsi la stabilisation 

de la forme ouverte des molécules CD95 via la proximité de leur domaine de mort. 
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Le DD de CD95 est une structure comprenant 6 hélices α amphipathiques et antiparallèles ne 

possédant aucune activité enzymatique propre. Lors de l’activation de CD95, le DD permet le 

recrutement, par une liaison homophilique, de la protéine adaptatrice FADD (Fas-associated 

protein with death domain) qui possède une structure homologue DD [41, 42]. La troncation 

de la région carboxy-terminale (15 derniers acides aminés) de CD95 amplifie le signal 

apoptotique du récepteur, laissant à penser que cette séquence exerce un pouvoir inhibiteur 

[33]. En fait une phosphatase, FAP-1 (CD95 associated phosphatase 1), se lie à cette 

séquence au niveau des trois derniers acides aminés carboxy-terminaux de CD95 [43]. Pour 

certains auteurs, elle pourrait avoir un effet d’encombrement stérique qui empêcherait ainsi 

les DD de CD95 de s’auto-agréger [41] et de déclencher le signal de mort [44]. Plus 

récemment, il a été montré que FAP-1 pouvait réguler l’expression de CD95 à la membrane 

dans certains cancers [45]. D’autres molécules pourraient jouer un rôle similaire comme la 

protéine c-FLIP (FADD-like Interleukine-1-β-converting-enzyme inhibitory protein). 

 

Figure 4: Modèle de transduction du signal CD95  

D’après Scott et al, Nature 2009. 
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2.2.2. Expression 

2.2.2.1.  Distribution et régulation 

 

L’expression de CD95 est ubiquitaire. Mais cette expression peut être modulée : elle est 

notamment augmentée au cours de l’activation des lymphocytes T par exemple, ou dans ces 

mêmes lymphocytes après infection par des virus tels que le virus de la leucémie T humaine 

(HTLV- 1), le virus de l’immunodéficience humaine (VIH-1) ou le virus d’Epstein-Barr 

(EBV) [46-48]. L’interféron-γ ou des cytokines impliquées dans le déclenchement du 

processus de l’inflammation telles que le TNF-α et l’IL1β peuvent aussi augmenter ou induire 

l’expression de CD95 à la surface cellulaire [49]. On retrouve également une modulation de 

l’expression de CD95 au cours de la différenciation des cellules hématopoïétiques, qui est 

directement corrélée à la sensibilité à l’apoptose. Par exemple, les progéniteurs 

hématopoïétiques immatures possédant le marqueur cellulaire CD34 expriment très 

faiblement CD95, mais cette expression va graduellement augmenter au cours de la 

différenciation. L’augmentation de l’expression est sous la dépendance des cytokines 

précédemment citées [50].  

 

2.2.2.2.  Epissages alternatifs 

 

En se basant sur l’observation que les thymocytes [51] et certaines cellules tumorales [52] 

exprimaient CD95 à leur surface mais étaient insensibles à la mort cellulaire déclenchée par le 

CD95L, deux groupes ont mis en évidence l’existence de différentes formes de CD95 

produites par épissage alternatif et correspondant à des protéines tronquées ou solubles 

pouvant piéger le ligand. Les formes de CD95 tronquées vont ainsi jouer le rôle de dominant 

négatif, c’est le cas notamment du variant de CD95 ayant une délétion sur l’exon 7 et 8, qui 

possède une région intracytoplasmique tronquée [53]. Un autre variant du récepteur CD95 a 

été caractérisé et dans lequel l’exon 6, codant pour la partie transmembranaire, est éliminé. Le 

récepteur est donc sécrété, mais conserve une région intracellulaire intacte [54]. Ces protéines 

CD95 solubles inhibent ainsi le signal apoptotique déclenché par le CD95L ou des anticorps 

agonistes [52]. Huit variants ont été décrits à ce jour. Le CD95 soluble a été retrouvé en forte 

quantité dans le sérum au cours de certaines maladies auto-immunes comme le lupus 

érythémateux disséminé [55]. 
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2.2.3. Fonctions physiologiques  

2.2.3.1. Système immunitaire 

 

Le récepteur CD95 tient un rôle prépondérant dans l’homéostasie de la réponse immunitaire 

cellulaire mais aussi dans la composition du répertoire B par la sélection des lymphocytes B 

activés spécifiques de l’antigène. 

Les lymphocytes T activés par la présentation antigénique sur-expriment CD95 à leur surface 

cellulaire et vont exprimer en même temps son ligand, le CD95L [56]. Cependant ces cellules 

restent insensibles à l’apoptose [57] due à la sur-expression concomitante de molécules anti-

apoptotiques tels que c-FLIP [58] et Bcl-xL [59], et par l’activation de kinases comme les 

MAPK (mitogen-activated protein kinase) qui empêchent le couplage de l’activation de CD95 

avec les effecteurs de l’apoptose [60]. La mort cellulaire des lymphocytes T activés par 

l’antigène est primordiale afin d’éteindre la réponse immunitaire. Elle est nommée l’AICD 

pour T cell-autonomous Activation-induced cell death, et est dépendante de CD95 [61] (voir 

paragraphe 2.3.3.2). Plus récemment, il a été montré que CD95 jouait un rôle dans 

l’élimination de cellules T double négative (DN) périphériques, c'est-à-dire CD3
+
/CD4

-
/CD8

-

/B220
+
 [62]. Un dysfonctionnement de CD95 peut entraîner des syndromes 

lymphoprolifératifs, évoluant en lymphomes, ou alors contribuer à l’installation de maladies 

auto-immunes [63].  

Les lymphocytes B auto-réactifs, ou ayant des Ig trop peu affines après l’hypermutation 

somatique, sont également éliminés par un signal CD95 dépendant [64, 65]. En effet, ces 

lymphocytes B ne recevront pas les signaux de survie provenant des T CD4+ et des cellules 

dendritiques via leur CD40L. Elles vont ainsi perdre l’expression de c-FLIP, et mourir via un 

signal CD95 dépendant [66].  

 

2.2.3.2. Autres Rôles 

 

En plus de son rôle apoptotique, le récepteur CD95 est capable de transmettre des signaux 

non-apoptotiques, pouvant conduire à la survie et la prolifération des lymphocytes T [67, 68] 

mais également à l’inhibition de l’activation des lymphocytes T [69], à la maturation des 

cellules dendritiques [70] et des neurones [71, 72], ou encore à la tumorigénèse [73-75].  
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• Rôle dans le foie 

 

L’expression constitutive de CD95 est observée dans presque tous les types cellulaires du 

foie, incluant les hépatocytes [76, 77], ou encore les cellules de Kupffer [78]. Comme toutes 

ces cellules sont susceptibles de mourir par apoptose via CD95, il est impératif que le signal 

CD95/CD95L soit régulé de façon précise. CD95 n’est que très peu présent à la surface des 

cellules du foie, et la majeure partie du pool de CD95 est localisé dans le complexe Golgien, 

ou dans le réseau trans-Golgien [79]. Après stimulation, les vésicules golgiennes contenant 

CD95 vont fusionner avec la membrane plasmique, augmentant par conséquent la densité de 

CD95 à la membrane [79]. L’expression de CD95L est également régulée, et le système 

CD95/CD95L semble jouer un rôle capital dans l’homéostasie cellulaire du foie [80]. En effet, 

il a été montré que CD95 joue aussi un rôle dans la régénération hépatique[81]. De plus, une 

dérégulation du système CD95/CD95L a été observée dans les hépatites alcooliques, ou 

encore la maladie de Wilson liée à une accumulation de cuivre [76]. De plus, l’injection d’un 

anticorps agoniste du CD95 chez la souris s’accompagne de l’induction d’une hépatite 

fulminante (apoptose massive des hépatocytes) [82, 83]. Cette hépatotoxicité associée a 

l’injection d’un agoniste du CD95 est une limite considérable quant à des stratégies 

antitumorales chez l’homme. 

 

2.3.  Le ligand du CD95 : le CD95L 

 

CD95L (FasL ou Apo1L) appartient à la famille du TNF (tumor necrosis factor) 

2.3.1. Structure 

2.3.1.1.  Le gène 

 

Le gène de CD95L est localisé chez la souris comme chez l’Homme sur le bras long du 

chromosome 1 (1q23 chez l’Homme). Ce gène s’étend sur 8 kb et est découpé en 4 exons 

[84]. 
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2.3.1.2.  La protéine 

 

Le CD95L est une protéine transmembranaire de type II. Cette protéine de 40kDa contient 

281 acides aminés dont 80 intracytoplasmiques [85]. Le CD95L humain possède 76% 

d’identité avec le CD95L murin. Ces ligands ne sont pas restreints d’espèce et déclenchent un 

signal d’apoptose vis-à-vis du CD95 humain comme du CD95 murin [86]. La région carboxy-

terminale de CD95L est impliquée dans la reconnaissance de CD95 et plus précisément, pour 

le ligand humain, les acides aminés en position 275 (phénylalanine), 206 (proline) et 218 

(tyrosine) [87]. Il existe également trois sites de N-glycosylation (asparagines en position 184, 

250 et 260), dans la partie extracellulaire, qui semblent jouer un rôle dans l’expression de 

CD95L à la membrane [88]. Dans sa partie intracellulaire, le CD95L possède une région riche 

en proline capable d’interagir avec des protéines ayant des domaines SH3 (Src homolgy 3) ou 

WW [89]. CD95L est retrouvé principalement sous deux formes in vivo : une forme 

membranaire [85] et une forme soluble (sCD95L) [90]. Cette dernière a une masse de 26 kDa 

et provient du clivage de la protéine membranaire par des métalloprotéinases comme la 

Stromelysin-1 (encore dénommée MMP-3 pour matrix metalloproteinase-3) [91] ou la 

métalloprotéinase matricielle 7 (MMP-7) [92]. Plus récemment, la métalloprotéinase MMP-9, 

a été impliquée dans le contrôle de l’expression de CD95L à la membrane de neurones [93]. 

De plus, la protéine ADAM10, qui appartient à la famille des ADAM (a-disintegrin and 

metalloprotease), a été décrite comme étant la protéase principale responsable de la formation 

de sCD95L [94]. Suite au clivage par ADAM10, la partie intracellulaire de CD95L restée 

ancrée à la membrane, va être clivée par la protéase SPPL2a (signal peptide peptidase-like 

protease 2a) qui est une protéase intramembranaire [95]. Cette partie intracellulaire est ainsi 

libérée dans le cytoplasme, et via un adressage au noyau, joue un rôle essentiel dans la 

régulation de certains gènes.  

Le CD95L soluble est homotrimérique [96]. Il a été montré que seul le CD95L membranaire 

entraîne une activation forte de CD95 [97, 98]. Le CD95L soluble quant a lui, peut soit 

inhiber le signal apoptotique déclenché par le ligand membranaire [97, 99, 100], soit au 

contraire, lors de sa fixation par la fibronectine de la matrice extracellulaire, induire la mort 

des cellules par apoptose [101]. De plus, le CD95L soluble est un chimio-attracteur, induisant 

la migration de neutrophiles et de cellules phagocytaires au site inflammatoire [102, 103].  

Outre ces formes membranaire et soluble, CD95L peut aussi exister sous une forme 

membranaire possédant une activité cytotoxique, à la surface de petites vésicules, les 

exosomes [104].  
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2.3.2. Expression 

 

Contrairement à CD95, la distribution de CD95L est très limitée. On le retrouve 

principalement sur les lymphocytes T et les cellules NK (natural killer) activés. Il est 

également présent dans certaines zones dites « immuno-privilégiées » comme l’œil [105], le 

placenta, le cerveau ou les testicules où il constitue un des mécanismes de la tolérance au soi 

de ces organes [85] (voir paragraphe 2.3.3.3). Les macrophages infectés par le VIH sur-

expriment CD95L, ce qui pourrait être la cause de l’élimination des lymphocytes T CD4+ 

dans la maladie [106]. De plus, des protéines virales telles que Tat ou gp120 sensibilisent ces 

lymphocytes T au signal CD95/CD95L [107]. Les cellules dendritiques sur-expriment elles 

aussi CD95L lors de leur infection par le CMV (cytomégalovirus) humain. Ainsi ces cellules 

infectées tueraient les lymphocytes T activés ce qui inhiberait la réponse immunitaire 

antivirale [108]. La costimulation de CD95, lors de l’activation du lymphocyte T, peut 

également induire une inhibition de l’activation de ces lymphocytes, bloquant ainsi leur 

prolifération [69]. Ce mécanisme serait une autre possibilité donnée aux cellules exprimant le 

CD95L pour échapper au système immunitaire. Le CD95L peut être également exprimé sur 

certaines cellules tumorales, ce qui participe au mécanisme d’évasion immune (voir 

paragraphe 2.3.3.3).  

 

2.3.3. Fonctions physiologiques 

 

2.3.3.1.  Cytotoxicité 

 

Les lymphocytes T cytotoxiques CD8
+
, certains lymphocytes T CD4

+
 et les NK activés 

expriment CD95L et peuvent ainsi éliminer leur cellule cible via le signal CD95/CD95L 

agissant en parallèle du système perforine/granzyme B [109, 110] (figure 5). 
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Figure 5: Voie de cytotoxicité des lymphocytes T cytotoxique (CTL) 

D’après Dorothee et al, Hématologie, 2004. 

 

2.3.3.2.  L’AICD 

 

Suite à leur activation, les lymphocytes T vont proliférer et migrer en périphérie jusqu’au site 

de l’infection ou de la tumeur. Durant cette première phase d’activation, ces lymphocytes sont 

protégés de la mort via le CD95 [57]. Arrivés sur le site infecté ou transformé, la 

restimulation des lymphocytes par l’antigène entraîne l’élimination des cellules cibles puis 

elle contribue à la mort des lymphocytes T activés par un signal dépendant de CD95 [111]. 

L’expression concomitante de CD95 et de son ligand sur les lymphocytes T activés permet de 

déclencher la mort de manière autocrine ou paracrine. Ce phénomène de régulation négative 

(contraction) de la réponse immunitaire est appelé AICD [61]. Plus récemment, des études ont 

démontré que le système CD95/CD95L participerait à l’AICD de lymphocytes T auto-

immuns, activés par des auto-antigènes de faible affinité [112]. L’élimination des 
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lymphocytes T activés par des antigènes étrangers ou transformés et possédant une forte 

affinité pour le TCR, dépendrait de la présence de  molécules de la famille Bcl-2 possédant un 

domaine unique BH3 comme Bim [113] (figure 6).    

 

 

Figure 6: Schématisation de la cinétique d’activation des lymphocytes en réponse à 

l’antigène. 

Ag pour Antigène ; AICD pour T cell-autonomous activation-induced cell death. 

 D’après Thome et Tschopp, Nat Rev Immunol, 2001 et Bouillet et O’Reilly, Nat rev Immunol, 2009 

.  

 

2.3.3.3.  Notion de « privilège immun » 

 

Dans certains organes et tissus, la réponse immunitaire physiologique est très régulée, car 

toute réaction inflammatoire dans ces régions pourrait avoir des conséquences désastreuses. 

Un des mécanismes de protection de ces tissus immunoprivilégiés est l’expression 

constitutive de CD95L. Cette protection a été démontrée notamment dans des expériences de 

greffe de cornée chez la souris [114] : les greffes sont très bien tolérées, même en l’absence 

de compatibilité ; en revanche, les cornées de souris déficientes pour le CD95L (souris gld) 
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sont rejetées [115]. Il en est de même chez l’Homme, la greffe de cornée n’étant pas précédée 

de recherche de compatibilité tissulaire. 

 

2.3.3.4. L’évasion immune 

 

L’expression de CD95L a été observée dans de nombreuses tumeurs, notamment des 

carcinomes colo-rectaux [116], hépato-cellulaires [117], ou des mélanomes [118]. Des études 

in vitro ont démontré que ces cellules tumorales exprimant le CD95L étaient capables 

d’induire l’apoptose de lymphocytes échappant ainsi à la réponse immunitaire [117, 119]. 

Cependant, ce mécanisme est très controversé [120].  

 

 

2.3.3.5. Implication dans l’inflammation 

 

Un effet pro-inflammatoire a été attribué à CD95L [121]. Ce rôle est moins connu et semble 

relié à un pouvoir chimio-attracteur de CD95L soluble sur des cellules impliquées dans la 

réponse inflammatoire comme les polynucléaires neutrophiles [102, 122]. Ce processus 

physiologique a été mis en évidence à travers la greffe d’îlots de Langerhans du pancréas 

exprimant de manière ectopique CD95L, qui se retrouve être rejetée plus rapidement que les 

îlots témoins n’exprimant pas CD95L [123, 124]. Des cellules tumorales transfectées avec le 

gène du CD95L puis injectées à un animal receveur sont, elles aussi, éliminées beaucoup plus 

rapidement que les cellules transfectées avec un vecteur contrôle. Dans ces deux cas, des 

études histologiques ont mis en évidence un foyer inflammatoire contenant des polynucléaires 

neutrophiles et des lymphocytes T. Ces expériences semblent démontrer que le CD95L n’est 

pas le seul facteur responsable du « privilège immun ». 
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2.3.4. Molécules mimant les effets cytotoxiques du CD95L 

 

2.3.4.1. Anticorps agonistes 

 

Ces anticorps déclenchent un signal de mort cellulaire en mimant l’action du ligand. Les IgM 

(clones 7C11 [125] et CH11 [126]) peuvent, en théorie, réunir à la surface cellulaire jusqu’à 

10 trimères de récepteurs et les IgG3 [clone Apo1.3 [127]] sont capables de s’auto-agréger par 

leur domaine Fc. Ils fonctionnent donc probablement sur un principe similaire, par agrégation 

du récepteur. On trouve également des anticorps d’isotype IgG1 (clones DX2 et Apo1.1) qui 

sont capables, utilisés seuls, de déclencher un signal de mort uniquement dans certaines 

cellules [128]. Lorsque ces anticorps sont employés avec un agent polymérisant (la protéine A 

ou un anticorps anti-IgG), leur efficacité est augmentée. 

 

2.3.4.2. CD95L recombinant 

 

Dans la littérature, plusieurs formes recombinantes de CD95L solubles fonctionnels ont été 

décrites : 

 

• L’une d’elles comprend le domaine extracellulaire de CD95L auquel est fusionné, 

dans la partie amino-terminale, une « étiquette » peptidique contre laquelle on dispose 

d’un anticorps monoclonal. L’incubation avec l’anticorps permet ainsi d’agréger les 

trimères de CD95L ce qui lui confère sa cytotoxicité. 

 

• D’autres formes consistent en la fusion du domaine extracellulaire de CD95L avec un 

domaine homotypique, tels une séquence Leucine zipper [129] ou le domaine 

collagène de la protéine ACRP30 (ou adiponectine) [130, 131].  

  

• Plusieurs molécules chimériques de CD95L solubles ont été générées au laboratoire, 

ils contiennent le domaine extracellulaire du CD95L membranaire humain fusionné 

avec différents domaines de la gp190, récepteur de basse affinité au LIF : les domaines 

« Ig-like », « D1 » et « D2 » [132]. Les molécules ainsi générées sont cytotoxiques en 

l’absence d’agent polymérisant (Daburon et al., article soumis).  
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2.3.5. Anomalies et pathologies du système CD95/CD95L 

 

2.3.5.1.   Chez la souris 

 

 Des mutations dans le récepteur CD95 ont tout d’abord été caractérisées chez la souris. 

Les souris lpr (pour lymphoproliferation) présentent une lymphoprolifération abusive 

qui aboutit à des adénopathies et une splénomégalie. Ces souris produisent des 

quantités excessives d’Immunoglobulines G (IgG) et M (IgM) et développent des 

maladies auto-immunes. Elles meurent vers l’âge de cinq mois de néphrites ou 

d’arthrites [133]. Une fraction importante des lymphocytes T matures montre un 

phénotype « double-négatif » (DN), alors que cette population est anecdotique dans le 

sang périphérique de l’animal normal. Chez les souris lpr, ces lymphocytes expriment 

un TCR de type αβ alors que les lymphocytes DN circulants ont, en majorité, un TCR 

γδ. La souche murine MRL lpr renferme un élément transposable long de 5,3 kb inséré 

dans l’intron 2 du gène CD95 [134]. Ce transposon entraîne un arrêt prématuré de la 

transcription du gène [135]. La protéine CD95 sauvage est tout de même exprimée 

mais en quantité très faible [136]. L’effet de cette mutation est beaucoup moins 

prononcé dans la souche C57BL/6. Moroy et ses collaborateurs ont démontré que 

l’expression de la kinase Pim-1 dans les souris C57BL/6 lpr/lpr exacerbait la 

lymphoprolifération, suggérant l’implication de plusieurs mutations coopératives dans 

le phénotype de prolifération lié aux manifestations auto-immunes [137]. 

 

 Le phénotype lpr peut être induit par des mutations différentes dans le gène CD95 

[133]: Dans la souche murine CBA/KlJms lpr, une mutation ponctuelle dans la 

séquence du DD entraîne le remplacement de l’isoleucine en position 246 par une 

asparagine. Cette mutation est dénommée lpr
cg

 (lpr complementing gld) [138]. Cette 

mutation abolit la transduction du signal apoptotique CD95 car son domaine de mort 

est incapable de recruter efficacement la protéine adaptatrice FADD [63]. 

 

Comme pour CD95, les anomalies liées à des mutations de CD95L ont tout d’abord été 

caractérisées chez la souris. Les souris gld (generalized lympho-proliferative disease) 

possèdent le même phénotype que les souris lpr. La mutation gld est une mutation ponctuelle 

dans la région carboxy-terminale de CD95L, remplaçant une phénylalanine en position 273 
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par une leucine. Cette mutation diminue de façon drastique la fixation du ligand sur CD95 

[86]. Cette mutation a été transférée au CD95L humain avec le remplacement de la 

phénylalanine en position 275 par une leucine. Comme chez la souris, ce mutant ne peut plus 

alors se lier au récepteur CD95 sauvage [87]. 

 

2.3.5.2.  Chez l’Homme 

 

 Syndrome lymphoprolifératif auto-immun 

 

Chez l’Homme, on retrouve un phénotype analogue aux souris lpr, nommé ALPS pour 

autoimmune lymphoproliferative syndrome [139]. Les patients souffrant d’ALPS accumulent 

lymphoproliférations, lymphadénopathies, hépatosplénomégalies, et anémies hémolytiques 

auto-immunes. Comme pour les souris lpr ou gld, on retrouve une quantité importante de 

lymphocytes T αβ DN chez ces patients. De plus, une hypergammaglobulinémie est observée, 

associée à la présence d’auto-anticorps (anti-érythrocytes et anti-nucléaires, notamment). 

Décrite il y a près de quarante ans par Canale et Smith [140], elle n’a été associée aux 

phénotypes des souris lpr et gld que plus récemment, lorsque Fisher et ses collaborateurs ont 

mis en évidence chez 5 patients indépendants l’existence de mutations du récepteur CD95 

[141]. Il existe actuellement, cinq sous-types d’ALPS identifiés avec des symptômes cliniques 

très proches mais des mutations sur des gènes différents. L’ALPS de type Ia regroupe les 

mutations hétérozygotes sur le gène CD95. Il a récemment été mis en évidence des mutations 

somatiques dites mosaïques du gène CD95, n’affectant que certaines cellules, chez des 

patients atteints d’ALPS [142]. Ce syndrome classé à l’origine en type III (cause inconnue), a 

été renommé ALPS de type Im. Plus de 70 mutations ont été répertoriées à ce jour (ALPS 

database http://research.nhgri.nih.gov/ALPS/), affectant en majorité l’exon 9, codant pour le 

domaine de mort du récepteur CD95. Des études in vitro ont montré que la co-expression de 

récepteurs mutés non-fonctionnels avec des formes sauvages prévenait le recrutement de 

FADD et donc inhibait le signal de mort par un effet dominant-négatif [143]. Cet effet 

s’explique par le fait que le signal de mort dépendant de CD95 requiert un complexe 

homotrimérique [32] dont la stœchiométrie est perturbée par l’incorporation d’un monomère 

déficient. Un très faible nombre de patients sont porteurs de mutations homozygotes (type 0) 

et présentent des symptômes exacerbés [144-146]. La complication majeure de cette 

pathologie est un risque accru de développer des lymphomes non-Hodgkiniens et 
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Hodgkiniens (14 et 51 fois plus que la population générale, respectivement) [147]. Dans le 

cadre de ces études, il a été rapporté que lorsqu’un des deux parents des enfants atteints 

d’ALPS de type Ia est également porteur de mutations dans le gène CD95, ces individus ne 

possèdent en général aucun symptôme bien que leurs lymphocytes présentent une résistance à 

l’apoptose CD95 dans les tests in vitro [141, 148, 149]. Il est donc clair que d’autres facteurs, 

génétiques et/ou environnementaux influencent le phénotype clinique. Par exemple, 

Chiocchetti et ses collaborateurs ont établi un lien entre des polymorphismes dans le gène de 

l’ostéopontine et la possibilité de développer un syndrome lymphoprolifératif [150]. 

 

Chez l’Homme, une forme du syndrome ALPS est également associée à une mutation du 

ligand. Cette mutation a été caractérisée chez un patient dont le premier diagnostic avait été 

un lupus érythémateux disséminé [151]. Ce malade possédait une délétion de 84 nucléotides 

dans l’exon 4 du gène de CD95L sans décalage du cadre de lecture. La protéine, tronquée de 

28 acides aminés dans la région carboxy-terminale, n’était plus fonctionnelle. Cette forme 

d’ALPS a été dénommée ALPS de type Ib. 

 

 

 Cancers 

 

Comme nous l’avons évoqué plus haut, les patients atteints d’ALPS de type Ia ont un risque 

accru de développer des lymphomes [147, 152]. De plus, des mutations germinales du gène 

APT1 ont été retrouvées chez des patients atteints de pathologies malignes d’origine 

hématopoïétique, notamment dans des lymphomes B [153] et des lymphoproliférations de 

cellules T [154, 155]. Des mutations somatiques du gène CD95 ont été mises en évidence 

dans de nombreux types de cancers solides, tels que des cancers de la prostate [156], de la 

vessie [157], du poumon [158], des cancers gastriques [159] et des mélanomes [160]. La 

majorité des mutations concernent l’exon 9, codant pour le DD du récepteur et sont 

hétérozygotes. Considérant la survenue de telles mutations, il a été proposé que CD95 se 

comporte comme gène suppresseur de tumeur [161]. 
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 Diabète insulino-dépendant (diabète de type I) 

 

Chez les patients diabétiques, les lymphocytes T détruisent les cellules β du pancréas sans 

entraîner de dommage sur les cellules α et δ. Les cellules β sont plus sensibles que leurs 

voisines à l’effet cytotoxique des molécules de l’inflammation telles que l’IL1β et le NO 

(monoxyde d’azote). Les macrophages activés produisent ces molécules et activent des 

lymphocytes T CD4+. Le couple cytokines de l’inflammation et lymphocytes T CD4+ activés 

est explosif. En effet, sous l’action de l’IL1β et de l’oxyde nitrique (NO), les cellules β vont 

exprimer CD95 [162] et seront détruites par les lymphocytes T activés, exprimant CD95L, qui 

ont infiltré le site de l’inflammation. Ce mécanisme semble être responsable, tout au moins en 

partie, de certains diabètes de type I [163]. 

 

 Thyroïdite de Hashimoto 

 

Un mécanisme similaire semble être responsable de la destruction des thyrocytes dans la 

thyroïdite de Hashimoto. La thyroïdite de Hashimoto est une thyroïdite chronique auto-

immune et peut parfois évoluer vers une encéphalite. Les thyrocytes expriment à leur surface 

du CD95L mais également de faibles quantités de CD95. Lors d’une réaction inflammatoire, 

les thyrocytes sur-expriment CD95 sous l’action de l’IL1β, ce qui déclencherait un processus 

de suicide [164].  

 

 Autres pathologies 

 

De nombreuses études ont mis en évidence des corrélations entre des mutations du gène 

CD95 ou de son promoteur et certaines pathologies. Citons le cas du Lupus Erythémateux 

Disséminé pour lequel Kanemitsu et ses collaborateurs ont suggéré un rôle du polymorphisme 

A/G en position -670 dans la pathogenèse de la maladie [165-167].  
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3. La Transduction du signal CD95/CD95L 

3.1. Les étapes membranaires 

 

Bien que beaucoup étudiées, les étapes précoces du signal CD95 restent mal définies. Trois 

étapes semblent fondamentales pour l’initiation du signal CD95 lors de la fixation de son 

ligand, le CD95L : i) la formation de micro-agrégats de CD95, ii) la relocalisation de CD95 

dans des microdomaines membranaires (voir paragraphe 4.4) [168, 169] et enfin iii) la 

formation de larges regroupements de CD95 (« CD95-CAP ou clusters ») permettant la 

formation du DISC pour death inducing signaling complex. Il a de plus été décrit des 

structures nommées SPOTS (signaling protein oligomerization transduction structures) 

contenant un grand nombre d’oligomères de CD95, visibles en microscopie après activation 

du récepteur et dont la formation dépend de FADD mais est indépendante de la caspase-8 

[170]. 

3.1.1. La formation du DISC 

 

Suite à la fixation du CD95L, le rapprochement des trimères de CD95 va induire un 

changement conformationnel, permettant l’ouverture sous forme stable du DD de CD95 

(figure 4). Cette ouverture va permettre le recrutement de la protéine adaptatrice FADD (Fas 

associated death domain), via une liaison homotypique de leur DD. La protéine FADD à son 

tour fixe et agrège les caspases initiatrices -8 et -10, via une liaison homotypique entre leurs 

domaines DED (death effector domain) respectifs (figure 7). Ces caspases ont la particularité 

de s’auto-cliver lorsqu’elles sont concentrées dans un espace restreint, permettant ainsi leur 

libération sous forme active dans le cytosol [171, 172]. Le complexe CD95/FADD/Caspase -8 

-10 est appelé DISC [39] et se forme dans les minutes suivant la fixation du CD95L. Il faut 

également souligner la formation d’un deuxième complexe suite à la formation du DISC, le 

complexe II. Ce complexe II est localisé dans le cytosol, et contient la protéine FADD, la 

caspase-8 ainsi que la protéine c-FLIP mais pas le CD95. La formation de ce complexe 

permet l’activation de la caspase-8, et l’amplification du signal apoptotique [173] (figure 7). 

Une fois les caspases initiatrices activées, elles vont déclencher une cascade d’activation de 

caspases et la mort de la cellule. Vis-à-vis de la formation de ce DISC, il a été décrit deux 
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types cellulaires : les cellules dites de type I, ou la formation du DISC est efficace, et les 

cellules de type II ou la formation de ce DISC est inefficace (voir paragaphe 3.3). 

 

 

 

 

 

Figure 7: Formation du DISC et du complexe II 

DD pour death domain, DED pour death effector domain. D’après Lavrik et al, J Biol Chem, 2008. 
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L’étape cruciale dans la formation de ce DISC, est la liaison CD95/FADD. Cette liaison, 

comme nous l’avons précédemment dit, n’est possible que si la protéine CD95 est sous forme 

ouverte et stable, et donc sous la dépendance de la proximité des molécules de CD95. 

Plusieurs mécanismes ont été décrits, pour rendre compte de la formation du DISC : 

 

 La production de céramides 

Les céramides, des sphingolipides biologiquement actifs, sont produits de façon endogène soit 

par synthèse de novo à l’aide de l’enzyme céramide synthétase, soit par hydrolyse de la 

sphingomyéline membranaire par les sphingomyélinases. Il a été montré que la stimulation de 

CD95 entraîne l’activation de la sphingomyélinase acide (aSMase) à travers un processus 

dépendant de l’activité catalytique de la caspase-8 [174]. La production de céramide 

augmente la fluidité membranaire, permettant la formation de « clusters » de CD95 qui sont 

localisés dans les microdomaines membranaires et qui induisent la formation du DISC [175, 

176].  

 

 L’endocytose 

Dans les cellules de type I, il a été montré que suite à la stimulation de CD95, le récepteur est 

endocyté, et c’est cette internalisation, dépendante des microdomaines, qui permettrait la 

formation du DISC [177]. La présence de CD95 dans l’endosome précoce et/ou tardif permet 

son rapprochement des protéines FADD et caspase-8, qui sont elles, diffuses dans le cytosol. 

Cependant une étude récente a montré que l’internalisation n’est pas un phénomène général et 

dépend du ligand utilisé et du type cellulaire [168].  

 

 Palmitoylation 

La protéine CD95 est palmitoylée sur la Cystéine 199, ce qui semble être important pour la 

transmission du signal CD95 [178, 179]. En effet, la palmitoylation de CD95 est nécessaire à 

la formation du DISC, car elle est responsable de l’agrégation du récepteur, de son 

internalisation, et donc de sa capacité à induire l’apoptose. La palmitoylation est de plus 

impliquée dans la localisation de CD95 dans les microdomaines [178].  
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 Les microdomaines membranaires 

Comme nous l’avons vu précédemment, les microdomaines membranaires sont impliqués 

dans le signal CD95. En effet, la localisation de CD95 dans ces microdomaines permet 

d’amplifier la formation du DISC [180, 181]. Nous discuterons plus en détails du rôle des 

microdomaines dans le signal CD95, dans le paragraphe 4.3.4. 

 

3.1.2. La cascade d’activation des caspases 

3.1.2.1. Classification 

 

Les caspases sont classées en fonction de leur rôle cellulaire. Certaines sont essentielles pour 

la maturation des cytokines pro-inflammatoires, comme la caspase 1 et les caspases 4 et 5 

[182]. Les caspases à activité pro-apoptotiques sont, quant à elles, réparties en deux groupes. 

Les caspases initiatrices sont les caspases 2, 8, 9 et 10 car elles participent au déclenchement 

du signal de mort. Les caspases effectrices sont les caspases 3, 6 et 7 et elles sont responsables 

du clivage de substrats dont dépend le démantèlement de la cellule [183]. La caspase 12 est 

impliquée dans l’apoptose dépendante du réticulum endoplasmique, c’est un pseudo-gène 

chez l’Homme [184]. La caspase 14 est impliquée dans la différenciation des kératinocytes 

[185, 186]. 

 

3.1.2.2.  Structure 

 

Les caspases sont composées d’un prodomaine dans la région amino-terminale. Ce domaine 

est court pour les caspases effectrices, comme la caspase 3 avec un prodomaine de 9 ou 28 

acides aminés en fonction de l’acide aspartique après lequel est clivé ce fragment 

aminoterminal [187] et long pour les initiatrices (plus de 200 acides aminés pour les caspases 

8 et 10). Les prodomaines des caspases initiatrices renferment des séquences participant à leur 

agrégation par liaisons homotypiques avec les protéines adaptatrices telles que FADD ou 

Apaf1 (apoptotic protease activating factor). Le prodomaine est suivi de la grande sous-unité 

(~ 20 kDa) et dans la partie carboxy-terminale de la petite sous-unité (~ 10 kDa). A la 

jonction entre ces domaines se trouvent des séquences de quatre acides aminés qui permettent 
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de déterminer quel type de caspase peut cliver la pro-enzyme [188]. Après protéolyse de la 

petite puis de la grande sous- unité, ces deux sous-unités s’associent et forment un 

hétérodimère. Cet hétérodimère possède un site enzymatique actif. Enfin, deux hétérodimères 

s’associent pour former un tétramère avec deux sites catalytiques, c’est la structure de la 

caspase activée (figure 8) [189, 190].  

 

 

 

 

Figure 8: Mécanisme d’activation des caspases 

SC : site catalytique. D’après Chowdhury et al, Compartive Biochemistry and Physiology, 2008. 
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3.1.2.3. Les caspases initiatrices 

 

 Caspase 8 

 

La caspase 8 a été identifiée comme un membre de la famille de l’enzyme de conversion de 

l’IL1β (ICE ou caspase 1), ce qui a conduit à sa dénomination, FLICE pour FADD-like ICE 

[191]. La caspase 8 possède un long prodomaine constitué de deux domaines effecteurs de 

mort (DED), ce qui permet la fixation à FADD lors de la formation du DISC. La caspase 8 est 

présente sous différentes isoformes : 8 ont été décrites au niveau de l’ARNm mais au stade de 

la protéine, l’expression majoritaire est restreinte aux isoformes nommées a et b [192]. 

Depuis, il a été mis en évidence l’existence d’une isoforme inhibitrice, nommée caspase 8L 

[193], dont la partie carboxy-terminale est tronquée.  

Plus récemment, Il a été décrit un clivage alternatif de la caspase-8 lors de la formation du 

DISC [194]. En effet, le premier clivage peut intervenir non pas entre la petite sous-unité et la 

grande, mais entre le pro-domaine et la grande sous-unité, pour donner un produit de clivage 

p30. Cette protéine p30 peut ensuite être clivée en p20/p10, mais peut également former des 

dimères actifs. De plus cette forme p30 est retrouvée au niveau du complexe II [194].  

La caspase 8 exerce un rôle important au cours du développement embryonnaire car les souris 

dont le gène de la caspase-8 a été inactivé meurent in utero en présentant des défauts 

cardiaques et une hématopoïèse perturbée [195]. Les cellules issues de ces souris sont 

résistantes à l’apoptose dépendante des récepteurs de mort. La caspase-8 joue également un 

rôle dans la prolifération des lymphocytes via notamment l’activation du facteur NF-B pour 

les lymphocytes T [196, 197]. La participation de la caspase-8 dans le signal prolifératif ou 

apoptotique dépendrait de sa distribution spatiale [198]. 

Deux patients présentant un syndrome de type ALPS ont été rapportés comme possédant une 

mutation homozygote de la caspase 8 avec le remplacement de l’arginine en position 248 par 

un tryptophane. Cette mutation conduit à la traduction d’une protéine dépourvue d’activité 

enzymatique [199]. Cette forme d’ALPS est dénommée type IIb.  
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 Caspase 10 

 

La caspase 10 a été identifiée par homologie avec la caspase 8 [200, 201]. Son gène est situé à 

proximité de celui de la caspase 8 sur le chromosome 2 et est absent chez la souris, ce qui 

implique une duplication génique récente. La protéine est présente sous trois isoformes (a, c et 

d). Comme la procaspase 8, la procaspase 10 est recrutée au niveau du DISC, par liaison 

homotypique entre son DED et celui de FADD et elle est activée par auto-clivage. Certains 

auteurs suggèrent un rôle redondant entre les deux caspases, dans la mesure ou la 

surexpression de la caspase 10 est capable de restaurer un signal de mort dans des cellules 

déficientes pour la caspase-8, après activation par CD95L ou par TRAIL [202-204]. Cette 

hypothèse est cependant controversée [205]. D’autre part, malgré leur homologie, et 

notamment la capacité de cliver les mêmes substrats comme par exemple la proteine Bid (B 

cell lymphoma-2-interacting domain) [204], les caspases 8 et 10 semblent posséder une 

spécificité de substrat puisque à l’opposé de la caspase-8, la caspase-10 est incapable de cliver 

la protéine RIP (receptor interacting protein) [203]. Wang et ses collaborateurs ont décrit 

deux patients atteints d’ALPS qui possédaient une mutation ponctuelle dans le gène de la 

caspase 10 (V367I et L242F) [206] ; la pathologie a été classée en ALPS de type IIa. L’une de 

ces mutations a été décrite plus tard comme un polymorphisme fréquemment rencontré dans 

la population danoise [207]. Plus récemment, Zhu et al ont mis en évidence une nouvelle 

mutation dans le gène de la caspase 10 (I406L). Cette forme mutée agit comme un dominant 

négatif sur l’apoptose [208].  

 

 Caspase 9 

 

Le prodomaine de la procaspase 9 contient un domaine CARD, qui fixe une séquence 

homologue dans Apaf1 [209, 210]. Cette liaison est sous la dépendance de cofacteurs comme 

le cytochrome c et l’adénosine triphosphate déoxyribonucléotide (dATP). Apaf1, le 

cytochrome c, le dATP et la procaspase 9 forment un complexe appelé apoptosome. A 

l’opposé de la caspase-8 ou de la caspase-10, l’agrégation de la caspase-9 n’est pas suivie du 

clivage de son prodomaine et elle reste associée à l’apoptosome où elle recrute et active la 

caspase-3 [211]. La caspase 9 est décrite dans ce chapitre bien qu’ayant un rôle prépondérant 

dans l’activation de la voie mitochondriale (voie intrinsèque), car la formation de 

l’apoptosome est requise pour la signalisation apoptotique déclenchée par CD95 dans les 

cellules dites de type II [212] (figure 10). Comme la caspase-8, la caspase 9 possède un rôle 
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essentiel au cours du développement puisque les souris KO meurent in utero en présentant des 

malformations cérébrales [213]. 

 

3.1.2.4. Les caspases effectrices 

 

3.1.2.4.1. Mode d’action 

 

Les caspases effectrices sont des substrats des caspases initiatrices [214]. Elles permettent 

l’amplification du signal de mort cellulaire et son déroulement jusqu’au démantèlement de la 

cellule. Ces caspases possèdent un pro-domaine court et sont pré-associées en homodimère. 

Le clivage par des caspases initiatrices permet un changement conformationnel conduisant au 

démasquage du site actif [215, 216]. De plus, les caspases -3 et -7 peuvent aussi être clivées et 

activées par une sérine protéase comme le granzyme B, libéré par les granules cytotoxiques 

des lymphocytes T et NK [200](figure 5).  

 

3.1.2.4.2. Substrats des caspases effectrices 

 

Les manifestations morphologiques de l’apoptose s’expliquent par la nature et la diversité des 

substrats clivés par les caspases effectrices. 

 

 Structure cellulaire 

 

Les caspases sont responsables de la dégradation de protéines impliquées dans l’assemblage 

du cytosquelette avec les membranes cellulaires, comme la gelsoline [217, 218] et la FAK 

(focal adhesion kinase) [219, 220]. Le clivage de ces protéines perturbe alors la structure 

cellulaire, les contacts avec les cellules voisines et la matrice extracellulaire. Ceci explique 

notamment pourquoi les cellules adhérentes se détachent de leur support au cours du 

processus apoptotique. La lamine, qui est un support structural de la membrane nucléaire et de 

la chromatine, est dégradée par les caspases -3 [218] et -6 [221], ce qui entraîne la 

condensation de la chromatine et du noyau cellulaire. 
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 Fragmentation de l’ADN 

 

La CAD (caspase-activated DNAse ou DFF40 pour DNA fragmentation factor) est une 

nucléase responsable des coupures inter-nucléosomiques de l’ADN. Elle forme un 

hétérodimère avec ICAD (inhibitor of CAD ou DFF45) qui au repos maintient CAD inactive 

dans le cytoplasme. Lors du signal apoptotique, ICAD va être clivé par la caspase-3 [222, 

223], ce qui libère CAD qui se redistribue dans le noyau et fragmente l’ADN [224, 225].  

Les souris déficientes en CAD, ou transgéniques exprimant un ICAD non clivable, subissent 

encore une fragmentation de l’ADN lors de stimuli apoptotiques. Cette fragmentation est 

dépendante du relargage par la mitochondrie de l’Endonucléase G et de AIF (apoptosis 

initiating factor) qui se relocalisent dans le noyau et clivent l’ADN [226]. 

 

 Maintien du pool d’ATP 

 

La poly(ADP-ribose) polymérase-1 (PARP-1) est une enzyme nucléaire impliquée dans la 

stabilité et la réparation de l'ADN ainsi que dans la régulation transcriptionnelle. Elle est 

clivée et rendue inactive par la caspase-3. Ce clivage a longtemps été considéré comme un 

marqueur de l’apoptose. Aujourd’hui cependant, certaines données suggèrent que cette 

inactivation permettrait le maintien d’une quantité d’ATP dans la cellule afin de faciliter le 

processus apoptotique [227]. En effet, lorsque PARP-1 est suractivée, les réserves d’ATP sont 

diminuées et la cellule meurt par un processus nécrotique [228]. 

 

3.2. Voie intrinsèque : la mitochondrie 

 

3.2.1. Signaux déclencheurs 

 

La mitochondrie est impliquée dans la signalisation apoptotique induite par l’accumulation 

des lésions de l’ADN, la privation en facteurs de croissance, la chimiothérapie ou encore, lors 

de l’activation du récepteur CD95 dans les cellules dites de type II. 
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 Les lésions de l’ADN 

 

Elles sont déclenchées soit directement par les radiations gamma ou les ultraviolets soit 

indirectement par l’intermédiaire de molécules telles que les inhibiteurs de topoisomérases. 

L’étoposide (ou VP16), par exemple, est un inhibiteur de topoisomérase de type II [229]. Il 

agit en empêchant l’activité de religation de l’enzyme, ce qui conduit à la création de cassures 

d’ADN doubles brins [230, 231]. A la suite de ces lésions de l’ADN, le gène suppresseur de 

tumeur p53 est sur-exprimé et la demi-vie de sa protéine est augmentée [232]. L’activation et 

la stabilisation du facteur de transcription p53 entraînent l’arrêt du cycle cellulaire et l’entrée 

de la cellule en apoptose par le déclenchement de la voie mitochondriale. En effet, il a été 

démontré que la protéine p53 activée augmente l’expression de la protéine pro-apoptotique 

Bax [233] et diminue l’expression du facteur anti-apoptotique Bcl-2 [234]. p53 peut aussi 

orchestrer le signal apoptotique CD95/CD95L via l’induction de l’expression de CD95L et/ou 

de son récepteur [235, 236]. En effet, le promoteur du gène APT1 contient une séquence 

spécifique pour la fixation de p53 [237]. 

 

 

 La staurosporine 

 

La staurosporine est un puissant inhibiteur des PKC (protein kinase C) [238] qui sont 

responsables de la phosphorylation de protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 telles 

que Bid ou Bad [239] (voir paragraphe suivant). Ces protéines phosphorylées ne peuvent plus 

être clivées dans le cas de Bid ou sont séquestrées dans le cytosol dans le cas de Bad [240] et 

ainsi ne peuvent plus transmettre leur message de mort. L’inhibition des PKC par la 

staurosporine pourrait donc empêcher ces phosphorylations et favoriser l’activation de ces 

molécules. 
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3.2.2. La famille Bcl-2 

 

La régulation de l’apoptose par la mitochondrie est sous le contrôle d’une famille de protéines 

: la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) (figure 6). Cette famille est divisée en deux groupes 

aux propriétés pro- ou anti-apoptotiques. Ces protéines interagissent en formant des homo- ou 

hétéro-dimères et le ratio moléculaire entre facteurs pro- et anti-apoptotiques semble 

participer à l’inhibition ou au déclenchement du message apoptotique par l’organite [241]. 

Certaines de ces molécules contiennent un domaine transmembranaire à l’extrémité carboxy-

terminale permettant un ancrage à la membrane mitochondriale externe, notamment. Le 

groupe contenant les molécules anti-apoptotiques est représenté par Bcl-2 lui-même, et est 

caractérisé par la présence de quatre domaines BH (pour Bcl-2 Homology). Il comprend 

notamment les molécules Bcl-xL et Mcl-1. 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Classification des membres de la famille Bcl-2 
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La famille contenant les facteurs pro-apoptotiques est divisée en deux sous-groupes. Certains 

possèdent deux ou trois domaines BH comme les protéines Bax ou Bak, alors que d’autres 

n’en possèdent qu’un seul. Ce dernier groupe est surnommé protéines « BH3 only » et il est 

composé des protéines Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death), PUMA (p53-

upregulated modulator of apoptosis), Bid (BH3-interacting-domain death agonist), Bad (Bcl-

2 –associated death promoter), NOXA et Bik (Bcl-2 interacting killer). Il existe un grand 

nombre d’interactions entre ces molécules pro-apoptotiques, mais également avec les 

molécules anti-apoptotiques. 

Deux modèles découlent de ces interactions : le premier modèle décrit une activation directe 

des molécules apoptotiques Bax et Bak, via les protéines dites « BH3 only », que sont Bid, 

PUMA et Bim. En effet, Bcl-2 ou Bcl-xL séquestrent Bax et Bak, et via une inhibition 

compétitive, les protéines « BH3 only » vont libérer Bax et Bak [242] qui déclenchent le 

signal apoptotique. Le deuxième modèle est basé sur une activation indirecte de Bax et Bak. 

Les protéines « BH3 only » peuvent être séquestrées par Bcl-2, Bcl-xL ou Mcl-1 [243], et 

seraient libérées par un autre groupe de protéines dites « BH3 only sensitizer », que sont les 

protéines Bad, NOXA et Bik [244]. Les « BH3 only » relâchées peuvent alors  activer Bax et 

Bak et induire le signal apoptotique.  

  

3.2.3. Mécanismes 

 

La mitochondrie engagée dans la voie de la mort cellulaire va libérer dans le cytoplasme des 

molécules comme le cytochrome c, l’AIF, Smac/Diablo (direct IAP binding protein with low 

pI) [245] ou encore l’Endonucléase G [226]. En effet, la protéine cytosolique Apaf1 va 

oligomériser la procaspase-9 et former l’apoptosome en présence de cytochrome c et d’ATP 

[209, 246](figure 10). AIF possède un rôle indépendant des caspases, il se relocalise de 

l’espace intermembranaire mitochondrial vers le noyau cellulaire où il induit un clivage de 

l’ADN génomique en de larges fragments (~50 kb) [247]. L’activité de l’Endonucléase G est, 

elle aussi, indépendante des caspases et elle est capable de participer au clivage de l’ADN 

génomique [226]. Les protéines de la famille IAP (inhibitor of apoptosis protein) sont fixées à 

certaines caspases et inhibent leurs activités catalytiques. Lorsque Diablo est libéré de la 

mitochondrie, il va neutraliser ces inhibiteurs cytosoliques par compétition [245, 

248](figure 10). 



50 
 

 

Plusieurs modèles ont été proposés pour expliquer le relargage des facteurs inter-

membranaires par la mitochondrie. Le premier modèle propose l’implication des protéines de 

la famille Bcl-2 dans la formation d’un pore dans la membrane externe mitochondriale, grâce 

aux deux hélices α s’étendant entre les domaines BH1 et BH2. Ainsi in vitro, Bcl-xL, Bcl-2 ou 

Bax forment des pores dans des liposomes [249-252]. La taille de ces pores pourrait 

s’accroître grâce au pouvoir de polymérisation des facteurs pro-apoptotiques. En effet, Bid 

peut oligomériser Bak ou Bax et ces complexes permettent d’expulser des protéines comme le 

cytochrome c de l’intérieur des liposomes [253]. Le deuxième modèle suggère la formation de 

supracomplexes appelés PTP pour permeability transition pore. Le PTP est un « méga-pore » 

faisant contact entre les membranes interne et externe de la mitochondrie. Ce complexe 

associe le VDAC (voltage-dependent anion channel), localisé dans la membrane externe 

mitochondriale, avec l’ANT (adenine nucleotide translocator) et la cyclophiline D, présents 

dans la membrane interne [254, 255]. Ces PTP déclencheraient, lors de leur ouverture, la 

chute du potentiel membranaire mitochondrial (ΔΨm), la rupture de l’intégrité de la 

membrane externe et l’expulsion des facteurs pro-apoptotiques de la mitochondrie. La 

fermeture et l’ouverture de ce pore seraient contrôlées par les membres de la famille Bcl-2 

anti-(Bcl-2 et Bcl-xL) et pro-apoptotiques (Bax et Bak). 
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Figure 10: Les acteurs de la voie mitochondriale 
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3.3. Classification des cellules en type I et type II 

 

Il existe deux types cellulaires vis-à-vis du signal CD95 [212, 256]: les cellules dites de type I 

qui, suite à la stimulation de CD95, forment un DISC de façon efficace. Une fois ce DISC 

formé, le relargage dans le cytoplasme d’une quantité suffisante de caspase-8 active, permet le 

clivage et l’activation des caspases effectrices. A l’inverse, les cellules de type II forment un 

DISC moins efficacement. Ces cellules utilisent alors la voie mitochondriale pour amplifier le 

signal apoptotique CD95 (figure 11). En effet, la faible quantité de caspase-8 activée permet 

le clivage de la protéine Bid, en tBid (truncated Bid), qui se redistribue à la mitochondrie et 

permet la libération de facteurs apoptotiques, comme par exemple Smac/DIABLO, AIF ou 

l’Endo G [257, 258]. La mitochondrie semble jouer un rôle prépondérant dans les cellules 

dites de type II, puisque l’inhibition de la voie mitochondriale via la surexpression de Bcl-xL 

ou Bcl-2, bloque le signal de mort induit par CD95 dans ces cellules [212], alors que le signal 

est moins affecté dans les types I. Plus récemment, il a été montré que la mort induite par 

CD95 dans les cellules de type II, bien que dépendante de la mitochondrie, est indépendante 

de l’activation de la caspase-9 par l’apoptosome, et serait sous la dépendance de protéine 

comme Smac/DIABLO [259, 260]. En effet, dans des cellules de type II sur-exprimant Bcl-2 

ou Bcl-xL, l’ajout d’un analogue de Smac (le composé 3) [261], permet de restaurer une 

sensibilité au signal [260]. Comme nous l’avons dit précédemment, Smac inhibe l’activité 

anti-apoptotique des IAPs (figure 10), qui semblent essentiels à la dichotomie type I/type II 

[259]. Cependant il existe une controverse quant au rôle de la caspase-9, puisqu’une étude 

précédente a montré que dans une cellule de type II déficiente pour la caspase-9, le signal 

CD95 est inhibé. En effet, l’absence ou l’inhibition de la caspase-9 dans ces cellules de type 

II, protège contre la mort induite par le signal CD95 en bloquant le clivage de la caspase-8, 

alors qu’à l’inverse, dans les types I, ce clivage semble indépendant de la présence de la 

caspase-9 [262]. Les microdomaines membranaires ont aussi été impliqués dans la 

différenciation type I/type II. En 2003, l’analyse de 58 lignées tumorales provenant du NCI 

(National Cancer Institute) a révélé que les cellules présentant des marqueurs épithéliaux se 

comportent comme des cellules de type II, alors que celles exprimant des marqueurs 

mésenchymateux sont de type I [263]. Cette étude suggère, une régulation du signal CD95 

lors de la transition épithélio-mésenchymateuse, via la transition d’un type II, à un type I. 
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Figure 11: Description des vois apoptotiques dépendantes de CD95 
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3.4. Autres voies de signalisation déclenchées par CD95 

3.4.1. Les voies apoptotiques 

3.4.1.1. La production de céramide 

 

La stimulation de CD95 entraîne l’activation de la sphingomyélinase acide, responsable de 

l’hydrolyse de la sphingomyéline en céramide (voir paragraphe 3.1.1) [264]. Cependant 

d’autres études ont démontré que la SMase n’était pas indispensable à la transmission du 

signal CD95 [265]. La production de céramides observées suite à la stimulation du CD95, 

pourrait être due à l’inhibition de la sphingomyéline synthase (responsable de la 

transformation du céramide en sphingomyéline) sous la dépendance des caspases [266]. 

Récemment, le Dr Lafont et son équipe ont montré que l’inhibition de la sphingomyéline 

synthase 1 (SMS1) entraine une augmentation de la production de céramide, et amplifie 

l’activation des caspases et le signal apoptotique suite à la stimulation du CD95 [267]. Ainsi, 

ces études proposent une autre voie permettant l’augmentation intracellulaire du taux de 

céramide suite à l’activation du CD95, via l’inhibition de la SMS, qui serait sous la 

dépendance des caspases.  De plus, des analogues lipidiques de synthèse comme le C2 ou le 

C16-céramide déclenchent, lorsqu’ils sont ajoutés de manière exogène, la mort cellulaire 

programmée [268, 269]. 

 

3.4.1.2. L’activation des Jun N-terminal Kinase 

 

DAXX (death domain associated protein) est une molécule adaptatrice qui se fixe au domaine 

de mort de CD95. Le recrutement de cette protéine associe le signal CD95 à la voie de 

signalisation des Jun N-terminal Kinases (JNKs ou SAPKs) [270, 271] et déclenche un signal 

de mort cellulaire. Cependant le rôle exact des JNKs dans le processus apoptotique n’est pas 

clair car si les céramides déclenchent l’apoptose en induisant la voie des JNKs [272] des 

facteurs anti-apoptotiques tels que les IAPs peuvent aussi activer un de ses membres (JNK-1) 

et inhiber la mort cellulaire programmée [273]. De plus, l’implication des JNKs dans le 

déclenchement du signal apoptotique semble être restreinte à certains récepteurs apoptotiques 

comme le TNFR1 et pas au récepteur CD95 [274]. Donc le signal apoptotique déclenché par 

l’activation des JNK est assez controversé. 
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3.4.2. La voie nécrotique 

 

Plusieurs études ont montré que le signal CD95 peut déclencher un signal nécrotique [275, 

276]. La protéine Ser/Thr kinase RIP1 (Receptor interacting protein 1) est connue pour jouer 

un rôle dans l’activation de NF-B mais elle est également impliquée dans le signal 

nécrotique médié par CD95 [277]. La protéine RIP1 se fixe à FADD, après stimulation de 

CD95, et via son activité kinase, déclenche un signal nécrotique [278]. Cependant, cette 

protéine est un substrat de la caspase-8 [279, 280]. La protéine RIP régulerait au niveau du 

DISC les voies apoptotiques et nécrotiques (figure 12). Les substrats de RIP déclenchant la 

nécrose ne sont pas connus, mais il est possible que RIP1 interagisse directement ou 

indirectement avec la mitochondrie, car la production de ROS (reactive oxygen species) ou 

encore la déplétion en ATP, sont impliqués dans la nécrose [281, 282]. 

 

 

Figure 12: Représentation schématique des morts cellulaires induites par CD95.  
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3.4.3. Les voies n’induisant pas la mort cellulaire 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, le signal CD95 est capable de déclencher des signaux 

non-apoptotiques. Ces signaux peuvent notamment être médiés par l’activation de NF-κB ou 

de la voie ERK  (extracellular signal regulated kinase). 

 

3.4.3.1. L’activation de NF-kB 

 

Le facteur de transcription NF-κB (nuclear factor –kappa B) représente un facteur clé pour la 

survie, la prolifération cellulaire ou encore dans l’inflammation. NF-κB est séquestré dans le 

cytosol sous la forme d’un complexe avec un inhibiteur appelé I-κB. La phosphorylation de I-

κB par le complexe kinase IKK entraîne son ubiquitinylation, puis sa dégradation par le 

protéasome, permettant ainsi la libération de NF-κB. Ce dernier est alors transloqué dans le 

noyau où il induit la transcription de nombreux facteurs. Par exemple, NF-κB est capable 

d’activer la transcription des gènes de CD95 et de CD95L. L’activation de NF-κB par le 

récepteur CD95 joue un rôle dans la motilité et dans la capacité invasive de cellules 

tumorales, ce qui pourrait expliquer pourquoi de nombreuses cellules tumorales conservent le 

récepteur de mort [73]. Récemment, il a été rapporté que l’internalisation du récepteur CD95 

contribue au signal apoptotique. Des cellules exprimant un récepteur CD95 muté sur la 

tyrosine 291 (Y291F) n’est plus internalisable mais fixe toujours FADD. Ces cellules sont 

moins sensibles à l’apoptose CD95 et les voies de signalisation non-apoptotiques médiées par 

NF-κB sont exacerbées dans ces cellules. Ainsi, en suivant le modèle du TNFR1, les auteurs 

proposent que les premières étapes qui suivent la fixation de CD95L sur son récepteur 

conduisent aux voies non-apoptotiques et que l’internalisation du récepteur est requise pour la 

transmission d’un signal de mort efficace [177].  
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3.4.3.2. La voie ERK 

 

ERK est une sérine/thréonine kinase activée par MEK1 (MAPK/ERK kinase1). La fixation de 

CD95L sur son récepteur conduit à la phosphorylation rapide de ERK [283]. L’activation de 

cette voie de signalisation conduit, d’une part, à l’inhibition de l’apoptose [60], et d’autre part 

à la prolifération des cellules [283].  

 

3.4.3.3. La voie PI3K/Akt 

 

Il a récemment été montré que la stimulation du CD95 par le CD95L dans des glioblastomes, 

accentuait le pouvoir invasif des ces tumeurs via l’activation de la voie Phosphatidylinositol 

3-Kinase (PI3K)/Akt (voir paragraphe 5)  [284]. En effet, suite la fixation du ligand, le CD95 

va recruter la protéine Yes qui appartient à la famille des Src kinases, ainsi que la sous-unité 

régulatrice de la PI3K, la p85. Cette association déclenche la voie PI3K/Akt, responsable de 

l’expression de MMPs (matrix metalloproteinase), indispensables au pouvoir invasif de ces 

tumeurs [284]. 

 

3.5. Les inhibiteurs de l’apoptose 

3.5.1. Les molécules régulatrices d’origine cellulaire 

3.5.1.1. c-FLIP 

 

Le gène de c-FLIP est localisé sur le chromosome 2 (2q33), à proximité des gènes de la 

caspase-8 et de la caspase-10. La colocalisation de ces trois gènes indique une origine 

commune avec une duplication d’un gène ancestral. c-FLIP est exprimé dans de nombreux 

tissus mais de manière plus abondante dans le cœur, les muscles squelettiques, les organes 

lymphoïdes et les reins. Les souris knock-out pour le gène de c-FLIP meurent précocement in 

utero et présentent des défauts du développement cardiaque. Les fibroblastes embryonnaires 

issus de ces souris sont très sensibles à l’apoptose induite par CD95L ou TNF [285]. 

La protéine c-FLIP, autrement nommée CASH/FLAME1/Casper/CLARP/I-FLICE/MRIT/ ou 

usurpine, existe sous trois formes, une longue et deux courtes (55 et 26 kDa respectivement) 
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générées par épissage alternatif. La forme longue (c-FLIPL) contient deux DED dans sa région 

amino-terminale et la région carboxy-terminale est homologue à celle de la caspase 8. Cette 

région est mutée sur des acides aminés impliqués dans le site catalytique, ce qui conduit à une 

absence d’activité enzymatique. Les formes courtes (c-FLIPS et c-FLIPR) contiennent 

uniquement les deux DED suivis d’une courte région de 20 acides aminés sans homologie 

avec la caspase 8. c-FLIP peut se fixer à la caspase 8 et à FADD [voir figure 13 [286]]. 

 

 

 

 

Figure 13: Les différentes formes de c-FLIP.  

D’après Yang, Yonsei Med J, 2008 

 

 

Lors de l’activation du récepteur CD95, les trois formes de la protéine c-FLIP peuvent être 

recrutées au niveau du DISC avec la caspase 8, la caspase 10 et FADD. Lors du recrutement 

de c-FLIPS ou de c-FLIPR, un hétérocomplexe procaspase 8/ c-FLIPS ou procaspase-8/c-

FLIPR se forme et la procaspase 8 ne peut plus effectuer la première étape de son auto-

clivage. Le rôle de c-FLIPL est plus complexe : il a été récemment démontré qu’il était pro- 

ou anti-apoptotique selon sa concentration dans le DISC. L’hétérodimère c-FLIPL/caspase-8 

(ou -10) est un complexe possédant des propriétés enzymatiques identiques à celles de 

l’homodimère de caspase [287, 288]. Ainsi, à forte expression, c-FLIPL bloque le DISC alors 

qu’il est capable de promouvoir son activation à faible concentration [289, 290]. c-FLIP peut 

être clivé au sein de l’hétérodimère qu’il forme avec la caspase 8, produisant notamment un 
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fragment p43 [291]. Cette forme semble être plus efficace que c-FLIPL pour recruter TRAF2 

et ainsi induire la voie de survie NF-κB du récepteur au TNF [292]. Ce rôle de c-FLIP dans 

l’activation de la survie cellulaire ne semble pas pouvoir être directement applicable à la 

signalisation dépendante du récepteur CD95 puisque plusieurs auteurs ont démontré dans ce 

contexte un rôle strictement inhibiteur de c-FLIP dans l’activation de NF-κB [73, 293, 294]. 

Les fonctions exercées par c–FLIP sont résumées dans la figure 14 [295]. 

 

 

 

Figure 14 : Les différentes formes de c-FLIP.  

D’après Budd et al, Nat Rev Imunnol, 2006. 
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3.5.1.2. Les IAPs 

 

Les IAPs appartiennent à une famille de protéines dont 8 gènes ont été identifiés dans les 

cellules de mammifères [296]. Ces protéines possèdent des domaines BIRs (Baculovirus IAP 

repeats), homologues avec les domaines présents dans la protéine IAP découverte à l’origine 

chez le Baculovirus. La présence de ce domaine signe l’appartenance à la famille des IAPs. 

Certaines protéines de la famille possèdent également un domaine appelé RING (Really 

Interesting New Gene). Ce sont des protéines cytosoliques. Le prototype de cette famille est 

XIAP (X chromosome-linked inhibitor of apoptosis protein). Il est capable d’inactiver la 

caspase-9 et les caspases -3 et -7 par liaison via deux domaines distincts [297]. Le domaine 

BIR3 se lie à la petite sous-unité de la caspase 9, empêchant son homo-dimérisation et 

induisant un changement de conformation de son site catalytique [298-301]. La protéine 

Smac/DIABLO possède le même site de liaison à XIAP que la caspase 9. Ainsi, lorsqu’il est 

libéré de la mitochondrie, il est capable de déplacer l’interaction caspase 9 / XIAP, favorisant 

alors la formation de l’apoptosome. L’inhibition des caspases -3 et -7 passe par la fixation du 

domaine BIR2 de XIAP à la caspase 3 [302]ou 7 [216], ce qui empêche la fixation des 

substrats par un encombrement stérique. Le domaine RING des protéines IAPs permet 

l’ubiquitinylation du complexe caspase/IAP et ainsi sa dégradation par le protéasome [303]. 

 

3.5.1.3. La protéine PED/PEA-15 

 

PED/PEA-15 (Phosphoprotein enriched in diabetes) est une protéine de 15kDa exprimée de 

façon ubiquitaire, qui contient un domaine DED. Cette protéine est impliquée dans plusieurs 

fonctions cellulaires, et notamment un rôle anti-apoptotique. Lorsque PED/PEA-15 est 

phosphorylée sur sa sérine116, ce facteur est capable d’inhiber la mort induite par CD95, en 

prévenant la formation du DISC, via son association à FADD [304, 305]. Ainsi, l’inhibition 

de la phosphorylation de PED/PEA-15 par Akt permettrait la transition des cellules de type II 

vers des cellules de type I [306].  
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3.5.2. Les protéines virales 

 

 v-FLIP  

 

v-FLIP est produit par les γ herpesvirus et le rhadinovirus du macaque rhésus (RRV) [307]. 

Le molluscipoxvirus produit deux autres variants possédant une partie carboxy-terminale 

légèrement différente [308]. Tous contiennent deux domaines DED qui se lient à FADD et à 

la caspase-8 et inhibent le signal apoptotique [309] (figure 15). 

 

 CrmA 

 

CrmA  (cytokine response modifier gene) [310] est une protéine synthétisée de manière 

précoce lors de l’infection par le virus de la vaccine. CrmA inhibe l’activité protéolytique des 

caspases 1 et 8 [311]. Les poxvirus échappent à la destruction par le système immunitaire en 

inhibant la mort cellulaire de la cellule hôte mais aussi indirectement en régulant la réponse 

inflammatoire par l’inhibition de la caspase-1 et ainsi la maturation et la sécrétion d’IL1β et 

d’IL18 [312]. 

 

 p35 

 

p35 est une protéine exprimée par les baculovirus, elle est clivée par certaines caspases et le 

produit de clivage p25 se fixe irréversiblement au niveau du site catalytique le l’enzyme 

[313]. Cette protéine inhibe une grande variété de caspases, comme les caspases -1, -3, -6, -7 

et -8 [314]. CrmA et p35 sont des inhibiteurs compétitifs, c’est-à-dire qu’ils se fixent dans le 

site catalytique de la caspase et inhibent ainsi l’activité protéolytique (figure 15). 

 

 v-IAP 

 

Les IAPs décrits plus haut (paragraphe 3.5.1.2) ont un homologue exprimé par les baculovirus 

[315]. Les caspases effectrices comme les caspases -3 et -7 ou la caspase initiatrice -9 sont 

inhibées par v-IAP (figure 15). 
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 La glycoprotéine J 

 

La glycoprotéine J du virus de l’Herpès (HSV) est capable d’inhiber l’apoptose induite par 

CD95 ou par le Granzyme B : ceci est dépendant de l’inhibition des caspases. Son mécanisme 

d’action reste encore à préciser [316]. 

 

 

 

 

Figure 15 : Les molécules inhibitrices de l’apoptose  

Les inhibiteurs en rouge sont d’origine virale, ceux en noir sont des protéines cellulaires. La famille des IAPs 

possède des membres d’origine virale et cellulaire. 

 

 

 



63 
 

3.5.3. Les peptides inhibiteurs 

 

Des peptides contenant la séquence de clivage d’une caspase et modifiés chimiquement 

présentent la propriété d’inhiber l’activité enzymatique de cette caspase en se fixant dans son 

site catalytique de manière réversible ou irréversible. En effet, la séquence peptidique peut 

être couplée soit à une fonction aldéhyde (R-CHO) soit à une fonction cétone (R-CO-R’). Les 

dérivés aldéhydiques sont des inhibiteurs réversibles, tandis que les composés méthylcétones 

forment une liaison irréversible avec la cystéine du site actif des caspases et sont des 

inhibiteurs irréversibles. Ces peptides traversent passivement la membrane cytoplasmique et 

inhibent les caspase lors de son processus d’activation. Certaines séquences n’ont aucune 

spécificité et bloquent toutes les caspases (VAD pour Val-Ala-Asp) sauf la caspase-2 (peu 

efficace) [317], et d’autres sont spécifiques d’une caspase particulière (LEHD inhibe 

préférentiellement la caspase 9, DEVD la caspase 3 et IETD la caspase 8). 

 

4. Les microdomaines 

 

4.1. Caractéristiques 

 

Les microdomaines ou radeaux lipidiques sont des structures protéo-lipidiques enrichies en 

sphingolipides et en cholestérol qui flottent au sein de la membrane cytoplasmique. Ces 

structures concentrent sur leur feuillet extracellulaire des protéines possédant une ancre 

glycosylphosphatidylinositol (GPI), et du côté intracellulaire, de nombreuses protéines 

impliquées dans la transduction du signal comme les kinases de la famille src (Lck et Fyn, 

notamment). Il existe un tri protéique et lipidique au niveau de l’appareil de Golgi, permettant 

la concentration ou l’exclusion de protéines au sein de ces structures lipidiques [318]. Ces 

microdomaines ont été conservés au cours de l’évolution, on les retrouve notamment chez la 

drosophile [319], le dictostélium ou la levure [320]. 

 D’autres microdomaines appelés caveolae ont été caractérisés [321]. Comme les 

microdomaines, ils concentrent le cholestérol, les sphingolipides et les protéines-GPI mais ils 

contiennent en plus une protéine structurale essentielle pour leur formation : la cavéoline. Ces 

domaines sont impliqués dans l’endocytose [322], la transcytose [323] ou la potocytose [324] 

ainsi que dans la transduction de signaux cellulaires [325]. Cependant à l’opposé des radeaux 
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lipidiques, les caveolae ne sont pas ubiquitaires et les lymphocytes T n’en possèdent pas 

[326]. 

Les microdomaines ont des propriétés physico-chimiques différentes du reste de la membrane 

plasmique du fait de leur composition lipidique particulière. Ces domaines sont très compacts 

et ordonnés ce qui les rend insolubles à 4°C par des détergents non ioniques tel que le Triton 

X-100. De plus la concentration de longues chaînes d’acides gras saturés (pas de double 

liaison entre les chaînes carbonées) confère à ses domaines une très faible densité ce qui 

permet leur séparation du reste des membranes après lyse cellulaire et ultracentrifugation dans 

un gradient de saccharose. Ces radeaux lipidiques qui flottent alors à une densité plus faible 

que le reste des membranes lipidiques peuvent ainsi être isolés et analysés. 

 

4.2. Composition chimique 

 

Des expériences de reconstitution de membrane lipidique composée principalement de 

glycérophospholipides ont démontré que l’ajout de cholestérol et de sphingolipides aux 

concentrations présentes dans la bicouche lipidique in vivo favorise la formation de régions 

lipidiques compactées et ordonnées. Ces expériences tendent à prouver que les 

caractéristiques des microdomaines dépendent des composants lipidiques qui les forment. Par 

exemple, la présence de chaînes hydrocarbonées dans les sphingolipides permet au cholestérol 

de s’intercaler entre ces chaînes, entraînant la formation d’une phase « liquide ordonnée », qui 

flotte au sein d’une phase « liquide fluide». 

 

 Les sphingolipides 

 

Dans cette famille sont représentés en forte proportion, les glycosphingolipides de type 

monosialogangliosides (GM1 et GM3) et des phospholipides comme la sphingomyéline.  

 

 Le cholestérol 

 

Le cholestérol confère à ces domaines leur structure compacte et insoluble [327]. Ce 

cholestérol est concentré dans le feuillet externe de la membrane cytoplasmique. La 

composition du feuillet interne des microdomaines est beaucoup moins bien caractérisée. 
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4.3. Composition protéique 

 

4.3.1. Protéines glycosylphosphatidylinositol (GPI) 

 

La partie carboxy-terminale des protéines-GPI contient une séquence peptidique clivée dans 

le réticulum endoplasmique et remplacée par l’ancre GPI. C’est une structure glycolipidique 

qui permet l’ancrage de la protéine à la surface externe de la membrane plasmique, dans les 

microdomaines [328]. Les protéines-GPI comme le CD55 (decay accelerating factor) [329] 

ou le CD59 [330] permettent la transduction d’un signal d’activation lors de leur co-ligation 

avec le TCR. Le lien entre l’agrégation de la protéine extracellulaire et le signal d’activation 

intracytoplasmique s’explique par la concentration des protéines-GPI et des messagers 

intracellulaires dans les microdomaines. 

 

4.3.2. Protéines transmembranaires 

 

Les microdomaines des lymphocytes T contiennent des protéines transmembranaires, comme 

le CD5 et le CD9 qui sont capables d’amplifier le signal dépendant du CD3 [331]. Le CD28 

ou le LFA-1 [332] au repos semblent localisés à l’extérieur des radeaux lipidiques. Cependant 

lors de la co-ligation du CD28 ou du LFA-1 avec le TCR, ces deux récepteurs permettent le 

recrutement des microdomaines et s’y retrouvent concentrés [329, 333]. Une fraction des 

molécules CD4 et des molécules CD8 est localisée dans les microdomaines [334, 335]. Leur 

agrégation permettrait de rapprocher les radeaux lipidiques des TCRs.  

4.3.3. Messagers intracytoplasmiques 

 

Les tyrosines kinases de la famille Src comme Lck ou Fyn sont concentrées dans les 

microdomaines et leur localisation est dépendante de leur acylation [336, 337]. Une protéine 

adaptatrice acylée, LAT (linker for activation of T cell) est localisée aussi dans les 

microdomaines [338]. Lorsque cette protéine est phosphorylée, elle sert de protéine scaffold 

pour l’induction de nombreuses voies de signalisation (comme la phospholipase Cγ1 et la 

PI3K). 
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4.4. Microdomaines et signal CD95 

 

Les microdomaines participent à la signalisation apoptotique induite par CD95. En effet, le 

recrutement du récepteur CD95 dans les microdomaines permet une amplification du signal 

de mort dans les lymphocytes T CD4+ activés [339]. Garofalo et ses collaborateurs ont mis en 

évidence que le DISC est formé dans les radeaux lipidiques des cellules leucémiques T 

humaines CEM et que les gangliosides GM3 et GM1 peuvent être co-immunoprécipités avec 

la caspase-8 [340]. D’autre part, dans les thymocytes murins, une partie des récepteurs CD95 

au repos est retrouvée dans les microdomaines et la formation du DISC est dépendante de ces 

domaines [169]. Plus récemment, le groupe de Siegel a mis en évidence que, dans les cellules 

de type I, le signal de mort déclenché par le récepteur CD95 est dépendant des microdomaines 

[128]. Ils montrent également que les lymphocytes T activés se comportent comme des 

cellules de type II et une transition vers type I est observée après leur restimulation par 

l’antigène. Ainsi, les microdomaines sont décrits comme étant des structures membranaires 

permettant l’amplification du signal apoptotique émanant du CD95. 

 Notre groupe a contribué à l’étude du rôle des radeaux lipidiques dans le signal CD95, en 

montrant que la localisation forcée de CD95 dans les microdomaines permet d’amplifier le 

signal de mort dans les cellules de type II. En effet, l’expression d’une protéine chimérique 

comprenant la région extracellulaire du CD95 associée à une séquence d’ancrage GPI est 

retrouvée concentrée dans les radeaux lipidiques. Elle permet d’amplifier le signal de mort 

grâce à la relocalisation de l’ensemble des molécules CD95 endogènes dans les 

microdomaines [341]. De plus, le co-engagement de CD95 avec CD28, un récepteur 

membranaire connu pour recruter les microdomaines lors de l’activation des lymphocytes T 

[329], conduit à la redistribution de CD95 dans les radeaux lipidiques et l’amplification du 

signal apoptotique [180]. D’autre part, nous avons mis en évidence qu’au contraire, la co-

stimulation de CD95 et de la molécule CD59 conduisait à une diminution de l’apoptose et que 

CD59 n’était pas co-localisé avec le CD28, suggérant l’existence de plusieurs types de 

microdomaines, activateurs et inhibiteurs [181]. 

Cremesti et ses collaborateurs ont établi un lien de cause à effet entre la production de 

céramide, qui suit la stimulation du récepteur CD95, et le regroupement des récepteurs dans 

les microdomaines, en démontrant que l’élévation de la quantité de céramide précède 

l’agrégation du récepteur et sa distribution dans les radeaux lipidiques [175]. De plus, la 

sphingomyélinase acide (aSMase) se relocalise du cytoplasme aux radeaux lipidiques lors de 
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la stimulation de CD95, et ainsi induit la production de céramides à partir de la 

sphingomyéline [342]. De façon intéressante, des agents anticancéreux comme l’édelfosine 

[343, 344], ou le resvératrol [345] ont la capacité de concentrer CD95 dans les 

microdomaines, et d’induire un signal apoptotique CD95 indépendamment du CD95L. Il est 

intéressant de noter que l’édelfosine inhibe la voie PI3K/Akt [346]. 

 

5. La voie PI3K/Akt 

 

5.1. La famille des PI3Ks 

 

La famille des phosphoinositides 3-kinase (PI3K) catalysent le transfert d’un groupement 

phosphate en position 3 du cycle inositol d’un phosphoinositides (PIP) (figure 16). Les PI3Ks 

peuvent phosphoryler le phosphatidylinositol (PI), le PI(4)P (monophosphorylé) et le 

PI(4,5)P2 (biphosphorylé) respectivement en PI(3)P, PI(3,4)P2 et PI(3,4,5)P3. 

Les membres de la famille des PI3Ks sont repartis en trois classes sur la base de leurs 

substrats spécifiques, leur structure et leur mécanisme de régulation [347] (figure 16). 

 

5.1.1. Les sous-unités catalytiques 

 

Il existe 8 sous-unités catalytiques possédant une activité PI3K. Toutes ces sous-unités 

comportent un domaine PIK (PI Kinase) de fonction mal connue, un domaine C2 capable de 

se fixer aux phospholipides et le domaine catalytique. Les classes IA, IB, et II ont également en 

commun le RBD (Ras binding domain) dans la partie amino-terminale (figure 16).  

 

5.1.2. Les PI3Ks de classe I 

 

Les PI3Ks de classe I sont des hétérodimères constituées d’une sous-unité régulatrice de 50 à 

90 kDa et d’une sous-unité catalytique de 110 kDa. Elles sont capables de phosphoryler les 

PI, PI(4)P et PI(4,5)P2 en position 3 du noyau inositol, in vitro et préférentiellement le 
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PI(4,5)P2 in vivo [348, 349] (figure 16). On en distingue 2 sous-classes en fonction de la 

nature de leurs différentes sous-unités et de leur mode d’activation. La classe IA est associée 

aux tyrosines phosphorylées (via des adaptateurs) et à la GTPase Ras, et la classe IB aux 

protéines G hétérotrimériques. 

 

5.1.2.1. La classe IA 

 

Les sous-unités catalytiques des PI3Ks de classe IA sont aux nombres de 3 codées par 3 gènes 

: Pik3ca qui code pour p110, Pik3cb qui code pour p110 et Pik3cd qui code pour p110 

hématopoïétique [350]. Ces 3 isoformes contiennent à leur extrémité N-terminale un domaine 

de liaison à la sous-unité régulatrice.  

La caractéristique de cette sous-classe réside dans les sous-unités régulatrices associées qui 

possèdent des domaines SH2 (Src Homology 2) reconnaissant des motifs phosphorylés sur 

Tyrosine (Y(P)xxM). On connaît 5 isoformes majeures de la sous-unité régulatrice des PI3Ks 

de classe IA : p85, p55 et p50, p85 et p55 (cerveau et testicule). Toutes ces isoformes 

partagent une région C-terminale formées par 2 domaines SH2 encadrant une région dites 

inter-SH2 (iSH2) qui est la zone d’interaction entre la sous-unité régulatrice et la p110 [351, 

352]. Les différences entre ces 5 isoformes se retrouvent donc dans la région N-terminale, qui 

contient pour les 2 p85 ( et ), un domaine SH3 et un domaine BH (Bcr Homology) encadré 

par 2 régions PR (Prolin Rich) [353](figure 16).  

 

5.1.2.2. La classe IB 

 

On ne connaît qu’une seule PI3K de classe IB. Elle est formée de la sous-unité catalytique 

p110 et de la sous-unité régulatrice p101. La sous-unité régulatrice de la PI3K IB, p101 ne 

possède aucune homologie avec les sous-unités régulatrices de la classe IA, et possède un 

domaine de liaison aux récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques [350](figure 16).  
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5.1.3. Les PI3Ks de classe II 

 

Contrairement aux PI3Ks de classe I et III les PI3K de classe II sont des monomères 

d’environ 170 kDa: les PI3K-C2. On en connaît 3 isoformes PI3K-C2, PI3K-C2 qui sont 

ubiquitaires et PI3K-C2 qui est principalement exprimée dans le foie [350]. Cette famille de 

PI3Ks est caractérisée par un domaine C2 supplémentaire en C-Terminal et un domaine PX 

(Phox homology) (figure 16). Leurs substrats préférentiels, in vitro, sont le PI et le PI(4)P 

mais pas le PI(4,5)P2 [347]. Les rôles précis de cette classe de PI3K ne sont pas encore très 

clairs, mais elle semble jouer un rôle dans le trafic vésiculaire et l’endocytose clathrine-

dépendants [354]. 

 

5.1.4. Les PI3Ks de classe III 

 

La PI3K de classe III est un hétérodimère constitué d’une sous-unité catalytique homologue 

de la protéine de levure Vps34p (Vacuolar-protein-sorting 34 protein) [355] et d’une sous-

unité régulatrice à activité Ser/Thr kinase, la p150. Les PI3Ks de classe III ont pour seul 

substrat spécifique, le PI [356]. La région N-terminale de Vps34p ne contient pas de RBD 

(Ras binding domain). La PI3K de classe III joue un rôle dans le trafic intracellulaire [357] 

mais également dans l’autophagie [358] (figure 16).  

 

5.1.5. Activation et fonction des PI3K IA 

5.1.5.1. Activation  

L’activation des PI3Ks de classe IA est causée par de nombreux signaux d’origines diverses 

comme par exemple : 

 les récepteurs à activités tyrosine kinase, comme les récepteurs à l’EGF 

(epidermal growth factor) ou du NGF. 

 Des récepteurs couplés à des activités tyrosine kinase cytoplasmique tels 

que les récepteurs aux cytokines à quatre hélices alpha (hématopoïetines), 

aux interférons. 

 Des récepteurs couplés aux protéines G 
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Figure 16 : La famille des PI3K et la formation du PI(3,4,5)P3 

PIK (PI Kinase) ; RBD (Ras binding domain) ; p85-B (p85 binding domain) ; SH2 (Src homology domain) ; 

iSH2 (domaine interSH2) ; PR (Prolin rich region) ; BH (Bcr homology) ; SH3 (Src homology 3) ;  D’après Liu 

et all, Drug Discovery, 2009. 
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5.1.5.2. Les fonctions 

 

Les PI3K IA sont impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires en produisant les 

PI(3,4,5)P3 qui permettent le recrutement local de protéines possédant des domaines PH.  

 

5.1.6. La régulation des PI3Ks IA 

 

5.1.6.1. Le complexe p85/p110 

 

L’interaction entre la sous-unité catalytique (p110) et la sous-unité régulatrice (p85) se fait au 

niveau de la région inter-SH2 (iSH2) des p85 [359] et de la région N-terminale de p110 [360]. 

En absence de stimulation, la p85 interagit avec la p110 dans le cytosol, permettant 

l’inhibition de son activité catalytique [361, 362]. Cette inhibition nécessite la présence du 

domaine nSH2 (en position N-Terminale) [360]. De plus, dans cette configuration, p85 

empêche l’activation de la p110 par Ras via son RBD (Ras Binding Domain) [363].  

p85 peut réguler la disponibilité de p110 [364, 365]. Il a été montré que p85 peut 

s’homodimériser via des interactions entre son domaine SH3 et son motif PR (Prolin rich 

motif) N-terminal et via des interactions BH-BH (Bcr homology) [366]. Dans le contexte de la 

signalisation de l’insuline, les monomères de p85 peuvent entrer en compétition avec les 

complexes p85/p110 pour les motifs tyrosines phosphorylés de l’adaptateur, IRS (Insulin 

Receptor Subunit) aussi bien in vitro [367] qu’in vivo [368].  

La phosphorylation de résidus tyrosines sur les récepteurs ou protéines « scaffolds » 

membranaires permet le recrutement du complexe p85/p110 à la membrane [369-372]. Cette 

interaction des domaines SH2 de p85 avec les motifs contenant une tyrosine phosphorylée est 

responsable de changements conformationnels qui augmentent l’activité catalytique de la 

p110 [373] et autorise son activation par Ras [363, 374]. De plus, p85 peut être phosphorylée 

sur sa tyrosine 688 par les kinases de la famille Src, Lck ou Abl [375], et cette 

phosphorylation semble jouer un rôle dans la levée d’inhibition de la p85 sur la p110, 

entraînant une augmentation de l’activité de la p110 [376-378].  
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5.1.6.2. La PI 3-phosphatase, PTEN 

 

La protéine PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10), aussi 

appelée MMAC1 (Mutated in Multiple Advanced Cancers) possède une double activité 

enzymatique, protéine phosphatase et lipide phosphatase, cette dernière étant essentielle à sa 

fonction suppresseur de tumeur [379]. In vitro, PTEN déphosphoryle en position 3 du cycle 

inositol, le PI(3)P, le PI(3,4)P2 et le PI(3,4,5)P3 ainsi que l’I(1,3,4,5)P4 mais son substrat 

préférentiel in vivo reste le PI(3,4,5)P3 [350, 380]. Cette activité lipide phosphatase fait de 

PTEN l’antagoniste des PI3Ks de classe I [379]. PTEN est délétée ou mutée dans près de 50% 

des cancers [381, 382], mais aussi dans d’autres pathologies comme l’autisme [383] ou les 

pathologies cardiovasculaires [384]. Dans des lignées cellulaires tumorales dépourvues de 

PTEN, ainsi que dans des lignées cellulaires dérivées de souris knock-out (KO) pour PTEN, 

les niveaux de PI(3,4,5)P3 et de PI(3,4)P2 sont élevés par rapport aux cellules contrôles [385]. 

L’augmentation des niveaux de PI(3,4,5)P3 et de PI(3,4)P2 dans ces cellules s’accompagne 

d’une activation d’Akt et la réintroduction de PTEN entraîne une inhibition d’Akt et d’autres 

cibles de la PI3K [385, 386]. 

 

5.1.6.3. La PI 5-phosphatase SHIP 

 

La famille des Phosphatases SHIP contient 2 membres, SHIP1 (hématopoïétique) et SHIP2 

(ubiquitaire). Les protéines SHIP sont des PI 5-phosphatases qui hydrolysent le PI(3,4,5)P3 en 

PI(3,4)P2 et l’I(1,3,4,5)P4 en I(1,3,4)P3 in vitro [387-389]. In vivo, leur substrat préférentiel est 

le PI(3,4,5)P3 [390-392]. Dans les lymphocytes B, SHIP1 est associée à la régulation négative 

du co-engagement du BCR (B-Cell Receptor) et du récepteur du fragment Fc des IgG, le 

FcRIIB (Fc fragment Receptor IIB) par l’antigène et les IgG sécrétées [388, 393, 394]. Dans 

ce contexte, SHIP est recrutée au niveau de motifs tyrosines phosphorylés, les ITIMs 

(immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition motif) situés dans le domaine cytoplasmique du 

FcRIIB. Ce recrutement à la membrane induit une diminution de la quantité de PI(3,4,5)P3, 

ce qui réduit l’activation de Btk, de PLC [388], mais aussi d’Akt [395]. SHIP2 est capable de 

remplir les mêmes fonctions que SHIP1 dans les lymphocytes B et ce, même en absence de 

SHIP1 [390].  
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5.1.6.4. Les inhibiteurs chimiques 

 

Plusieurs inhibiteurs pharmacologiques plus ou moins spécifiques de la PI3K ont été décrits. 

Les plus couramment utilisés sont le LY294002 [396] et la Wortmannine [397]. La 

Wortmannine et le LY294002 sont également capables d’inhiber d’autres enzymes de la 

super-famille des PI3Ks, et notamment les DNA-PK.  

 

 Le LY294002 

Le LY294002 est un dérivé flavonoïde, inhibiteur réversible de la PI3K (IC50 = 0,5/1 ,5µM et 

Ki = 1µM), via sa fixation au site de liaison a l’ATP, capable d’inhiber toutes les enzymes de 

classe I. 

 

 La Wortmannine 

La wortmannine est un composé d'origine fongique (Penicillium funiculosum), qui inhibe de 

façon irréversible la PI3K (IC50 = 2-5nM), en modifiant de façon covalente un résidu lysine 

présent dans le domaine catalytique de la p110, qui est critique pour son activité.  

 

5.2.  La kinase Akt 

 

5.2.1. Caractéristiques 

 

Chez l’homme, 3 gènes ont été identifiés codant pour 3 protéines Akt: Akt1/PKB, 

Akt2/PKB, Akt3/PKB. La famille des kinases Akt est très conservée dans l’évolution. Elle 

présente près de 95% d’identité en acides aminés entre le rat, la souris et l’homme et 60% 

entre l’homme et C. elegans. Les 3 isoformes d’Akt sont exprimées différemment en fonction 

des tissus. En effet, Akt1 est plus fortement exprimé dans des tissus comme le thymus, alors 
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qu’on retrouvera en plus forte concentration Akt2 et Akt 3 dans le tissu adipeux et les 

testicules respectivement. 

Toutes les isoformes d’Akt sont construites sur un modèle unique comprenant : 

 Le domaine PH (Pleckstrin homology domain) N-terminal [398] d’Akt, confère 

une affinité pour les PI(3,4)P2 et PI(3,4,5)P3 in vitro [399-401] et in vivo [402], 

lui permettant d’être recruté à la membrane lorsque la PI3K est active. 

  Un domaine central sérine/thréonine kinase [403], qui reconnaît et phosphoryle 

spécifiquement des protéines contenant une séquence consensus de type 

RxRxxS/T-Hyd (x : résidu indifférent, Hyd : résidu hydrophobe (F ou L)) [404]. 

  Un domaine HM (Hydrophobic Motif) C-terminal important dans la régulation 

de l’activité kinase [405]. Le résidu D
462

 représente un site de clivage potentiel 

d’Akt par les caspases. Cette dégradation a été observée en cas de déprivation 

en sérum [406]. Mais d’autres sites ont été décrits récemment, et notamment des 

sites de clivage par la caspase-3 [407].  

 

5.2.2. Activation d’Akt 

 

Akt nécessite la phosphorylation de 2 résidus, un dans le domaine catalytique, la T308 et un 

dans le domaine HM, la S
473

. La phosphorylation d’Akt en T
308

 stimule l’activité enzymatique 

d’un facteur 100, et celle de S
473

 ajoute un facteur 10 [404]. Il existe deux kinases 

responsables de ces phosphorylations, la PDK1 (Phosphoinositide-dependant kinase 1), et la 

PDK2 (Phosphoinositide-dependant kinase 2). 

 La PDK1 

PDK1 a été identifiée à l’origine comme étant la kinase responsable de la phosphorylation du 

résidu T
308

 d’Akt1 [399, 408, 409]. C’est une protéine de 556 résidus exprimée de manière 

ubiquitaire. Elle possède un domaine sérine/thréonine kinase N-terminal et un domaine PH C-

terminal [399]. 
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 La PDK2 

La phosphorylation du résidu S
473

 d’Akt induit un changement conformationnel qui stabilise 

le domaine kinase. La kinase responsable de cette phosphorylation reste mal définie à ce jour 

et est nommée PDK2 par rapport à PDK1. Plusieurs kinases ont été proposées, comme par 

exemple la PKC (Protein kinase C) [410], ou le complexe II de mTOR, (mTORC2 ou 

mammalian target of rapamycin complex II) [411, 412] mais aucun consensus ne ressort de 

ces études. 

 

5.2.2.1. Modèle d’activation d’Akt 

 

Le modèle classique d’activation d’Akt fait intervenir la production de PI(3,4,5)P3 par les 

PI3Ks de type I en réponse à une stimulation. Cette production locale permet le recrutement 

d’Akt et de PDK1 à la membrane via leur domaine PH (figure 17). Il a été montré que le 

domaine PH est nécessaire à la phosphorylation d’Akt par PDK1 in vitro, en présence de 

PI(3,4,5)P3 et PI(3,4)P2 [401, 404, 413]. Comme pour PDK1, le domaine PH d’Akt ne joue 

pas simplement un rôle de recrutement au niveau des PIPs, il joue aussi un rôle inhibiteur de 

l’activité d’Akt au repos et sa liaison aux PIPs lève cette inhibition [414]. Une fois recrutée à 

la membrane, Akt va être phosphorylée sur sa T
308

 par PDK1 et sa S
473

 par PDK2. L’ordre 

dans lequel se font ces phosphorylation n’est pas clairement établi et certains montrent que la 

phosphorylation du résidu T
308

 précède celle du résidu S
473

, alors que d’autres postulent 

l’inverse. Cette question ne pourra être résolue qu’une fois, l’identité de(s) PDK2 définie.  

 

5.2.3. La régulation d’Akt 

 

Comme nous l’avons dit précédemment l’activation d’Akt nécessite la présence de PI(3,4,5)P3 

et PI(3,4)P2 . Ainsi la fonction d’Akt est contrôlée par l’activité des PI3Ks de type I et les PI-

Phosphatases PTEN et SHIP (voir paragraphe 5.2.2). De plus l’activité d’Akt est liée à ses 

phosphorylations, ainsi la régulation de son activité fait intervenir des protéines phosphatases. 

Les déphosphorylations des sites T
308

 et S
473

 sont médiées par des phosphatases différentes. 

Ainsi, PP2A (Protein Phosphatase 2A) et PP2C, deux protéines phosphatases, sont 
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impliquées dans la déphosphorylation du résidu T
308

 d’Akt, mais pas dans celle de S
473

 [415-

417]. Alors que PHLPP (PH Leucine-rich repeat Protein Phosphatase) semble être spécifique 

de S
473

 [418]. Il existe également des inhibiteurs chimiques d’Akt, pouvant agir de façon 

différente : comme par exemple les analogues des PI, qui sont des inhibiteurs compétitifs de 

la fixation d’Akt sur les PIPs, ou encore les inhibiteurs de la liaison à l’ATP qui inhibent 

l’activité kinase d’Akt. Au cours de notre étude, nous avons utilisé deux inhibiteurs d’Akt, 

l’un dépendant du domaine PH d’Akt, l’Akt inhibitor VIII, et l’autre indépendant du domaine 

PH, l’Akt inhibitor X. 

 

 

Figure 17 : Modèle d’activation de la voie PI3K/Akt 
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5.3. La voie PI3K/Akt et cancer 

 

Parmi la famille des PI3Ks, un seul gène est impliqué dans des cancers, le gène Pik3Ca qui 

code pour la sous-unité p110 de PI3K. Pik3Ca est muté dans prêt de 32% des cancers 

colorectaux [419], 27% des glioblastomes [420], 25% des cancers gastriques [421], 36% des 

cancers hépatocellulaires [422], 18 à 40% des cancers du sein [423, 424], 4 à 12% des 

carcinomes ovariens [425, 426] et 4% des cancers du poumon [419] [427]. Ces mutations 

entraînent une surexpression de p110 et/ou une augmentation de l’activité de la PI3K et 

d’Akt. Actuellement, on ne connaît pas de mutations d’Akt impliqués dans des cancers, mais 

sa sur-expression est fréquente. Ainsi, Akt2 est sur-exprimée dans près de 40% des cancers 

hépatocellulaires [428], 57% des cancers colorectaux [429], 32% des carcinomes 

pancréatiques et 57% des adénomes [429]. La surexpression d’Akt1 a été mise en évidence 

dans 24% des cancers du sein [430]. Enfin, à ce jour, la surexpression d’Akt3 n’a pas été 

corrélée avec le cancer. Le rapport entre l’expression des isoformes 1 et 2 d’Akt participe à la 

carcinogenèse puisqu’il a été impliqué dans la transition épithelio-mésenchymateuse [431].  

Il existe également une grande variété de cancer ou la voie de signalisation PI3K/Akt est 

amplifiée, via une mutation ou une délétion du gène PTEN [432], une inhibition de sa 

transcription [433], ou une instabilité de la protéine traduite [434]. En effet, une mutation de 

PTEN a été observée dans les glioblastomes, les carcinomes hépatocellulaires et les 

lymphomes [435-438]. L’inhibition de sa transcription est quant-à-elle retrouvée dans les 

mélanomes, les cancers de l’endomètre [439, 440], et une instabilité de la protéine PTEN dans 

les cancers du poumon [441]. 
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5.4. La voie PI3K/Akt et le signal CD95 

 

La voie PI3K/Akt est considérée comme anti-apoptotique et donc elle a été impliquée dans la 

modulation du signal CD95. Le rôle de protection de la PI3K dans l’apoptose CD95 [442, 

443] est médiée par Akt. En effet, Akt est capable d’inhiber différentes étapes du signal 

CD95: 

 

 Régulation négative de protéines pro-apoptotiques 

Akt phosphoryle le résidu S
136

 de Bad, qui permet sa séquestration dans le cytosol par des 

protéines 14-3-3, inhibant ainsi son activité anti-apoptotique [444, 445]. La caspase-9 est 

également phosphorylée sur sa sérine 196 par Akt, et cette phosphorylation bloque le clivage 

et donc l’activation de cette caspase [446]. 

 

 Activation de protéines anti-apoptotiques 

Comme nous l’avons vu précédemment (voir paragraphe 3.5.1.3), l’activité anti-apoptotique 

de PED/PEA-15 est médiée par sa phosphorylation. La protéine Akt phosphoryle PED/PEA-

15 sur le résidu S
116

 qui protège la protéine de la dégradation [447]. Akt protège également la 

protéine XIAP de sa dégradation, via une phosphorylation sur le résidu S
87

 [448]. 

 

 Régulation de facteurs de transcription 

La kinase Akt est capable d’inhiber des facteurs de transcription de la famille ForkHead ou 

FOXO, qui sont impliqués dans la transcription de gènes codant principalement pour des 

protéines pro-apoptotiques, tels que le CD95L, ou la protéine Bim [449]. A l’inverse, Akt 

active également des facteurs de transcription comme NF-B, qui augmente l’expression de 

Bcl-2 et Bcl-XL [450, 451], de la protéine c-FLIP [452], ou encore l’expression d’IAPs [453]. 

A l’opposé, l’inhibition d’Akt entraîne l’expression de CD95L et une diminution de 

l’expression de c-FLIP qui favorise la mort du lymphocyte T [454]. Par ailleurs, les travaux 

de Varadhachary ont permis de corréler la résistance des lymphocytes T auxiliaires Th2 à 
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CD95 avec une augmentation de la production de PIP3, augmentation qui apparaît durant 

l’activation de ces cellules [455]. Ce groupe a ultérieurement décrit ce mécanisme, montrant 

que l’activation de la PI3K entraînait une inhibition de la formation du DISC et une 

diminution de la mobilité du récepteur dépendante de l’actine [456]. L’importance de l’axe de 

signalisation CD28-PI3K-Akt dans la régulation de l’apoptose CD95 a été confirmée in vivo 

dans un modèle de souris transgéniques, dans lequel l’activation de la PI3K conduisait à une 

inhibition de la formation du DISC [457].  

 

 

 

 

 

 

Notre hypothèse est que la voie de signalisation PI3K/Akt prévient la localisation de CD95 

dans les microdomaines, et ainsi inhibe les signaux proximaux du signal CD95, en amont de 

la formation du DISC.  

Cette hypothèse sera testée dans les articles 1 et 2. 
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Article 1 

 

 

La voie phosphatidylinositol 3-kinase permet le maintien de CD95 

en dehors des radeaux lipidiques 

 

  

 

Article 1 : Localization of CD95/CD95 into the Lipid Rafts on Down-

Modulation of the Phosphatidylinositol 3-Kinase Signaling Pathway 
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1) Introduction 

 

Un agent anti-tumoral lipidique nommé édelfosine induit un signal apoptotique dépendant de 

la voie CD95 en redistribuant le récepteur dans les microdomaines [343, 344]. La voie PI3K 

étant inhibée par l’édelfosine [346], nous avons alors posé l’hypothèse que cette voie 

oncogénique inhibait la redistribution de CD95 dans les radeaux lipidiques. 

 

2) Méthodologie générale 

 

Au cours de cette étude nous avons utilisé des lignées lymphocytaires T humaines, comme la 

Jurkat, la CEM et la H9, une lignée lymphocytaire B, la SKW 6.4, une lignée pro-

myélocytaire, la HL60, ainsi que des lymphocytes issus du sang périphérique (PBLs) de sujets 

sains. Les lignées H9 et SKW6.4 sont des lignées de type I et les lignées Jurkat et CEM sont 

des types II. 

L’étude de l’activité de la PI3K a été réalisée de façon directe, en déterminant la quantité de 

PIP3 dans les cellules, via un ELISA compétitif reconnaissant le PIP3 (PIP3 Mass ELISA kit), 

ou de façon indirecte, en étudiant la phosphorylation de la Ser
473

 d’Akt. 

Nous avons mesuré la mort cellulaire de deux façons différentes : I) via un test de viabilité au 

MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide), et II) via un test de 

fragmentation de l’ADN par marquage de cellules perméabilisées à l’iodure de propidium. 

Afin de définir si le signal apoptotique induit lors de l’inhibition de la voie PI3K était 

dépendant de la voie CD95, nous avons utilisé plusieurs méthodes : I) l’utilisation de la lignée 

cellulaire CEM-IRC, qui est une lignée exprimant une faible quantité de CD95, et la lignée 

Jurkat Q257K dont la protéine CD95 est mutée sur son domaine de mort, ces deux lignées 

étant résistantes au signal CD95, II) la sur-expression d’un dominant négatif de la protéine 

FADD, le C-FADD, qui est une forme tronquée de FADD, et qui inhibe la formation du 

DISC. 
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L’implication des microdomaines a été étudiée via deux types de techniques : I) l’étude 

biochimique, en utilisant un chélateur du cholestérol, la MCD (methyl--cyclodextrin), qui 

déstructure les microdomaines, ou en étudiant par western blot les protéines présentes ou 

exclues des radeaux lipidiques, isolés préalablement via une ultracentrifugation en gradient 

discontinu de saccharose, et II) l’étude microscopique, en marquant les microdomaines par la 

sous-unité B de la toxine cholérique (CTB), elle-même couplée a l’Alexa Fluor 555.  La CTB 

possède une affinité pour le GM1 lui-même enrichi dans les microdomaines. 
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ARTICLE 1 
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3) Principaux résultats 

 

1) L’édelfosine modifie la distribution de CD95 à la membrane et inhibe la voie PI3K. 

 

L’édelfosine a été décrite comme étant capable d’induire un signal apoptotique qui est 

dépendant de CD95, mais également dépendant de la redistribution de ce récepteur dans les 

microdomaines membranaires. Afin de confirmer ces observations, nous avons dans un 

premier temps incubé la lignée Jurkat Q257K, qui est résistante au signal CD95 [458], avec 

l’édelfosine. La résistance au signal CD95 dans les Jurkat Q257K, entraîne également une 

inhibition du signal apoptotique induit par l’édelfosine, comparativement à la lignée parentale 

(figure 1A). Dans un deuxième temps, nous avons observé que la déstructuration des 

microdomaines via la MCD inhibe le signal apoptotique induit par l’édelfosine (figure 1B). 

En conclusion, l’édelfosine induit un signal apoptotique dépendant de CD95 et de l’intégrité 

des radeaux lipidiques. 

 

2) L’édelfosine et les inhibiteurs de la PI3K induisent préférentiellement un signal de 

mort dans les cellules possédant une forte activité PI3K. 

 

Afin de déterminer si le signal de mort induit par l’édelfosine est dû à l’inhibition de la PI3K, 

nous avons incubé les lignées de type II Jurkat et CEM, qui possèdent une forte activité PI3K 

(figure 1A), et les lignées de type I SKW6.4 et H9, qui possèdent une activité PI3K 

intermédiaire ou faible respectivement (figure 1A), avec des inhibiteurs pharmacologiques de 

la PI3K (wortmannine et LY294002) et l’édelfosine.  Comme le montre la figure 1C, de 

manière similaire à l’édelfosine, les inhibiteurs de la kinase PI3K induisent un signal 

apoptotique plus efficace dans les cellules de type II comparé aux cellules de type I. Ce 

résultat confirme la spécificité des inhibiteurs utilisés vis-à-vis de la voie PI3K. Ces résultats 

ont été également confirmés sur des PBLs. En effet, les PBLs activés présentent une forte 



99 
 

activité PI3K comparativement aux PBLs naïfs, et meurent de façon plus efficace après 

incubation avec les inhibiteurs de la PI3K. 

Comme une forte corrélation existe entre la sensibilité des cellules à l’édelfosine et l’état 

d’activation d’Akt (type I/type II), ces résultats suggéraient que l’édelfosine pourrait induire 

un signal de mort CD95 via son action sur la voie de signalisation PI3K. 

 

3) L’inhibition de l’activité PI3K induit un signal de mort dépendant de CD95, mais 

indépendant de l’interaction CD95/CD95L. 

 

Afin de démontrer que l’inhibition de la voie PI3K induit un signal de mort dépendant de la 

signalisation CD95, nous avons utilisé deux lignées cellulaires: la lignée CEM-IRC, qui est 

une lignée exprimant peu de CD95 à sa surface (Figure S2A), et la lignée Jurkat pcDNA3 C-

FADD, qui est également résistante au signal CD95 via la sur-expression d’un dominant 

négatif de FADD, la protéine C-FADD. Comme le montre les figures 3A et 3B, la CEM-IRC 

et la Jurkat pcDNA3 C-FADD montrent une résistance au signal apoptotique induit par les 

inhibiteurs de la PI3K et à l’édelfosine.  

Ces résultats semblaient indiquer que l’inhibition de la voie PI3K induisait un signal 

apoptotique dépendant de la voie CD95. Cependant, la diminution de la sensibilité dans ces 

cellules n’est jamais complète, ce qui indique que la voie PI3K contrôle des mécanismes 

apoptotiques autres que CD95 qui participent de manière redondante à l’induction de la mort 

des cellules lors de l’inhibition de cette voie oncogénique. 

Il a été démontré que des agents anticancéreux comme la doxorubicine ou la bleomycine [459, 

460], induisent un signal apoptotique dépendant de CD95, via l’expression de novo de 

CD95L. D’autres agents, comme l’édelfosine ou le cisplatine [343, 461], éliminent aussi les 

cellules tumorales via un signal CD95 mais indépendamment de l’expression de CD95L. Ce 

dernier processus impliquerait la redistribution de CD95 dans les microdomaines. Le 

prétraitement des cellules avec des anticorps bloquants, inhibent le signal médié par l’addition 

de CD95L, mais reste inefficace pour bloquer la mort induite par le LY294002 ou 

l’édelfosine. Ce résultat semble indiquer que le contact CD95/CD95L n’est pas nécessaire au 
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déclenchement du signal apoptotique CD95 lors de l’inhibition de la voie PI3K. De plus, 

aucune expression de CD95L n’a été détectée dans les Jurkat et les CEM (Figure S3). 

Ces résultats indiquent que l’expression de CD95L, tout comme l’interaction CD95/CD95L, 

ne sont pas requises pour la transmission du signal de mort induit par les inhibiteurs de la 

PI3K. Ces résultats suggèrent donc que ces inhibiteurs induisent un signal CD95 

indépendamment du ligand CD95L. 

 

4) L’inhibition de la voie PI3K induit une relocalisation de CD95 dans les 

microdomaines 

 

Comme l’édelfosine induit la relocalisation de CD95 dans les microdomaines par un 

mécanisme inconnu, nous avons cherché à savoir si l’inhibition de la voie PI3K permet cette 

relocalisation. Nous avons dans un premier temps isolé les radeaux lipidiques de nos lignées 

cellulaires, via une ultracentrifugation en gradient discontinu de saccharose, puis analysé la 

présence de CD95 dans les différentes fractions d’ultracentrifugation. Dans la figure 4A, on 

peut observer que dans les cellules de type II (Jurkat et CEM), qui présentent une forte 

activité PI3K, peu de CD95 est localisé dans les radeaux lipidiques. A l’inverse, dans la lignée 

de type I (H9) qui montrent une activité PI3K faible, CD95 est enrichi dans les 

microdomaines. L’inhibition de la PI3K dans les lignées Jurkat et CEM entraîne la 

redistribution d’une partie significative de CD95 dans les radeaux lipidiques (figure 4B).  

Afin de confirmer ces résultats, nous avons étudié la localisation de CD95 vis-à-vis des 

microdomaines, via une analyse microscopique. Les cellules Jurkat et CEM ont été traitées 

par l’édelfosine et les inhibiteurs de la PI3K, puis marquées par un anticorps anti-CD95, et par 

la CTB [329]. Comme le montre la figure 5, en absence de traitement, CD95 est distribué de 

manière homogène à la surface de la cellule, et ne colocalise pas avec les microdomaines dans 

les deux lignées. A l’inverse, les inhibiteurs de la PI3K induisent la formation d’un « cluster » 

de CD95 à un pôle de la cellule, qui est colocalisé avec les microdomaines. Il est a noté que 

seule une partie des microdomaines contient CD95. Ce résultat suggère que différents types 

de radeaux lipidiques, qui pourraient transmettre des signaux distincts. 
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4) Conclusion 

 

Au cours de cette étude nous avons montré que l’inhibition de la voie PI3K induit la 

formation rapide de « cluster » de CD95, ainsi que sa redistribution dans les radeaux 

lipidiques. Nous avons également démontré que l’agent anticancéreux, édelfosine, est capable 

d’inhiber la PI3K dans des lignées leucémiques ainsi que dans les lymphocytes T activés. 

Cette inhibition entraîne I) la formation de CD95-CAP de l’ordre du micromètre et ii) 

l’induction d’un signal apoptotique CD95. A notre connaissance, nous montrons pour la 

première fois que l’édelfosine redistribue CD95 dans les microdomaines via l’inhibition de la 

voie PI3K. 
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Article 2 

 

 

La voie PI3K/Akt protège les cellules tumorales du signal CD95 en 

empêchant leur distribution dans les radeaux lipidiques 

 

 

Article 2 : PI3K/Akt signaling pathway prevents the CD95-mediated 

apoptotic signal throught exclusion of the death receptor from lipid 

rafts. 
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1) Introduction 

 

Nous avons montré dans la précédente étude, que la voie PI3K est responsable du maintien de 

CD95 en dehors des radeaux lipidiques [462]. Notre but lors de cette étude a été d’aller plus 

loin dans l’analyse du signal de mort induit lors de l’inhibition de la voie PI3K/Akt. 

 

2) Méthodologie générale 

 

La formation d’agrégats du récepteur CD95 à la membrane lors de l’inhibition de la voie 

PI3K a été étudiée par chromatographie d’exclusion. La formation du DISC a été analysée via 

une immunoprécipitation de la protéine CD95. La présence des principaux constituants du 

DISC a été révélée par western blot. 

L’implication des microdomaines dans le signal apoptotique induit par l’inhibition de la voie 

de signalisation PI3K/Akt a été étudiée par imagerie, via un marquage de la protéine CD95 et 

des microdomaines, et aussi de façon biochimique, par isolement des radeaux lipidiques en 

utilisant l’ultracentrifugation en gradient discontinu de saccharose. De plus, l’utilisation de la 

MCD (methyl--cyclodextrine) nous a permis de définir, de manière directe, l’implication 

des radeaux lipidiques dans le signal apoptotique induit lors de l’inhibition de la voie de 

signalisation PI3K/Akt. 

Nous avons utilisé différents inhibiteurs afin de bloquer la voie PI3K/Akt : I) des inhibiteurs 

pharmacologiques de PI3K (Wortmannine et LY294002) et d’Akt (Akt inhibiteur XIII et X), 

et II) un dominant négatif d’Akt, DN-Akt (T308A/S473A). Ce mutant a été réalisé par 

mutagénèse dirigée, et après transfection, des cellules leucémiques T Jurkat exprimant ce 

mutant de façon constitutive ont été obtenues par dilutions limitantes.  
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Abstract 

Immune system eliminates infected or transformed cells through the induction of the death 

receptor CD95. CD95 engagement drives the recruitment of the adaptor protein FADD, which 

in turn aggregates and activates initiator caspases (i.e., -8 and -10). The CD95-mediated 

apoptotic signal relies on the capacity to form the CD95/FADD/caspases complex termed the 

DISC. According to the DISC formation, cells have been discriminated between type I huge 

DISC) and type II cells (weak DISC). Intriguingly, we observed that CD95 was gathered into 

lipid rafts in type I cells, whereas the death receptor was excluded from these domains in type 

II cells. Herein, we show that inhibition of the PI3K class IA or the serine-threonine kinase 

Akt in type II cells promotes the redistribution of CD95 into lipid rafts, the DISC formation 

and the ignition of the apoptotic signal. Strikingly, these molecular events take place 

independently of the presence of CD95L. Overall, these findings highlight that the PI3K/Akt 

intracellular signaling pathway, whose activity is found increased in numerous malignant 

cells, raises the apoptotic threshold of CD95 by excluding the receptor from the lipid rafts.  
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Introduction 

The death receptor CD95 (Fas/APO1) belongs to the tumor necrosis factor (TNF) 

receptor family. Whereas CD95 is ubiquitously expressed, its cognate ligand, CD95L, 

displays a more restricted expression pattern. This apoptotic ligand is found at the plasma 

membrane of activated T lymphocytes [463] and natural killer (NK) cells [464] upon which it 

participates in the elimination of transformed and infected cells. A common feature of the 

death receptors is the presence of an intracellular domain termed Death Domain (DD). 

Binding of CD95L to CD95 triggers the recruitment at the CD95-DD level of the adaptor 

protein Fas–Associated Death Domain protein (FADD), which in turn aggregates proteases 

called caspase-8 and -10. The close vicinity of these caspases facilitates their activation and 

the induction of the caspase cascade culminating in the death of the cell. The 

CD95/FADD/caspase-8 complex is called DISC for Death Inducing Signaling Complex [39]. 

Seeking for molecular mechanisms modulating the initial steps of CD95 signal, we and others 

found that redistribution of CD95 into nanometer to micrometer-sized domains of the plasma 

membrane termed lipid rafts enhanced the formation of the DISC and the transmission of 

apoptosis [169, 180, 462, 465]. Recent studies underlined that certain anti-tumoral drugs 

eliminated malignant cells through the redistribution of CD95 into lipid rafts and the 

induction of a CD95L-independent apoptotic signal (e.g., rituximab [466], resveratrol [345, 

467], edelfosin [344, 462], cisplatin [461]). Hitherto, the molecular mechanisms contributing 

to the control of the plasma membrane distribution of CD95 and the subsequent amplification 

or blockage of the apoptotic signal remain poorly understood. 

According to the signaling pathway triggered upon CD95 engagement, cells have been 

discriminated, both in vivo and in vitro, in type I or type II cells [468]. In this regard, the 

DISC is efficiently formed in type I cells (e.g., activated lymphocytes) and the huge amount 

of activated caspase-8 directly activates executioner caspases -3, -6 and -7, which in turn 

process various intracellular substrates. In contrast, type II cells display an impaired DISC 

formation and the release of a weak amount of caspase-8, which is sufficient to activate the 

mitochondrion-driven apoptotic pathway [212]. Recent evidences pinpointed that expression 

level of X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) accounts for the difference between type I and 

type II cells [259]. XIAP binds executioner caspases and blocks their catalytic activity [299]. 

The displacement of XIAP/caspase interaction is achieved upon the induction of the 

mitochondrion-dependent apoptotic signal and so, the release of the pro-apoptotic factor 

called direct IAP-binding protein with low pI (DIABLO) from the intermembrane space of 
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mitochondria [245, 248]. Jost and colleagues observed that the higher amount of XIAP found 

in type II cells than in type I cells explained the pivotal role played by the mitochondria in the 

CD95-mediated apoptotic signal of type II cells [259]. The phosphatase and tensin homolog 

deleted on chromosome 10 (PTEN), which antagonizes the phosphatidylinositol 3-kinase 

(PI3K) seems to participate in the typeI/II phenotype since it hampers the induction of the 

mitochondria-dependant apoptotic signal in type I cells [306]. Nevertheless, release by the 

mitochondria of pro-apoptotic factors remains a distal event in the CD95 molecular ordering 

as compared to the DISC formation, which is the initial step controlling the commitment of a 

tumor cell to type I or type II branch.  

The PI3K signal participates in various cellular processes such as cell proliferation, 

migration, survival and cell growth. The class I PI3K phosphorylates plasma membrane 

phospholipids and generates a second messenger termed phosphatidylinositol-(3,4,5)-

trisphosphate (PIP3). In turn, PIP3 serves as docking site for various signaling factors such as 

the serine-threonine kinase Akt. The re-localization of the cytosolic Akt at the plasma 

membrane leads to its activation via phosphorylation by the PI3K-dependent kinase-1 (PDK1) 

at Thr
308

 and by mTOR (mammalian target of rapamycin) complex-2 (TORC2) at Ser
473

. Akt 

plays pivotal role in cell survival. For instance, activation of Akt prevents cell death via the 

phosphorylation and the inhibition of various apoptotic factors such as Bad [444, 445] and 

caspase-9 [446]. Intriguingly, activation of PI3K/Akt resulted in the resistance of activated 

lymphocytes to the CD95-mediated apoptotic pathway via the inhibition of DISC formation 

[457]. However hitherto, the PI3K-driven molecular mechanism impairing the DISC 

formation in activated lymphocytes remains to be unveiled. Herein, we show that inhibition of 

the PI3K/Akt axis contributes to the partition of CD95 into lipid rafts through a CD95L-

independent process. In addition, the redistribution of CD95 into lipid rafts causes the 

aggregation of the death receptor, the DISC formation and the induction of the apoptotic 

signal.  
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Materials and Methods 

 

Cell Lines  

All cells were cultured in RPMI1640 supplemented with 8% heat-inactivated FCS and 2 mM 

L-glutamine in a 5% CO2 incubator at 37°C. CEM-IRC (Ig-CD95L-Resistant Cell) was 

obtained as described previously [462]. Briefly, the leukemia T-cell line CEM was long-term 

cultured with stepwise increase in concentration of Ig-CD95L (up to 500 ng/ml). Ig-CD95L-

resistant cells were cloned by limiting dilutions and CEM-IRC was isolated according to its 

low CD95-expression.  

 

DNA constructs and transfection 

The pcDNA3.1-human HA-tagged Akt1 was kindly provided by Dr B. Hemmings (Friedrich 

Miescher Institute for Biomedical Research, Basel, Switzerland). We generated the DN-Akt 

(T308A, S473A) construct by site-directed mutagenesis using Quickchange II XL Kit 

(Stratagene, Agilent Technologies, Massy, France) with the following primers 

5’gtgccaccatgaaggccttttgcggc3’ (T308A) and 5’ttcccccagttcgcctactcggccag3’ (S473A). 

The leukemic T-cell line Jurkat (5 x 10
6
) was electroporated with 10µg of plasmid at 300V 

with one pulse of 10 msec using the BTM 830 electroporation generator (BTX Instrument 

Division, Holliston, MA). Twenty-four hours later, 800 µg/ml of hygromycin (Clontech) was 

added. DN-Akt-expressing clones were isolated by limiting dilution. 

   

Antibodies and Reagents 

MCD, DAPI, Alexa555-conjugated cholera subunit B and the anti--Actin mAb were 

purchased from Sigma-Aldrich (Lyon, France). Anti-human CD95 (DX2), anti-FADD 

(clone1) and anti-p56Lck mAbs were purchased from BD Biosciences (Le Pont de Claix, 

France). The homemade soluble CD95L was generated by fusing the Ig-domain of the 

leukemia inhibitory factor (LIF) receptor gp190 to the extracellular region of CD95L (a.a. 105 

to 281) [469]. The anti-CD95L mAb 14C2 and its isotype-matched negative control mAb 

1F10 (anti-LIF) were generated in the laboratory. Anti-Caspase-8 (C15) and the agonistict 
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anti-CD95 mAb APO1-1 were purchased from Axxora (Coger S.A., Paris, France). The anti-

CD95 mAb (C-20) was from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Anti-Akt 

and anti-phospho-Akt antisera were from Cell Signaling Technology, Inc (Boston, MA, 

USA). LY294002, Wortmannin, Akt inh-VIII and Akt inh-X were purchased from Merck 

Biosciences (Nottingham, UK).  

 

Detergent Lysis experiments and Western Blot Analysis 

Cells were lysed for 30 minutes at 4°C in lysis buffer [25 mM HEPES (pH 7.4), 1% Triton X-

100, 150 mM NaCl, supplemented with a mix of protease inhibitors and phosphatase 

inhibitors (Sigma)]. Protein concentration was determined using the bicinchoninic acid 

method (Pierce, Thermo Fisher Scientific, Brebières, France) according to the manufacturer’s 

protocol. Proteins were separated by SDS-PAGE on a 12% gel in reducing conditions and 

transferred to a nitrocellulose membrane (GE Healthcare). The membrane was blocked 1h 

with TBS-Tween-20 (50 mM Tris (pH 7.8), 160 mM NaCl, 0.1% Tween-20) containing 5% 

dried skimmed milk, and all subsequent steps were done in this buffer. Primary antibodies 

were incubated overnight at 4°C. After intensive washes, peroxidase-labeled anti-rabbit 

(CliniSciences, Montrouge, France) or anti-mouse (GE Healthcare) was added for 45 min and 

the proteins were visualized with the enhanced chemiluminescence substrate kit (GE 

Healthcare). 

 

 

Measure of cell death 

Cell viability was assessed using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) assay, as previously described [341]. In brief, 4.10
4
 cells were incubated for 

16h with the indicated concentrations of the apoptosis inducer in a final volume of 100µL. 

Reaction was stopped by adding 15 µl of MTT solution (5mg/ml in PBS). The metabolic 

activity of the cells was followed by the appearance of formazan salt crystals, which were 

solubilized in 110 µl of 2-propanol complemented with 5% formic acid and absorbance was 

recorded at 570nm. 
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Cell death was also assessed by measuring the loss of mitochondrial potential (m). Cells 

were pre-incubated with DiOC6 (10nM) for 15min at 37°C and then stimulated with CD95L, 

APO1-1 or PI3K and Akt inhibitors. The drop of the electric mitochondrial potential (m) 

was assessed using flow cytometry. 

For MCD experiments, cells were pre-incubated with DiOC6, washed in serum-free medium 

and treated or untreated for 20 minutes with 2 mM of MCD in serum-free medium at 37°C. 

Cells were washed and treated with the different inducers in FCS-free medium. 

DNA fragmentation is an hallmark of apoptotic cells, thus to assess percentage of cells 

exhibiting a fragmentated DNA (sub-G1 population), treated of untreated cells (1.10
5
) were 

harvested and incubated for 4 hours in 100 µl of a buffer containing 0,1% sodium citrate, 

0,1% Triton X-100, and 50 µg/ml of propidium iodide (Sigma). Cell fluorescence was 

analysed using flow cytometry analysis. 

 

Flow cytometry analysis 

All steps were performed at 4°C. Cells were washed in PBS/1% bovine serum albumin (BSA) 

and incubated 30 minutes with 10 µg/ml of anti-CD95 (DX2), anti-CD95L (14C2), or isotypic 

(anti-LIF, clone 1F10) mAbs. CD95 and CD95L staining were revealed using a 

phycoerythrin-conjugated goat anti-mouse antibody and fluorescence was assessed using 

FACSCanto
TM

 II cytometer (BD Biosciences). 

For Akt intracellular staining, cells were incubated for 10 minutes in PBS/1% BSA, washed in 

PBS and fixed with PBS/2% PFA for 30 minutes at 4°C. Cells were permeabilized using 200 

µl of methanol for 20 minutes at 4°C. After washes, intracellular amount of Akt was assessed 

by incubating cells for 30 minutes with an anti-Akt mAb followed by the Alexa488-

conjugated goat anti-Rabbit (Molecular Probes). Stained cells were analyzed using BD 

FACSCanto
TM

 II cytometer. 

 

Immunofluorescence Staining 

Cells were treated or untreated with Akt inhibitor-VIII for 4 hours at 37°C and let to adhere to 

poly-L-lysine-coated slides for 15 minutes at 37°C (ESCO, VWR). All subsequent steps were 
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performed at 4°C. Cells were then fixed in PBS containing 4% w/v paraformaldehyde for 10 

minutes. The aldehyde groups were quenched for 10 minutes using a solution of PBS 

supplemented with 5% FCS. Cells were stained using the anti-CD95 mAb (Clone DX2) for 

30 minutes, rinsed three times, and then incubated with a secondary Alexa488-conjugated 

goat anti- -

labeled cholera toxin subunit B for 30 minutes at 4°C. Stained cells were then fixed with 

PBS/4% formaldehyde and the slides were dried and mounted with Fluoroprep (Biomerieux). 

Images were acquired and processed with a confocal microscope (Leica SP5) with a 63x 

objective. 

 

DISC Analysis 

 

Cells (5.10
7
 per condition) were treated with control medium (DMSO) or 5 µM of 

wortmannin for 4 hours at 37°C, then cells were immediately placed at 4°C and incubated 

with 1 µg/ml of APO1-3 for 15 minutes at 4°C. Cells were lyzed. Lysate protein content was 

determined by bicinchoninic assay and equalized prior to immunoprecipitation. CD95 was 

immunoprecipitated by adding protein A-sepharose beads (Sigma) for 2h at 4°C. Beads were 

extensively washed in lysis buffer and the CD95-associated immunocomplex was revealed by 

western blot.  

For the DISC analyses in DN-Akt-expressing Jurkat, cells were incubated with 1 µg/ml 

APO1-3 for 15 minutes at 37°C (stimulated) or 0°C (unstimulated), then cells were washed 

and lyzed. CD95 was immunoprecipitated by adding protein A-sepharose beads. Beads were 

washed, the immunoprecipitated complex was resolved by SDS-PAGE and immunoblots 

were performed for CD95/FADD/caspase-8 using specific antibodies. 

 

 

Sucrose gradient fractionation 

Cells (1.10
8
 per condition) were harvested, washed twice with PBS, and lysed as described 

previously [341]. Briefly, indicated cells were lysed with 500 µl of lysis buffer for 30 minutes 
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at 4°C. Total lysate was mixed with an equal volume of 85% (w/v) sucrose-containing lysis 

buffer, transferred to a centrifuge tube, and overlaid with 4 ml of 30% (w/v) sucrose-

containing lysis buffer and 1 ml of 5% (w/v) sucrose-containing lysis buffer. The sucrose 

gradient was ultracentrifuged at 200000g for 20 hours at 4°C and fractions were harvested 

from the top to the bottom of centrifuge tubes and analyzed by immunoblot.  

 

Gel Filtration 

Treated or untreated cells (5.10
7
 cells) were lyzed with 200 µl of lysis buffer [25 mM HEPES 

(pH 7.4), 1% Triton X100 reduced (Sigma), 150 mM NaCl, supplemented with a mix of 

protease inhibitors and phosphatase inhibitors (Sigma)]. Lysate was resolved using a wide 

range fractionation Superose 6 10/30 column (GE Healthcare). 50 Fractions were harvested, 

and pooled to obtain 9 samples. Finally, 50µL of each fraction was loaded into a 12% SDS-

PAGE and immunoblots were performed using anti-CD95 (C-20), anti-Caspase-8 (C15) and 

anti-Lck mAbs. 
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Results 

 

The PI3K signal controls the plasma membrane distribution of CD95  

We recently showed that class I PI3K plays a pivotal role in maintaining CD95 outside the 

lipid rafts [462]. We next wondered whether the plasma membrane re-localization of CD95 in 

PI3K-inhibited cells contributed to the clustering of the death receptor, the formation of the 

DISC and the subsequent induction of cell death. To decipher the impact of the PI3K signal 

on the plasma membrane distribution of CD95, we analyzed the effect of PI3K inhibitors 

(wortmannin and LY294002) on the leukemic T-cell line Jurkat, which displays a strong and 

constitutive PI3K activation [462]. Using gel filtration chromatography, we observed that 

PI3K inhibition drove the formation of CD95-containing heavy macromolecular complexes as 

compared to resting cells (figure 1A). Indeed, while the fractions 1 and 2 encompassing 

molecular complexes heavier than 1 megadalton, contained only 2% of the total amount of 

CD95 in the untreated Jurkat T-cells, the PI3K inhibition raised this amount up to 37% (figure 

1A). Similarly, PI3K inhibition increased the amount of caspase-8 eluted in fractions 1 and 2 

from 18% to 35% (figure 1A and 1B). Since these heavy complexes gathered both the death 

receptor CD95 and its downstream effector caspase-8, we assumed that PI3K inhibition 

induced formation of the DISC. To prove this assumption, Jurkat cells were incubated for 4 

hours with wortmannin or LY294002 (data not shown), and CD95 was immunoprecipitated 

(figure 1C). We found that inhibition of the PI3K cue resulted in the association of FADD to 

CD95 and the subsequent recruitment of the initiator caspase-8 (figure 1C). To rule out that 

PI3K inhibition caused the redistribution of CD95 into lipid rafts due to the de novo 

expression of CD95L, we assessed the presence of CD95L in treated and untreated cells using 

flow cytometry (plasma membrane CD95L, figure S1A) and immunoblots (total CD95L, 

figure S1B). No trace of CD95L was detected either by flow cytometry or immunoblots 

(figure S1A and S1B). These findings indicated that the “PI3K-driven”-DISC formation 

occurred independently of presence of CD95L.  

We previously reported that PI3K inhibition leads to the redistribution of CD95 into lipid rafts 

[462]. We further explored whether the DISC formation and the apoptotic signal observed 

upon PI3K inhibition relied on the redistribution of CD95 into these domains. Using non-

cytotoxic dose of the cholesterol chelator MCD, it is possible to dismantle the lipid raft 

structures [335]. Pre-treatment of cells with MCD abrogated the DISC formation observed 
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upon inhibition of PI3K (figure 1D) and furthermore, significantly impinged on the 

subsequent apoptotic signal (figure 1E). Overall, these results underlined that inhibition of the 

pro-oncogenic PI3K activity promoted clustering of CD95, formation of the DISC and 

induction of a lipid raft-dependent and CD95L-independent apoptotic signal. 

 

Akt inhibition triggers redistribution of CD95 into lipid rafts and induction of a CD95-

dependent apoptotic signal.  

The serine/threonine kinase Akt is a downstream effector of the PI3K activation, whose 

activity contributes to numerous cellular processes such as proliferation, differentiation, 

migration or survival. To decipher the signaling pathway induced by PI3K that contributes to 

the prevention of CD95 clustering into lipid rafts and the induction of the apoptotic signal, we 

studied whether the serine-threonine kinase Akt controlled the plasma membrane distribution 

of CD95. Phosphorylation of the serine-threonine kinase Akt on threonine
308

 and serine
473

 is a 

hallmark of its activation. Using cell lines from hematological origins, we did not detect 

phosphorylation of Akt in the type I cell lines H9 and SKW6.4, while the kinase was 

constitutively activated in type II cells (see inset in figure 2A). More intriguingly, analysis of 

the lipid raft distribution of CD95 revealed that the death receptor was excluded from lipid 

rafts in type II cells (high PI3K activity), whereas it was found enriched in type I cells (low 

PI3K activity) (Figure S2A and B). Inverse correlation between PI3K-Akt activity and 

enrichment of CD95 into lipid rafts suggested that the kinase signaling pathway may prevent 

the partition of CD95 into lipid rafts. Akt inh-VIII is reported as a selective inhibitor of 

isoforms 1 and 2 of Akt [470], while the Akt inh-X is a pan-Akt inhibitor [471]. Both 

pharmacologic inhibitors triggered an apoptotic signal in type II cells, while they remained 

inefficient in type I cells (figure 2A). Next, to figure out the role played by CD95 in the 

apoptotic signal induced by Akt inhibitors, we assessed the cytotoxic action of the Akt 

inhibitors on CEM-IRC cell line. Compared to its parental counterpart, CEM-IRC cells 

exhibited a faint expression of CD95 (figure S3A) and resisted to CD95 stimulation (figure 

S3B). On the other hand, CEM and CEM-IRC cell lines displayed similar sensitivity to the 

apoptotic signal induced by TRAIL (figure S3B), another member of the TNF family, 

indicating that the intracellular apoptotic machinery remained unaltered in the CEM-IRC and 

that down-regulation of CD95 was the only cause of its CD95L resistance. As we can observe 

in figure 2B, CEM IRC was significantly less sensitive to the apoptotic signal induced by Akt 
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inhibition than the parental CEM. Next to strengthen that CD95 contributes to the apoptotic 

signal triggered upon Akt inhibition, we analyzed whether inhibition of Akt activity induced 

cleavage and activation of the initiator caspase-8. Similarly to the PI3K inhibitor wortmannin, 

Akt inh-VIII treatment caused the cleavage and activation of caspase-8 both in Jurkat and 

CEM T-cells (figure 2C). Altogether, these finding indicated that the apoptotic signal induced 

upon Akt inhibition occurs through CD95 engagement. Strikingly and similarly to PI3K 

inhibitors, we were able to detect neither alteration of the CD95 expression nor trace of 

CD95L in cells treated with Akt inhibitors VIII and X (figure S1C). Therefore, we assumed 

that Akt inhibition promotes the aggregation of CD95 and its redistribution into lipid rafts, 

which causes the induction of a CD95L-independent apoptotic signal. Lipid rafts can be 

followed using fluorochrome-coupled B-subunit of cholera toxin, a protein exhibiting a strong 

affinity for the monosialoganglioside GM1 found enriched into these domains. Treatment of 

the T-cells Jurkat and CEM with the Akt inhibitor VIII led to clustering of CD95 and its 

partition into lipid raft (figure 2D). In addition, dismantling of lipid rafts using MCD 

prevented the apoptotic signal induced upon inhibition of Akt activity (figure 2E). Overall, 

these findings underlined that in type II cells, the serine-threonine kinase activity of Akt 

hampers the clustering of CD95, its partition into lipid rafts and the ignition of the apoptotic 

signal.  

To confirm the role of Akt in the plasma membrane distribution of CD95, we next 

generated a dominant negative mutant of Akt (DN-Akt), which consisted of the replacement 

of both the threonine
378

 and the serine
473

 by alanine. The PTEN-deficient Jurkat cell line, 

which display a strong PI3K/Akt signaling pathway was transfected with DN-Akt and among 

one hundred clones analyzed, two independent clones harbored a stable over-expression of the 

DN-Akt (figure 3A). As expected, expression of DN-Akt in the leukemic T-cells reached a 

dramatic decrease in the phosphorylation status of the endogenous Akt (figure 3A). Next, we 

explored whether the genetic alteration of Akt activity partitioned CD95 into lipid rafts. 

Sucrose gradient fractionation revealed that reduction in the Akt activity promoted the re-

localization of a significant percentage of CD95 into lipid rafts (figure 3B). Indeed, while in 

parental cells, only 9% of the total amount of CD95 was detected into lipid rafts, the 

distribution of CD95 into these low-buoyant density fractions reached 32 and 38% of total 

CD95 in DN-Akt clone 5 and 8, respectively (figure 3B). Importantly, we failed to detect any 

trace of CD95L in the DN-Akt-expressing Jurkat cells (data not shown). 



117 
 

Strikingly, in contrast to PI3K and Akt pharmacologic inhibitors, the redistribution of 

CD95 into lipid rafts observed in cells expressing the DN-Akt failed to induce apoptosis. It is 

envisioned that redistribution of CD95 into lipid rafts may be counteracted through the 

residual Akt activity observed in our clones (see figure 3A), which may maintain cell survival 

via either over-expression of anti-apoptotic factors or down-regulation in pro-apoptotic 

proteins. In both cases, the pre-distribution of a significant percentage of CD95 into lipid rafts 

should promote the DISC formation and the transmission of the apoptotic signal. Consistent 

with this hypothesis, expression of DN-Akt enhanced the recruitment of FADD to CD95 and 

the subsequent aggregation of caspase-8 at the DISC level in presence of CD95L (figure 3C). 

Furthermore, Akt inhibition not only promoted initial steps of the CD95 signal (i.e., DISC 

formation) but also significantly enhanced CD95-mediated apoptotic signal (figure 4A). The 

Type II cell line Jurkat relies on the mitochondria to transmit an efficient apoptotic signal 

upon CD95L addition [212]. Therefore, we investigated whether the mitochondrion-

dependent apoptotic pathway was altered by expression of the DN-Akt contruct. Using 

staurosporine, a potent inducer of the mitochondria-dependent apoptotic pathway [472], we 

observed that DN-Akt expression did not modified the staurosporine-induced apoptotic signal, 

indicating that the Akt signal interfered with the CD95 cue upstream the mitochondrion-

mediated apoptotic signal. Since CD95 is found partitioned into lipid rafts upon Akt 

inhibition, we next investigated the role of these domains in the CD95 signal. Consistent with 

the faint amount of CD95 found distributed into lipid rafts of type II cells such as Jurkat 

(figure 3B), chelation of cholesterol by MCD did not alter the CD95 signal engaged by 

either the agonist antibody APO1-1 or CD95L in the parental cell (figure 4B and 4C). In 

contrast, the same pre-treatment reduced the sensitivity of the DN-Akt clones down to the 

level of the parental cell line (figure 4B and 4C). Importantly, the weak agonistic antibody 

APO1-1 has been previously used to discriminate between type I and type II cells [128]. 

Indeed, whereas type I cells from leukemic origin were efficiently eliminated by addition of 

APO1-1, type II leukemic cells resisted to the weak apoptotic inducer. We confirmed these 

findings since type I cells SKW6.4 (figure S4) and H9 (data not shown) were killed more 

efficiently than the type II cells Jurkat (figure S4) or CEM (data not shown). Interestingly, 

Jurkat cells in which the Akt activity was dampened, displayed a dramatic increase in its 

APO1-1 sensitivity and so, behaved as type I-like cells (figure S4). Overall, these findings 

demonstrated that the serine-threonine kinase Akt prevent the engagement of CD95 in 

malignant cells in part through the maintain of CD95 excluded from the lipid rafts.  



118 
 

Discussion 

PI3K/Akt signal has been reported to play crucial role in cell survival, proliferation, migration 

and differentiation (EMT). Herein, we demonstrate that this oncogenic signal controls the 

plasma membrane distribution of the death receptor CD95 and thereby prevents its 

aggregation. Among the first, we revealed that the PI3K signal participates in the exclusion of 

CD95 from lipid rafts in leukemic cells [462]. In this work, we demonstrate that the loss of 

PI3K or Akt activities leads to the remodeling of plasma membrane distribution of CD95 and 

its redistribution into lipid rafts. This event promotes DISC formation and ignition of the 

apoptotic pathway independently of the de novo expression of CD95L. Interestingly, 

mammalian target of rapamycin (mTOR), whose activity is controlled, at least in part, by Akt 

[473] and whose activity participates in cell transformation [474], is not involved in 

redistribution of CD95 into lipid rafts and the subsequent induction of the apoptotic signal 

since the use of the mTOR inhibitor rapamycin is unable to trigger cell death in the leukemic 

T-cell lines CEM and Jurkat (figure S5). These findings highlight that while the PI3K/Akt 

axis is crucial in plasma membrane organization of CD95 and cell survival, the Akt/mTOR 

axis does not participate in this process.  

Cells have been classified in type I/type II cells according to their effectiveness to form the 

DISC and their addiction to the mitochondria-mediated apoptotic pathway to activate 

executioner caspases (-3, -6, -7). While CD95 engagement in type I cells, rapidly and 

efficiently leads to the DISC formation and do not rely on activation of mitochondria to 

trigger cell death, type II cells form a faint DISC and undergo cell death through a 

mitochondria-dependent signal [212]. We recently found that type I cells exhibit a 

mesenchymal-like gene signature, whereas type II cells preferentially express  epithelial-like 

genes [263]. These findings suggest that the epithelial to mesenchymal-like transition (EMT), 

which plays pivotal role in carcinogenesis, may switch off the CD95 signaling pathway and 

thus, allows pre-tumoral cells to evade immune surveillance. Recent studies underscored that 

the two main isoforms of Akt, Akt1 and Akt2 achieve opposite role in EMT. Although Akt1 

over-expression promotes mammary tumor survival, it hampers cell invasiveness, a hallmark 

of mesenchymal-like cells [475], and besides, silencing of Akt1 unmasks the Akt2-dependent 

EMT process [431]. In contrast, Akt2 over-expression enhances a wortmannin-sensitive 

metastasic process in vitro (invasiveness) and in vivo (metastases) [476]. Finally, increase in 

the Akt2/Akt1 ratio has been reported to promote EMT [477]. Overall, these findings may be 

construed that up-regulation of Akt isoform 1 controls cell survival and thereby the CD95-
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mediated apoptotic signal by partitioning CD95 away from the lipid rafts. Nevertheless, we 

can not rule out the participation of Akt2 in this molecular mechanism. Indeed, EMT is 

ascribed to the balance between expression level of Akt2 and Akt1 [477], and our analysis of 

the 60 cell lines from the National Cancer Institute revealed differences in gene expression 

between type I and type II, which matched to the epithelial-mesenchymal transition [263]. As 

a consequence, we may envision that the ratio of Akt2 to Akt1 reprograms cells to exclude 

CD95 from lipid rafts and thus to evade immune surveillance. Akt inh VIII selectively locks 

the PH domain of Akt-1 and -2 with their respective kinase domain, preventing the activation 

loop to be phosphorylated by its upstream activator, phosphoinositide-dependent protein 

kinase-1 (PDK1) [470]. On the other hand, Akt inh-X binds the ATP-binding site and 

abrogates activity of all three isoforms [471]. Expression of the DN-Akt competes with the 

three endogenous Akt isoforms for the binding to PIP3. Altogether our findings demonstrate 

that Akt activity is definitively involved in the exclusion of CD95 from the lipid rafts, but 

hitherto, the Akt isoform acting in this process remains uncertain and will have to be further 

investigated. 

The anti-apoptotic role of Akt is multifaceted. For instance, the serine-threonine kinase 

abrogates the function of the pro-apoptotic factors caspase-9, Bad and Forkhead family of 

transcription factor-1 (FKHR1) via their phosphorylation [444, 446, 478]. In addition, by 

phosphorylating the anti-apoptotic factor PED/PEA-15, Akt dramatically augments its half-

life and protects cells from the TRAIL-induced apoptotic signal [447]. The PI3K/Akt 

signaling pathway also promotes the up-regulation of anti-apoptotic genes such as c-FLIP, 

which alters the DISC formation and the ignition of the caspase-8 activation [479]. Herein, 

our results demonstrate that the PI3K/Akt signaling pathway achieves the block of the CD95-

mediated apoptotic signal by acting upstream the DISC formation and even upstream the 

CD95-CD95L interaction through the exclusion of the death receptor from a favorable pro-

apoptotic plasma membrane environment.  
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Figure 1. PI3K inhibition leads to the formation of a CD95-containing megaDalton-sized 

complex and induction of the CD95 signal through a lipid raft-dependent mechanism. 

 

A. In native conditions, proteins were resolved according to their steric hindrance using gel filtration 

chromatography and the wide range fractionation Superose 6 PC 10/30 column. 96 Fractions were harvested and 

pooled to obtain 9 samples and then 50 l of each fraction was loaded into a 12% SDS-PAGE. Immunoblots 

were performed using the indicated antibodies. The estimated molecular sizes were depicted below the 

immunoblots. B. For each immunoblot, the band from each fraction was scanned and quantified by densitometry 

using Image J software and percentage of CD95 (upper panel) or caspase-8 (lower panel) present in each fraction 

was depicted. C. Jurkat cells (5.10
7
 cells) were treated or untreated for 4 h with 5 M of wortmannin and then 

lysed. CD95 was immunoprecipitated and the immune complex was resolved using a SDS-PAGE. Immunoblots 

with the indicated antibodies were performed. D. Jurkat T-cells were incubated for 20 minutes in presence or 

absence of 2 mM of MCD then treated for 4 hours with 5 M of wortmannin. CD95 was immunoprecipitated 

and the immune complex was resolved using a SDS-PAGE as described in C. E. The Jurkat T-cell line was pre-

incubated with 2 mM of MCD for 20 minutes and then treated for 6 hours with the inhibitors of the PI3K 

wortmannin or LY294002. Cell death was assessed by measuring the drop of mitochondria potential (m). 

Data depict mean and SD of three independent experiments.  
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Figure 1. PI3K inhibition leads to the formation of a CD95-containing megaDalton-sized 

complex and induction of the CD95 signal through a lipid raft-dependent mechanism. 
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Figure 2. Akt contributes to maintain CD95 outside the lipid rafts. 

 

A. Cells displaying a solid (Jurkat and CEM) or a weak PI3K activity (SKW 6.4 and H9) were treated for 16 

hours with the indicated concentrations of Akt inhibitors and cell death was assessed using the viability assay 

MTT. Inset depicts immunoblots performed with antibodies recognizing either the phosphorylated serine
473 

of 

Akt (activated form) or the whole Akt. B. CEM-IRC (low CD95) and parental CEM were incubated for 16 hours 

with the indicated concentration of the selective Akt inhibitors. Percentage of cells exhibiting a drop of their 

mitochondrial electric potential (m) is depicted. C. leukemic T-cells Jurkat and CEM were treated or 

untreated for the indicated times with 5 M of wortmannin or Akt-inh-VIII. Cells were then lyzed and subjected 

to SDS-PAGE and anti-caspase-8 immunoblotting. Upon caspase-8 activation, the protease is auto-cleaved and a 

p43/41 fragment is generated. D. Leukemic T-cell lines Jurkat and CEM were incubated for 4 hours with or 

without 5 M of the Akt inhibitor VIII. Cells were then fixed and lipid rafts were tagged using Alexa555-B 

subunit of cholera toxin and CD95 was stained using an anti-CD95 mAb (clone DX2) followed by a FITC-

coupled goat anti-mouse mAb. Images were acquired with confocal microscope TSC SP5 (Leica, Wetzlar, 

Germany, 63x objective). Bars=5 m. E. Leukemic T-cell lines Jurkat and CEM were pre-incubated with or 

without 2 mM of MCD and then treated for 6 hours with the indicated concentration of the Akt inh-VIII. Data 

represent mean and SD of at least three independently performed experiments. 
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Figure 2. Akt contributes to maintain CD95 outside the lipid rafts. 
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Figure 3. Genetic inhibitor of Akt promotes the DISC formation and the induction of cell 

death. 

 

A. The dominant negative Akt (DN-Akt) corresponds to the replacement of Thr
308

 and Ser
473

 by alanine. 

Leukemic T-cell Jurkat was transfected with DN-Akt and two independent clones were isolated and 

characterized. left panel, intracellular staining and flow cytometry analysis of the whole Akt in the DN-Akt-

expressing cells and their control counterpart (empty vector). Right panel, anti-whole Akt and phosphorylated 

Akt (Serine
473

) immunoblots were carried out. -actin serves as a loading control. B. Empty vector and DN-Akt-

expressing T-cells (5.10
8
 cells) were lysed. Total lysate was submitted to ultracentrifugation in a discontinuous 

sucrose gradient to separate low-buoyant density lipid raft fractions from soluble membranes. The src kinase Lck 

delineates lipid raft fractions. C. Indicated cells (5.10
7
 per condition) were incubated with 1 µg/ml of the 

agonistic antibody APO1-3 for 15 minutes at 4°C (0) or at 37°C (15 minutes). Cells were lyzed and and CD95 

was immunoprecipitated. The associated immune complex was resolved in SDS-PAGE and indicated 

immunoblots were performed. Total lysate indicates that no alteration of the major DISC components is 

observed in DN-Akt cells as compared to parental cell line. Data are representative of three independently 

performed experiments.  
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Figure 3. Genetic inhibitor of Akt promotes the DISC formation and the induction of cell 

death. 
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Figure 4. Inhibition of Akt promotes the CD95-mediated apoptotic signal through a lipid 

raft-dependent mechanism. 

 

A. Empty vector- and DN-Akt-expressing Jurkat cells were treated for 16 hours with the indicated 

concentrations of either CD95L or mitochondrion-dependent apoptotic inducer staurosporine and cell death was 

assessed using the viability assay MTT. B. and C. Control cell line (empty vector-transfected Jurkat cell line) 

and DN-Akt-expressing Jurkat #5 (B) or #8 (C) cell lines were pre-incubated with or without 2 mM of MCD 

for 20 minutes and then treated for 6 hours with CD95L or the weak CD95 agonist mAb APO1-1. Cell death was 

assessed by measuring the drop of mitochondria potential (m). Data represent mean and SD of three 

independent experiments.  
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Figure 4. Inhibition of Akt promotes the CD95-mediated apoptotic signal through a lipid 

raft-dependent mechanism. 
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Figure S1. CD95 and CD95L expressions remain unaffected by inhibition of PI3K.  

 

The CD95L-expressing mouse lymphoma cell line 1A12 was kindly provided by Dr Nagata (Osaka, Japan). A. 

Jurkat and CEM cell lines were untreated (U) or treated with wortmannin (10 M) or LY294002 (30 M) for the 

indicated times. Cells were washed and CD95L expression was analyzed by flow cytometry using an anti-

CD95L mAb (clone 14C2) or an isotypic mAb (anti-LIF mAb clone 1F10). B. Cells were treated or untreated 

with 10 M of wortmanin or 30 M of LY294002 for indicated times, then cells were lyzed and 100 g of 

proteins were resolved in a 12% SDS-PAGE. CD95L expression was detected by immunoblot using an anti-

CD95L mAb (clone G247-2, BD biosciences). C. Cells were incubated with 5 M of Akt Inh VIII or Akt inh X 

or DMSO (untreated) for 4 hours and CD95L (upper panel) and CD95 (lower panel) plasma membrane 

expressions were assessed using flow cytometry and specific anti-CD95 mAb (clone DX2) or anti-CD95L mAb 

(clone 14C2). The isotypic mAb corresponds to the home-made anti-LIF mAb clone 1F10. D. Jurkat cells were 

left untreated or pre-treated with 2 mM of MCD for 20 min and then incubated for 4 hours with 10 M of 

wortmannin or DMSO (control). CD95 expression was determined by flow cytometry using the anti-CD95 mAb 

DX2 (BD Biosciences). Isotypic staining corresponds to the anti-LIF mAb (clone 1F10).  
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Figure S1. CD95 and CD95L expressions remain unaffected by inhibition of PI3K.  
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Figure S2. CD95 is found redistributed in detergent resistant microdomains (DRMs) in type 

I but not in type II cells. 

A. Indicated cells (between 10
8
 and 2.10

8
 cells) were lysed in a non-ionic detergent (Triton X-100)-containing 

lysis buffer and lipid rafts were isolated from the rest of the plasma membrane upon ultracentrifugation in a 

sucrose gradient. Fractions 1-3 stand for lipid rafts, while fractions 4-6 contains the non-raft membranes. B. The 
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distribution of CD95 on the immunoblots depicted in A was quantified by densitometry analysis using ImageJ 

sofware.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S3. Low CD95-expressing cell line CEM displays no alteration of the death receptor 

signaling pathway.  

A. Parental and Ig-CD95L-resistant CEM (CEM-IRC) cell lines were incubated for 30 minutes with 5 g/ml of 

isotypic mAb (anti-LIF, clone 1F10) or 5 g/ml of the anti-CD95 mAb (clone DX2). Cells were washed and cell 

binding of the primary antibody was revealed using a goat anti-mouse FITC-conjugated secondary mAb. Cells 

were next washed and their intensity of fluorescence was assessed by flow cytometry. B. The leukemic T-cell 

line CEM-IRC and its parental counterpart CEM were treated for 8 hours with the indicated concentration of 

CD95L or TRAIL and cell death was quantified by assessing the drop of the mitochondrial potential. While the 

CD95-mediated apoptotic signal is dramatically altered due to the down-regulation of plasma membrane CD95, 

the death signaling pathway remains unaltered upon addition of TRAIL indicating that except a down-

modulation of the death receptor CD95, cell death machinery remains unaltered in the CEM-IRC cell line, as 

compared to the parental CEM. 
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Figure S4. Akt-DN expression modifies the APO1-1-mediated type II response to a type I-

like one.  

The type I cell line SKW6.4 and the type II cells Jurkat and Akt-DN-expressing Jurkat clones #5 and #8 were 

incubated with CD95-expressing CEM T-cell line and its counterpart CEM were treated for 8 hours with the 

indicated concentration of CD95L or TRAIL and cell death was quantified by assessing the drop of the 

mitochondrial potential. While the CD95-mediated apoptotic signal is dramatically altered due to the down-

regulation of plasma membrane CD95, the death signaling pathway remains unaltered upon addition of TRAIL. 

 

 



135 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S5. In contrast to PI3K class Ia or Akt, inhibition of mTOR does not trigger 

apoptosis in leukemic T-cells.  

The leukemic T-cells CEM and Jurkat were treated with the indicated concentrations of the mTOR inhibitor 

Rapamycin and cell death was assessed by measuring the percentage of sub-G1 cells (DNA fragmented cells). 
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3) Principaux résultats 

 

1) Le signal PI3K contrôle la distribution membranaire de CD95 

 

Dans l’étude précédente, nous avons montré que la voie PI3K jouait un rôle dans le maintien 

de CD95 en dehors des microdomaines [462]. Ici, nous étudions si cette inhibition de la PI3K 

permet la formation du DISC et l’induction d’un signal apoptotique dépendant de la 

redistribution du récepteur dans les radeaux lipidiques. Comme le montre les figures 1A et 

1B, l’inhibition de la PI3K dans les Jurkat induit la formation de complexes moléculaires de 

l’ordre du mégadalton, contenant à la fois CD95 et la caspase-8. Afin de déterminer si 

l’inhibition de la PI3K induit l’étape initiale du signal CD95, la formation du DISC, nous 

avons ensuite immunoprécipité CD95 dans les Jurkat suite à un traitement à la wortmannine 

et au LY294002. Nous avons observé que l’inhibition de la PI3K induit l’association de CD95 

avec FADD, et le recrutement de la caspase-8 (Figure 1C). Cette formation du DISC est 

indépendante de CD95L, puisque l’on n’observe aucune trace de CD95L, que ce soit avant ou 

après traitement avec les inhibiteurs (Figure S1A et B). 

Nous avons ensuite étudié le rôle des radeaux lipidiques dans la formation du DISC et dans le 

signal apoptotique lors de l’inhibition de la PI3K. Nous montrons que les microdomaines sont 

nécessaires à la formation du DISC et au signal apoptotique induit par l’inhibition de la PI3K 

(Figure 1D et 1E). 

Ainsi, l’inhibition de la PI3K induit la formation d’agrégats de CD95, la formation du DISC, 

et l’induction d’un signal apoptotique dépendant des microdomaines mais indépendamment 

du CD95L. 
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2) L’inhibition d’Akt permet la redistribution de CD95 dans les microdomaines et induit 

un signal apoptotique médié par CD95. 

 

Comme la protéine Akt est un effecteur de la voie PI3K, et joue un rôle anti-apoptotique vis-

à-vis du signal CD95, nous avons étudié si Akt était capable de contrôler la distribution de 

CD95 à la membrane.  

L’utilisation d’inhibiteurs d’Akt, à savoir l’Akt inhibiteur VIII, qui est un inhibiteur des 

isoformes 1 et 2 d’Akt, et l’Akt inhibiteur X, qui inhibe les trois isoformes, induit un signal 

apoptotique de façon préférentielle dans les types II comparativement aux types I (Figure 2A). 

Comme le montre la figure 2B, la résistance au signal CD95 induit également une résistance à 

la mort induite par les inhibiteurs d’Akt. La figure 2C met en évidence que de manière 

similaire aux inhibiteurs de PI3K, l’inhibition d’Akt active la caspase initiatrice -8.  

En conclusion, l’inhibition d’Akt induit un signal apoptotique médié par CD95. Tout comme 

l’inhibition de la PI3K, l’inhibition d’Akt n’induit ni l’expression de CD95L ni la sur-

expression de CD95 (Figure S1C). L’étude par imagerie des cellules de type II traitées avec 

les inhibiteurs d’Akt révèle la formation de CD95-CAP et la redistribution du récepteur de 

mort dans les microdomaines (Figure 1D). De plus, l’utilisation de la MCD prévient le 

signal apoptotique induit lors de l’inhibition d’Akt (Figure 1E). En conséquence, l’inhibition 

de l’activité kinase d’Akt favorise l’agrégation de CD95, sa relocalisation dans les 

microdomaines, et le déclenchement d’un signal apoptotique. 

Afin de confirmer le rôle d’Akt dans la distribution membranaire de CD95, nous avons généré 

des Jurkat exprimant un dominant négatif d’Akt (DN-Akt). Comme le montre la figure 3A, 

deux clones ont été obtenus exprimant de façon stable le DN-Akt, et cette expression inhibe 

bien la phosphorylation d’Akt. L’inhibition de l’activité Akt dans les Jurkat DN-Akt, induit 

un enrichissement significatif de CD95 dans les radeaux lipidiques, contrairement aux cellules 

parentales (Figure 3B). 

Contrairement aux inhibiteurs chimiques, cette redistribution de CD95 n’induit pas un signal 

apoptotique. Ce phénomène peut être expliqué par le fait que l’inhibition d’Akt dans les 

Jurkat DN-Akt n’est pas totale, impliquant une activité anti-apoptotique résiduelle. 

Cependant, nous observons que l’enrichissement de CD95 dans les radeaux lipidiques, facilite 
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la formation du DISC et la transmission du signal apoptotique dans les Jurkat DN-Akt. La 

lignée Jurkat étant une cellule de type II, nous avons vérifié que l’expression du DN-Akt 

n’altérait pas la voie apoptotique mitochondriale. Au contraire du signal CD95, le signal 

apoptotique induit par la staurosporine, un inducteur de la voie apoptotique mitochondriale, 

n’est pas modifié entre les Jurkat DN-Akt et les parents (Figure 4A). Ces résultats indiquent 

que le signal Akt interagit avec CD95 en amont du signal mitochondrial. 

CD95 étant enrichi dans les microdomaines chez les Jurkat DN-Akt, nous avons ensuite 

étudié le rôle de ces radeaux lipidiques dans cette sensibilisation au signal CD95. Les Jurkat 

DN-Akt et les cellules parentales, ont été incubées avec la MCD, puis traitées avec le 

CD95L ou un anticorps agoniste l’Apo 1-1. Nous n’avons observé aucune différence de 

sensibilité des Jurkat parentales avec ou sans traitement avec la MCD, ce qui est en accord 

avec l’absence de CD95 dans les microdomaines de ces cellules. A l’inverse, l’amplification 

du signal de mort chez les Jurkat DN-Akt est inhibée après traitement avec la MCD (Figure 

4B et 4C). L’Apo1-1 a précédemment été utilisé pour discriminer les cellules de type I et les 

cellules de type II. En effet, les cellules de type I sont sensibles à cet anticorps, à l’inverse des 

type II, et cette sensibilité est dépendante de la présence de CD95 dans les microdomaines 

[128]. Il est à noter que la sensibilité des Jurkat à l’Apo1-1 suite à l’inhibition d’Akt, est 

proche de celle de cellules de type I. Ainsi, l’inhibition d’Akt dans les Jurkat DN-Akt 

sensibilise ces cellules au signal CD95, et cela de façon dépendante des microdomaines 

 

4) Conclusions 

 

Ainsi, au cours de cette étude nous avons montré que la voie PI3K/Akt est capable d’inhiber 

les étapes initiales du signal CD95, en agissant en amont de la formation du DISC ou de 

l’interaction CD95/CD95L, en maintenant CD95 exclu des microdomaines. 
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DISCUSSION GENERALE 
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Au cours de nos études, nous avons montré que l’inhibition de la voie PI3K/Akt induit 

un signal apoptotique via la redistribution de CD95 dans les radeaux lipidiques.  

De façon intéressante, nous avons observé des différences importantes vis-à-vis de 

l’activité de la voie PI3K/Akt entre les lignées leucémiques. En effet, pendant que les lignées 

de type I présentent une faible phosphorylation d’Akt, à l’inverse, les lignées de type II 

arborent une activité PI3K forte. Les différences entre type I et type II font l’objet de plusieurs 

études, on notera principalement que les deux types divergent dans leur capacité à former un 

DISC de manière efficace, et dans leur dépendance vis-à-vis de la mitochondrie lors du signal 

apoptotique. En 2004, Muppidi et Siegel ont montré que dans les cellules de type II, le CD95 

est exclu des microdomaines, alors que dans les cellules de type I, il y est colocalisé [128]. Ils 

ont également observé que des lymphocytes activés se comportent comme des cellules de type 

II, alors que la restimulation de ces lymphocytes entraine une relocalisation de CD95 dans les 

radeaux lipidiques, et le passage vers un type I. Contrairement aux cellules de type II, les 

cellules de type I possèdent une sensibilité exacerbée vis-à-vis du signal de mort induit par un 

faible agoniste du CD95, l’Apo 1-1. Nous avons montré que l’inhibition de la voie PI3K/Akt 

dans nos lignées leucémiques de type II via nos mutants DN-Akt entraîne i) une relocalisation 

de CD95 dans ces radeaux lipidiques, ii) une formation plus efficace du DISC lors de la 

stimulation de CD95 et iii) une sensibilisation à l’anticorps agoniste Apo1-1 dépendante de 

l’intégrité des radeaux lipidiques. Nous avons également observé que la stimulation des 

lymphocytes s’accompagne d’une activation de la PI3K/Akt, alors que leur restimulation 

inhibe cette voie (Bénéteau M, Legembre P, data non publiées). Il existe donc une corrélation 

entre une activité forte de la voie PI3K/Akt et l’orientation de la cellule vers un phénotype 

type II. Cette hypothèse est appuyée par des études récentes, mais aucune d’elles n’avaient 

jusqu'à alors impliqué les microdomaines : en effet, Peacock et ses collaborateurs ont 

démontré que la phosphorylation de PED/PEA-15 par la voie PI3K/Akt, bloque la formation 

du DISC dans les cellules de type I et oriente vers un signal type II dépendant de la 

mitochondrie [306]. L’analyse transcriptomique de nombreuses lignées tumorales montre que 

les cellules de type I présentent majoritairement des marqueurs génétiques de type 

mésenchymateux, alors que les cellules de types II présentent les caractéristiques génétiques 

de cellules épithéliales. Cette étude suggère que lors de la transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT), les cellules transiteraient d’un type II vers un type I. Récemment, 

la protéine Akt a été impliquée dans l’EMT et plus précisément la balance entre son isoforme 
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1 et 2 [431, 477]. Dans le but de confirmer notre hypothèse, il serait intéressant d’étudier 

l’activité PI3K/Akt dans ces différentes lignées, afin de déterminer si cette voie joue un rôle 

dans la discrimination type I/type II. De plus, la transfection de Bcl-2 dans nos cellules de 

type II exprimant le DN-Akt, nous permettrait de déterminer l’indépendance de nos cellules 

vis-à-vis de la mitochondrie lors du signal apoptotique CD95, et donc le passage « complet» 

vers un type I.  

Le contrôle de la transition entre type II et type I est très prometteur en cancérologie, 

car la relocalisation du CD95 dans les microdomaines est connue pour amplifier le signal 

apoptotique médié par ce récepteur, et nous avons de plus montré que cette relocalisation peut 

entrainer un signal de mort dépendant du CD95 et des microdomaines, mais indépendamment 

du CD95L. Ce phénomène a déjà été observé au cours de traitement avec des agents 

anticancéreux tel que l’edelfosine, mais les mécanismes moléculaires responsables de ce 

signal de mort sont inconnus. Nous avons, à notre connaissance, été les premiers à avoir 

apporté un élément de réponse, en montrant que l’inhibition de la voie PI3K/Akt est capable 

de reproduire ces phénomènes, sachant que l’edelfosine inhibe cette voie.  

La voie PI3K/Akt, qui est activée dans de nombreux cancers, est un des mécanismes 

anti-apoptotiques employés par les tumeurs afin de résister à la mort. En effet, elle joue un 

rôle important dans la résistance à l’apoptose, notamment en inhibant le signal apoptotique 

CD95. Cette inhibition touche différents niveaux de ce signal de mort, à la fois au niveau du 

DISC via l’expression de c-FLIP, mais également à un niveau plus basal, avec les 

phosphorylations de Bad ou de la caspase-9. Nous avons mis en évidence un nouveau 

mécanisme anti-apoptotique de la voie PI3K/Akt vis-à-vis du signal CD95, qui se situe en 

amont de la formation du DISC, via le contrôle de la distribution de ce récepteur à la 

membrane.  

Le maintien de CD95 en dehors des microdomaines par la voie PI3K/Akt, pourrait 

impliquer le cytosquelette. En effet, la PI3K, ainsi que la protéine Akt, agissent sur le 

remodelage du cytosquelette [480-483], mais sont également responsables d’interactions entre 

la membrane et le cytosquelette [484]. De plus, la relocalisation de protéines dans les 

microdomaines de manière polarisée a déjà été observée dans la formation de la synapse 

immunologique [329], et implique l’actine ainsi que la protéine ezrine [485]. L’ezrine 

appartient à la famille des ERM (Ezrine/Radixine/Moesine), et est une molécule de pontage 

reliant l’actine à certains récepteurs transmembranaires. Il a été décrit une interaction entre 
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l’ezrine, l’actine et CD95 [486]. La voie PI3K/Akt interagit également avec l’ezrine, via la 

fixation de la sous-unité régulatrice de la PI3K, la p85, sur le domaine de l’ezrine dont la 

Tyr
353

 est phosphorylée [487]. De plus, Akt semble capable d’activer l’ezrine via la 

phosphorylation de la Thr
567

 [488] et cette activation de l’ezrine est sous la dépendance de sa 

fixation aux PIP2 [489], qui sont présents dans les radeaux lipidiques [490-492]. L’une des 

hypothèses est que la voie PI3K/Akt joue un rôle sur la localisation du CD95 via l’ezrine. Des 

mutants de l’ezrine ont été réalisés au laboratoire : un mutant dont le domaine de fixation à 

CD95 a été éliminé, et un autre dont le domaine de fixation à l’actine est tronqué. Ces mutants 

inhibent de manière compétitive la fixation de l’ezrine endogène aux récepteurs 

membranaires. L’expression de ces mutants avec ou sans inhibiteurs de la voie PI3K/Akt dans 

nos lignées de type II, nous renseignera sur l’implication de l’ezrine dans la distribution de 

CD95 à la membrane plasmique. Le rôle du cytosquelette devra également être déterminé. 

L’inhibition du cytosquelette via des inhibiteurs chimiques (Cytochalasin D, et Latrunculin A) 

suite à l’inhibition de la voie PI3K/Akt, nous permettra d’apprécier son rôle dans les 

différents phénomènes observés. Cependant, nous avons récemment démontré que l’inhibition 

du cytosquelette dans les cellules de type II au repos, ne perturbe pas la relocalisation du 

récepteur CD95 dans les radeaux lipidiques lors de l’ajout de CD95L [168]. Le rôle du 

cytosquelette d’actine dans le contexte de l’inhibition de la voie PI3K/Akt reste à étudier. 

D’autres mécanismes indépendants du cytosquelette, ont été décrits comme étant 

responsables de la relocalisation de protéines dans les radeaux lipidiques, et c’est notamment 

le cas de modifications post-traductionnelles que sont la myristoylation et la palmitoylation. 

En effet, les protéines Lck et Fyn, qui appartiennent à la famille des Src kinases (SFKs), sont 

myristoylées, et palmitoylées. Ces modifications lipidiques permettent l’adressage de ces 

protéines dans les radeaux lipidiques [493]. De plus, la palmitoylation seule est capable de 

relocaliser les protéines dans les microdomaines et peut être réversible [494] à l’inverse de la 

myristoylation. Le ratio entre les PATs (proteines acyltransferases) qui permettent le transfert 

d’un acide palmitique sur une cysteine, et les APTs (acylprotein thioesterase) qui induisent la 

dépalmitoylation, permet la régulation de l’expression à la membrane des protéines. Il est à 

noter, que les protéines peuvent également « s’auto-acyler » en présence d’une forte 

concentration en palmitoyl-CoA. Cho et ses collaborateurs ont montré que la surexpression de 

PPT1, qui appartient à la famille des APTs, entraine une résistance à la mort induite par un 

inhibiteur de la PI3K (LY294002), et le C2-ceramide [495]. Nous savons que ces deux 

inducteurs de mort déclenchent un signal apoptotique CD95 [268, 269, 462]. De plus, les 
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cellules sur-exprimant PPT1 arborent une forte activité de la voie PI3K/Akt [495]. On peut 

ainsi imaginer que la voie PI3K/Akt maintient CD95 en dehors des microdomaines via la 

régulation de sa palmitoylation. Le prétraitement de nos lignées de type II avec du 2-BrPA (2-

bromopalmitic), qui est un inhibiteur de la palmitoylation, nous permettrait de connaître 

l’éventuel rôle de la palmitoylation du CD95 dans sa relocalisation dans les microdomaines 

suite à l’inhibition de la voie PI3K/Akt. L’état de palmitoylation du CD95 peut également être 

apprécié via un marquage métabolique au [
3
H]palmitate de nos cellules, une 

immunoprécipitation de CD95, puis un western blot avec un marquage autoradiographique. 

La modification de la fluidité membranaire pourrait être un autre mécanisme dans la 

relocalisation de CD95 dans les microdomaines. La production de céramides a également été 

impliquée dans la relocalisation de CD95 dans les radeaux lipidiques. En effet, le cisplatine 

(cis-dicholorodiamine-platinium), qui est un agent cancéreux, induit la relocalisation de CD95 

dans les microdomaines [461], via l’activation de la sphingomyelinase acide (aSMase) et la 

génération de céramide à la membrane [496]. De plus, cette génération de céramide à la 

membrane entraîne une augmentation de la fluidité membranaire [496], qui est responsable de 

la formation d’agrégats de radeaux lipidiques [497]. Cette fluidité membranaire induite par le 

cisplatine semble due à son action inhibitrice sur la protéine NHE1 (Na
+
 /H

+
 exchanger 

isoforme 1) [496] qui entraîne une acidification du cytosol et ainsi active la sphingomyelinase 

acide et la production de céramides. L’augmentation de la fluidité membranaire est 

indispensable à la formation d’agrégats de radeaux lipidiques [497] et favorise la 

redistribution de CD95 dans les microdomaines. Des travaux récents mettent en évidence que 

la kinase Akt phosphoryle et active NHE1 [498]. L’édelfosine inhibe la voie PI3K et ce lipide 

entraîne également une augmentation de la fluidité membranaire [499]. Il est également 

important de noter que le traitement des cellules avec un analogue des céramides, le C2-

céramide, induit une inhibition de la protéine Akt1. L’utilisation d’inhibiteur de NHE1, 

comme l’EIPA (5-(N-ethyl-N-isopropyl)amiloride) ou la cariporide, ainsi que l’étude de sa 

phosphorylation lors de l’inhibition de la voie PI3K/Akt, nous permettrait d’apprécier son rôle 

dans la relocalisation de CD95 dans les microdomaines. En conclusion, l’inhibition de la voie 

PI3K/Akt pourrait induire l’activation de l’aSMase, responsable de la production de céramide, 

permettant une fluidification de la membrane, entraînant la formation de larges plateformes de 

radeaux lipidiques et une relocalisation de la protéine CD95 dans ces radeaux. 
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Nous avons pu observer, via une étude microscopique, que cette relocalisation du 

CD95 dans les microdomaines, s’accompagnent de la mise en place d’un « cluster » de CD95 

ainsi que d’un « patch » de radeaux lipidiques à un pole de la cellule. Ce « CD95-CAP » est 

similaire à ceux observés suite à la stimulation du CD95 par son ligand [168, 170], et nous 

avons confirmé, par une approche biochimique (gel filtration), la présence de CD95 et de la 

caspase-8 dans des complexes de haut poids moléculaire suite à l’inhibition de PI3K/Akt. 

Ceci semble indiquer que la formation du DISC que l’on observe lors de l’inhibition de la 

voie de signalisation PI3K/Akt se déroule dans ce « cluster » de radeaux lipidiques 

concentrant CD95. L’immunoprécipitation du CD95 dans ces fractions de haut poids 

moléculaires nous permettrait d’apprécier la formation du DISC dans ces complexes. De plus, 

seule une partie des microdomaines se relocalise pour former ce « patch » de radeaux 

lipidiques. Ce phénomène laisse présager l’existence de fonctions dédiées à certains 

microdomaines, ce qui tend à confirmer l’hypothèse de notre précédente étude [180].  

Nos travaux ont également confirmé un rôle important des microdomaines dans la 

formation du DISC au cours de l’inhibition de la voie PI3K/Akt, ainsi que dans le signal 

apoptotique qui en découle.  

 L’amplification du signal CD95 pourrait être médiée par la composition protéique de 

ces microdomaines, et la protéine Lck serait un bon candidat. En effet, en 1996, le Dr 

Schlottman et son équipe ont montré que suite à la stimulation du CD95, les src-kinases Lck 

et Fyn sont phosphorylées [500]. Plus récemment, l’équipe du Dr Sharif-Askari a mis en 

évidence la participation de la tyrosine kinase Lck dans la formation du DISC lors de la 

stimulation du CD95 [501]. Or il est connu que la protéine Lck est localisée dans les radeaux 

lipidiques [502]. L’analyse du signal de mort dans les Jurkat JCam-1.6 déficientes pour la 

protéine Lck [503] et reconstituées avec la forme sauvage, en présence d’inhibiteurs de la voie 

PI3K/Akt, permettrait de définir le rôle de la protéine Lck i) dans la relocalisation de CD95 

dans les microdomaines, ii) la formation du DISC et iii) le signal de mort. Une étude 

protéomique, après immunoprécipitation du DISC (via la protéine CD95) dans les fractions 

enrichies en radeaux lipidiques (obtenues après ultracentrifugation en gradient discontinu de 

saccharose), nous permettrait de connaitre les différents protagonistes concentrés dans les 

radeaux lipidiques et participant à l’amplification du signal apoptotique suite à l’inhibition de 

la voie PI3K/Akt.  
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 La nature lipidique des microdomaines pourrait également être responsable de cette 

amplification du signal CD95. Riedl et son équipe ont démontré que le CD95 existe sous une 

forme fermée, qui est stable et majoritaire, et une forme ouverte qui serait instable mais 

indispensable à la transmission du signal de mort [40]. Cette ouverture de la protéine CD95 de 

façon stable serait due à la proximité de ces molécules dans un espace restreint, et a des 

interactions faibles entre leur domaine de mort. Les radeaux lipidiques sont des zones de la 

membrane qui sont compactes, connues pour concentrer les protéines qui y sont séquestrées, 

et où la diffusion par rapport au reste de la membrane est diminuée. Ainsi, lorsque les 

molécules de CD95 sont localisées dans ces radeaux lipidiques, la concentration de ce 

récepteur de mort dans un espace restreint pourrait faciliter l’ouverture de l’hélice  6 du 

domaine de mort et permettre le recrutement de FADD, puis la formation du DISC, tout 

comme le fait le CD95L ou les anticorps agonistes. On peut alors imaginer, qu’en plus de 

concentrer le CD95, la diffusion réduite des protéines ainsi que la rigidité observée dans ces 

microdomaines, pourraient favoriser la stabilisation de la forme ouverte du CD95 et donc le 

signal de mort qui en découle. 

L’utilisation d’inhibiteurs de la voie de signalisation PI3K comme thérapie anti-

cancéreuse s’avère encore trop toxique pour l’organisme car cette kinase contribue à de 

multiples fonctions comme la prolifération, la migration, la croissance cellulaire [504]. Ainsi, 

nous pensons que la caractérisation fine des mécanismes moléculaires responsables de la 

relocalisation de CD95 dans les microdomaines, suite à l’inhibition de la voie PI3K/Akt, 

permettrait de définir des cibles thérapeutiques, afin de resensibiliser les cellules tumorales au 

système immunitaire en évitant l’inhibition de PI3K ou Akt, tous deux impliqués dans de 

nombreux processus cellulaires, et donc potentiellement essentiels pour des cellules non-

tumorales. 

 

.  
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Résumé 

Le récepteur de mort CD95 appartient à la famille du récepteur au TNF (Tumor necrosis 

factor). Ce récepteur est retrouvé muté et non fonctionnel dans les souris Lpr et Lpr
cg

 et chez 

les patients atteints d'ALPS de type Ia (Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome). Ces 

mutations du récepteur CD95 bloquent le signal apoptotique et entraînent chez le patient 

comme chez la souris, une lymphoprolifération, des adénopathies, une splénomégalie, une 

accumulation d'une population lymphocytaire T CD4
-
CD8

-
 et de l'auto-immunité. Alors que 

CD95 a été impliqué dans un premier temps dans la contraction du nombre de lymphocytes T 

activés lors de la réponse anti-tumorale ou infectieuse, il semble en fait jouer un rôle dans la 

tolérance périphérique et l'élimination des lymphocytes activés de manière chronique par les 

antigènes du soi de faible affinité. Le ligand de CD95, le CD95L est exprimé à la surface des 

lymphocytes T activés et des cellules NK où il joue un rôle important dans l'élimination des 

cellules tumorales et infectées. L'engagement de CD95 par le CD95L déclenche l'activation 

de cystéine protéases appelées caspases. Une de ces caspases, la caspase-12 est retrouvée  

sous une forme longue (active et ancestrale) principalement dans certaines populations 

d'origine africaine et interviendrait dans l'atténuation de la réponse inflammatoire. La pression 

de sélection responsable de la conservation par ces populations de la forme longue de la 

caspase-12 reste à ce jour inconnue. 
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Summary  

The death receptor CD95 belongs to the TNF (Tumor necrosis factor) receptor 

superfamily. Lpr and Lpr
cg

 mice or ALPS (autoimmune lymphoproliferative syndrome) type 

Ia-suffering patients exhibit mutated and non-functional CD95 alleles. The patients and the 

mice display similar phenotypes such as lymphoproliferation, adenopathy, splenomegaly, 

accumulation of double negative T lymphocytes (B220
+
CD4

-
CD8

-
) and the production of 

autoimmune antibodies. Although CD95 was initially involved in the elimination of 

lymphocytes T activated by tumoral or infectious antigens, recent studies highlighted that in 

fact CD95 plays a pivotal role in peripheral tolerance and the elimination of lymphocytes 

chronically stimulated by self-antigens. The cognate CD95 ligand, CD95L is expressed at the 

membrane of activated lymphocytes and natural killer cells upon which it plays a pivotal role 

in the elimination of transformed and infected cells. The engagement of CD95 leads to the 

activation of a family of cysteine proteases termed caspases and the subsequent induction of 

the apoptotic phenotype. Among these caspases, the caspase-12 has been found functional 

only in certain African population wherein it may play an essential role in the attenuation of 

the inflammatory response. To date, the pressure of selection responsible for the conservation 

of the long form of the caspase-12 in these populations remains unknown.  
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Introduction: 

Le système immunitaire est un système composite intégrant plusieurs types de réponse 

permettant de maintenir l’intégrité de l’organisme. Lorsque celle-ci est menacée par un 

envahisseur intérieur (cellule tumorale) ou extérieur (micro-organisme pathogène), une 

réponse dite innée est initiée comme première ligne de défense déclenchée par des récepteurs 

de l’immunité innée dont certains sont solubles (e.g., mannose-binding lectines, collectines) et 

d’autres exprimés au niveau de la cellule (récepteurs TLR (Toll-like receptors) et NLR 

(Nucleotide binding and oligamerization domain-like receptors ou NOD-like receptors). Ces 

récepteurs induisent une signalisation complexe aboutissant à la production d'une série 

"d’alarmines" et de cytokines pro-inflammatoires contribuant à créer un foyer inflammatoire 

pour contenir et éliminer l’intrus. A cette réponse innée est associée une réponse adaptative 

dans laquelle la réponse lymphocytaire T joue un rôle crucial. Celle-ci permet de seconder la 

réponse innée et de conserver la mémoire de cette réponse immune de façon à réagir plus 

efficacement lors d’une exposition secondaire.  

Le CD95 et système immunitaire 

CD95 (Fas/APO1) est un récepteur de mort qui appartient à la famille du récepteur au 

TNF (Tumor Necrosis Factor) et joue une rôle prépondérant dans l’homéostasie du système 

immunitaire. CD95 est une protéine transmembranaire de type I qui renferme dans sa région 

intracellulaire un domaine dit de mort indispensable au déclenchement du signal apoptotique. 

CD95 joue un rôle prépondérant dans l’homéostasie du système immunitaire. Chez l’homme, 

la présence d’une mutation germinale dans CD95, entraîne un syndrome lymphoprolifératif 

auto-immun ou ALPS (autoimmune lymphoproliferative syndrome) de type Ia [1-3]. Les 

symptômes observés chez ces patients sont des adénopathies, une hépato-splénomégalie, une 

augmentation importante de lymphocytes T double négatifs (B220
+
CD3

+
CD4

-
CD8

-
) 
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circulants, et parfois une auto-immunité. Par ailleurs, ces patients possèdent un risque accru 

de développer des lymphomes Hodgkinien et Non- Hodgkinien [4, 5]. Des symptômes 

similaires ont été observés chez deux souches murines appelées lpr (lymphoprolifération) et 

lpr
cg

. Alors que la souche lpr possède un élément transposable (rétrovirus endogène) inséré 

dans l'intron 2 du CD95 qui abrège précocement la transcription du récepteur [6], les souris 

lpr
cg

 expriment un allèle CD95 muté dans le domaine de mort (isoleucine remplacée par une 

asparagine) entraînant une perte de fonction du récepteur [7]. Les études préliminaires 

réalisées à partir des sujets humains atteints d'ALPS de type Ia et de ces souches murines ont 

mis en évidence un rôle capital du récepteur CD95 dans la tolérance périphérique et la 

contraction de la réponse immune. 

Deux signaux fournis par les cellules présentatrices de l'antigène sont nécessaires pour 

l’activation des lymphocytes T naïfs: l’un délivré par l’antigène via le récepteur T (TCR) et 

l’autre par les molécules de co-stimulation comme le CD28. Cette activation aboutit à la 

prolifération des lymphocytes T, l'élimination de la cellule infectée ou transformée puis la 

mort de ces lymphocytes (contraction) tandis que des cellules T mémoires persistent. Le 

récepteur de mort CD95 (Fas/Apo1) a été impliqué initialement dans la régulation négative 

des lymphocytes T activés par un processus cellulaire appelé AICD pour T cell-autonomous 

activation-induced cell death [8]. Des études récentes précisent qu'en fait, CD95 n'est pas 

responsable de l’élimination des lymphocytes T qui sont activés par des antigènes étrangers 

ou transformés possédant une forte affinité pour le TCR mais participe au processus d'AICD 

des lymphocytes T auto-immuns objet  d’une activation chronique via les auto-antigènes de 

faibles affinités [9, 10]. La contraction de la réponse immune lors d'une infection ou d'une 

transformation cellulaire dépendrait de la présence de molécules de la famille de Bcl-2 

possédant un domaine unique BH3 comme Bim [9]. Par ailleurs, si le symptôme 

lymphoprolifératif est dû à l'abrogation du signal CD95 dans les lymphocytes T ou B, la 
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maladie auto-immune est déclenchée par la perte du signal apoptotique CD95 dans les cellules 

présentatrices de l'antigène (CPA). En effet, les lymphocytes T activés exprimant le CD95L à 

leur surface exerceraient un rétro-contrôle négatif sur la réponse immune en éliminant les 

CPA activées qui sur-expriment CD95 [10]. La protéine p35 du baculovirus, un puissant 

inhibiteur de l'activité des caspases [11], prévient le signal apoptotique transmit par CD95. 

L'expression ectopique de p35 dans les cellules dendritiques (sous la dépendance du 

promoteur CD11c) augmente la demi-vie de ces cellules, entraîne leur accumulation et 

déclenche dans la souris une pathologie auto-immune. Au contraire l'expression de p35 

uniquement dans les lymphocytes T est incapable de générer la production d'auto-anticorps 

par la souris [12]. Ces données indiquent que CD95 joue un rôle essentiel dans la prévention 

des processus auto-immuns en éliminant les cellules présentatrices de l'antigène. 

Le Signal CD95 

Alors que CD95 est exprimé de manière ubiquitaire, l’expression de son ligand naturel 

le CD95L, est restreinte aux lymphocytes T activés, aux cellules NK (Natural Killer) ainsi 

qu’à certaines régions du corps humain dite zones immuno-privilégiées comme l’œil [13], ou 

les testicules [14]. L'expression de CD95L dans ces régions anatomiques interdit l'accès du 

système immunitaire et ainsi protège de toute réponse inflammatoire qui pourrait avoir des 

conséquences désastreuses. Une expression de novo du CD95L a été observée dans les 

cellules tumorales traitées par certains agents anti-tumoraux [15]. Ainsi certains traitements 

anti-cancéreux élimineraient par suicide ou fratricide une partie des cellules malignes via 

l'induction de leur récepteur CD95. Lors de la fixation du CD95L, la modification de la 

conformation du domaine de mort du CD95 permet le recrutement de la protéine adaptatrice 

FADD (Fas Assiociated Death Domain) [16] qui a son tour, fixe et agrège une famille de 

cystéine protéases appelées les caspases et plus précisément les caspases initiatrices -8 et -10. 

Le complexe CD95/FADD/Caspase-8 et -10 est appelé DISC (Death Inducing Signaling 
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Complex) [17]. La concentration de ces caspases dans un espace restreint permet leur 

activation par auto-clivage, entraînant la libération de caspases actives dans le cytosol. Ces 

caspases clivent alors les caspases dites exécutrices ou effectrices (caspases-3, -6, -7) et cette 

cascade de clivage déclenche un signal de mort irréversible dans la cellule [18]. La protéine c-

FLIP (cellular-FADD-homologous ICE/CED-3-like protease inhibitory protein) provient de la 

duplication du gène de la caspase-8 [19]. Deux formes majoritaires de c-FLIP sont retrouvées 

dans la cellule et sont issues d'un épissage alternatif, la forme courte appelée c-FLIPS, contient 

uniquement les deux death effector domains (DED) présents également dans les caspases-8 et 

-10 et essentiels pour la fixation à la proteine adaptatrice FADD. De son côté, la forme longue 

c-FLIPL, renferme en plus un domaine caspase mais non fonctionnel car un résidu cysteine 

essentiel à l'activité catalytique est remplacé par une tyrosine. Ainsi c-FLIP entre en 

compétition avec les caspase-8 et -10 lors de la formation du DISC et ainsi module l'induction 

du signal apoptotique [19]. Il est à noter que les étapes qui précèdent la formation du DISC 

restent à ce jour très discutées [20]. Différents scénarios ont été décrits pour rendre compte de 

la formation du complexe multi-moléculaire DISC. Suite à la fixation du CD95L ou d'un 

anticorps agoniste, l'activation de la sphyngomyelinase acide et la production de céramide 

[21], l'endocytose du récepteur et son rapprochement de substrats présents dans l'endosome 

précoce et/ou tardif [22], la palmitoylation de CD95 [23, 24] et sa redistribution dans les 

radeaux lipidiques [25-28] ont été suggérées comme des étapes essentielles à la formation du 

DISC et à l'induction du signal de mort. Il reste à définir si l'ensemble de ces mécanismes 

moléculaires interviennent dans la formation du DISC avec un ordre bien défini ou si 

seulement certains de ces processus sont requis en fonction du type cellulaire ou encore du 

contexte physiologique. En conclusion, de nombreux travaux restent à réaliser afin 

d'expliquer comment un récepteur dépourvu d'activité enzymatique recrute l'ensemble des 

facteurs essentiels à l'activation des caspases.  
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Le feuillet externe de la membrane cytoplasmique est décrit comme une structure 

hétérogène composée d'une phase fluide dans laquelle flottent des domaines plus compacts 

enrichis en cholestérol, sphingolipides et en protéines de signalisation. Ces structures protéo-

lipidiques sont couramment appelées radeaux lipidiques ou microdomaines résistants aux 

détergents (detergent-resistant membrane, DRMs). Le diamètre de ces domaines a été estimé 

entre 25 et 150 nm [29]. Certains signaux, encore mal définis, favorisent l'agrégation de ces 

radeaux lipidiques qui forment alors des plateformes atteignant des tailles de l'ordre du 

micromètre et ces structures jouent un rôle capital dans l'activation des lymphocytes T [30] ou 

des lymphocytes B [31]. Récemment nous avons montré que la redistribution forcée de CD95 

dans les radeaux lipidiques amplifie le signal apoptotique et sensibilise à la mort des lignées 

cellulaires d'origine tumorale [27, 32].  

L'IL-2 produite lors de l’activation lymphocytaire entraînerait une diminution de 

l’expression de c-FLIP, qui serait responsable de la sensibilisation au signal CD95 du 

lymphocyte T activé et donc du processus d'AICD [33]. Cependant une autre hypothèse a été 

récemment mise en avant pour expliquer l'élimination des lymphocytes T activés de manière 

clonogénique. Lors de l'activation du lymphocyte T, CD95 se redistribue dans les radeaux 

lipidiques de manière indépendante de l'expression du CD95L et cette relocalisation 

sensibilise de manière dramatique la cellule au signal apoptotique CD95 [32]. Ainsi la 

délétion clonale des lymphocytes T activés par leur antigène va dépendre d'une réorganisation 

de la localisation au niveau de la membrane plasmique du CD95. A ce jour, les mécanismes 

moléculaires responsables de la redistribution de CD95 dans les microdomaines puis de 

l'amplification du signal apoptotique restent à découvrir. Récemment, nous avons montré que 

la voie de signalisation anti-apoptotique Phosphatidylinositol 3-phosphate Kinase (PI3K) était 

impliquée dans le maintien de CD95 hors des radeaux lipidiques [25]. En effet, l'inhibition de 

PI3K par des inhibiteurs pharmacologiques entraîne la redistribution rapide de CD95 dans les 
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radeaux lipidiques et l'induction du signal apoptotique. Cette voie PI3K est activée 

précocement dans les lymphocytes T activés lors de la présentation de l'antigène par les CPA 

et elle est essentielle pour protéger le lymphocyte d'une mort apoptotique prématurée [34]. De 

notre côté, nous observons l'inhibition de cette voie lors de la stimulation répétée du 

lymphocyte T activé qui subit alors l'AICD (Bénéteau M et Legembre P, résultats non 

publiés). En conclusion, il est possible que cette voie de signalisation PI3K activée dans le 

lymphocyte T lors de la présentation antigénique protège la cellule du signal apoptotique 

CD95 en maintenant le récepteur en dehors des radeaux lipidiques.  

Les Caspases 

La famille de protéases appelée caspase (cysteine aspartyl-specific proteases) a été 

décrite à l’origine comme essentielle pour le clivage et la sécrétion de l'Interleukine 1- [35, 

36]. Le rôle des caspases dans la transmission du signal apoptotique fut démontré plus 

tardivement, et a été depuis intensivement étudié [37, 38]. Ces protéases reconnaissent une 

séquence de quatre acides aminés et clivent directement après un acide Aspartique (Asp). Les 

caspases sont générées sous forme de zymogènes et leur clivage protéolytique est nécessaire à 

leur activation. 

Récemment, en plus de leur rôle dans la synthèse des cytokines pro-inflammatoires 

(e.g., IL-1, IL-18) et dans la propagation du signal apoptotique, plusieurs fonctions non-

apoptotiques ont été attribuées aux caspases. Par exemple, la caspase-8 participe à l’activation 

du facteur NF-B, lors de la stimulation du Toll Like Receptor-4 (TLR-4) et du récepteur des 

lymphocytes T (TCR) [39]. Des données in vitro ont montré que les caspases -8, -3, -6, et -7 

étaient importantes pour la prolifération lymphocytaire [40]. Ces résultats ont été confirmés in 

vivo par l'observation de modèles murins déficients pour l'expression de ces caspases [41] et 

dans certains cas d’ALPS chez l’homme [42]. En effet, la déplétion sélective de la caspase-8 
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au niveau des lymphocytes T chez la souris, ou la présence d'une mutation de la caspase-8 

chez l'Homme entraînent une immunodéficience liée à un défaut d'activation et de 

prolifération des lymphocytes T. 

La localisation intracellulaire des caspases contribue également à leur spécificité. Il a 

été démontré chez la souris que la caspase-12 principalement localisée dans le réticulum 

endoplasmique (RE) jouait un rôle dans l’apoptose déclenchée par les stress du RE [43]. 

Cependant chez l'Homme, le rôle de cette caspase-12 dans l'apoptose reste controversé [44]. 

La Caspase-12  

La caspase-12, de par sa structure et sa localisation chromosomique appartient à la 

famille des caspases dites inflammatoires incluant notamment la caspase -1, -4 et -5 [45]. Ces 

dernières font parties du complexe connu sous le nom "d’inflammasome" et sont essentielles à 

la maturation de cytokines pro-inflammatoires associées à la réponse innée [46]. A la 

différence de la souris, la plupart des individus de la population caucasienne porte un gène 

codant pour une caspase inactive (courte) en raison d'une mutation entraînant un décalage du 

cadre de lecture et l'apparition d’un codon stop précoce. Ceci conduit à une forme tronquée 

(CASP12-S) ne possédant pas le domaine protéase et excluant de ce fait un rôle comme 

médiateur de l’apoptose chez l’homme. La découverte par Saleh et al., de l’existence d’une 

forme longue Casp12-L, chez certaines populations africaines, a fourni un contexte idéal pour 

examiner le rôle de cette caspase chez l’Homme [47]. En analysant in vitro la réponse 

inflammatoire déclenchée par le LPS (lipopolysaccharide), ces mêmes auteurs ont montré une 

réponse atténuée chez les porteurs de la forme longue comparée à la forme courte [48]. En 

revanche, aucune différence de sensibilité aux agents apototiques n’a été détectée entre les 

différents groupes, qu’il s’agisse de stimuli de la voie extrinsèque (CD95) ou d'inducteurs du 

stress du réticulum endoplasmique [48]. Ces travaux ont conduit à proposer un nouveau rôle 



176 
 

pour la caspase-12, celui d’atténuateur de la réponse pro-inflammatoire. Une étude portant sur 

une population d’Américains d’origine Africaine souffrant de sepsis a montré une fréquence 

augmentée du génotype Casp12-L indiquant que la forme longue augmenterait la 

susceptibilité au sepsis lors d'infections bactériennes [47]. Par la suite la même équipe a 

montré que l’invalidation du gène de la caspase-12 chez des souris leur conférait une 

résistance accrue à la péritonite et au choc septique lié à une meilleure capacité de clairance 

des bactéries [48]. Ces souris déficientes montrent par ailleurs une capacité de production 

accrue d’IL-1 et d’IL-18 par rapport aux souris sauvages. Ces résultats complètent les 

observations faites chez l’Homme qui confirment le rôle de la forme longue de la caspase-12 

dans l’atténuation de la réponse inflammatoire, ce qui entraîne un effet délétère sur 

l’élimination bactérienne et la sensibilité au sepsis. L’effet inhibiteur de la caspase-12 sur la 

production d’IL-1 est indépendant de son activité enzymatique puisqu'une mutation de la 

cystéine dans le site catalytique ne modifie pas cette fonction [48]. Ceci n’est pas sans 

rappeler l’effet inhibiteur de c-FLIP, molécule structuralement proche de la caspase-8 mais 

dépourvue d’activité enzymatique, sur la « voie extrinsèque » induite par CD95 que nous 

avons décrit précédemment. Ainsi la caspase-12 pourrait donc être l’équivalent de c-FLIP 

dans la régulation de la cascade des caspases inflammatoires.  

L’intérêt de la caspase-12 comme atténuateur de la réponse inflammatoire anti-

bactérienne a conduit à faire des études plus extensives concernant la distribution des formes 

actives en étudiant le génotype de plus de mille individus provenant de 52 populations 

différentes situées en Amérique, Europe, Afrique et Asie. Le gène codant pour la forme 

longue est retrouvé de manière prédominante en Afrique sub-saharienne avec une fréquence 

moyenne de 28%. Chez les Pygmés Mbuti (République Démocratique du Congo) ou les San 

(Namibie) cette fréquence atteint respectivement 60% et 57%. Hors Afrique, l'allèle caspase-

12L est non détectable dans la plupart des populations. L’impressionnante extension à travers 
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le monde de l’allèle codant pour la forme courte serait le résultat d’une pression de sélection 

positive conférant aux populations un avantage par résistance au sepsis. Pourquoi certaines 

populations Africaines ont gardé la forme active ancestrale ? Une des hypothèses serait que 

l'avantage sélectif ne s’exprimerait que lorsque la population atteindrait une densité critique 

augmentant la fréquence de maladies infectieuses notamment bactériennes [49].  

En conclusion, ce survol de la signalisation impliquant CD95 ou la caspase-12 a 

permis de mettre en évidence un certain parallélisme entre ces deux voies de signalisation 

(régulation de l'activité des caspases par les pseudo-caspases c-FLIP ou Casp12-L). De l'étude 

détaillée des mécanismes moléculaires impliqués dans les signaux CD95 et caspase-12 

pourrait naître dans le futur de nouvelles stratégies thérapeutiques afin d'améliorer la réponse 

immunitaire responsable de l'élimination des cellules tumorales ou infectieuse.  
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Résumé 

Le CD95 appartient à la famille du TNF-R. Il est capable de déclencher un signal apoptotique 

et joue un rôle prépondérant dans le maintien de l’homéostasie du système immunitaire et 

dans l’élimination de cellules infectées ou transformées. Suite à la fixation de son ligand le 

CD95L ou d’un anticorps agoniste, le CD95 recrute la protéine FADD, qui à son tour agrège 

les caspases initiatrices (i.e., caspase -8 et -10). Le complexe formé par le CD95, FADD et les 

caspases -8/10 est appelé DISC, pour Deah Inducing Signaling Complex. Une fois le DISC 

formé, l’agrégation des caspases initiatrices entraîne leur activation, et la mort de la cellule 

par apoptose. Ce signal médié par CD95, peut être modulé par la distribution ou l’exclusion 

du récepteur vis à vis des microdomaines membranaires ou radeaux lipidiques. Ces domaines 

de la membrane plasmique sont des structures membranaires enrichies en sphingolipides et 

cholestérol. La relocalisation de CD95 dans ces radeaux lipidiques permet d’amplifier le 

signal de mort. L’activation de la voie phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt, est connue 

pour sa capacité à protéger les cellules tumorales du signal apoptotique médié par CD95, et à 

induire des mouvements latéraux de CD95 à la membrane. Nos travaux montrent que 

l’inhibition de la voie PI3K/Akt induit i) la relocalisation du CD95 dans les microdomaines et 

ii) l’induction du signal apoptotique CD95 indépendamment de la présence du ligand CD95L. 

Ainsi, nous mettons en évidence que la voie PI3K/Akt est capable d’augmenter le seuil 

d’activation du signal CD95 en agissant en amont de la formation du DISC ou de l’interaction 

CD95/CD95L, en maintenant le récepteur exclu des microdomaines. 

Mots clés : Apoptose - CD95 - PI3K – Akt - Microdomaines 

 

Abstract 

CD95 belongs to the TNF-R superfamily, and it triggers an apoptotic signal. CD95 plays a 

key role in homeostasis of the immune system and in the elimination of infected and 

transformed cells. Upon CD95L binding, CD95 recruits FADD, which in turn aggregates 

initiator caspases (i.e., caspase-8 and -10). The complex CD95, FADD and caspase-8/10 is 

called DISC for Death Inducing Signaling Complex. At the DISC level, caspase aggregation 

leads to their activation and death of the cells through apoptosis. The CD95-mediated 

apoptotic signal is modulated by microdomains, or lipid rafts, which are plasma membrane 

sub-domains enriched in sphygolipids and cholesterol. Thereby, partition of CD95 into lipid 

rafts promotes the apoptotic signal. Activation of the phosphatidylinositol 3-kinase 

(PI3K)/Akt signaling pathway is known to prevent the CD95-mediated apoptotic signal in 

malignant cells, and to control lateral mobility of CD95 at the plasma membrane. Herein, we 

showed that inhibition of PI3K signal induced i) the distribution of CD95 into lipid rafts and 

ii) the subsequent induction of the CD95-mediated apoptotic signal through a CD95L 

independent manner. In conclusion, we pinpointed that PI3K/Akt signaling pathway inhibits 

the CD95 signal by acting upstream DISC formation and even upstream the CD95-CD95L 

interaction through the exclusion of the death receptor from the microdomains.  

Key words : Apoptosis - CD95 - PI3K – Akt - Microdomains 


