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Coopération mortelle

entre la protéine pro-apoptotique Bax

et le translocateur à adénine nucléotide

pour le contrôle mitochondrial de l’apoptose

L
’apoptose ou mort cellulaire pro-
grammée peut être divisée en
trois phases : une phase de mise

en route induite par un stimulus, une
phase effectrice ou point de « non-
retour » et une phase de dégradation
se traduisant par d’ultimes altérations
cytosoliques, membranaires et
nucléaires. Depuis plusieurs années,
nous avons montré que la phase
effectrice de l’apoptose consistait en
l’ouverture des pores de transition de
perméabilité (TP) des mitochondries
et la libération de protéines apopto-
gènes. Les protéines pro- ou anti-
apoptotiques de la famille de Bcl-2
règlent l’apoptose grâce à des effets
multiples sur les cascades d’activation
de caspases, sur les potentiels cellu-
laires redox, et sur la fonction de bar-
rière de perméabilité des membranes
mitochondriales [1, 2]. Pour induire
la mort cellulaire, la protéine pro-
apoptotique Bax se redistribue du
cytoplasme dans la mitochondrie et
agit sur elle. Ainsi, lors de sa surex-
pression dans des cellules, Bax induit
tous les signes mitochondriaux carac-
téristiques de l’apoptose, dont la dissi-
pation du potentiel de la membrane
interne mitochondriale (∆ψm) et le
relargage de cytochrome c à travers
l’enveloppe mitochondriale externe.

Coopération cellulaire Bax/ANT

Les effets nucléaires et mitochon-
driaux de Bax sont les mêmes que
ceux des agents qui ouvrent le pore
de transition de perméabilité [3].
Lorsqu’ils sont micro-injectés dans
des cellules, Bax recombinant et

l’atractyloside induisent la dissipation
du ∆ψm et l’apoptose nucléaire ;
l’atractyloside est une substance qui
se lie au translocateur ATP/ADP
(adenine nucleotide translocator, ANT),
l’une des protéines du complexe for-
mant le pore de transition de per-
méabilité (PTPC). On n’observe pas
ces effets lorsqu’on utilise un mutant
inactif de la protéine Bax (∆IGDE)
ne possédant pas le domaine essen-
tiel pour l’homodimérisation (BH3),
ou un mutant de Bax (∆α5/6),
dépourvu du domaine susceptible de
former un pore (entre BH1 et
BH2)[3].
Ces effets de Bax sont prévenus par
trois prototypes d’inhibiteurs du
pore de TP : la ciclosporine A (CsA,
ligand de la cyclophiline D), le dérivé
méthylé non immunosuppresseur de
la CsA (m.CsA, qui est toujours
capable de se lier à la cyclophiline
D), et l’acide bongkrékique qui se lie
à un autre site de l’ANT que l’atrac-
tyloside [3]. Ces trois inhibiteurs pré-
viennent aussi les effets de Bax sur
des mitochondries isolées : la chute
du ∆ψm , la libération du cytochrome
c et celle d’un facteur capable de pro-
voquer la fragmentation d’ADN en
système acellulaire (AIF apoptosis
inducing factor) [3]. Ainsi, l’effet de
Bax sur les mitochondries implique
une interaction fonctionnelle étroite
avec les cibles pharmacologiques de
l’acide bongkrékique et de CsA.

Coopération moléculaire Bax/PTPC

Le PTPC est composé de plusieurs
protéines membranaires mitochon-

driales constitutives, dont la protéine
transmembranaire de la membrane
interne ANT et la protéine matri-
cielle soluble cyclophiline D [4, 5].
Isolé à partir de cerveaux de rats, le
PTPC contient normalement Bax et
peut être reconstitué dans des lipo-
somes dans lesquels il règle la per-
méabilité de la membrane du lipo-
some d’une manière analogue à celle
du pore de transition de perméabi-
lité dans la mitochondrie [6]. L’ajout
d’atractyloside à des protéoliposomes
contenant le PTPC entraîne exclusi-
vement la libération de petites molé-
cules (MM < 1500 Da) (figure 1) [6].
Lorsque le PTPC est déplété de Bax
(immunodéplétion) avant reconstitu-
tion dans des liposomes, le complexe
résultant ne répond plus à l’atractylo-
side (figure 1) [3]. Une réponse à
l’atractyloside peut cependant être
restaurée par ajout de Bax recombi-
nant. Cette réponse est sensible à
l’inhibition par CsA ou l’acide bong-
krékique [3]. En outre, cet effet est
spécifique de l’atractyloside car le
PTPC déplété en Bax continue à
répondre à d’autres inducteurs de la
transition de perméabilité tels que le
t-BHP (tert-butylhydroperoxide), don-
neur d’espèces réactives de l’oxy-
gène, la diamide, agent oxydant des
thiols, et les caspases 1 et 3 [3]. Bcl-2
prévient l’effet perméabilisateur du t-
BHP [6, 7], même en absence de Bax
[3], ce qui est en accord avec le fait
que Bcl-2 peut exercer ses effets anta-
gonistes de la mort en absence de
Bax [8].
Lorsque le PTPC est purifié à partir
de cerveaux de souris déficients en

m/s n° 12, vol. 14, décembre 98

MINI-SYNTHÈSE
médecine/sciences 1998 ; 14 : 1399-401



Bax (Bax–/–) puis reconstitué dans des
liposomes, il ne répond pas à l’atrac-
tyloside, alors que le PTPC de souris
témoins (Bax+/+) y répond normale-
ment (figure 1) [3]. Cet effet est spé-
cifique de l’atractyloside et peut être
restauré par l’ajout de Bax, mais pas
par les mutants inactifs de Bax [3].
De même, l’atractyloside ne dissipe

pas le ∆ψm de mitochondries de foie
de souris Bax–/– dans des conditions
où il dissipe le ∆ψm de mitochondries
de souris témoins Bax+/+ [3].
L’inactivation des trois gènes codant
respectivement pour les trois iso-
formes de l’ANT chez la levure (Sac-
charomyces cerevisiae) ont apporté les
données génétiques sous-tendant la

coopération Bax/ANT : la surexpres-
sion de Bax chez la levure sauvage
réduit très fortement la formation de
colonies alors que les levures défi-
cientes en ANT résistent totalement à
la mort induite par Bax [3], ce qui
souligne l’interaction fonctionnelle
entre Bax et ANT.

L’interaction Bax/ANT dépend
de la conformation de l’ANT

Bax et ANT co-immunoprécipitent
dans différents types cellulaires, dont
le cerveau de rat, le foie de souris et
la lignée cancéreuse humaine HT29
[3]. Dans cette dernière, l’ANT et
Bcl-2 co-immunoprécipitent égale-
ment [3]. Deux observations déci-
sives indiquent que l’interaction
Bax/ANT doit être directe. (1) En
système double-hybride chez la
levure, un fragment de l’ANT 2 inter-
agit avec Bax, Bak, un homologue
proche de Bax, et Bcl-2 [3]. (2) Bax
recombinant et l’ANT purifié repro-
duisent certaines caractéristiques du
PTPC in vitro, comme la réponse à
l’atractyloside, ce qui n’est observé
pour aucune des deux protéines
seules (figure 1) [3]. Les deux
mutants de Bax ne peuvent rempla-
cer Bax, ce qui conforte l’idée que
l’homodimérisation et la formation
de pores sont nécessaires à l’effet
pro-apoptotique de Bax [3].
Bax et ANT, chacun incorporés dans
des membranes artificielles, peuvent
former des pores [9-11]. Dans nos
conditions expérimentales (figure 1),
le complexe Bax/ANT nécessite la
présence d’atractyloside pour aug-
menter la perméabilité des mem-
branes des liposomes [3]. Cela est
cohérent avec le fait que, dans de
nombreux types cellulaires, Bax
n’induit pas directement l’apoptose
mais augmente la susceptibilité des
cellules à l’induction de la mort par
un stimulus exogène.
L’atractyloside facilite l’augmentation
de perméabilité membranaire alors
que l’acide bongkrékique a l’effet
opposé. Ainsi, lorsque l’atractyloside
se lie au site externe de fixation de
l’ADP de l’ANT, il le bloque dans un
état particulier appelé c-state, qui est
compatible avec l’ouverture du pore.
En revanche, lorsque l’acide bongkré-
kique se lie au site interne de fixation
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Figure 1. Ouverture du PTPC et du complexe Bax/ANT reconstitués en lipo-
somes. Différents complexes protéiques purifiés ont été reconstitués dans
des liposomes chargés en une molécule fluorescente, le DiOC6(3). Sa libéra-
tion après traitement des liposomes par l’atractyloside est analysée par cyto-
métrie de flux [3]. Le complexe formant le pore de transition de perméabilité
(PTPC) induit la libération de DiOC6(3) alors que le PTPC de souris déficiente
en Bax (Bax–/–) ou le PTPC immunodéplété de Bax ne le permettent pas. La
libération de DiOC6(3) peut être restaurée par ajout de Bax recombinant
(rBax) mais pas par les deux mutants de Bax. L’ANT seul ou Bax seul recons-
titués ne permettent pas la libération de DiOC6(3) alors que le complexe
ANT/Bax le permet. Les mutants de Bax reconstitués avec l’ANT ne permet-
tent pas la libération de DiOC6(3).



de l’ATP de l’ANT, il le bloque dans
l’état m-state ce qui prévient l’ouver-
ture du pore par de nombreux agents
pharmacologiques. Tout cela appuie
donc l’hypothèse selon laquelle la
conformation de l’ANT détermine la
formation du pore. En outre, Bax et
Bcl-2 – mais pas leurs mutants ∆α5/6
– interagissent avec la membrane
interne mitochondriale par un méca-
nisme pouvant également être inhibé
par CsA [3]. Cela suggère que l’inter-
action de Bax avec la membrane
interne dépend également de la
conformation de l’ANT. Les modula-
teurs endogènes de la conformation
de l’ANT pourraient être le rapport
ATP/ADP, le Ca2+, le potentiel cellu-
laire redox, et des métabolites
d’acides gras. Ainsi, le PTPC pourrait
être organisé en plusieurs unités fonc-
tionnelles, responsables de réponses
biologiques distinctes. Dans ce scéna-
rio, des paires Bax/ANT constitue-
raient une unité fonctionnelle parti-
culière capable de former des pores.
D’autres unités, réglées par différents
effecteurs physiologiques, provien-
draient de l’interaction de l’ANT avec
des protéines de la membrane
externe mitochondriale telles que la
porine (aussi appelée voltage depen-
dent-anion channel ou VDAC) ou que
les protéines de la machinerie
d’import. Ainsi, il est plausible que
différentes combinaisons de pro-
téines des membranes externe et
interne règlent la perméabilité mem-
branaire mitochondriale en réponse
à différentes voies de transmission de
signaux pro-apoptotiques.
Étant donné que Bax et ANT peu-
vent former des pores [3, 9-11], plu-
sieurs modèles de coopération molé-
culaire Bax/ANT peuvent être
proposés. Par exemple, il est conce-
vable qu’ils forment une jonction
communicante au niveau des sites de
contact des membranes externe et
interne. Une hypothèse alternative
serait que Bax se transloque dans la
membrane interne à la manière des
colicines et agisse alors sur elle. En
effet, après traitement par l’atractylo-
side, Bax se redistribue de la mem-
brane externe dans la membrane
interne et cette redistribution est
inhibée par CsA [3]. Par ailleurs, la
membrane externe mitochondriale
pourrait subir des ruptures locales

provoquées par de subtiles variations
de volume mitochondrial, puis Bax
serait l’objet de changements confor-
mationnels dépendant de l’ANT ou
d’oligomérisation lui permettant de
former des canaux. Ceux-ci seraient
capables de transloquer des facteurs
mitochondriaux membranaires, tels
que le cytochrome c, ce qui ne peut
être effectué par le PTPC en raison
de sa limite d’exclusion.

En conclusion

Le PTPC contiendrait plusieurs pro-
téines formant des canaux qui coopè-
reraient pour transmettre le signal
d’apoptose. L’ANT et Bax coopèrent
donc pour augmenter la perméabi-
lité membranaire mitochondriale et
déclencher la mort cellulaire. Cette
découverte fournit un lien biochi-
mique et fonctionnel entre le PTPC
et le mode d’action des protéines
réglant l’apoptose au sein de la
famille Bcl-2/ Bax et ouvre de nou-
velles perspectives d’investigation du
contrôle de l’apoptose ■
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