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RESUME 

L'exposition de fibrob lastes humains diploïdes à divers types de stress oxydatifs 

subcytotoxiques, entraîne l'apparition d'u ne sénescence cellulaire prématurée (SIPS). Ce 

phénotype est caractérisé notamment par l'apparition d'une morphologie sénescente, d'une 

activité ~-galactosidase associée à la sénescence et d'un arrêt irréversible du cycle 

cellulaire. 

Lors de ce travail, nous avons étudié les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués 

dans l'apparition de la sénescence induite prématurément par un stress subcytotoxique sous 

peroxyde d'hydrogène chez des fibroblastes IMR-90 exprimant la télomérase. Nous nous 

sommes particulièrement intéressés au rôle de la MAP kinase p38MAPK et de la 

cyclooxygénase 2 dans l'établissement de ce phénotype. 

Une part importante de ce travail a été consacrée au développement d'un damier à ADN afin 

d'étudier les changements d'expression génique apparaissant lors de l'établ issement de la 

SIPS. Cet outi l nous a également permis d'identifier les gènes dont la transcription est 

contrôlée par p38MAPK_ La deuxième partie de ce travail a porté sur la recherche des 

mécanismes conduisant à la surexpression de la cyclooxygénase 2 dans notre modèle de 

SIPS ainsi qu'en l'étude du rôle de la cyclooxygénase 2 dans l'apparition de ce phénotype. 

SUMMARY 

Exposure of human diploid fibroblasts to various types of oxidative stress at sublethal level 

display a senescent-like phenotype coined "stress-induced premature senescence" (SIPS). 

This phenotype is characterized namely by a typical cell morphology, a senescence

associated ~-galactosidase activity and a irreversible growth arrest. 

ln this work, we studied the cellular and molecular mechanisms involved in the establishment 

of H2Or ind uced premature senescence. We were particularly interested in the role of 

p38MAPK and cyclooxygenase 2 in SIPS. 

An important part of this work was devoted to the development of low density DNA 

microarray to study gene expression profiles in SIPS. This tool also allowed us to identify 

genes whose transcription is controlled by p38MAPK_ 

The second part of this work concerned the study of the mechanisms leading to 

cyclooxygenase 2 overexpression in our mode! of SIPS and concern ed the study of 

cyclooxygenase 2 role in the appearance of th is phenotype. 
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INTRODUCTION 



CHAPITRE 1: STRESS OXYDATIFS ET VIEILLISSEMENT CELLULAIRE 

1.1. Introduction 

Pour la première fois de son histoire, l'humanité vieillit. Les causes du vieillissement de la 

population sont multiples mais l'augmentation de la longévité moyenne en est 

majoritairement responsable. Le dèséquilibre entre le nombre de personnes âgées et jeunes 

va influencer la vie sociale, politique et économique de la société de demain. En effet, lé 

financement des retraites , l'augmentation des coûts de la médecine et l'accès à la vie sociale 

et culturelle sont des sources potentielles de conflits intergénérationnels. La parfaitè 

compréhension des mécanismes biologiques du vieillissement peut contribuer à diminuèr 

l'impact de ce type de conflits. 

Le vieillissement est caractérisé par un déclin progressif et irréversible des différentes 

fonctions de l'organisme. Ce processus complexe implique des facteurs génétiques mais est 

surtout lié à une forte influence de l'environnement. Depuis quelques années, le mondè 

scientifique est envahi par un nouveau concept, celui du "stress oxydant", c'est à dire d'une 

situation où la cellule ne contrôle plus la présence excessive d'espèces réactives de 

l'oxygène (ROS). Ces radicaux libres sont impliqués dans l'apparition de nombreuses 

pathologies humaines telles que les maladies neurodégénératives, les cancers, les maladies 

cardio-vasculaires, les inflammations chroniques , etc. Selon D. Harman, le vieillissement 

résulterait d'une accumulation de dommages cellulaires causés par les ROS (Harman et al. , 

1956). 

1.2. Les espèces réactionelles dérivées de l'oxygène (ROS) 

1.2.1. Définition 

Les radicaux libres sont des espèces moléculaires possédant un ou plusieurs électrons non 

appariés. Ce déséquilibre n'est que transitoire et est comblé soit par l'acceptation d'un autre 

électron soit par le transfert de cet èlectron libre sur une autre molécule (Webster & Nunn., 

1988). L'appellation "espèces réactionnelles dérivées de l'oxygène" ou ROS n'est pas 

restrictive. Elle inclut les radicaux libres de l'oxygène proprement dit tels que le radical 

superoxyde (02··) et le radical hydroxyle (OH), mais également certaines espèces non 

radicalaires dont la toxicité est importante telles que le peroxyde d'hydrogène (H20 2) et 

l'oxygène singulet (021). La Figure 1 montre la cascade monovalente de la réduction de 

l'oxygène moléculaire. 



(c1 ioxyg:ènc) 

( ra d ic:i l supcfClxydc) 
+W 
~ H 0 2 · t rntli1.:;1I hydrnpern.xyde l 

{ion pcro~yck ) 

~ OH· (radical hydrn.xy le) 

t io n o:\ p.h:) 02-

Figure 1: Description des produits dérivés de la réduction monovalente de la moléculê 

d'oxygène en eau (d'après Webster & Nunn., 1998). 

1.2.2. Sites de production des ROS 

Le métabolisme cellulaire normal de l'oxygène produit, de manière continue, de faiblès 

quantités de ROS. Le rôle physiologique de cette production basale n'est pas totalement 

connu , toutefois certaines de ces molécules ont été impliquées dans des processus dè 

signalisation cellulaire tel que la régulation de la prolifération après stimulation par dés 

facteurs de croissance (Finkel & Holbrook., 2000) (Finkel., 2003). Dans certaines situations, 

celle production augmente fortement, entraînant un stress oxydalif que l'on définit comme un 

déséquilibre entre la production et la destruction de ces molécules. En raison de leur 

capacité à endommager presque tous les types de molécules dans l'organisme, les ROS ont 

été impliqués dans un très grand nombre de pathologies , tant aiguës que chroniques 

(Gutteridge., 1993) . 

Les ROS auquels les cellules sont exposées peuvent être d'origine exogène (ultraviolet (UV), 

radiations ionisantes, fumée de tabac, xénobiotiques, ozone, etc). Cependant, différents 

processus cellulaires produisent également des ROS durant leur exécution. 

La respiration mitochondriale est le processus cellulaire qui produit le plus de ROS (Figuré 

2) . On estime que 0,4 à 4 % de l'oxygène consommé par les mitochondries est converti en 

ROS (Chance et al., 1979) (Hansford et al., 1997). Lors de la respiration aérobie, les 

complexes I et Ill de la chaîne de transport d'électrons mitochondriale, vont produire du 

radical instable superoxyde (Od (Cadenas et al. , 1977) (Cross & Jones., 1991). Cet aniôh 

superoxyde est transformé en peroxyde d'hydrogène (H2O 2) par la superoxyde dismutase 

qui , en présence de traces de métaux (Cu+ ou Fe++), est lui même converti par la réaction de 

Fenton en radical hydroxyle (OH), espèce réactive de l'oxygène la plus délétère. D'autres 

2 



organelles contribuent également à la formation endogène de ROS. Par exemple, la 

membrane du réticulum endoplasmique et la membrane externe du noyau possèdent des 

cytochromes p450 qui peuvent directement réduire l'02 en 0 2-- lors du métabolisme de 

composés xénobiotiques (Goeptar el al ., 1995) . 

H ' .,,----...,,.. 
ATP"" Pi ATP 

Figure 2: Production de ROS au niveau des complexes de la chaîne de transport d'électrons 

mitochondriale. La production de ROS se fait principalement au sein du complexe Ill. Les électrons 

provenant des complexes I et Il sont transférés au coenzyme Q (Q) . La forme réduite QH2 va alors 

subir 2 réductions séquentielles d'un électron lors du cycle Q en utilisant les formes réduites et 

oxydées du cytochrome b et du cytochrome c (Cyl c) . Le radical formé o·· , instable, est capable de 

réagir directement avec l'oxygéne et de former des anions superoxydes (OiJ SOD: Superoxydè 

dismutase; GA T: catalase (Finkel & Ho/brook. , 2000) . 

1.2.3. Mécanismes de défense contre les ROS 

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente à faible 

concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d'inhiber 

l'oxydation de ce substrat (Beckman & Ames. , 1998). Cette définition s'applique à un grand 

nombre de substances, comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, 

mais aussi de petites molécules hydro- ou liposolubles. Ces molécules antioxydantes 

peuvent agir à deux niveaux : soit en empêchant la formation de radicaux libres oxygénés 

(antioxydants primaires) , soit en épurant les radicaux libres oxygénés (antioxydants 

secondaires). En outre , l'organisme est capable de réparer ou d'él iminer les molécules 

endommagées par l'attaque radicalaire. 

3 



a. Les enzymes antioxydantes 

Les superoxyde dismutases (SOD) sont des enzymes convertissant l'anion superoxyde êri 

peroxyde d'hydrogène. Ces métallo-enzymes comprennent soit du manganèse (Mn-SOD 

mitochondriale ou SOD2), soit du cuivre et du zinc (Cu/Zn-SOD cytosolique ou SOD1 ). Unê 

troisième isoforme de SOD a récemment été découverte au niveau de la matricé 

extracellulaire d'un nombre limité de tissus (Ookawara et al., 1998). Il s'agit de la EC-SOD ou 

SOD3. 

Le peroxyde d'hydrogène, quant à lui, est soit détruit en oxygène et eau grâce à la catalasê, 

soit transformé en eau lors d'une réaction couplée à l'oxydation du glutathion (GSH), 

catalysée par les glutathion peroxydases (GPX). Le glutathion oxydé est non toxique et peut 

en outre être réduit par le NADPH grâce à l'enzyme glutathion réductase (GSHR). Un 

système similaire à celui de GPX/GSH/GSHR a récemment été mis en évidence. En effêt, 

les peroxiredoxines (PRDX) sont capables de réduire les peroxydes en utilisant comme 

donneur d'éléctron la thioredoxine (TXNs). La thioredoxine oxydée est ensuite réduite grâce 

à la thioredoxine réductase (TXNR) (Fujii & Ikeda., 2002) (Figure 3). 

b. Les défenses antioxydantes non-enzymatiques 

Certains composés antioxydants comme les vitamines E (tocophérol), C (ascorbate), Q 

(ubiquinone), ou les caroténoïdes apportés par les aliments, sont particulièrement efficaces 

pour limiter la peroxydation lipidique. Leur effet protecteur est principalement lié à leur 

capacité à céder un de leurs électrons pour arrêter la propagation radicalaire tout en étant 

capable soit de céder un second électron lors d'une réaction d'oxydation, soit de sè 

régénérer par le remplacement de l'électron manquant. Ce type d'antioxydant est appelé 

"scavenger". De très nombreux composés alimentaires peuvent aussi avoir cè 

comportement : polyphénols, alcaloïdes (Bors et al. , 1990). 
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Figure 3: Système de défense anti-oxydante (d'après Morel & Barouki., 1998). Pour lutter contre ies 

effets néfastes du stress oxydatif, les cellules sont équipées de divers systèmes anti-oxydants. A. 

Certaines enzymes dégradent les dérivés réactifs de l'oxygène (DRO ou ROS) : la superoxydé 

dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase. B. Les protéines peuvent subir une 

oxydation au niveau d'une cystéine. Des réducteurs recyclables comme le glutathion ou la 

thiorédoxine sont utilisés pour réduire ces acides aminés. Ces molécules oxydées sont ensuite 

réduites grâce à la thioredoxine réductase et/ou la glutathion réductase. 

1.2.4. Cibles des ROS 

Les espèces réactives dérivées de l'oxygène ont la capacité d'oxyder tous les composants 

cellulaires tel que les glucides, lipides, protéines, etc (Halliwell & Chirico., 1993) (Stadtman., 

1995) (Beckman & Ames., 1998) . 

a. Les lésions des lip ides 

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de 

l'attaque par le radical hydroxyle. Ce dernier est capable d'arracher un atome d'hydrogène 
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sur les carbones situés entre deux doubles liaisons. Cette réaction est appelée "peroxydation 

lipidique" (Figure 4). 

La peroxydation lipidique est une réaction en chaîne, initiée par l'attaque d'un acide gras 

insaturé (LH) par un radical R tel que le radical hydroxyle. Dans un environnement aérobie , 

l'oxygéne se lie au radical lipide pour donner le radical peroxyle (LOO°). Le radical peroxyle 

peut propager la réaction en chaîne de peroxydation par abstraction d'un atome d'hydrogéne 

d'un autre acide gras insaturé. L'hydroperoxyde (LOOH) peut être décomposé en d'autres 

espèces réactives : des radicaux alkoxyls (LO°), des aldéhydes tel que la malonyldialdéhyde, 

des alcanes, des alcools, etc (Halliwel & Chirico., 1993). 

Chaîne de peroxydation lipidique membranaire 

OH0 

LH ------------> LO + H20 Initiation 

LO + 0 2 ----------> L00° (radical peroxyde) ] Propagation 
L00° + LH -----------> L00H (hydroperoxyde) + L0 n fois 

L00° + L0 -----------> L00L (peroxyde) 
L00° + L00° -----------> L00L + 0 2 

Terminaison 

Figure 4: Chaîne de peroxydation lipidique membranaire. La peroxydation lipidique est une 

réaction en chaîne caractérisée par trois étapes distinctes: l'initiation, la propagation et la terminaison 

Les conséquences de la peroxydation des lipides membranaires sont nombreuses. Les 

membranes deviennent moins fluides, perdent leur perméabilité sélective, et sous conditions 

extrêmes, peuvent perdre leur intégrité. Les produits de dégradation de la peroxydation 

(particulièrement les aldéhydes) peuvent diffuser à travers les membranes et atteindre 

d'autres compartiments cellulaires. Ces aldéhydes peuvent agir comme agent de pontage et 

peuvent jouer un rôle dans l'agrégation des protéines. Il a été observé que les produits de la 

peroxydation lipidique inhibaient des enzymes. De telles modifications entraînent des 

perturbations fonctionnelles des cellules pouvant aboutir à la mort cellulaire. 

b. Les lésions des acides nucléiques 

Les bases et les sucres qui composent l'ADN sont particuliérement sensibles à l'oxydation. 

L'attaque radicalaire peut être directe et attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, 

créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-même, créant une coupure de chaîne simple 

brin. Elle peut également entraîner l'oxydation des bases, engendrant un grand nombre de 

bases modifiées. Parmi celles-ci , on trouve la 8-oxoguanine (oxo8Gua) et la 8-oxo-2'-
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déoxyguanosine (8-OH-dG). Ces deux bases modifiées sont actuellement considéréêS 

comme des bons marqueurs des dommages oxydatifs à l'ADN. 

c. Les lésions des protéines 

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent 

un ou des groupements sulfhydryles (SH) . C'est le cas de nombreuses enzymes cellulaires 

et protéines de transport qui vont ainsi être oxydées et inactivées. Les protéines modifiées 

par oxydation perdent leurs fonctions biologiques (enzyme, récepteur. .. ) et deviennent 

beaucoup plus sensibles à l'action des protéases (Droge. , 2002) . Les protéines oxydéês 

deviennent également plus hydrophobes et peuvent s'associer aux lipides pour former dêS 

amas anormaux. Ces amas, appelés "lipofuscines" ou "pigments d'âge", s'accumulent dans 

les tissus de sujets âgés (Shimasaki et al., 1977) (Sohal & Brunk. , 1989). On peut 

effectivement trouver des neurones de personnes centenaires remplis à 75 % par la 

lipofuscine (Sitte et al. , 2000). Les dommages oxydatifs des protéines ont été associés à la 

dégénérescence cellulaire qui apparaît au cours du vieillissement, mais également à de 

nombreuses maladies liées à l'âge telles que la maladie d'Alzheimer, de Parkinson, la 

cataracte, la sclérose amyotrophique latérale ou l'arthrite rhumatoïde (Beal., 2002). 

1.2.5. ROS et régulation des facteurs de transcription 

On sait, depuis quelques années, que le potentiel rédox intracellulaire peut moduler l'activité 

in vivo de certains facteurs de transcription (Klaunig & Kaumendulis., 2004). Chez 

Escherichia coti, la régulation rédox de la transcription passe par deux facteurs de 

transcription , SoxR (particulièrement sensible à 0 2-·), et OxyR (particuliérement sensible à 

H2O2) qui ne sont opérationnels que sous leur forme oxydée (Storz et al., 1990) (Demple & 

Amabile-Cuevas., 1991 ). Une fois activés, SoxR et OxyR vont induire la transcriptiôfî 

respective de soxS et oxyS, des régulateurs positifs qui vont stimuler la transcription d'une 

série de gènes de défense antioxydante tel que la superoxyde dismutase, KatG (qui encode 

une enzyme de type catalase-hydroperoxydase) , gorA (qui encode une glutathion 

reductase), etc (Volkert & Landini ., 2001) . Chez les eucaryotes, aucun équivalent simple de 

ces régulons n'a été mis en évidence. 

La plupart des facteurs de transcription comportent dans leur séquence protéique dès 

cystéines (sensibles aux variations rédox par leur groupe thiol) fonctionnellement trés 

importantes. En effet, l'oxydation d'une cystéine et la formation anormale d'un pont disulfurè 

peut perturber le comportement d'un facteur de transcription et altérer sa capacité de 

dimérisation ou sa faculté de liaison à l'ADN (Thannickal & Fanburg ., 2000). La modification 
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redox de l'activité de certains facteurs de transcription permet de mettre en route uflê 

réponse à divers stress via l'activation ou l'inhibition de l'expression génique. Ce système dê 

régulation a l'avantage d'être très rapide et réversible. La régulation de l'activité des facteurs 

de transcription Nuclear factor kappa B (NF-KB), Activator protein 1 (AP-1) et p53 par un 

stress oxydant sont les mieux décrites dans la littérature. 

NF-KB est un facteur ubiquitaire jouant un rôle important lors de la réponse rapide à un 

stress cellulaire (Baeuerle & Baltimore., 1996). Ce facteur de transcription est activé par unê 

variété de stimuli tel que l'H20 2, les UV, les radiations ionisantes, des cytokines pro• 

inflammatoires, via un mécanisme ROS dépendant. Plusieurs études ont ainsi montré que la 

présence d'antioxydants comme la N-Acétylcystéine (NAC), la pyrolidinedithiocarbamatê 

(PDTC), la thiorédoxine ou les vitamines C et E inhibe son activation. Les ROS agiraient en 

activant des kinases chargées de phosphoryler le facteur 1-KB (lnhibitor kappa B) , entraînant 

ainsi sa dissociation de NF-KB ce qui lève l'inhibition de ce dernier (Koong et al., 1994). Une 

fois libéré, NF-KB migre vers le noyau où il se lie à une séquence c ible de l'ADN 

(GGAnnnTCC) et active la transcription des gènes en aval (Ghosh & Karin., 2002) . 

Cependant, NF-KB (qui comporte une cystéine dans son domaine de liaison à l'ADN) dôit 

être sous forme réduite pour se lier à l'ADN (Mihm et al., 1995). ln vivo, la réduction de la 

cystéine critique serait assurée par la thiorédoxine ou une autre protéine appelée Ref•1 

(Redox factor 1 ). La régulation rédox de NF-KB se fait donc à deux niveaux: translocation 

nucléaire et liaison à l'ADN (Anderson et al. , 1994). 

Le complexe AP-1 est un facteur de transcription pouvant se présenter sous forme 

homodimérique Jun-Jun ou sous forme hétérodimérique Fos-Jun (Karin et al. , 1997). Il est 

activé rapidement par divers stress tel que l'H20 2, les UV, le tumor necrosis factor a (TNF-a), 

etc. L'oxydation de la cystéine 252 de la protéine Jun située dans le domaine de liaison à 

l'ADN empêche la liaison d'AP-1 à sa séquence-cible d'ADN (5'TGANTCA3') (Abate et al., 

1990). La mutation de cette cystéine en sérine supprime cette sensibilité à l'oxydation él 

conduit à l'activation permanente de la liaison à l'ADN (Abate et al. , 1990). D'autre part, lâ 

surexpression ou l'ajout dans le milieu extracellulaire d'antioxydants peut induire fortement 

l'activité de liaison d'AP-1 (Schenk et al. , 1994). 

p53, quant à lui, possède douze cystéines dans sa séquence protéique. Neuf d'entre elles se 

trouvent dans le domaine de liaison à l'ADN alors que les trois autres sont impliquées dans 

la coordination d'un cation Zn. Parks et al., ont montré que l'activité de liaison à l'ADN de p53 
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ainsi que la transcription d'un gène rapporteur placé sous le contrôle de p53 diminuent lors 

d'un traitement oxydant (Parks el al., 1997). 

1.3. Corrélations entre stress et vieillissement 

1.3.1. Corrélation entre les stress oxydatifs et le vieillissement 

Le stress le plus commun auquel nos cellules sont confrontées est probablement le stress 

oxydatif. En 1956, D. Harman proposa une théorie selon laquelle les dommages causés par 

les ROS constituent un facteur important dans le processus du vieillissement biologiquê 

(Harman el al., 1956) (Harman el al. , 1998). Le viei ll issement cellulai re apparaît donc 

comme fortement dépendant de la production de ROS, des défenses antioxydantes, mais 

également des systèmes de maintenance cel lulaire qui sont responsables de l'élimination ôu 

de la réparation des composants cellulaires endommagés. 

Au cours du vieillissement cellulaire, on assiste à une accumulation de composants 

cellulaires endommagés dont l'élimination eUou la réparation semble ne plus être aussi 

efficace que celle assurée par la cellule jeune (Sohal. , 1993). La perte d'activité du 

protéasome observée au cours du viei llissement dans différents types cellulaires ou 

tissulaires permet d'expliquer, en partie, l'accumulation de protéines anormales dans la 

cellule (Friguet et al., 2000) . Les mécanismes responsables de cette diminution d'activité 

sont peu connus. Toutefois , l'introduction de lipofuscine artificielle chez les fibroblastes 

jeunes provoque une inhibition du protéasome, suggérant ainsi une implication directe de 

ces protéines oxydées dans l'altération fonctionnelle du protéasome (Sitte et al. , 2000) . 

Outre le protéasome, plusieurs systèmes de réparation de protéines endommagées voient 

également leur activité altérée au cours du vieillissement. Il s'agit du systèmê 

thioredoxine/thioredoxine reductase capable de réduire les ponts disulfures entre deux 

cystéines et du système méthionine sulfoxyde reductase (MSR) capable de réverser 

l'oxydation de la méthionine (Friguet et al., 2002) (Petropoulos el al. , 2001). 

Une perte progressive des capacités cellulaires de réponse face aux stress est également 

observée lors du vieillissement. Il a été montré que les hépatocytes de rats âgés sont plus 

sensibles aux effets cytotoxiques du lert-buty lhydroperoxyde (1-BHP) que ceux de rats 

nouveau-nés (Adamson & Harman., 1988). La diminution de l'activité de certaines enzymes 

antioxydantes contribuent à cette baisse d'efficacité des systèmes de défense. En effêt, 

l'activité des superoxyde dismutases et des glutathion peroxydases diminue de manière 

significative dans le foie et les reins de rats âgés (Cand & Verdetti ., 1989). 
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1.3.2. Corrélation entre la production de ROS et la durée de vie 

Plusieurs études génétiques réalisées sur des organismes transgéniques comme Drosophila 

melanogaster ont montré qu'un allongement de la vie pouvait résulter de la surexpression 

d'enzymes antioxydantes telles que la glutathion réductase (Mockett et al., 1999), la 

catalase, la méthionine sulfoxide reductase A (MSRA) et les superoxyde dismutases 1 et 2 

(Orr & Sohal. , 1994) (Tableau 1). De même, le traitement de Caenorhabditis elegans au 

moyen de deux composés synthétiques, EUK-8 et EUK-137 mimant les activités superoxyde 

dismutase et catalase, augmentait la durée de vie du nématode d'environ 44 % (Melov et al. , 

2000). D'autre part, des souris transgéniques déficientes pour la sous-unité catalytique de la 

Mn-SOD meurent dans les premières semaines de leur vie, soulignant la nécessité pour 

l'organisme de pouvoir détoxifier les ROS afin de maintenir l'homéostasie générale. 

L'allongement de la vie semble donc être associé à une résistance accrue aux ROS et à une 

activité élevée des enzymes antioxydantes. 

Systèmes Effet sur la durée de Effet sur le stress Références 
vie oxydant 

Mouche 
(Drosophila 
melanoqaster) 

Orr & Sohal (1992) 
Augmentation de la Pas d'effet Réduction de la sensibilité Griswold el al. (1993) 

cata lase Sun &Tower (1999) 

Pas d'effet Pas d'effet Seto et al. (1990) 
Augmentation de la 

SOD1 Augmentation dans Réduction de la sensibili té Orret Sohal (1993) 
certaines souches Staveley et al. (1990) 

Augmentation Réduction de la sensibilité Parl<es et al. (1998) 
Sun & Tower (1999) 

Augmentation de la 
catalase et de la SOD 1 Augmentation Réduction de la sensibilité Orr & Sohal (1994) 

Augmentation de la Pas d'effet Pas d'effet Mockett et al. ( 1999) 
SOD2 

Augmentation de la Augmentation de la durée Réduction de l'oxydation Mockett el al. (1999) 
glutathion réductase de vie sous hypoxie des protéines sous hypoxie 

Augmentation de la msrA Augmentation Augmentation de la Ruan et al.(2002) 
résistance 

Souris (Mus musculusJ 

Augmentation de la Non déterminé Augmentation de la Epstein et al. (1987) 
SOD 1 sensibilité 

Tableau 1: Relation entre résistance au stress oxydant et longévité (d'après Friguet. , 2003). 

L'augmentation de l'expression des différents gènes dans les organismes modèles a été obtenue par 

transfection . S00 .- superoxyde dismutase; msrA: peptide methionine sulfoxyde réductase A. 
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On sait que la restriction calorique constitue l'une des seules interventions permettant de 

ralentir le vieillissement chez les mammifères. Elle agirait en modulant l'accumulation des 

composants cellulaires endommagés, notamment en diminuant la production de ROS (Leé 

et al. , 1999). En effet, il a ètè dèmontrè que la production de ROS issu des mitochondries 

chez des souris en restriction calorique était significativement moins élevée que chez des 

souris nourries normalement (Masoro., 2000) . Il est probable que la diète a aussi des effets 

favorables chez l'homme. Des chercheurs ont entrepris des expériences sur des animaux 

plus proches des êtres humains que les souris à savoir les singes macaques. Ils ont 

constaté qu'après 3 à 5 ans de régime maigre, les singes ont une température corpore lle 

plus basse et présentent un taux sanguin d'insuline diminué d'environ 40 % alors que celui 

de la DHEA (déhydroépiandrosteronesulfate) est augmenté d'environ 50 %. Chez l'homme, 

ces trois paramètres sont de bons indicateurs de longévité. Les personnes ayant un taux de 

DHEA plus élevé que la moyenne, mais une température corporelle et un taux d'insuline plus 

bas, ont une espérance de vie supérieure à celle des personnes pour qui ces paramètres se 

situent à l'autre extrémité de l'échelle de mesure (Roth et al., 2002). 
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CHAPITRE Il: LA SENESCENCE REPLICATIVE ET LA SENESCENCE INDUITE 

PREMATUREMENT PAR DES STRESS (SIPS) 

2.1. La sénescence réplicative 

En 1961 , L. Hayflick et P. Moorhead montrèrent que des fibroblastes de poumon foetal 

humain mis en culture, ont une durèe de vie limitèe. Ils observèrent que l'évolution des 

cultures pouvait être divisée selon trois phases: la phase I se rapportant à la mise en culture 

des cellu les à partir du tissu d'origine, la phase Il correspondant à une croissance rapide et 

exponentielle des cellules et la phase Ill se caractérisant par un ralentissement progressif 

des divisions cellulaires débouchant sur un arrêt irréversible des mitoses et menant ensuite à 

la mort cellulaire par nécrose (Hayflick & Moorhead., 1961) (Figure 5). 

Sous-culrur~s 

Il 
----~l -- _ J - -

I Phase "' 

2 3 4 5 6 7 8 9 IO Il 12 

Trn1p, (moi ,) 

Figure 5: Illustration schématique du phénomène de sénescence réplicative des cellules en 

culture (d'après Hayflick. , 1977). Succession des phases de mise en culture primaire (Phase I), de 

prolifération (Phase Il) et de dégénerescence précédant la mort des cellules (Phase Ill) . 

Ce modèle connu sous le nom de sénescence rèplicative fut ensuite élarg i à d'autres types 

cellulaires prolifératifs tels que les kératinocytes (Rheinwald & Green., 1975), les cellules 

endothéliales (Mueller et al., 1980), les cellules adrénocorticales (Hornsby & Gill., 1978), les 

lymphocytes (Tice et al., 1979), les chondrocytes (Evans & Georgescu., 1983), etc, de telle 

sorte qu'il est actuellement acceptè comme modèle général du vieillissement in vitro des 

cellules à potentiel prolifératif limité. Différents biomarqueurs de la sénescence rèplicative in 
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vitro apparaissent lors du vieillissement in vivo. Parmi ceux-ci , on trouve une morphologiè 

sénescente (Bayreuther et al., 1988), une activité ~-galactosidase associée à la sénescence 

(SA ~-gal) (Dimri et al., 1995) (Sigal et al. , 1999) (Mishima et al. , 1999), des délétions dans 

l'ADN mitochondrial (Liu et al., 1998). Toutefois, il semble qu'il n'y ait qu'une minorité de 

cellules qui deviennent sénescentes in vivo (Shay & Wright. , 2000). D'autre part, il a été 

montré que des fibroblastes issus de centenaires sont capables de proliférer aussi 

longtemps que des cellules issues d'individus plus jeunes (Tesco et al., 1998). Cettê 

hétérogénéité cellulaire au sein des tissus a été décrite comme la "mosaïque d'Hayflick;; 

(Toussaint et al. , 2002). Malgré le fait que les cellules sénescentes soient minoritaires dans 

les tissus, il est probable qu'elles interfèrent avec l'homéostasie des tissus , participant ainsi 

au vieillissement tissulaire (Shay & Wright. , 2000). 

2.2. Les biomargueurs de la sénescence réplicative 

2.2.1. Morphologie cellulaire 

De profonds changements morphologiques apparaissent lors de la sénescence réplicativë. 

La taille des cellules augmente et leur forme se diversifie. Les études du groupe de 

Bayreuther montrèrent qu'il est possible de classer les fibroblastes humains selon sept 

morphologies bien distinctes qui se succèdent au cours des divers passages en culture des 

fibroblastes (Bayreuther et al., 1988). Ils proposèrent d'appeler morphotypes, ces différentes 

morphologies apparaissant au cours du vieillissement des fibroblastes . La figure 6 nous 

montre les différents morphotypes obseNés pour des fibroblastes de derme humain. Les 

morphotypes mitotiques (MF 1, Il et 111) se retrouvent principalement dans les cultures jeunes. 

Ces cellules sont de petites tailles et se divisent activement. En revanche, les morphotypes 

post-mitotiques (MF IV, V et VI) apparaissent progressivement au fil des passages en culture 

et présentent une morphologie de plus en plus étalée. Le septième morphotype correspond 

à des cellules nécrotiques. Ce morphotype est très rarement obseNable. 
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Figure 6: Morphotypes et SA {J-ga/ des FHDs de derme AG04431 (FS) . On peut classer les 

fibroblastes en morphotypes mitotiques (MF /-MF Ill) et post-mitotiques (PMF IV-PMF VII) . On 

observe une coloration bleue chez les FHDs post-mitotiques, résultant de la coloration histochimique 

permettant de mettre en évidence l'activité de la SA f!,-gal. 

2.2.2. L'activité 11-galactosidase associée à la sénescence (SA r..-qall 

La r..-galactosidase est une enzyme lysosomale capable d'hydrolyser le lactose en glucose et 

galactose et dont l'activité est optimale à pH 4. En 1995, l'équipe de J . Campisi a mis en 

évidence chez les cellules sénescentes, l'existence d'une activité 11-galactosidase qui leur 

est propre et pour cette raison nommée "Senescence-Associated 11-galactosidase Activity 

(SA 11-gal) (Dimri et al., 1995). L'activité de cette enzyme est détectable dans les cellules 

sénescentes par histochimie à pH 6 grâce au X-GAL, un substrat artificiel de l'enzyme, qui 

aprés clivage colore les cellules en bleu (Figure 6). Il est essentiel que la révélation de cette 

activité ait lieu à pH 6 et non à pH 4 sinon on détecte l'activité 11-galactosidase "normale" à la 

fois chez les cellules jeunes et âgées. L'origine de cette activité SA 11-gal est toujours 

inconnue, toutefois, on pense que cette activité apparaît suite à un élargissement du pic de 

pH optimal qui serait dû à l'augmentation de la taille des lysosomes chez les cellules 

sénescentes, permettant ainsi une accumulation de l'enzyme dont l'activité devient 

détectable dans une gamme de pH plus élargie (Kurz et al., 2000) . 
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Ce biomarqueur est relativement ubiquitaire. En effet, diverses études ont permis de le 

mettre en évidence chez plusieurs types cellulaires humains dont les fibroblastes (Dimri et 

al. , 1995), les kératinocytes (Dimri et al., 1995), les mélanocytes (Medrano et al., 1995), les 

hépatocytes (Sigal et al., 1999), les cellules endothéliales, etc. Ce biomarqueur représente 

donc un outil remarquable pour la détection des cellules sénescentes au sein d'une culture 

cellulaire. 

2.2.3. Altération du génome mitochondrial 

L'énergie nécessaire au métabolisme cellulaire provient essentiellement des mitochondries 

sous forme d'ATP. Les mitochondries possédent un génome circulaire de 16569 paires de 

base (pb) codant en partie pour les protéines impliquées dans la respiration mitochondriale. 

Au cours du vieillissement cellulaire, de nombreuses mutations et délétions dans ce génome 

ont été observées. Parmi celles-ci, on retrouve celles touchant à la chaine de transport des 

électrons ainsi que celles portant sur des génes impliqués dans la réplication mitochondriale 

(Lezza et al. , 1994) (Michikawa et al., 1999). La plus fréquente est une délétion de 4977 pb 

dite « déletion commune » de l'ADN mitochondrial que l'on retrouve en sénescence 

réplicative (Dumont et al., 2000). D'autre part, plusieurs études réalisées sur différents 

échantillons de tissus humains ont montré que la fréquence de cette délétion augmentait 

durant le vieillissement in vivo. Ces études portaient sur des biopsies de peau (Pang et al., 

1994), de rein (Liu et al., 1998), de poumon (Fahn et al., 1996) et de foie (Yen et al., 1994). 

Les mécanismes responsables de l'apparition de ces délétions sont encore flous. Toutefois , 

une corrélation entre l'exposition de l'ADNmt à des stress oxydatifs et l'apparition de ces 

délétions a été établie, suggérant que les ROS participent à l'altération du génome 

mitochondrial (Filser et al., 1997). 

2.2.4. Modulation de l'expression génique 

Plus de 80 génes voient leur niveau d'expression varier lors de la sénescence de fibroblastes 

humains en culture. Il s'agit pour la plupart de gènes codant pour des facteurs de croissance, 

des récepteurs, des composants de la matrice extracellulaire (MEC), des régulateurs du 

cycle cellulaire, etc (Cristofalo et al., 1998). 

Parmi ces gènes, la fibronectine, l'a1-procollagène de type Il , l'ostéonectine, 

l'apolipoprotéine J et SM22 sont couramment utilisés comme biomarqueur de la sénescence 

réplicative. 

La fibronectine et l'a1-procollagène de type Il sont des composants essentiels de la matrice 

extracellulaire (MEC) associés à des fonctions telles que l'adhésion cellulaire, l'organisation 
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du cytosquelette, la migration, la croissance et la différenciation cellulaire (Garcia et al., 

1999). La fibronectine interviendrait entre autres dans les changements morphologiques 

observés lors de la sénescence réplicative (Kumazaki et al., 1993). 

L'ostéonectine contribue au remodelage des tissus en induisant l'expression de 

métalloprotéases telles que la collagénase et la gélatinase capable de dégrader la MEC et 

les membranes basales. D'autre part, il a été démontré que l'ostéonectine était capable 

d'inhiber l'entrée en phase S de certains types cellulaires. En effet, cette protéine peut se 

fixer au PDGF (platelet derived growth factor) empêchant ainsi la reconnaissance de ce 

dernier par son récepteur spécifique (Pichler et al., 1996). 

L'apolipoprotéine J, également appelée clusterine, est un glycoprotéine hétérodimérqiue 

sécretée de 75-80 kDa. Cette protéine semble protéger les cellules lors de stress oxydatifs 

en empêchant l'altération radicalaire de certaines protéines (Dumont et al., 2002) (Debacq

Chainiaux et al., 2005). En effet, il a été montré que l'apolipoprotéine J est capable de 

s'associer à des protéines modifiées suite à des stress et de former des complexes, 

empêchant ainsi leurs précipitations (Humphreys et al., 1999). 

SM22, quant à elle, est une protéine du cytosquelette de 22 kDa abondante dans les cellules 

musculaires lisses. Celle-ci serait capable de se lier aux fibres de stress ainsi qu'à la 

fibronectine et interviendrait donc dans l'organisation du cytosquelette (Fu et al. , 2000). 

2.2.5. Arrêt du cycle cellulaire en fin de phase G1 

a. Le cycle cellulaire 

Le cycle cellulaire est subdivisé en 4 phases: 

La phase G1 qui est une phase de croissance et de récupération. 

La phase S correspondant à la duplication du génome. 

La phase G2 où se met en place les mécanismes pour la division cellulaire. 

La phase M correspondant à la mitose et à la division cellulaire. 

En fin de la phase G1 , la cellule passe par un point de restriction R, lui permettant de 

déterminer si toutes les conditions sont remplies pour entamer une nouvelle division 

(abondance de milieu nutritif, importance des dommages à l'ADN, etc) (Figure 7). 
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Figure 7: Régulation du cycle cellulaire. Illustration des différentes phases du cycle cellulaire ainsi 

que tes différents complexes cycline/cdk impliqués dans ta régulation du cycle. 

La progression du cycle cellulaire à travers ces différentes phases est régulée par une 

famille de protéines kinases appelées cdk (cyclin dependent kinases) formant des 

complexes avec diverses cyclines. La progression en phase G1 nécessite la participation 

des cyclines de type D qui répondent aux facteurs de croissance au niveau du point de 

restriction , moment où la cellule prend la décision d'entrer en phase S. Les kinases cyclines 

D-dépendantes, cdk4 et cdk6 lié à la cycline D, phosphorylent entre autre la protéine de 

rétinoblastome pRb, permettant la libération des facteurs de transcription , e2F et DP1 , qu i 

contrôlent l'expression des protéines requises pour la phase S. Le complexe cdk2/cycline E 

joue un rôle important lors de la transition G1/S, il est indispensable pour la mise en route de 

la synthése d'ADN. La cycline E est rapidement dégradée dés que la réplication débute et 

est remplacée par la cycline A. Le complexe cdk2/cycline A est nécessaire pour la poursuite 

de la réplication de l'ADN et contrôle également la durée de la phase S en inactivant les 

facteurs e2F et DP1 par phosphorylation. L'entrée en phase M est gouvernée par le 

complexe cdc2/cycline B. 

b. Arrêt du cycle cellulaire en fin de phase G 1/S 

Les cellules sénescentes sont caractérisées par un arrêt irréversible en fin de phase G1/S du 

cycle cellulaire. Des expériences de marquage de noyaux à la thymidine tritiée montrent que 

80-90 % des noyaux issus de cultures à faible nombre de passages en culture, sont positifs 
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et que cette proportion décroît avec l'âge de la culture (Cristofalo & Sharf., 1973). Cette perte 

progressive de la capacité réplicative culmine finalement par l'arrêt complet et définitif des 

divisions à la limite G1/S du cycle cellulaire. Le mécanisme responsable de cet arrêt du cycle 

cellulaire fait principalement intervenir les protéines p53 et pRb, qui sont des suppresseurs 

de tumeur (Ben-Porath & Weinberg ., 2005) (Figure 8). 

Mdm2 1-- p19ARF p16INK4 ---1 Cdk4,6/CycD 

ATM/ATR 

~ lî 1 
Chkl /Chk2 -.~-.1 21WAF-l 1~ Cdk2/ 

~ _P _ C~E 
............ ...... 

' , , ,.., 

SENESCENCE 

E2F 

Figure 8: Représentation schématique de l'arrêt de prolifération dirigé par les protéines p53 et 

pRb (d'après Ben-Porath & Weinberg., 2005). Lors de la sénescence, p53 est activé par 

phosphorylation par les protéines ATMIATR et Chk1/Chk2 et par la protéine pHfRF qui séquestre 

Mdm2. Une fois activé, p53 induit l'arrêt du cycle cellulaire en surexprimant p21WAF-, et en activant 

pRb qui va séquestrer le facteur de transcription E2F. pRb est également activé par p16NK-4 _ 

p53 est un facteur de transcription jouant un rôle majeur dans l'arrêt de la prolifération et 

l'apoptose. En condition normale, p53 est présent en très faible quantité dans la cellule alors 

qu'on le retrouve en abondance chez les cellules sénescentes. De plus, l'activité de liaison à 

l'ADN et de transactivation de p53 augmentent lors de la sénescence (Kulju et al., 1995) 

(Atadja et al. , 1995). Plusieurs protéines participent à son activation. Ainsi , l'activation des 

protéines ATM/ATR et Chk1/Chk2 par des agents causant des dommages à l'ADN, induit la 

phosphorylation et la stabilisation post-traductionelle de p53 (Wahl & Carr. , 2001) (d'Adda di 

Fagagna et al. , 2003). D'autre part, la protéine p19ARF, en séquestrant la protéine codée par 

le gène Mdm2, participe également à l'activation de p53 (Lowe & Sherr., 2003). En effet, 

Mdm2, dont l'expression est réprimée lors de la sénescence, est une ubiquitine ligase 

capable d'activer la dégradation protéolytique de p53 par le protéasome (Haupt et al. , 1997). 

La séquestration de Mdm2 par p19ARF empêche donc la dégradation de p53, qui peut dès 

lors s'accumuler dans la cellule. Une fois activé, p53 exerce son rôle de facteur de 

transcription en induisant l'expression de différents gènes cibles. Parmi ceux-ci , on trouve 

l'inhibiteur de kinase dépendant des cyclines (CDKI) p21 war-1 dont le niveau d'ARNm est 

présent en quantité beaucoup plus élevée (1 0 à 20 fois plus) chez les fibroblastes 
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sénescents en comparaison avec des fibroblastes jeunes (Wang & Riabowol. , 1996). Cette 

protéine est capable d'inhiber l'activité kinasique des CDK en s'associant au complexe 

cdk2/cyclineE (Dulie el al , 1994), intervenant dans la phosphorylation de la protéine de 

rétinoblastome pRb (Sherr & Roberts., 1999). L'inhibition de cette kinase est responsable de 

l'hypophosphorylation de pRb. 

La protéine pRb est un corépresseur transcriptionnel dont l'activité est régulée par un 

mécanisme de phosphorylation/déphosphorylation (Herwig & Strauss., 1997). Lorsque pRb 

est hypophosphorylée, elle agit en tant qu'inhibiteur du cycle cellulaire et retient les cellules 

en phase G 1. En effet, sous sa forme hypophosphorylée, pRb se lie et séquestre les facteurs 

de transcription de la famille E2F (Narita et al. , 2003). Ceux-ci sont des facteurs de 

transcription hétérodimériques formés par l'association d'un membre de la famille E2F (E2F. 

1,-2,-3,-4,-5) avec un membre de la famille DP (DP-1 ,-2,-3) (La Thangue., 1994). La 

séquestration et l'inactivation d'E2F suite à l'hypophosphorylation de pRb résulte en 

l'inhibition de la transcription de nombreux génes nécessaires au passage en phase S du 

cycle cellulaire et à la réplication de l'ADN. Plusieurs gènes régulés par E2F voient leur 

niveau d'expression fortement diminué lors de la sénescence réplicative (Campisi ., 1996). 

Parmi ceux-ci , certains sont des régulateurs du cycle cellulaire comme les cyclines A, 8 , D et 

E. D'autres sont des gènes directement impliqués dans la synthèse de l'ADN et le 

métabolisme des nucléotides comme l'ADN polymérase a, la thymidine kinase (TK), la 

dihydrofolate reductase (DHFR), la thymidylate synthétase (TS}, la ribonucléotide réductase 

(RNR), le "Proliferating Cell Nuclear Antigen" (PCNA). D'autres encore sont des membres de 

la famille E2F eux-même (Good el al., 1996) (Kouzarides et al., 1995) (Weinberg et al., 

1996). 

Une deuxième voie est également impliquée dans l'arrêt du cycle cellulaire en sénescence 

réplicative. Celle-ci fait intervenir la CDKI p161
NK-

4 qui est responsable de l'inactivation des 

complexes cdk4/cycline D et cdk6/cycline D participant à la phosphorylation de pRb 

(Rheinwald et al. , 2002) . La protéine p161
NK-

4 est fortement induite lors de la sénescence 

réplicative (Alcorta et al., 1996) (Palmera et al. , 1997) et se maintient à un niveau très élevé 

pendant au moins deux mois après la dernière division cellulaire (Stein & Dulie., 1998). pRb 

peut donc être à la fois activé par la voie faisant intervenir les protéines p53 et p21 war-1 mais 

aussi par celle impliquant la protéine p161
NK-4_ 

20 



2.2.5. Le raccourcissement des télomères 

a. Structure et fonction des té/amères 

Il y a plus de soixante ans, H. Muller et B. McClintock démontrèrent l'existence de structures 

spécialisées protégeant l'extrémité des chromosomes qu'i ls nommèrent "tèloméres" (Muller., 

1938) (McClintock., 1941). Chez les eucaryotes, les tèloméres sont composés de centaines, 

voire de milliers d'éléments nucléotidiques répétitifs placés en tandem dans la région 

terminale de chaque chromosome. Chez les vertébrés, l'unité fondamentale de ces éléments 

est la séquence TTAGGG (Meyne et al., 1989). De nombreuses protéines sont associées 

aux téloméres formant ainsi des structures tridimensionnelles appelées "télosomes" 

(Blackbu rn ., 1991 ). La protéine la mieux caractérisée est RAP1, de Saccharomyces 

cerevisiae, qui lie à intervalles réguliers l'ADN télomérique et participe à la régulation de sa 

longueur (Conrad et al., 1990). Chez les mammifères, l'homologue de cette protéine est 

TRF-2. Cette protéine semble empêcher les télomères courts de fusionner. En effet, 

l'inhibition de TRF-2 conduit à l'arrêt du cycle cellulaire suite à la fusion interchromosomique 

des télomères. 

Les télomères sont des éléments génétiques essentiels pour la stabilité des chromosomes 

(Gilson et al., 1993). Ils empêchent la dégradation des extrémités chromosomiques, 

préviennent les recombinaisons illégitimes et empêchent les fusions entre chromosomes. En 

effet, les chromosomes dont les extrémités sont cassées deviennent instables et sont portés 

à fusionner, donnant naissance à des ch romosomes dicentriques (Blackburn., 1991 ). Les 

télomères permettent de différencier les extrémités des chromosomes de cassures doubles 

brins et protègent celles-ci de la dégradation par les exonucléases (Bourgain et al. , 1991) . 

b. Le raccourcissement des té/amères et la sénescence réplicative 

De nombreuses études ont démontré que la longueur des télomères présents dans les 

cellules somatiques humaines raccourcit progressivement en fonction de l'âge des individus 

analysés (Hastie et al. , 1990) (Lindsey et al., 1991 ) (Allsopp et al., 1992). Les télomères les 

plus courts sont retrouvés chez les octogénaires (5 à 7 Kb) tandis que chez les nouveaux

nés, la longueur des télomères oscillent entre 1 0 à 15 Kb. Ce raccourcissement in vivo a été 

estimé à environ 100 à 150 pb par passage en culture in vitro (Allsopp et al. , 1992). Ce 

raccourcissement est expliqué, en partie, par le mode d'action de l'ADN polymérase lors de 

la réplication (Figure 9) . 
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Figure 9: Mécanisme de raccourcissement des té/amères. Durant la réplication, l'un des deux 

brins est synthétisé de manière discontinue. Cette synthèse nécessite des amorces ARN (fragments 

d'Okazaki). Les amorces sont ensuite dégradées et les espaces vides sont comblés à l'exception de 

celle qui subsiste à l'extremité 5'. Il en résulte un raccourcissement de l'extrémité du chromosome. 

(http://www.medscape.com/viewarticle/482667 _2) . 

En effet, l'ADN polymérase, ne pouvant progresser que dans le sens 5'-3', génére la 

synthèse d'un brin continu et d'un brin discontinu. Le brin discontinu apparait sous forme de 

petits fragments, dits d'Okazaki , amorcés par une courte séquence d'ARN (± 1 O bases) , et 

prolongés par une séquence d'ADN beaucoup plus longue (100-600 bases) . Les amorces 

d'ARN sont ensuite dégradées par une RNase ce qui fait apparaitre, entre les fragments 

d'ADN, des brèches que des enzymes réparatrices colmatent, formant ainsi une chaîne 

d'ADN continue. Ce système de réparation étant incapable de remplacer l'amorce située à 

l'extrémité 5' du brin discontinu, il s'ensuit que le télomère "discontinu" néoformé possède 
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une queue simple brin longue de quelques bases tandis que le télomére "continu " en est 

dépourvu. À partir de cette observation est née la théorie télomérique du vieillissement 

cellulaire. Selon celle-ci , le raccourcissement critique d'au moins un té lomère peut induire un 

arrêt du cycle cellulaire (Allsopp et al., 1992). Différents modèles ont été proposés afin 

d'expliquer par quel mécanisme le raccourcissement des tèlomères pourrait induire la 

sénescence réplicative. En 1999, Griffith et al montrèrent que l'extrémité des tèlomères 

peuvent adopter une conformation dite en "lasso" (ou t-loop), qui apparait suite à l'invasion 

de la région double brin {db) du télomère par la queue simple brin (sb) (Griffith et al .. 1999) 

(Figure 10). 

- i5-30x 
,----, 

- 1000-JOOOx 

CE N 

J GGGTT AGGGTT A GGGTT II GGGllA --• • •• •• 
~ -CCC AA1 CCC AA1 -•••••• 

t-loop 

~o ·(~O D 
V ' 

- T~FI 

IJ-loor 1 
1 

TR F2 

Figure 10: Structure en "lasso" des télomères (d'après von Zglinicki et al., 2000). La conformation 

en lasso (t-loop) est stabilisée par des protéines, dont les principales sont TRF1 et TRF2. TRF-1 se lie 

à la région double brin des télomères, tandis que TRF2 se lie à la boucle D (D-loop), où la queue 

simple brin s'insinue dans la région db. 

Plusieurs protéines tel que TRF-1 et TRF-2 sont associées à ces boucles . ln vitro, TRF-1 

forme des gaines autour de l'ADN et y induit une courbure qui facilite la formation de lasso. 

TRF-2. quant à elle, favorise l' invasion de la rég ion db par la queue sb et par conséquent 

empêche les téloméres cou rts de fusionne r. La suppression de cette protéine conduit à 

l'arrêt du cycle cellulaire suite à la fusion interchromosomique des télomères (Takai et al., 

2003). A l'opposé, la surexpression de TRF-2 induit un raccourcissement accéléré des 

télomères (Karlseder et al., 2002). Plusieurs auteurs ont suggéré que le raccourcissement 

des télomères pouvait générer des téloméres "sans protection" (uncapped), dont la structure 

en lasso serait rompue (Blackburn el al., 2001) (Cristofalo et al., 2004). Récemment, il a été 

montré que la sénescence était associée à la perte de structure en lasso des télomères 

(Stewart et al., 2003). Ces téloméres dépourvus de protection sont reconnus et perçus par la 

cellule comme dommage à l'ADN ce qui active le suppresseur de tumeur, p53, enclenchant 

ainsi un arrêt de prolifération en phase G1 du cycle cellulaire (Vaziri & Benchimol. , 1996) 

{d'Adda di Fagagna et al., 2003). 
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L'arrêt des divisions provoqué par le raccourcissement des téloméres est un phénomène 

physiologique normal (Figure 11 ). 

Tai lle moyenne 
des télomères 

(kbp) 

~ 10-15 

~ 5-7 

~ 2-4 

Durée de vie 
proliférative 

G) 

normale prolongée immortelle 

1 Inactivation de gènes 
~uppresseurs :e tumeurs 

M1 1 1 

1 1 Réactivation de 
1 la tèlomèrase 

~@ 
1 ----~ 

M2 

Sénescence Crise 

Nombre de divisions cellulai res 

Figure 11: Représentation schématique de l'implication de la longueur des télomères dans la 

sénéscence rép/icative (d'après Har/ey et al., 1992). (1) La télomérase est active dans les cellules 

germinales et dans certaines cellules souches contribuant à la stabilité de la longueur des télomères. 

(2) Chez les cellules somatiques en culture, la longueur des té/amères raccourcit à chaque division 

cellulaire jusqu'à atteindre une longueur critique qui provoquerait un signal d'arrêt du cycle cellulaire, 

phénomène appelé sénescence (M1) . L'entrée en sénescence peut-étre supprimée suite à la perte de 

fonction de gènes suppresseurs de tumeurs. Cependant, les té/amères de ces cellules transformées 

continuent de raccourcir contribuant à une instabilité des chromosomes. Les cellules vont alors entrer 

en crise (M2) caractérisée par la mort d'un grand nombre de cellules. (3) Certaines cellules vont 

survivre à la crise et devenir immortelles suite à l'activation de la télomérase, qui va stabiliser la 

longueur des té/amères. 

Si les cellules n'obéissent pas au signal d'arrêt, leurs chromosomes commencent à fusionner 

dês que les répétitions télomériques couvrent moins de 5 kb. Les fusions provoquent des 

aberrations chomosomiques, dûes au fait que les chromosomes possèdent deux 
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centromères et ne se sèparent pas correctement lors de la mitose. Les cellules deviennent 

aneuploïdes. Dans la plupart des cas, ces cellules meurent suite à un excès ou un dèficit de 

gènes, toutefois certaines èchappent à ce phènomène de crise et prolifèrent de manière 

dèsordonnèe. Un surcroît de prolo-oncogènes tend à stimuler ces divisions. D'autre part, la 

perte d'hétérozygotie peut éga lement conduire à la prolifération anarchique de ces cellules 

en éliminant l'allèle fonctionnel d'un suppresseur de tumeur dont le produit empêche la 

poursuite des divisions. Le gène p53 est muté dans plus de 50% des tumeurs apparaissant 

chez les êtres humains (Wiman et al., 1997). Dans la plupart des cas , il s'agit de mutations 

ponctuelles, ayant pour effet de remplacer un acide aminé par un autre dans la protéine p53, 

et plus particulièrement dans son domaine de liaison à l'ADN. 

Contra irement aux cellu les somatiques, les ce llules germinales et les cell ules tumorales ne 

subissent pas de raccou rcissement télomérique (Harley & Kim., 1996). En effet, ces cellules 

possèdent une télomére synthase appelée télomérase capable d'empêcher l'érosion des 

téloméres (Greider & Blackburn., 1985) (Kim el al., 1994). L'activité télomérase a été 

identifiée pour la première fois chez le protozoaire cilié du genre Tetrahymena thermophila 

(Greider & Blackburn., 1985). Plusieurs expériences faites sur cet unicel lulaire montrent que 

la télomérase est essentielle pour la viabil ité à long terme. Cette enzyme est une 

ribonucléoprotéi ne à activité transcriptase inverse constituée de deux sous-un ités de nature 

différente (Morin el al., 1989) (Figure 12) ; une sous-unité catalytique, appelée hTERT chez 

l'homme, capable de polymériser des désoxy ribonucléotides sur une matrice d'ARN et de 

maintenir une taille constante des téloméres (Lendvay el al. , 1996) (Meyerson el al., 1997) et 

une sous-unité structurale, appelée TERC, constituée d'une matrice d'ARN contenant un 

motif de 9 à 30 nucléotides. Celle-ci est complémentaire de la séquence télomérique et est 

responsable de l' extension de l'extrémité 3' sortante du télomère (Feng et al., 1995). Une 

fois cette extrémité 3' allongée, une nouvelle amorce peut s'hybrider et permettre la synthèse 

du brin complémentaire. L' introduction de la sous-unité catalytique hTERT dans les 

fib roblastes humains, qui en sont habituellement dépourvus, instaure l'activité de la 

télomérase, permettant ainsi de maintenir la ta ille des téloméres (Weinrich et al., 1997). Ces 

fibroblastes sont capables d'êtres maintenus en culture pendant plus de 300 générations 

alors que leur capacité normale de doublement dépasse rarement 90 cu mulative population 

doublings (CPDs) (Bodnar et al., 1998). Ces observations permettent de conclure que 

l'expression ectopique de la télomérase dans des fibroblastes prévient la sénescence. 

Plusieurs études ont analysé si les cellu les immortalisées suite à l' introduction du géne 

hTERT expriment un phénotype de cellu les transformées (Jiang et al., 1999) (Morales el al., 

1999). Ils observèrent que ces cellules n'avaient pas la capacité de proliférer en l' absence de 

sérum, ne formaient pas de colonies en agar mou, exprimaient la propriété d'inhibition de 

contact, et que leur caryotype était normal. De plus, les mécanismes de surveillance du 
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contrôle du cycle cellulaire dépendant des protéines p53 et Rb étaient fonctionnels. 

Toutefois , plusieurs études comparatives de profils d'expression génique ont montré que les 

fibroblastes BJ immortalisés par la télomérase sont biochimiquement différents des 

fibroblastes BJ normaux (Lindvall et al., 2003) (de Magalhaes et al., 2004). 

Protéines requises pour l'assemblage ? 
humain : p23, Hsp90 

ARN de la télomérase -------.../ 
Tetrahymena : 159 nt 
euplotes : 190 nt 
humain : 445 nt 
souris : 395 nt 
levure : 1 300 nt 

Protéines se liant à l'ARN de la télomérase 
Tetrahymena : pB0 

C 
A 

;, 

humain, souris, rat : TP1/TLP1/TEP1 

Protéine asso ciées 
au complexe ? 

euplotes : p43 
levure : Est1p, 

Est3p, 
Est4p/CDC13 

!,AC c •CL 

Protéines se liant à l'ADN 
télomérique 

Tetrahymena : p95 
Aucun homologue identifié 
chez d'autres organismes 

Ill 
GGGGTTGGGv"'TTGGGGTTGGGGTTG 

1 
ADN 

télomérique 

Sous-unité catalytique 
euplotes : p123 
levure : Est2p 
humain et souris : TERT 
Tetrahymena : p133 

Figure 12: Composantes associées au complexe de la télomérase dans différents organismes. 

La télomérase est une transcriptase inverse composée d'une sous unité catalytique et d'une molécule 

d'ARN. Le schéma représente les composantes de la télomérase du protozoaire Tetrahymena: p133, 

la sous unité ca talytique; p95, une protéine qui lie /'ADN télomérique; p80, une protéine qui se lie à 

/'ARN matrice de la télomérase; une molécule d'ARN de 159 nucléotides. La sous-unité catalytique 

ainsi que /'ARN matrice de la télomérase ont été identifiées dans différents organismes tels que les 

Eup/oies, la levure, la souris et l'humain (Nugent et al., 1998). 
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2.3. La Sénescence Induite Prématurément par des stress (SIPS) 

2.3.1. Introduction 

Un stress peut être défini comme toute perturbation d'un facteur exogène auquel un système 

vivant est exposé. Au cours de leur vie, les cellules sont soumises à une multitude de stress, 

tels que des stress osmotiques, oxydatifs, mécaniques, thermiques, etc. auxquels elles font 

face plus ou moins efficacement en modulant l'activité de certaines voies métaboliques. 

C'est ce qu'on appelle la réponse aux stress. Dans cette réponse aux stress, on distingue 

d'une part la réponse immédiate et la réponse à long terme : la réponse immédiate 

détermine le sort de la cellule d'après l'activation de certaines cascades de kinases : soit la 

cellule meurt par apoptose ou nécrose, soit elle survit et subit ou non des modifications. La 

réponse à long terme, quant à elle, correspond à des vari ations d'expressions géniques et 

d'activités cel lulaires pouvant être observées jusqu'à plusieurs semaines après des stress 

d'intensité subcytotoxique. 

2.3.2. La Sénescence Induite Prématurément par des stress (SIPS) 

L'exposition de différents types cellulaires prolifératifs à des stress oxydatifs subcytotoxiques 

induit l'apparition précoce des biomarqueurs de la sénescence (Tableau 2) . Ce phénomène 

est appelé "Sénescence Induite Prématurément par des stress ou SIPS" (Toussaint et al., 

2000) (Braek et al., 2000). Différents modèles cellulaires de SIPS ont été mis au point. Ils 

peuvent être distingués par la nature de l'agent stressant, par la durée du stress, le type 

cellulaire utilisé ou le type de protocole utilisé. On peut également classer ces modèles de 

SIPS selon deux grandes classes: les modèles fa isant intervenir une exposition chronique à 

l'agent stressant et les modèles où la sénescence est induite suite à l'exposition répétée ou 

non à des agents stressants à une concentration subcytotoxique. 

a. Les stress chroniques et subcytotoxiques 

L'équipe de T. von Zglinicki a montré que des FHDs Wl-38 soumis à une hyperoxie 

chronique entraient en sénescence prématurée après environ 3 passages en culture (von 

Zg linicki et al., 1995). Ces FHDs cultivés sous 40% d'oxygène subissent un 

raccourcissement accéléré de leurs télomères (500 pb par doublement de population au lieu 

de 90 pb observé chez les cellules en normoxie). Selon eux, les cassures simples et doubles 

brins de l'ADN, apparaissant lors de dommages oxydatifs , s'accumulent préférentiellement 

27 



N
 

0
0

 

s:: 0 C
. 

C
 ~
 

5
· 

(
0

 

)>
 

(
0

 

5
· 

(
0

 "' ::, C
. r 0 ::
, 

(
0

 
<D

 
<

 
~
 

;,;
: c :E ~
 

)>
 

0 "' C. <D
 3 1'ï
 

-0
 

C
 2:
 

êiï
 

:J
' 

~
 -"' N
 

0 0 ~
 

-1
 "' C' in
 "' C N

 s: 0 C
. 

<D
• 

in
 "' C

. 
<D

 
(J

) 'ii
 

(J
) 

C
. "' ::, "' C
. 

<D
 "' ~
 

"O
 

<D
 "' 0 ~
 

i:
 

iii
 ~- "' ::, 0 ::,
 ... al ::,
 "' .... 0 3 <D
• "' â
: 

o,
· 

"'O
 

ÎD
· 

V>
 

0 ~- /)
" 

:,,
;- ~
 

~
 

C
o

n
d

it
io

n
s 

ie
rr

-b
u

ty
t'

ly
d

re
p

&
ro

xy
d

e
 

"'°
' 

H
,O

, 
H

,O
, 

H
,O

, 
H

,O
, 

H
2

0
2

o
u

U
V

B
 

H
20

2.
 U

V
B

 o
v 

lll
'O

dl
ot

lo
n-

y 

H
10

2.
 U

V
B

 o
u 

ln
o

d
ia

llo
n-

y 
H

,0
2

, 
W

B
 O

U
 i

n
o

d
la

lio
n

-y
 

H
20

2.
 U

V
B

 o
v 

in
"o

dl
at

lo
n-

y 
H

20
2.

 ~
 o

v 
l!T

a
di

at
lô

r"
l-t

 
w

 
W

B
 

W
B

 
R

a
d

o
tt

o
r,

lo
n

ls
a

it
e

 
ln

"o
d

la
t~

 
C

h
o

rr
p

s 
é

le
ct

ro
m

o
g

,é
liQ

Je
l i

rr
.,

o
rt

o
n

ts
 

E
th

o
o

o
l 

X
o

n
tl

iln
e

 +
 x

o
ri

fh
in

e
 o

x
y
d

ru
e

 
M

it
o

m
yc

-1
 C

 

!l
le

o
m

yd
n.

 o
d

in
om

vc
ln

 D
 

5
-B

ro
m

o
d

e
o,

iy
l..

rid
W

le
 

5
-B

ro
m

o
d

e
o

xy
l.r

id
ln

e
 

H
yd

ro
m

.,
8

e 
T

ox
ol

 
P

h
o

to
o

ct
iv

o
l'l

o
n

 +
 P

1o
ro

re
n 

H
yp

e
ro

ld
e

 
H

yp
e

,o
Jd

e
 

H
yp

e
ro

Jd
e

 
H

om
oc

ys
ti

ln
e 

M
-1

a 
ov

T
N

F
-<

t 

TG
F-

i!l
 

N
o

C
t 

(t
,y

p
e

rl
o

n
iq

v
e

) 
C

o
M

o
g

è
n

e
 g

tc
o

s
y
lé

 
ln

hl
bl

le
l.A

' C
u.

 Z
n 

SO
C

 !
D

O
C

) 
W

'll
b

lt
&

\K
 G

6P
O

H
 (

D
H

E
A

) 
In

hi
bi

te
ur

 P
l-3

 ld
no

1e
 {

L Y
29

40
02

) 
In

h
ib

ite
u

r 
P

l-3
 lc

rio
s

e 
n Y

29
40

02
1 

In
hi

bi
te

ur
s 

hi
st

on
e 

d
e

o
e

e
ty

to
se

 
nh

l:>
lle

U
'S

 D
N

A
 lo

po
ls

om
er

01
e 

P
y!

V
V

'O
le

 e
xt

ro
ce

U
U

ol
fe

"
 

S
U

re
l!p

l'e
ui

on
 c

o
ve

o
lln

e
-1

 
E

xp
ie

u
lo

n
 r

n
u

lo
n

t 
b

e
ro

-c
o

le
n

ln
e

 
E

xp
re

ss
io

n 
01

1c
og

èn
e 

ra
s 

su
-e

xp
re

u
io

n
 E

2F
1 

Ty
p

e
 c

e
llu

la
ir

e 

A
b

ro
b

l0
1

te
s 

fo
e

ta
u

x 
W

l-
3

8
 

F
ib

fo
b

lo
lle

s
 lœ

lo
v
x
 1

~
-9

0
 

F
lb

ro
b

lo
1

te
1

 l
œ

lo
u

x
 lW

M
-9

0
 

A
b

ro
b

lo
J!

e
s 

lo
t!

O
VJ

t 1
~

-9
0

 
F

lb
ro

b
lo

st
e

s 
fœ

lo
v
x
 1

~
-9

0
 

fl
b

1
o

b
lo

1
te

s 
c

o
1

d
lo

q
ve

s 
F

lb
lo

b
lo

st
e

s 
BJ

 e
l 

B
J·

hî
E

R
T

 
F

ib
ro

b
lo

si
e

s 
lo

e
lo

u
x
 W

l-
3

8
 e

l 
W

l-
3

8
 h

TE
R

T 

F
ib

1o
bl

os
!e

1 
ro

e
to

u
x
 IM

R
-9

0 
e

t 
IM

R
-9

0 
ht

ER
T 

F
b

ro
b

lo
s

le
s 

H
C

A
2

 e
l 

H
C

A
2

 h
TE

R
T 

F
b

ro
b

lo
st

e
1

 L
Fl

 e
l 

LF
I 

hT
E

R
T 

F
ib

ro
b

lo
1

le
1 

LF
I p

21
 -1

-e
t 

LF
 I 

p2
1 

-1
-h

T
ER

T 

F
ib

ro
b

k
n

le
s 

H
H

.S
 

W
lo

n
o

c
y
te

s
 

F
lb

1o
bl

o1
1e

1 
C

e
lv

le
, 

e
n

d
o

th
é

ll
o

le
s
 

R
b

lo
b

lo
1

te
1 

A
b

fo
b

la
1

1
e

1
 W

l-
3

8
 e

t 
H

H
-8

 
F

lb
ro

b
lo

1
le

1
 l
o

e
ta

u
x
 W

l-
38

 
F

lb
ro

bl
o1

1e
1 

c
o

,d
lo

q
u

e
s
 

F
lb

,o
b1

01
te

s 
H

H
-8

 
flb

1
o

b
la

1
te

1
 

F
lb

1o
bl

o1
te

s 
TI

G
-7

 
F

t>
1o

bl
a1

te
s 

T
IG

-7
 

F
lb

fo
b

lo
u

e
s 

F
lb

lo
b

lo
s

le
1 

W
l-3

6 
.,

 R
EF

-5
2 

F
lb

ro
b

kn
te

s 
fl

b
ro

b
lo

1
te

1
 l

o
e

lo
u

x
 W

l-
3

8
 

F
lb

ro
bl

01
te

1 
BJ

 e
t 

w
R

C
..S

 
F

lb
ro

b
lo

lt
e

1
 W

l-
3

8
 e

l 
T

IG
•I

 
C

e
lu

le
s
 &

n
d

o
th

é
a

o
le

1
 

F
lb

ro
b

to
1

1e
1 

fo
e

to
uJ

t 
W

l-
3

8
 

Fi
b

ro
b

lo
1

!e
1 

lœ
to

v
x
 ll

v!
R

-9
0 

F
ib

ro
b

lo
st

e
s 

lo
e

lo
u

x
 W

l-
3

8
 

C
e

lu
le

s 
e

n
d

o
lh

é
llo

le
s 

F
ib

ro
b

la
st

e
s 

c
o

rc
ll
o

q
v
e

s
 

R
b

lo
b

la
1

te
1

 c
o

rd
la

q
u

e
s
 

F
lb

fo
b

lo
sl

e
s 

F
ib

ro
b

lo
sl

e
s 

A
br

ob
lo

11
es

 l
o

•I
O

J
x
 W

l-
3

8
 

F
lb

ro
b

lo
sl

e
s 

F
lb

ro
bl

o1
le

1 
F

ib
ro

b
lo

lie
s 

F
lb

ro
b

lo
1

le
1

 
F

lb
ro

b
la

s
le

s 
F

lb
ro

b
lo

sl
e

s 

h
pê

c
e
 

M
or

ph
ol

og
le

 
SA

 ~
-g

al
 

A
n

fl
 

tf
o

p
 G

 1
 

R
oi

 
H

on
-m

e 
H

on
-m

e 
H

on
-m

e 
H

o
n

-m
e

 
H

o
n

-m
e

 
H

on
-m

e 
H

on
-m

e 
H

o
n

m
e

 
H

o
,,

..
,,

. 
O

o
w

, 
H

o
n

-m
e

 
H

o
n

-m
e

 
H

o
,,

..
,,

. 
R

oi
 

H
o

,,
..

,,
. 

H
o

tT
m

e
 

H
o

,,
..

,,
. 

H
o

n
-m

e
 

H
o

,,
.,

,.
 

H
o

,,
.,

,.
 

H
o

,,
.,

,.
 

H
on

-m
e 

H
o

rr
m

e
 

H
o

n
-m

o
 

H
on

-m
e 

H
on

-m
e 

H
o

,r
m

e
 

H
o

,r
m

e
 

H
o

n
-m

e
 

R
oi

 
R

oi
 

sé
ne

sc
en

te
 

ol
llé

fo
lll

 
ll
e

t.
fe

n
c

e 

(D
u

m
o

n
t 

P
.e

l a
l~

 2
00

0:
 O

\.
m

o
n

l 
P

.e
l a

l .
. 2

00
1)

 

/D
u

m
o

n
l 

P
.e

to
l ..

 2
00

01
 

(C
h

e
n

 O
. 

e
l 

ol
 .. 

19
98

J 
(F

,l
p

p
lo

tC
.e

lo
l ..

 2
00

1)
 

(W
ol

f 
F.

e
r a

l .•
 2

0
0

2)
 

{S
lw

lk
D

.e
r

o
r.

,2
00

11
 

(d
e

 ~
g

o
lh

O
e

s
 J

. e
t 0

1 
.. 

20
02

) 
(G

o
rb

U
'I0

V
Q

 V
.e

l a
l.

 2
00

2)
 

{G
o

rb
U

'lo
vo

 V
. e

t o
L 

20
0

2)
 

(G
o

rb
l.

n
o

v
o

 V
.e

ro
L 

20
02

) 

/G
o

lb
U

'I
O

va
V

.e
to

l.
 2

00
2)

 

fG
or

bo
..n

ov
o 

V
.e

l 
a

l,
 2

00
21

 

(R
od

e
m

o
n

n
 H

. •
' a

l 
19

89
1 

fM
ed

ro
no

 E
. e

to
l.

, 
19

95
) 

(C
ho

w
iO

U
lt

F.
e

to
l ..

 2
00

2)
 

{O
h 

C
. e

l a
l ..

 2
00

11
 

(D
l l

e
o

n
o

,d
o

 A
. 

e
l o

f ..
 1

99
•1

 

(R
o

d
e

m
o

rv
, 

H
. e

l 
a

l ..
 1

98
9)

 
{D

u
m

o
l'l

l 
P.

e
t 

a
l ••

 2
00

2:
 T

o
v
u

o
ln

t 
O

. e
t a

l ..
 1

99
51

 
(S

M
'lk

D
.e

ta
l,

2
0

0
1

) 
(R

od
em

on
n

H
.e

ta
l ..

 1
98

9)
 

jl
lo

b
le

1 
S .

• 
, a

l ..
 1

9
9

8)
 

(M
c:

h
b

h
lia

 E
. e

l o
l ..

 1
99

91
 

(S
vz

vl
dT

.e
lo

l ..
 2

00
1)

 
!Y

e
o

E
.e

lo
l.

,2
0

0
0

) 
(T

rie
• 

M
. e

t a
l .•

 1
99

6)
 

(M
o

W
.e

lo
J

H
 2

00
21

 
!v

o
n

Z
g

lr
'k

:k
lT

.e
to

J.
.1

9
9

5
) 

rs
c:u

1Z
1<

tG
.e

1
0

1..
 1

99
8)

 
fH

o
n

d
o

S
.e

to
/ .•

 1
9

8
3

) 

(X
u 

O
. e

l a
l..

 2
00

0)
 

f[)
um

oM
I P

.e
l a

, ..
 2

00
01

 
(F

rl
pp

lo
t C

. 
e

t 
a

, ..
 2

00
1)

 

(R
el

ct
ie

H 
J.

 e
l a

l ..
 2

00
1)

 
/C

h
e

n 
J.

 e
l o

r .
. 

20
02

) 

(S
lw

lk
 O

. e
l a

l ..
 2

00
11

 
(S

tw
ll,

::O
.e

la
l ..

 2
00

1)
 

(T
1e

1n
l M

.e
to

l ..
 1

99
8)

 

(C
o

lo
d

o
 M

.e
to

J
 .• 

20
00

) 
(O

g
ry

tk
o

 V
.e

l a
l.,

 1
99

6)
 

fM
ch

l!N
to

 E
. e

l 
a

l .•
 1

99
8)

 
/)(

U
 0

. e
l a

l..
 2

00
2)

 
(V

O
IO

nl
e 

O
. e

t a
L

 2
00

2)
 

/D
o

m
o

lo
s

A
.e

lo
L

 2
00

1)
 

(S
e1

ra
no

 M
. e

l a
l..

19
97

) 
{O

ir
n

ll
G

.e
fo

l ..
 2

CX
lO

! 



au niveau des télomères (Beckam & Ames. , 1998) (Petersen et al. , 1998) et sont 

responsables de leur raccourcissement (von Zg linicki et al. , 2000) . Ils ont montré que ces 

cassures té lomériques, reconnues par la cellule comme un dommage à l'ADN, induisent un 

arrêt du cycle cellulaire suite à l'activation de p53 (Saretzki et al., 1999). Ces résultats 

suggèrent l' implication des télomères dans l'appari tion de la sénescence prématurée indu ite 

par un stress chronique (von Zgl inicki et al., 2002) . 

b. Les stress aigus et subcytotoxigues 

Le traitement des cellu les par certaines substances telles que le peroxyde d'hydrogène 

(H 2O2) (Chen & Ames., 1994), le tert-butylhydroxyperoxyde (1-BHP) (Dumont et al., 2000), 

l'éthanol (Pascal et al., 2005), ou encore les UV (Debacq-Chainiaux et al., 2005) augmentent 

le niveau intracellulaire de ROS et permettent l'apparition d'une SIPS. Des proportions 

accrues de cellules pos itives pour l'activité SA 1:,-gal ont été observées dans ces différents 

modèles de SIPS. Contrairement aux cellules sous hyperoxie chronique, les FHDs IMR-90 

stressés deux fois par semaine sous 75 µM d'H2O2 ne présentent pas de raccourcissement 

télomérique alors que les biomarqueurs classiques de la sénescence sont bien présents 

(Chenet al., 2001). D'autre part, P. Dumont n'a observé qu'un raccourcissement de 300 pb, 

12 jours après une série de cinq stress sous t-BHP et 18 jours après un stress sous H2O2 

(Dumont et al., 2001 ). Une explication partielle de ces résultats doit considérer 

l'hétérogénéité de la population cellulaire. D'une part, il y a une tranche de la population dont 

le cycle cellulaire est irréversiblement bloqué suite à un stress subcytotoxique. Les téloméres 

de ces cellules ne peuvent donc plus racco urcir. D'autre part, il y a une fa ible proportion de la 

population cellulaire qui reste mitotique après le stress subcytotoxique et qui doivent se 

diviser un grand nombre de fois afin d'atteindre la confluence durant les sous-cultures 

(Toussaint et al., 2002). 

Le raccourc issement des té lomères semble donc être la conséquence plus que la cause de 

la sénescence prématurée. En 2002, plusieurs équipes en apportèrent la preuve. Ainsi , ils 

montrèrent que l' instauration de l' activité télomérase chez des fibroblastes conférait à ces 

cellu les une résistance accrue face aux stress cytotoxiques induisant l'apoptose. Toutefois, 

cette enzyme n'empêchait pas l'apparition de la SIPS suite à une exposition aux UV ou à 

l'H2O2. En effet, les fib roblastes surexprimant hTERT présentaient une activité SA ~-gal ainsi 

qu'un arrêt prol iférati f en fin de phase G1 caracté risant les cellules en SIPS. Ces 

observations nous indiquent donc que contrairement à la sénescence réplicative, la SIPS ne 

peut être empêchée par un maintien de la longueur des télomères via hTERT (Gorbunova et 

a/. , 2002) (de Magalhaes et al. , 2002) (Matuoka & Chen , 2002) . 
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CHAPITRE Ill: SIGNALISATION CELLULAIRE ET MEDIATEURS LIPIDIQUES 

IMPLIQUES DANS LA SENESCENCE REPLICATIVE ET LA SIPS 

Les cascades de transduction du signal sont essentielles pour produire une réponse 

cellulaire adaptée à un stimulus. De nombreux signaux extracellulaires activent des 

récepteurs membranaires qui transmettent leur activation à des protéines de signalisation 

intracellulaires. Ces protéines de signalisation sont souvent des protéines kinases. On 

estime que le génome humain encode plus de 2000 protéines kinases, qui phosphorylent un 

ensemble d'environ 30000 protéines (Cuenda et al. , 1999). Les kinases actives ajoutent des 

groupements phosphates aux acides aminés sérine, thréonine et tyrosine des protéines en 

aval dans la cascade. La phosphorylation de ces résidus change les propriétés chimiques de 

la protéine, qui à son tour peut lier, activer, phosphoryler ou déphosphoryler son substrat. De 

nombreux médiateurs lipidiques participent également à la signalisation cellulaire. Ainsi , les 

prostanoïdes, issus de la cascade de l'acide arachidonique, sont responsables d'un large 

spectre de réponses biologiques 

Dans le cadre de cette introduction, nous nous attarderons sur la Mitogen Activated Protein 

kinases (MAPK) p38MAPK ainsi que sur la cyclooxygénase 2, une enzyme clé de la synthèse 

des prostanoïdes. 

3.1. Les MAP kinases 

3.1.1. Généralités 

La réponse cellulaire adaptée à un stimulus extracelullaire nécessite des voies de 

signalisation intracellulaires. Souvent ces voies de signalisation impliquent des MAP kinases, 

qui peuvent intervenir aussi bien au niveau de la prolifération et de la différentiation que sur 

le plan de l'apoptose et de la réponse aux stress . Trois groupes de MAP kinases ont été 

identifiés incluant les ERK (extracellular signal regulated kinase), les JNK/SAPK (Jun N

terminal kinase/stress-activated protein kinase) et les p38 kinases (Figure 13). Ces MAPK 

sont activées par phosphorylation par une MAPK kinase (MEK ou MAPKK), qui a été 

préalablement activée par une MEK kinase (MEKK ou MAPKKK). Une fois activées, les MAP 

kinases sont transloquées dans le noyau où elles phosphorylent certains facteurs de 

transcription qui induisent alors la transcription de gènes cibles. De nombreuses connections 

existent entre les MAP kinases si bien qu'il est souvent difficile d'attribuer une réponse 

cellulaire à une des trois MAP kinases . 
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Figure 13: Les cascades des MAP kinases. Les signaux qui régulent la prolifération, la 

différentiation et l'apoptose passent par trois cascades de MAP kinases, nommées ERK, JNK et 

p3Ff1APK_ Les connexions entre les cascades sont multiples. 

(http://www.komabiotech .eo.kr/technical/review/map_kinase_pathway.htm). 

3.1.2. p38MAPK 

a. Isoformes et mécanisme d'activation de p3a""APK 

Les kinases p38MAPK sont surtout activées en condition de stress cellulaire. En effet, les 

rayons UVB (Kabuyama et al. , 2001), le peroxyde d'hydrogène (Volante et al. , 2001), 

l'hypoxie (Conrad et al., 1999), des cytokines pro-inflammatoires telles qu'IL-1 et le TNFa 

(Mc Dermott et al., 2002) sont capables d'induire l'activation de cette kinase dans différents 

types cellulaires (Ono & Han., 2000). Jusqu'à présent, quatre isoformes de p38MAPK ont été 

identifiées: p38a, p38r.. (Jiang et al. , 1996), p38y (Cuenda et al., 1996) et p38ô (Goedert et 

al. , 1997) (Wang et al. , 1997). Ces quatre isoformes présentent une homologie de 

séquences d'acides aminés d'au moins 60 % et sont toutes activées par une double 

phosphorylation au niveau de la thréonine 180 et de la tyrosine 182 localisées sur le motif 

Thr-Gly-Tyr (Raingeaud et al. , 1995). Cette phosphorylation est induite par des voies de 

signalisation activant les MAP kinases kinases, MKK3 (Derijard et al., 1995) et MKK6 (Lin et 

al., 1995) (Raingeaud et al. . 1996). Il a été montré que MKK3 phosphoryle et active 

uniquement les isoformes a et y alors que MKK6 active les isoformes a, ~ et y (Enslen et al., 

1998). 
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A l'heure actuelle, on dispose de plusieurs molécules capables d'inhiber spécifiquement 

l'activité kinase de p38MAPK mais celles-ci agissent uniquement sur certaines isoformes de 

p38MAPK_ La molécule SB203580 est l'inhibiteur le plus souvent utilisé et cité dans la 

littérature. Il se lie au site de fixation d'ATP des kinases p38MAPK a et 13 et empêche de cette 

façon l'activité kinase de ces deux isoformes (Cuenda et al. , 1995) . Cet inhibiteur appartient 

à la classe des pyridinyl imidazoles qui empêchent la production de cytokines pro

inflammatoires et dont on espère des applications thérapeutiques dans le domaine des 

suppresseurs de douleurs (Kyriakis & Avruch ., 2001 ). 

b. Cibles de p3sMAPK 

L'activation de p38MAPK résulte en l'activation par phosphorylation d'une série de substrats 

comprenant d'autres kinases ainsi que des facteurs de transcription (Figure 14). Plusieurs 

études ont montré que p38MAPK pouvait activer le facteur de transcription AP-1 en induisant 

l'expression de c-Jun et c-Fos via la phosphorylalion respective des facteurs de transcription 

ATF-2 et Elk-1 (Hazzalin et al., 1996). En effet, p38MAPK phosphoryle ATF-2 au niveau des 

résidus Threonine 69 et 71 ce qui permet à ATF-2 de se lier au promoteur de c-Jun et 

d'induire sa transcription. D'autre part, p38MAPK contribue à l'induction de c-Fos via Elk-1 , qui 

une fois activé se lie sur le site de liaison SRE situé au niveau du promoteur de c-Fos (Price 

et al. , 1996). L'expression de c-Fos peut également être induite suite à la phosphorylation de 

CREB par la MAPKAP kinase 2, un autre substrat de p38MAPK (Tan et al., 1996). MAPKAP 

kinase 2 active également la protéine de choc thermique, HSP27. Cette protéine chaperonne 

protège le réseau de microfilaments d'actine des stress cellulaires en augmentant leur 

polymérisation (Lavoie et al. , 1995). Une autre cible de phosphorylation de p38MAPK est le 

facteur de transcription Gadd153. Une fois activé suite à la phosphorylation de ses résidus 

serine 78 et 81 (Wang & Ron., 1996), Gadd153 participe à l'arrêt du cycle cellulaire induit par 

des stress oxydatifs (Barone et al., 1994) (Zhan et al. , 1994) (Maytin et al. , 2001 ). Enfin , il a 

été montré que la protéine anti-proliférative p53 est directement phosphorylée au niveau de 

résidus sérine par p38MAPK en réponse aux radiations d'UV (Bulavin et al., 1999) (Huang et 

al. , 1999). 

Outre ces facteurs de transcription, p38MAPK active aussi une variété de substrats 

cytoplasmiques tels que les protéines tau (Reynolds et al., 1997), MAPKAP kinase 3, 

MAPKAP kinase 5 (Ni et al., 1998), Mnk1/2 et le facteur d'élongation de la traduction eiFAE 

(Wang et al., 1998). 
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Figure 14: Cibles de p3~APK (d'après Mielke & Herdegen., 1999). L'activation de p3f3"AAPK induit la 

phosphorylation d'une sèrie de protéines. p3BMAPK peut agir directement en phosphorylant et activant 

divers facteurs de transcription comme ATF-2, CREB, Gadd153, Elk-1 , p53 et AP-1 et peut agir 

indirectement en phosphorylant des kinases tel que MAPKAP-2, -3 et -5 et Mnk1/2. p3~APK active 

également la protéine Tau. 

c. p3aMAPK et la SIPS 

Notre laboratoire a montré le rôle de p38MAPK dans l'apparition des différentes 

caractéristiques de la sénescence induite par un stress subcytotoxique unique sous H2O2 sur 

des FHDs IMR-90 de poumon foetal (Frippiat et al., 2002) (Figure 15). En effet, suite à un 

stress sous H2O2, p38MAPK est activé et phosphoryle le facteur de transcription ATF-2 . Il en 

résulte un arrêt immédiat du cycle cellulaire ainsi que la surexpression au niveau messager 

et protéique du Transforming Growth Factor beta 1 (TGF-P..1). Le TGF-r..1 contribue à 

l'apparition des biomarqueurs de la SIPS. En effet, la neutralisation du TGF-P..1 ou de ses 

récepteurs de type Il par des anticorps empêche l'apparition d'une morphologie cellulaire de 

type sénescent et de la SA If-gal et la surexpression de 4 génes liés à la sénescence 

(fibronectine, ostéonectine, SM22 et apolipoprotéine J) (Frippiat et al., 2001 ). Une fois libéré 

dans le milieu extracellulaire, le TGF-r.. 1 engendre une seconde vague d'activation de 

p38MAPK qui est maintenue à long terme. Celle-ci va réactiver le facteur de transcription ATF-

2 qui, de part son interaction avec la protéine pRb hypophosphorylée, induit l'apparition des 

différents biomarqueurs de la SIPS. Des résultats similaires ont été obtenus sur des FHDs 

AG0443 1 de peau soumis à une série de stress sous UVB (Debacq-Chain iaux et al., 2005). 
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Figure 15: Transduc tion du signal impliquée dans /'apparition des caractéristiques de la 

sénescence prématurée induite par un stress subcytotoxique à /'H2O2 chez les fibroblastes 

IMR-90. L'activation de p3f3'"APK suite à un stress sous H20 2 induit la phosphorylation du facteur de 

transcription ATF-2, ce qui engendre un arrêt immédiat du cycle cellulaire et la surexpression du TGF-

13 1. Ce dernier va induire une seconde vague d'activation de p38MAPK qui est indispensable à la mise 

en place des différents biomarqueurs de la SIPS. 
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3.2. La cyclooxygenase 2 (COX-2) 

3.2.1 . Les cyclooxyqénases 

Les cyclooxygénases (COX) ou prostaglandine endoperoxyde G/H synthases (PGHS) sont 

les enzymes clés de la synthése des prostanoïdes à partir d'acides gras polyinsaturés 

comme l'acide arachidonique (AA) (Funk., 2001) (Figure 16). En effet, cette enzyme 

bifonctionnelle assure, dans des sites actifs distincts mais proches, une activité 

cyclooxygénasique responsable de l'oxydation de l'acide arachidonique en prostaglandine 

G2 (PGG2) et une activité peroxydasique responsable de la réduction de la PGG2 en 

prostaglandine H2 (PGH2) . La conversion de la PGH2 en prostanoïdes comme les 

prostaglandines (PGD2, PGE2, PGF2), les thromboxanes (TXA2) et les prostacyclines (PGl2 ) 

dépend d'isomérases et de synthases qui sont exprimées sélectivement dans certains tissus 

ou certains types cellulaires. Ces métabolites sont impliqués dans la transmission des 

informations entre les cellules et sont notamment à l'origine des processus inflammatoires. 

Leurs effets sont médiés par la stimulation de récepteurs membranaires spécifiques de 

chaque prostanoïde (Narumiya et al., 1999). Il existe au moins 5 types de récepteurs à 7 

hélices o. transmembranaires , qui sont couplés , via des protéines G, à d'adénylate cyclase 

ou à la phospholipase C (Tsuboi et al., 2002). 
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Figure 16 : Voies de biosynthèse et actions des prostaglandines et du thromboxane (d'après 

Jouzeau et a l., 2004) . cPLA2 : phospholipase A2 cytoso/ique ; sPLA2 : phospholipase A2 sécrétée ; 

COX: cyclooxygénase; PGHS : prostaglandine H synthase ; PG : prostaglandine ; TX: thromboxane ; 

cPGE : prostaglandine E synthase cytosolique ; mPGE : prostaglandine E synthase membranaire ; FP 

: récepteurde la prostaglandine F ; IP : récepteur de la prostacycline ; TP : récepteur du thromboxane ; 

EP : récepteur de la prostaglandine E ; OP : récepteur de la prostaglandine D ; PPAR : récepteur 

activé par les proliférateurs de peroxysomes ; IP3 : inositol triphosphate ; OAG : diacylg/ycérol ; AMPc 

: adénosine monophosphate cyclique. 
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a. Les différentes isoformes de COX 

et de fonctions proches mais elles 

) (Smith et al., 2000). En effet, les 

Les COXs existent sous deux isoformes, de structures 

sont codées par des génes différents (Hia et al., 1999 

génes des deux COXs ne sont pas présents sur le mê 

pas le même nombre d'exons et d'introns (Tableau 3) 

posséde plusieurs éléments de réponse à des facteurs d 

réponse à NF-KB, AP-2 et CEBP/NF-IL-6 (Appleby et al., 

de COX-1 qui ne contient que deux éléments cis-régulate 

me chromosome et ne contiennent 

. De plus, le promoteur de COX-2 

e transcription dont les éléments de 

1994), contrairement au promoteur 

urs Sp1 . 

COX-1 COX-2 

Type d'expression Constitutive lnductible 

Localisation Chromosome 9 Chromosome 1 

Taille du gène 22 kb 8,3 kb 

Nombre d'exonslintrons 11/10 10/9 

Taille de l'ARNm 2,8 kb 4,6 kb 

x isoformes de la cyclooxygénase Tableau 3: Caractéristiques des gènes codant pour les deu 

n constitutive et est ubiquitaire. Son COX-1 est décrite comme une enzyme exprimée de faço 

gène est localisé sur le chromosome 9 et code pour une 

576 acides aminés. Cette glycoprotéine fixée à la memb 

protéine de 67 kDa composée de 

rane du réticulum endoplasmique et 

de l'enveloppe nucléaire est responsable de la production phys1ologIque de prostanoIdes 

intervenant dans les processus d'aggrégation plaquettaire, de reproduction, et dans 

l'homéostasie du tractus gastrointestinal et du rein (Spencer et al., 1998) (Vane et al. , 1998) 

(Harizi et al. , 2001). COX-1 est fortement exprimée dans les plaquettes, les macrophages, 

les cellules endothéliales et les glandes séminales . 

COX-2, quant à elle, a été découverte en 1990 et a été rapidement associée aux 

phénomènes inflammatoires. Elle a été mise en évidence après que certaines études aient 

prouvé que la quantité de protéines COX augmentait dans les états inflammatoires, 

suggérant la présence d'une forme inductible de la cyclooxygénase (Raz et al., 1988). COX-

2 est codée par un gène inductible, dont la taille réduite est caractéristique des gènes à 

réponse immédiate et facilite la transcription et la maturation rapide après induction de 

l'expression. Ce gène est localisé sur le chromosome 1 et code pour une protéine de 72 kDa. 

COX-2 est exprimée dans un nombre limité de cellules comme les monocytes, les 

macrophages, les cellules endothéliales et les fibroblastes. 
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Une nouvelle isoforme de COX a récemment été décrite. En 2000, Willoughby et son équipe 

ont mis en évidence une «COX» qui produisait peu de PGE2 lors de la réaction inflammatoire 

induite chez le rat aprés injection d'une molécule pro-inflammatoire (Wil loughby et al. , 2000). 

Cette réponse inflammatoire n'étant pas inhibée par les inhibiteurs connus, ils ont conclus 

qu'il s'agissait d'une troisiéme isoforme de COX (Gilroy et al .. 1999). L'expression de cette 

troisiéme isoforme a été mise en évidence par l'équipe de Simmons (Chandrasekharan et 

al .. 2002) . Ces auteurs ont décrit plusieurs variants de COX issus d'épissage alternatif de 

l'ARNm de COX-1 . COX-3 posséde des caractéristiques de structure et d'activité voisines de 

celles de COX-1 et COX-2 et est également localisée dans le réticulum endoplasmique où 

elle est glycosylée afin d'être active. 

b. Structure des protéines COXs 

Les COXs sont des enzymes membranai res monotopiques, c'est à dire insérées dans un 

seul des 2 feuillets de la bicouche phospholipidique. Ell es sont présentes sous la forme 

d'homodiméres glycosy lés. Elles sont habituellement localisées au niveau des faces 

luminales du réticulum endoplasmique et au niveau des membranes interne ou externe de 

l'enveloppe nucléaire (Morita et al., 1995) (Spencer el al., 1998). Sous certaines conditions , 

on peut également les trouver au niveau des cavéoles de la membrane plasmique (Liou et 

al .. 2001 ). Les protéines COX-1 et COX-2 glycosylées matures ont un poids moléculaire 

respectif de 67 kDa et 72 kDa (Garavito et al., 1996). Ell es sont constituées de trois 

domaines : un domaine amino-terminal contenant un site de liaison à l'EGF («epidermal 

growth factor»). un domaine de liaison à la membrane composé de quatre hélices a dans 

lequel viendra se loger l'acide arachidonique, et un site catalytique globulaire comprenant un 

site cyclooxygénase et un site peroxydase (Battu el al., 1997). Les COXs présentent une 

homologie de séquence de 60 % qui tradu it une légère variation structu rale conduisant à 

d'importantes modifications d'activités enzymatiques. Parmi les principales différences entre 

ces iso-enzymes. on soulignera que COX-2 a une sélectivité de substrat plus large que celle 

de COX-1 , ce qui est cohérent avec la plus grande largeur de son site actif (Lu el al., 1999). 

Ces différences structurales au sein des sites catalytiques des deux enzy mes ont permis de 

développer des inhibiteurs sélectifs de la COX-2 dotés de propriétés anti-inflammatoires et 

analgésiques (Brooks & Day. , 2000). Cette sélectivité confére à ces molécules un avantage 

thérapeutique par rapport aux anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) tels que l'aspirine, 

l'indométhacine, l'ibuprofen, etc. En effet, contrairement aux AINS, les inhibiteurs spécifiques 

de COX-2 inhibent sé lectivement le processus inflammatoire et évitent les lésions de la paroi 

stomacale et la toxicité rénale provoquées par l' inhibition de la COX-1 (Cryer & Kimmey., 

1998) (McGettigan & Henry., 2000) . 
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3.2.2. COX-2 

COX-2 est un gène de réponse précoce, pouvant faire l'objet d'une régulation 

transcriptionnelle (nombreux éléments de réponse à des facteurs de transcription) et post

transcriptionnelle (nombreuses séquences d'instabilité dans la région 5' non traduite de son 

ARNm), ce qui lui confère une grande inductibilité pour réaliser la synthèse stimulée de 

prostaglandines en situation de stress cellulaire. 

L'expression de COX-2 est induite par un grand nombre de facteurs comme les facteurs de 

croissance (EGF : «epidermal growth factor», TGF~ : «transforming growth factor beta») 

(Dubois et al., 1994), les cytokines pro-inflammatoires (Ristimaki et al., 1994) (Feng et al., 

1995) (Liu et al. , 2003), les oncogènes (Sheng et al., 1998), ainsi que des stress oxydatifs 

(Ashida et al. , 2003) (Rockwell et al. , 2004). Les différents stimuli qui induisent l'expression 

de COX-2 agissent par des récepteurs membranaires pouvant être des récepteurs tyrosine 

kinases. Une fois activés, ces récepteurs induisent différentes voies de transduction du 

signal conduisant à la phosphorylation de facteurs de transcription . Ces facteurs peuvent 

alors se fixer sur certaines séquences du promoteur du géne COX-2 et activer sa 

transcription. Les différents éléments de régulation transcriptionnels du promoteur de COX-2 

sont : deux sites de liaison au NF-KB, un motif NF-IL6, deux séquences superposées boîte E 

et ATFICRE, deux sites AP1 et trois sites Sp1 (Kosaka et al., 1994) (Figure 17). 

NF-KB Sp1 NF-KB AP2 NF-IL6 ATF/CRE/boîte E boîte TATA 

~ 0 ~ Bt ® 1 

-445/-427 -270/-265 -223/-214 -132/-124 -59/-53 -31/-25 

Figure 17: Elements principaux de régulation dans le promoteur du gène humain COX-2. 

Les composés synthétisés par COX-2 sont impliqués dans des phénomènes pathologiques 

tels que l'inflammation chronique aiguë, les maladies cardiovasculaires, la maladie 

d'Alzheimer (Gasparini et al., 2004) et la maladie de Parkinson (Hunot et al., 2004) . Les 

prostaglandines jouent un rôle important dans la carcinogenèse puisqu'elles affectent la 

mitose, la prolifération cellu laire, l'adhésion cellulaire ou encore l'apoptose (Taketo et al., 

1998). 
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3.2.3. COX-2 et la SIPS 

Au delà de son implication dans le processus inflammatoire, COX-2 intervient également au 

niveau de la rég ulation du cycle cellulaire ainsi qu'au niveau du processus apoptotique. En 

effet, de récents travaux ont montré que la su rexpression de COX-2 induisait un arrêt de 

prolifération chez des cellules mésangliales (Zahner et al., 2002). De plus, un ra lentissement 

dans la progression du cycle cellulaire dû à une répression de la cycline D1, a également été 

mis en évidence chez les cellules épithéliales surexprimant COX-2 (DuBois et al., 1996) 

(Trifan et al., 1999). 

D'autre part, l'inhibition de COX-2 chez des cellu les cancéreuses du colon HCA-7 entraîne 

une augmentation de mort cellulaire (Sheng et al., 1997) alors que des cellules épithéliales 

surexprimant COX-2 deviennent résistantes à l'apoptose en augmentant leur niveau de Bcl-

2, une protéine anti-apoptotique (Tsujii et al., 1995). Il semblerait donc que l'induction de 

COX-2, outre ses effets dans le processus inflammatoi re, a des effets anti-prolifératifs et 

anti-apoptotiques que l'on retrouve chez les cellules en SIPS et en sénescence réplicative. 

De récents travaux réa lisés par Han et al., montrent que l'inhibition de COX-2 par l'inhibiteur 

ch imique spécifique NS-398, retarde l'entrée des fibrob lastes en sénescence (Han et al., 

2004). De plus, il a été établi que des fibroblastes de derme surexprimant le facteur de 

transcription c-Rel, entra ient dans un état de sénescence prématurée suite à la 

surexpression subséquente de COX-2 (Bernard et al., 2001 ). Les ROS semblent aussi être 

impliqués dans l'induction de COX-2. Ainsi, l'inactivation de ROS par des antioxyda nts 

empêche l'expression de COX-2 chez les fi broblastes et les kératinocytes (Cui et al. , 2004) 

alors que la synthése accrue de PGE2, observée chez les macrophages issus de sou ris 

âgées, est atténuée en présence de vitamine E (Wu et al., 1998). De plus, Chen et son 

équipe ont montré que des kératinocytes soumis à un stress sous UVB surexpriment COX-2 

via un mécanisme dépendant d'ERK et de p38MAPK (Chen et al. , 2001 ). On peut donc 

imaginer qu'une activation de la voie de p38MAPK peut conduire à une surexpression de COX-

2 chez des fibroblastes stressés. 
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But du Travail 



BUT DU TRAVAIL ET CONTEXTE 

Diverses équipes ont montré que des cellules humaines normales à faible passage êr'l 

culture, soumises à différents types de stress subcytotoxiques (ultraviolets (UV), peroxydé 

d'hydrogène (H2O2), tert-butylhydroperoxyde (t-BHP}, éthanol , etc) présentent un phénotype 

similaire à celui des cellules sénescentes. Ce phénomène a été nommé sénescence induite 

prématurément par les stress (SIPS). Les principaux biomarqueurs de la sénescence 

réplicative qui apparaissent suite au stress oxydatif subcytotoxique sont la morphologie 

sénescente, un arrêt prolifératif irréversible en phase G1/S, une diminution de la synthèse 

d'ADN, une augmentation du nombre de cellules présentant l'activité ~-galactosidase 

associée à la sénescence (SA ~-gal) (Toussaint et al., 2000). Durant notre mémoire, nous 

avions montré que le « Transforming Growth-Factor ~1 » (TGF-~1), surexprimé après un 

stress subcytotoxique sous 150 µM d'H2O2 par les fibroblastes diploïdes humains (FHDs) 

IMR-90, était responsable de l'apparition de la morphologie sénescente, de l'activité SA ~

gal et de la surexpression de l'ostéonectine, la fibronectine, l'apolipoprotéine J et de SM22 

(Frippiat et al., 2001 ). Notre laboratoire a aussi montré que les fibroblastes de souche BJ qui 

expriment la sous-unité catalytique de la télomérase (hTERT), enzyme qui rallonge lés 

télomères dont l'érosion peut-être accélérée par les stress oxydatifs, entrent malgré cela en 

SIPS lorsqu'ils sont exposés à l'H2O2 (de Magalhaes et al., 2002) . Notre travail s'inscrit dans 

ces travaux et vise à comprendre les mécanismes par lesquels des fibroblastes de souche 

IMR-90 exprimant la télomérase, entrent en SIPS après un stress sous H2O2. 

Nos premiers travaux ont permis la mise au point et la caractérisation d'un modèle de SIPS 

chez les fibroblastes IMR-90 immortalisés par la sous-unité catalytique de la télomérase. En 

effet, nous avons mis en évidence une diminution du potentiel prolifératif ainsi qu'une 

augmentation du pourcentage de cellules positives pour la SA ~-gal en condition de stress , 

Nous avons également montré une absence de surexpression du TGF-~1 lors dé 

l'établissement de la SIPS chez les cellules IMR-90 hTERT. Afin de déterminer lés 

mécanismes moléculaires responsables de la SIPS chez les FHDs IMR-90 hTERT, nous 

avons, dans un premier temps, mis au point et validé un damier à ADN de faible densité, « le 

Dualchip Human Aging », représentant 240 gènes dont les produits sont impliqués dans le 

cycle cellulaire, la réponse aux stress, l'apoptose, etc. Ces gènes présentaient un attrait 

évident dans le cadre de nos travaux sur la SIPS. Cet outil étant développé, nous avons pu 

étudier les changements du niveau d'expression de ces 240 gènes dans notre modèle. 
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Une fois ces étapes effectuées, nous nous sommes intéressés aux mécanismes cellulaires 

et moléculaires impliqués dans l'apparition de la sénescence induite prématurément par un 

stress subcytotoxique sous H2O2 chez des fibroblastes IMR-90 exprimant la télomérasê. 

Nous avons privilégié deux axes de recherche. Dans un premier temps, nous avons entamé 

l'étude du rôle de p38MAPK, protéine de réponse aux stress de la famille des MAP kinases, 

par l'utilisation d'inhibiteur chimique (SB203580) et d'ARN interférants ainsi que pâr 

l'utilisation du damier à ADN afin d'identifier les gènes dont la transcription est contrôlée pâr 

p38MAPK lors de la SIPS induite sous H2O2. 

Le second volet de ce travail a porté sur la recherche des mécanismes ainsi qu'en l'étude du 

rôle de la cyclooxygénase 2 (COX-2) dans l'apparition de ce phénotype. Au moment où nous 

avons commencé ce travail , il était établi que des fibroblastes de derme surexprimant lé 

facteur de transcription c-Rel, entraient dans un état de sénescence prématurée suite à la 

surexpression subséquente de COX-2 ·(Bernard et al., 2001). D'autre part, de récents 

travaux réalisés par Han et son équipe montrent que l'inhibition de COX-2 par l'inhibiteur 

chimique spécifique NS-398, diffère l'entrée des fibroblastes en sénescence (Han et al. , 

2004). Suite à ces observations, nous nous sommes demandés si COX-2 pouvait être 

surexprimé et activé après un stress subcytotoxique sous H2O2 et si il était impliqué dans 

l'apparition de la SIPS. Nous avons également recherché les voies de signalisation induitès 

par un stress sous H2O2 et menant à la surexpression de COX-2. 
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Résultats 



Manuscrit 1 : Identification of p38MAPK_dependent Genes lnvolved in 

H2Orinduced Premature Senescence of IMR-90 hTERT Human 

Fibroblasts (soumis dans le journal "FEBS Letters") 

ln vitro, les cellules somatiques humaines prolifératives, dont les fibroblastes, ont une 

capacité proliférative limitée. Ceci se marque par un arrêt progressif des divisions cellulaires 

conduisant à un blocage irréversible du cycle cellulaire dû à un raccourcissement critique 

des téloméres. Ce phénomène est appelé sénescence réplicative. Outre cet arrêt de 

prolifération, les fibroblastes sénescents présentent une morphologie typique, une activité r..

galactosidase associée à la sénescence (SA r..-gal) et surexpriment divers gènês 

(apolipoprotéine J, fibronectine , ostéonectine, etc) . 

Diverses recherches suggèrent que des cellules humaines normales à faible passage en 

culture, soumises à différents types de stress subcytotoxiques tel que les ultraviolets (UV), lê 

peroxyde d'hydrogène (H20 2) , le tert-butylhydroperoxyde (t-BHP), l'éthanol, présentent un 

phénotype similaire à ce lui des cellules sénescentes. Ce phénomène a été nommé 

sénescence induite prématurément par les stress ou SIPS. 

Lorsque nous avons commencé ce travail , nous venions de montrer au laboratoire que 

l'activité télomérase (enzyme rallongeant constamment les télomères) n'empêchait pas 

l'entrée en sénescence prématurée de fibroblastes humains à la suite d'un stress oxydatîf 

sublétal pour les cell ules, alors que cette activité était connue comme immortalisant les 

mêmes cellules en conditions non stressantes. Il devait donc exister un mécanisme 

indépendant de la longueur des télomères expliquant l'entrée en sénescence prématurée 

(de Magalhaes et al. , 2002) . Notre travail s'inscrit dans ces travaux et vise à comprendre lés 

mécanismes par lesquels des fibroblastes de souche IMR-90 exprimant la télomérase, 

entrent en SIPS après un stress sous H20 2. 

Les fibroblastes IMR-90 hTERT que nous avons utilisés lors de ce travail, ont été transfectés 

avec un plasmide présentant un promoteur faible pour la sous-unité catalytique de la 

télomérase. Ce détail prend toute son importance étant donné qu'en cas de transfection 

sous l'influence d'un promoteur fort, un pourcentage de la population cellulaire entre en 

sénescence (Gorbunova et al., 2003) . 

Caractérisation du modèle cellulaire 

La première partie de ce travail a consisté en la mise au point et la caractérisation d'un 

modèle de sénescence induite prématurément par un stress sous H20 2 chez les fibroblastes 

IMR-90 immortalisés par la sous-unité cata lytique de la télomérase, hTERT. L'activité SA r..-
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gal et la diminution du potentiel prolifératif ont été déterminés ainsi que le niveau d'ARNm et 

protéique de p21 wAF-1 et de p53. Nous avons également caractérisé de façon plus complété 

l'état des FHDs IMR-90 hTERT en SIPS en étudiant leur profil d'expression génique. En 

collaboration avec la société "Eppendorf Array Technologies" nous avons développé uh 

damier à ADN de faible densité "le Dualchip Human Aging", représentant 240 gènes dont les 

produits sont impliqués dans le cycle cellulaire, la réponse aux stress, l'apoptose, etc. Lors 

de notre thèse, nous avons non seulement participé à la construction de ce damier (clonage 

de trappeurs, etc), mais également à sa validation technique (absence de réaction 

d'hybridation croisée, validation des chambres d'hybridation, etc) et sa validation biologique 

(comparaison par rapport à d'autres méthodes, reproductibili té, sensibi lité, etc). La partie dê 

validation biologique nous a contraint à préparer des quantités importantes d'échantillons 

biologiques et à réaliser de nombreuses RT-PCR en temps réel. Dans cet article, nous 

relatons les changements d'expression génique de fibroblastes IMR-90 hTERT ên 

sénescence induite prématurément par exposition à un stress subcytotoxique sous H2O2. 

Etude du rôle de p38MAPK dans les changements d'expression génique induits par un stress 

subcytotoxigue à l'H2O2 

Au sein de notre équipe, C. Frippiat avait montré l'importance du rôle de p38MAPK dans 

l'apparition de plusieurs biomarqueurs de la sénescence induite par un stress sous H2O2 

chez les FHDs IMR-90. En effet, il a montré que p38MAPK était activé à court et à long terme 

aprés le stress (à 2, 4, 8, 24, 48 et 72 h) et que son inhibition par l'inhibiteur chimique 

SB203580 empêche l'apparition d'une morphologie sénescente, de la SA ~-gal et la 

surexpression de la fibronectine, de l'ostéonectine, de l'apolipoprotéine J et de SM22 

(Frippiat et al., 2002) . 

Dans le présent article, nous avons déterminé, par Western-blot, le niveau de 

phosphorylation de p38MAPK à différents temps après un stress sous H2O2. Etant donné qùê 

p38MAPK était activé dans ces conditions, nous avons étudié le rôle joué par p38MAPK dans 

l'apparition des biomarqueurs de la SIPS suite à l'inhibition de p38MAPK par le SB203580 

chez les fibroblastes IMR-90 hTERT stressés sous H2O2. Enfin, nous avons déterminé si 

certains des changements de niveau d'expression de gènes observés lors de la sénescence 

induite sous H2O2, étaient ou non dépendants de p38MAPK_ Pour cela, nous avons établi et 

comparé différents profils d'expression génique après un stress subcytotoxique sous H2O2 

en présence ou non de l'inhibiteur de p38MAPK_ 

46 



Identification of p38MAPK_dependent Genes lnvolved in H2Orinduced 

Premature Senescence of IMR-90 hTERT Human Fibroblasts 

Stéphanie Zdanova, Florence Debacq-Chainiauxa, Jérôme Marijssea, Christelle 

Plennevauxb, Sophie Boffeb, José Remacleab, and Olivier Toussaintac 

• Research Unit on Cellular Biology (URBC}, University of Namur (FUNDP), Rue de 

Bruxelles, 61 B-5000 Namur, Belgium 

b Eppendorf Array Technologies, Rue du Seminaire, 22 B-5000 Namur, Belgium 

c Corresponding author: O. Toussaint, Research Unit on Cellular Biology (URBC), University 

of Namur (FUNDP), Rue de Bruxelles, 61 B-5000 Namur, Belgium. 

Telephone: +32-81-724132 ; Fax: +32-81-724135 ; 

E-mail address : olivier.toussaint@fundp.ac.be 

Running title : p38MAPK and Stress-induced Premature Senescence 

47 



ABSTRACT 

Premature senescence of IMR-90 human diploid fibroblasts (HDFs) expressing telomerasê 

(hTERT) establishes after exposure to an acute sublethal concentration of hydrogen peroxidê 

(H2O2) with appearance of several biomarkers of cellu lar senescence like enlarged cêll 

shape, Senescence Associated ~-galactosidase activity (SA ~-gal) and a permanent cell 

cycle arrest. The induction of stress-induced premature senescence (SIPS) was associatêd 

with a transient increase in DNA-binding activity of p53 and an increased expression of 

p21 WAF·1
. We showed that p38MAPK was phosphorylated after exposure of IMR-90 hTERT 

HDFs to H2O2. Selective inhibition of p38MAPK activity with SB203580 significantly attenuatêd 

the increase in SA ~-gal activity, but did not affect H2Or induced growth arrest and the 

increased expression of p21 WAF·1
. ln order to better characterize the molecular events that 

trigger SIPS induced by H2O2 in IMR-90 fibroblasts expressing telomerase, we generated a 

low density DNA microarray to study gene expression profiles of 240 senescence- and 

stress-related genes. The reliability of this DNA array in senescence-related studies was 

previously shown. Using this DNA array, SB203580 and p38MAPK siRNA, we identified several 

p38MAPK_target genes that are differentially expressed in H2O2-stressed IMR-90 hTERT cells, 

giving clues on how p38MAPK participates in H2Or induced premature senescence. 

Keywords : senescence, oxidative stress, hydrogen peroxide, fibroblasts, telomerasê, 

p38MAP\ gene expression 

List of Abbreviations 

ECM, extracellular matrix; FCS, fetal calf serum; H2O2, hydrogen peroxide; HDFs, humân 

diploid fibroblasts; MAPK, mitogen activated protein kinase; NF-KB, nuclear factor-kappa B: 

PGE2, prostaglandin E2; ROS, reactive oxygen species; RT-PCR, reverse transcription 

polymerase chain reaction ; SA ~-gal, Senescence associated ~-galactosidase; SIPS, Stress 

induced premature senescence; s.d., standard deviation; siRNA, small interferent RNA; t

BHP, tert-butylhydroperoxide; TGF-~1. Transforming growth factor beta 1 
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INTRODUCTION 

Normal human somatic cells in culture undergo a limited number of divisions before entering 

an irreversible growth-arrest state defined as replicative senescence [1]. Several lines of 

evidence suggest that a similar process occurs in vivo and contributes to human aging [2]. 

Telomere shortening represents a mechanism for counling cell division [3] . When telomeres 

reach a critical short length, a p53 DNA damage response pathway becomes activated and 

triggers growth arrest through the overexpression of cyclin-dependent kinase inhibitors such 

as p21 WAF-1 [4-6]. Replicative senescence in human diploid fibroblasts (HDFs) can be 

overcome by overexpression of human catalylic subunit of telomerase (hTERT). Telomerase 

is a reverse-transcriptase enzyme that elongates the telomeres and can immortalize the cells 

[7]. 

HDFs exposed to various types of oxidative stress al sublethal level display a senescent-like 

phenotype coined « stress-induced premature senescence » (SIPS) [8] . For instance, SIPS 

can be triggered by a single or repeated exposure to hydrogen peroxide (H202) [9, 1 0] , lert

butylhydroperoxide (t-BHP) [11 ], ethanol [12] or UVB [13] . HDFs in SIPS dis play the major 

features of senescent cells : typical cell morphology [14], increase in the proportion of 

senescence-associated P.,-galactosidase (SA P.,-gal) positive cells [15], growth arrest in the G1 

phase of the cell cycle [9], deletion in mitochondrial DNA [11] and change in the expression 

level of several senescence-associated genes. lt was suggested that premature senescence 

induced by acute short exposures to oxidizing agents al subcytotoxic level is telomere 

independent. lndeed very limited telomere shortening was observed in such conditions [16], 

part of which is due to oxidalive stress [17]. ln addition il has been observed that expression 

of human telomerase does no! render the cells more resistant to SIPS [18, 19]. 

p38MAPK is a mitogen-activated protein kinase activated by phosphorylation on Ser/Tlir 

residue when cells are exposed to H2O2 stress. p38MAPK is involved in the establishment of 

H2O2-induced senescence-like phenotype in IMR-90 HDFs, by triggering the overexpression 

of transforming growth factor-r.. 1 (TGF-r.. 1) via activation of ATF-2 transcription factor [20] . 

ln this work, we studied whether p38MAPK regulates the change of expression level of a large 

series of senescence-associated genes. For this purpose, we generated a low density DNA 

array allowing to study the relative mRNA level of 240 genes known to undergo changes of 

expression level in replicative senescence, SIPS and oxidative stress. This technology was 

previously validated in senescence-related studies on UVB-, 1-BHP-, ethanol- and H20 :r 

induced premature senescence [12 , 13, 21]. Nevertheless, a significant number of results 

obtained in this study were validated with Real-Time RT-PCR. Using a specific inhibitor of 

p38MAPK and small interferent RNA technology, we studied whether inhibition of p38MliPK 
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affects these changes of gene expression. This work gives further insight into the role ôf 

p38MAPK in H2Or induced premature senescence. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Cel/ culture, SA 8-gal activity and [3HJ-thymidine incorporation 

Human fetal lung IMR-90 fibroblasts immortalized with the catalytic subunit of telomerase, 

(hTERT) were a kind gift from Dr. J. G. Valles, Ludwig lnstitute for Cancer Research , UK. 

IMR-90 hTERT HDFs were grown in MEM (lnvitrogen, UK) supplemented with 10% fetal calf 

serum (FCS) (lnvitrogen, UK). p38MAPK was inhibited using a specific inhibitor, SB203580 

(Alexis Biochemicals, Belgium) diluted at 20 µMin MEM + 10% FCS. IMR-90 hTERT HDFs 

at half confluence were exposed for 2 h to 200 µM H2O2 (Merck, Germany) diluted in MEM + 
10% FCS. After the stress, cells were rinsed with MEM and given fresh MEM + 10% FCS. 

Contrai cultures followed the same schedule of medium changes without H2O2 treatment. At 

48 h after the stress , the cellular protein content was assayed by the Folin method [22). This 

method was previously shown to give accurate estimates of the number of surviving cells in 

such conditions [11 , 13). The results (mean of triplicates ± s.d.) are expressed as percentage 

of surviving cells. 

At 48 h after the stress, the cells were seeded in 35 mm culture dishes (Falcon, UK) at a 

density of 700 cells/cm2. Senescence-associated P.,-galactosidase activity (SA P.,-gal) wâs 

determined 24 h later as described by Dimri et al. The population of SA P.,-gal positive cells 

was determined by counting 400 cells per dish. The results were given as percentage of the 

total number of cells counted in each dish and were expressed as mean of triplicates t 

standard deviation (s.d.). 

At 24 h after the stress, the cells were seeded in 24-well plates (Cell Cult, UK) at a density Of 

10,000 cells/well. 1 µCi [3H)-thymidine (specific activity : 2 Ci/mmol, Du Pont, NEN, USA) was 

added to the culture medium for 48 h. The incorporated radioactivity was quantified by a 

scintillation counter (Packard Instrument Company, USA). Results were expressed as mean 

values ± s.d .. 

Low density DNA-array 

Design of the array 

We developed the "DualChip Human Aging", a low-density DNA array representing a rangé 

of 240 genes involved in senescence or stress response in collaboration with Eppendoff 

(Germany). The method is based on a system with two assays (a contrai and a test) per 
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glass slide with three sub-array per assay. The sequences of the DNA covalently linked to 

the glass slide were carefu lly chosen by sequence comparison. lt was checked that no cross

hybridization takes place. Severa! positive and negative hybridization and detection contrôls 

were spotted on each sub-arrays in order to contrai th e reliability of the experimental data, âs 

previously published [12, 13, 21 ). Six internai standard contrais and housekeeping genes are 

arrayed on the slides for the normalisation. Twenty micrograms of total RNA werê 

retrotranscribed using SuperScript Il Reverse Transcriptase (lnvitrogen, UK). Duplicates from 

three independent experiments were performed, meaning hybridizations on six sub-arrays. 

Hybridization on DualChip Human Aging was carried out as described by the manufacturêr, 

Detection was performed using a Cy3-conjugated lgG anti -biotin (Jackson lmmuno Research 

Laboratories, USA) on biotinylated cDNA. 

lmaging, data normalization and statistical analysis 

Fluorescence of the hybridized arrays was scanned using the Packard ScanArray 

(PerkinElmer, USA) at 10 µm resolution. To maximize the dynamic range of detection, thê 

same arrays were scanned at three photomultiplier gains for quantifying high- and low-coj:Jy 

expressed genes. The scanned 16-bit images were imported into the lmaGene 4.1 softwarê 

(BioDiscovery, USA). The fluorescence intensity of each DNA spot (average of intensity ôf 

each pixel present within spot) was calculated using local mean background subtraction. A 

signal was accepted when the average intensity after background subtraction was at leàSt 

2.5-fold higher than ils local background. The three intensity values of the triplicate DNA 

spots were averaged and used to calculate the intensity ratio between the reference and thê 

test samples. The data were normalized in two steps. First, the values were corrected using 

a factor calculated from the intensity ratios of th e internai standards in the reference and test 

samples. The presence of the six internai standards probes at two different locations of thê 

array allowed a measurement of local background and evaluation of the array homogenei!y, 

which is considered in the normalization. However, since the internai standard contrai does 

not take into account the purity and quality of th e mRNA, a second step of normalization was 

performed based on calculating the average intensity for a set of thirteen housekeeping 

genes. The variance of the normalized set of housekeeping genes was used to generate an 

estimate of expected variance, leading to a predicted confidence interval for testing thê 

significance of the ratios obtained. Ratios outside the 95% confidence interval were 

determined to be significantly different [12, 13, 21 ). 

Real Time RT-PCR 

Total RNA was extracted from three independent cultures using Total RNAgent extraction kit 

(Promega, USA). Total RNA (2 µg) was reversed transcribed using SuperScript Il Reverse 
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Transcriptase (lnvitrogen, UK). Gene specific primers (Table 1) were designed (Primer 

Express 1.5 Software, PE Applied Biosystem, Foster City , CA, USA). Amplification reactions 

assays contained 1x SYBR Green PCR Mastermix and primers at optimal concentration 

(Applied Biosystems, The Netherlands). A hot start at 95°C for 5 minutes was followed by 40 

cycles at 95°C for 15 seconds and 65°C for 1 minute using the ABI PRISM 7000 SOS 

thermal cycler (Applied Biosystems, The Netherlands). Fluorescence emission was detected 

for each PCR cycle and the threshold cycle (Ct) values were determined. Values were 

reported as average of triplicate analysis ± s.d .. 

Genes Positions (bp) Sequences 

CTGF 242-258 5'-CAA GCT GCC CGG GAA A T-3' 
365-384 5'-GGA CCA GGC AGT TGG CTC TA-3' 

Fibronectin 5023-504 1 5'-TGTGGTTGC CTTGCA CGA T-3' 
5111 -5 131 5'-GCT TGT GGG TGT GAC CTG AGT-3' 

GADD /53 346-365 5'-TCT CTG GCT TGG CTG ACT GA-3' 
46 1-48 1 5'-TCC TGG TTC TCC CTT GGT CTT-3' 

GAPDH 942-963 5'-ACC CAC TCC TCC ACC TTT GAC-3' 
1033-1 05 3 5'-GTC CAC CAC CCT GTT GCT GTA-3' 

HSP27 3 14-334 5'-TCC CTG GATGTCAAC CAC TTC-3' 

380-397 5'-CTC GTG CTT GCC GGT GAT-3' 

JGFBP3 655-678 5'-CAG AGC ACA GAT ACC CAG AAC TTC-3' 
742-765 5'-CAC A TT GAG GAA CTT CAG GTG A TT-3' 

JGFBP5 698-7 19 5'-TGT GAC CGC AAA GGA TTC TAC A-3' 

803-822 5'-TCC CCG TCA ACG TAC TCC A T-3' 

MMP2 2 105-2 123 5'-CAT GCG CAC AAA TCC CTTCTA-3' 

2 196-2220 5'-GAA CAG CCC AGT ACT TAT TCC CTT T-3' 

Osteonectin 868-889 5'-GAG ACC TGT GAC CTG GAC AAT G-3' 

957-982 5'-GGA AGG AGT GGA TTT AGA TCA CAA GA-3' 

p2J 495-5 15 5'-CTG GAG ACT CTC AGG GTC GAA-3' 

599-6 17 5'-CCA GGA CTG CAG GCT TCC T-3' 

p53 1209- 1229 5'-AAG AAA CCA CTG GAT GGA GAA-3' 

1263-1 283 5-'CAG CTC TCG GAA CAT CTC GAA-3' 

TGF-/Jl 1788- 1808 5'-AGG GCT ACC A TG CCA ACT TCT-3' 

1869- 1889 5'-CCG GGT TAT GCT GGT TGT ACA-3' 

Table 1. Primers used for Real-Time RT-PCR 

Gene silencing experiments 

Small interferent RNA (siRNA) transfection experiments against p53 and p38MAPK were 

performed using double-stranded RNA synthetized by Dharmacon (siGENOME SMARTpool, 

Dharmacon, USA). A non-targeting siRNA (Eurogentec, Belgium) was used as contrai. IMR-

90 hTERT cells were transfected with JetSI (Eurogentec, Be lgium) at a ratio of 3 µI/µg of 

siRNA according to the manufacturer's instructions. Transfection efficiency in cells plated on 

caver-slips was determined using fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled siRNA and 

evaluated to 90-95% after 24 h and 48 h by cell counting by a confocal microscopy (Leica, 

Germany). IMR-90 hTERT cells were plated in 25 cm2 fl asks at 50% confluence 24 h before 
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Germany). IMR-90 hTERT cells were plated in 25 cm2 flasks at 50% confluence 24 h beforê 

transfection with 50 nM siRNA or incubated with JetSI alone. At 24 h after transfection , ce lls 

were stressed for 2 h with 200 µM H2O2. At 24 h after the stress, extraction of total RNA and 

Real-Time RT-PCR were performed. 

Western blot analysis 

Cells were washed once with ice-cold phosphate-buffered sal ine (PBS) and lysed on ice (1 O 

mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCI, 10% glycerol , 1% NP-40, 0.1% SOS, 0.5% sodium 

deoxycholate and anti-protease complete (Roche, Germany) . After homogenization of the 

lysates, 30 µg of proteins were electrophoresed on Bis-Tris Gel NuPage 10% (lnvitrogen , 

UK). The proteins were transferred on hybond-P membrane (Amersham Biosciencès, 

Sweden) . We used anti-p53 (sc-6243) , anti-p21 wAF-, (sc-6246) (Santa Cruz Biotechnology, 

USA), anti-phosphorylated-p38MAPK, anti-p38MAPK (#9211 , Cell Signaling Technology, USA), 

anti-a-tubulin antibody (AM2495-11 , lnnogenex, USA) and horseradish peroxidase-linked 

secondary antibodies (Amersham Biosciences, Sweden). The bands were visualized after 

incubation of chemiluminescent substrates (ECL Advance Detection Kit. Amersham 

Biosciences, Sweden). Semi-quantification was obtained with the lmageMaster Totallab 

software (Pharmacia, Sweden) . 

Detection of transcription factor DNA-binding activity 

DNA-binding ELISA assays (TransAM kits , ActiveMotif, USA) were based on the use of multi

well plates coated with a cold oligonucleotide containing the consensus binding site for p53. 

The presence of the DNA-bound p53 was detected by specific antibodies and revealed by 

colorimetry. The specificity and high reproducibi lity of this type of assay have been previously 

demonstrated. This assay has also shown to be more sensitive than electrophoretic mobility 

shift assay [23] and has already been used in senescence-related studies [21]. Nuclear 

extracts were obtained, according to manufacturer's instructions, at increasing times after a 

single exposure of IMR-90 hTERT cells to H2O2 at 200 µM Values were reported as average 

of triplicate analysis ± s.d .. 

Statistical analysis 

Statistical ana lysis was carried out with the Student's !-test. ns, non significant (P>0.05) ; • 

0.05>P>0.01 ; ••, 0.01 >P> 0.001 ; ***, P<0.001 . 
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Figure 1 
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lncreased proportion of SA f1-gal positive cells and inhibition of DNA synthesis in H2Or treated IMR-90 
hTERT fibroblasts. A , Cytotoxicity of a single exposure ta H2O2 in IMR-90 hTERT HDFs. The results 
are expressed as percentages of the values found in contrai cells al day 0 (d0) before the stress. 8, 
Proportion of cells positive for the SA f1-gal activity at 72 h after H2O2 stress. C, Estimation of the 
proliferative potential of IMR-90 hTERT HDFs exposed ta a single H2O2 stress by measurement of the 
incorporation of [3H]-thymidine into DNA at 72 h after stress. The results obtained are expressed as 
percentages of the cpm incorporated by the control cells. The results are given as mean ± s.d. from 
three independent experiments. 
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RESULTS 

Model characterisation 

H2Or induced premature senescence in IMR-90 hTERT HDFs 

To select the conditions of subcytotoxic stress, cell viability was determined by protein mass 

assay [22] al 48 h after the stress. This method has proven to give results representing cell 

survival in models of subcytotoxic stress when compared to other methods such as the MTT 

method or cell counting method [ 11 , 13, 21 ]. At 48 h after H20 2 stress, the cellular prote in 

content of the contrai ce lls increased by 25%. Thus, an apparent 25% decrease of cellular 

protein content at 48 h after stress with H20 2, when compared to protein content before 

stress, corresponds to an absence of growth rather than cell death (18]. Cytotoxicity was 

found after exposure to 250 µM H20 2 (Fig. 1 A) . Therefore the subcytotoxic dose used 

throughout this study was 200 µM. Senescence-associated l?,-galactosidase activity was 

shown to be a reliable marker of fibroblast senescence [15]. At 72 h after stress, the 

proportion of SA !?,-gal positive activity was around 55% compared to 11 % in the contrai ce lls 

(Fig. 18). This proportion is in agreement with published results (10, 11 , 18]. 

lrreversible growth arrest is an important feature of replicative senescence and SIPS. The 

level of [3H]-thymidine incorporation into DNA was determined at 72 h after H20 2 stress. This 

level fell by 72% in IMR-90 hTERT cells at 72 h after exposure to H20 2 (Fig. 1 C) . Thus , 

sublethal oxidative stress under H20 2 induced premature appearance of two important 

markers of replicative senescence in IMR-90 hTERT HDFs. These results confirmed that 

expression of catalytically active telomerase does not prevent stress-induced senescence, as 

shown previously [18, 19, 24]. 

Expression level of p21 wAF-t and p53 

p21 WAF-1 is an universal inhibitor of cyclin dependent kinases and causes G1 growth arrest. Il 

is up-regulated by p53 after DNA damage and is overexpressed after five repeated 

exposures of Wl -38 HDFs to t-BHP [11] and after a single exposure of IMR-90 HDFs to H20 2 

[25] . We estimated the levels of p21wAF-, and p53 at mRNA and protein level in IMR-90 

hTERT HDFs after exposure to H20 2. When compared with non treated cells , the mRNA 

level and protein abundance of p21 WAF-1 was highly increased at 24, 48 and 72 h after stress 

(Fig . 2A 1 and 28). The mRNA level of p53 decreased during the first 24 h and returned close 

to the initial level at 48 and 72 h after stress (Fig . 2A2). A slight 30% increase of p53 protein 

was found al 72 h after H20 2 stress (Fig. 28). Using a colorimetric ELISA assay, we showed 
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H2O~ activates the p53-p21 WAF·1 pathway in IMR-90 hTERT HDFs. A, Steady-state mRNA level of 
p21 "AF- i (A1) and p53 (A2). Total RNA was extracted at 24, 48 and 72 h after H2O2 stress. The 
GAPDH steady-state mRNA level was used as reference in the Real Time RT-PCR. Results are 
expressed in percentage of the corresponding contrai as mean ± s.d . of three independent 
experiments. White columns: contrai cells ; grey columns: cells after exposure to H2O2 at sublethal 
concentration. B, Analys is of p21WAF·1 and p53 pratein level by western-blotting. The expression of 
p21WAF-, and p53 in contrai or H2Orslressed cells was determined at 24, 48 and 72 h after stress . a
tubulin pratein was used as reference level. C, Quantitative detection of DNA binding activity of p53 
using a colorimetric assay. Tests were performed on 10 µg of nuclear proteins extracted al various 
limes after H2O2 stress. Results are expressed in percentage of the corresponding contrai as mean ± 
s.d. of three independent experiments. White columns: contrai cells ; grey columns: cells after 
exposure to H2O2 al sublethal concentration. O. Effect of p53-specific siRNA on p53 (01) and p21 WAF- I 

(02) mRNA level. IMR-90 hTERT HDFs were transfected for 4 h with 50 nM of p53 siRNA or non 
targeting siRNA (Scramble) or incubated for 4 h with the transfection reagent (JetSI), and then 
stressed or not (contrais, CTL) with 200 µM of H2O2 (H 2O2). Total RNA was extracted al 24 h after 
stress and the GAPDH steady-state mRNA level was used as reference in the Real Time RT-PCR. 
The results obtained from the H2Orstressed cells are expressed as percentage of the steady-state 
mRNA level of the contrai cells treated with JetSI (CTL JetSi). The results are given as mean ± s.d. of 
three independent experiments. 
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that the DNA binding activity of p53 was increased between 4 and 24 h after stress and not 

at 48 and 72 h (Fig. 2C). This type of assay was already compared to electrophoretic mobility 

shift assay, showing increased sensitivity [23] and was already used in premature 

senescence-based studies [21] . ln order to investigate the transcriptional role of p53 in thè 

induction of p21WAF-1 at 24 h after H2O2 stress, endogenous expression of p53 was down

regulated using small interferent RNA (siRNA) (50 nM/L) specifically targeting p53. Usihg 

Real Time RT-PCR analysis, we confirmed that p53 siRNA treatment attenuated p53 mRNA 

level by 65% in the control cells (Fig. 201). As a control , nonsilencing siRNA (Scramble) did 

not affect p53 level. p53 siRNA affected the basal level of p21 WAF-1 mRNA but did not affect 

the overexpression of p21 wAF-1 after stress. lndeed a five-fold overexpression was observèd 

with p53 siRNA and control siRNA compared to the respective non stressed controls (Fig . 

202). A p53-independent induction of p21wAF-1 in SIPS has already been suggested sincè 

IMR-90 HDFs lacking p53 due to ectopie expression of the viral protein E6 are still able tô 

develop a senescent phenotype after subcytotoxic H2O2 stress with elevated p21WAF-1 level 

[26] . However, E6 protein can interact with several proteins like p73 [27), CBP/p300 [28), the 

interferon regulatory factor-3 (IRF-3) [29] and Mye protein [30]. This fully justifies the siRNA 

approach described above since it is p53 specific. 

Gene expression in H2O:rinduced premature senescence 

ln a second step of this study, we wished to test how H2Or induced premature senescence of 

IMR-90 hTERT HDFs affects the expression level of senescence- and stress-related genes 

in order to better characterize premature senescence in hTERT expressing fibroblasts. For 

this purpose, we generated a low-density DNA array allowing to estimate the relative 

expression level of 240 genes involved in cell senescence or stress response. The list of the 

genes present on this low density DNA array was published previously [13]. This set of 

senescence and stress-related genes involves key players in cell proliferation, apoptosis, 

pro-inflammatory status and stress response. ln this part of the work, we compared the 

relative levels of 240 transcripts in IMR-90 hTERT HDFs at 24 and 72 h after exposure td 

H2O2 at 200 µM. Respectively 16 and 18 genes were found to be significantly up-regulated at 

24 and 72 h after stress (Table 2A). Respectively 35 and 17 genes displayed a decreased 

mRNA level (Table 28) at 24 and 72 h after stress. Among these genes, only 4 and 14 genes 

were found to be respectively overexpressed or repressed at both 24 and 72 h after stress , 

indicating a different pattern of genes with modified expression level al different times after 

stress. This interesting finding is detailed here under. 
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Table 2 

A. Genes overexpressed 

Gene Name Genbank 24h 72h 
Aoootosis / Inflamm ation fold-overexpression fold-overex pressiou 
BAX Bcl2-associated X protein NM_004324 1.42± 0.23 
BCLX Bcl-2-related gene NM_000633 1.47± 0.28 
ILIJ lnterleuk in 11 NM 00064 1 1.58 ± 0.23 
DNA svnthesis / Cell cycle reeula tion 
CCNG CyclinG U53328 2.82 ± 1.78 
H2B/S histone 2b member 8/S consensus NM_080593 2.37 ± 1.09 2.66 ± 0.24 
1D2 lnhibi tor of DNA binding 2 M97796 1.77 ± 0.14 
MDM2 MDM2 NM_002392 11. 71 2.95 

ODC Omith ine decarboxylase 1 NM_002539 1.90 ± 0.74 
p21 Cycl in dependent kinase inhibitor IA U03106 2.88 ± 0.50 3.21 ± 0.78 
Defense svstem/ Stress resoonse 
AOP2 Anti-oxidant-protein2 NM_004905 1.55±0.14 
GADD l53 DNA damage inducible transcript3 S40706 6.19 ± 1.40 2.66± 1.1 7 
GPX glutathione perox idase M21304 1.49 ± 0.22 
HMOX heme-oxygenase NM_002 133 2.45 ± 0.65 
HSP70B Heat shock 70 kD NM_002155 1.88 ±0.26 
HSP90-alpha Heat shock 90 kD alpha X15 183 1.82± 0.29 
JNK2 Mitogen activated protein kinase 9 U09759 1.73 ± 0.10 
Growth fac tors 
CTGF Connective tissue growth factor U14750 1.57± 0.21 
HBEGF Heparin binding epidermal growth factor M60278 1.54± 0.06 
lnsulin Growth Factor Bindine orotein 
IGFBP2 lnsulin growth factor bind ing protein 2 M35410 2.44 ± 0.57 
IGFBP3 lnsulin growth factor binding protein 3 X64875 1.97 ± 0.51 
IGFBPS lnsulin growth factor binding protein 5 M65062 2.55 ± 1.46 
Moniholoev / Cellular adhesion 
SM22 transgelin M95787 2.01 ± 0.37 
TPA Tissue Plasmino'1:en Activator NM 000930 1.45 ± 0.32 
Protein deeradation 
CTSD cathepsin D NM_00J904 1.67 ± 0.38 
MMPI matrix metalloproteinase 1 NM_00242 1 2.24 ± 0.55 
MMPl4 matrix metaJloproteinase 14 NM_004995 1.81 ± 0.33 
MMP2 matrix metalloproteinase 2 NM_004530 2.23 ± 0.65 
PLAU urokinase NM 002658 1.75 ± 0.32 
P rotein syn thesis 
EF IA Eukaryotic translation elongation factor AY04330 1 1.89± 0.36 
RPSJ0 ribosomal-protein S 10 NM 001014 1.83±0.58 

Table 2A. List of genes overexpressed at 24 and 72 h after exposure of IMR-90 hTERT HDFs to 200 
µM H20 2. Differential gene expression has been estimated by calculating the ratio of the normalized 
hybridization intensity values obtained in H20 2 stressed-cells compared to that obtained with the 
control cells. The results are given as the mean of the ratios ± s.d. of three independent experiments. 
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Table 2 

B. Genes down-regulated 

Gene Na me Genbank 24h 72h 
Aoootosis / Inflammation fo ld-downre2ulat ion fold-downre2ulation 
CASP8 Caspase 8 X98 172 2.44 ± 0.09 

COX I Prostaglandin endoperoxidase synthase 1 NM_000962 2.20 ± 0.11 

RANTES Small inducible cytokine A5 NM 002985 3.04 ± 0.21 -
DNA svnthesis / Cell cvcle reeulation 
BATI Nuclear-RNA-he licase 237 166 1.56 ± 0.34 1.59 ± 0. 12 
CCNBI cyclin BI NM_031%6 5.04 15.80 

CCND3 cycl in D3 NM_00 l760 2.17 ± 0. 13 
CDK2 Cyclin dependent kinase 2 NM_OOl798 1.44 ± 0.33 6.78 
CDK4 Cyclin dependent kinase 4 U79269 1.56 ± 0.26 

DHFR Dihydrofolate reductase NM_000791 6.04 6.94 
E2Fl E2F transcription factor 1 NM_005225 4.54 ± 0.08 3.81 
H4FM histone 4 member M consensus NM_003495 3.13 ± 0.11 3.66 ± 0.08 

MCM2 Mitotin D21063 3.33 ± 0.05 
PLK Polo-like kinase U0I038 U.18 16.42 
POLA2 Polymerase alpha NM_002689 3.03 ± 0.18 2.68 
RRMl ribonucleotide-reductase M 1 NM_00I033 2.07 ± 0.25 2.33 ± O. 10 

TFAP2A Transcription factor AP2-alpha M367 11 1.74 ± 0.09 
TK I thymidine kinase NM_003258 SAJ ± 0.06 23.35 

TYMS thymidylate-synthetase NM 001071 1.98 ± 0.46 1.99 ± 0.08 

Defense system/ Stress response 
ADPRT polysynthetase )03473 2.79±0. 18 2.14 ± 0.05 
MSRA methionine-sulfoxide-reductase A/pept ide AF l 83420 1.80 ± 0.2 1 1.69 ±0.10 
RRAS R-ras NM 006270 1.77 ± 0.08 
Growth factors 
CTGF Connective tissue growth factor Ul4750 1.88± 0.06 
IGFBP5 Insu lin growth factor bind ing protein 5 M65062 2.34±0.2 1 

Mor p holo!!V / Cellula r ad hesio n 
COLJ A I Collagen I alpha 1 NM_000088 1.97 ± 0.26 
COL3A I collagen III alpha 1 NM_000090 3.59 ± 0.16 
FN I fibronectin X0276 1 2.80 ± 0.10 
Oste osteonectîn NM_003 118 1.70 ± 0.24 

SM22 transgelin M95787 2.65±0.19 
THBSI Thrombospondin X14787 4.09 ± 0.03 
TPA Tissue Plasminogen Acti vator NM 000930 2.08 ± 0.11 
Protein deeradation 
MP I Metalloprotease 1 AF061243 1.56 ±0.19 

PSMA3 proteasome subunit. alpha type 3 NM_002788 1.98± 0.24 
PSMD I proteasome 26S subuni1. non-ATPase. 1 NM_002807 1.61 ±0.12 
TIMPI Tissue inhibitor ofmeta lloproteinase l NM_003254 1.53 ± 0.06 
TIMP2 Tissue inhibitor of meta lloproteinase 2 NM_003255 1.91 ± 0.08 
UBE2C Ubiquitin conjugating enzyme E2C NM 007019 9.50 43.33 

Ener!!V metabolism 
ETFB electron-transfert-flavoprotein-beta NM_00l985 1.66 ± 0.29 

G6PD glucose-6-phosphate-dehydrogenase NM 000402 1.61 +0.17 

Table 28. List of genes down-regulated at 24 and 72 h after exposure of IMR-90 hTERT HDFs to 200 
µM H20 2. Differentia l gene expression has been estimated by calculating the ratio of the normalizèd 
hybridization intensity values obtained in H20 2 stressed-cells compared to that obtained with the 
control cells. The results are given as the mean of the ratios ± s.d. of three independent experiments. 
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Table 2 

C. Real-Time RT-PCR versus DNA array 

Gene Real-time Array 
CTGF 1,61 ± 0,57 1,57 ± 0,21 

Fibronectin 1,19 ± 0,13 1,23 ± 0,20 
GADD153 2,17 ± 1,12 2,67 ± 1,17 

HSP27 1,09 ± 0,3 1 1,08 ± 0,11 
JGFBP3 1,55 ± 0,33 1,97 ± 0,51 
IGFBP5 1,94 ± 0,2 1 2,55 ± 1,46 
MMP2 2,21 ± 0,54 2,23 ± 0,65 

Osteonectin 1,13 ± 0,22 1,26 ± 0,10 
p21 4,98 ± 1,42 3,05 ± 0,97 

TGF-81 1,01 ± 0,14 0,92 ± 0,28 

Table 2C. Comparison between the data obtained with Real-Time RT-PCR and the DualChip human 
aging. Total RNA was extracted al 72 h after exposure of IMR-90 hTERT HDFs to 200 µM H20 2 . Ttiê 
GAPDH steady-state level was used as reference in the Real-Time RT-PCR. Results are obtainêd 
from three independent cell cultures which considers both technical and experimental reproductibility . 
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Contrai of cell cycle 

HDFs undergoing SIPS are growth arrested in G1 phase of the cell cycle [26]. Severa! anti

proliferative genes were found as overexpressed in our mode!. First, the DNA array 

confirmed the overexpression of p21wAF-1 in agreement with the data obtained with Real-Time 

RT-PCR. ln addition , insu/in growth factor binding protein-3 (IGFBP-3) [31 ]. IGFBP-5 [32] and 

GADD153 [33] were also found to be overexpressed in oxidative conditions. Genes involved 

in DNA synthesis were down-regulated such as thymidine kinase (TK) , thymidylate 

synthetase (TYMS), dihydrofolate reductase (DHFR), ribonucleotide-reductase M1 (RRM1) 

at bath 24 and 72 h after stress. Genes involved in cell cycle regulation such as cyclin 81 

(CCNB1), cyclin dependent kinase 2 (CDK2), polo-like kinase (PLK), polymerase A2 

(POLA2) and E2F1 were also down-regulated at both 24 and 72 h after stress. The decreased 

expression of these genes can be explained, in part, by the down-regulation of E2F; 

transcription factor. 

Extracellular matrix 

Modification of expression level of genes involved in cellular morphology and extracellular 

matrix (ECM) has been reported in replicative senescence [1 2, 34]. ln our mode! of SIPS, we 

report an overexpression of metalloproteinase-1 (MMP-1) at 24 h after H2O2 stress, and an 

overexpression of metalloproteinase-2 and -14 (MMP-2 and MMP-14) at 72 h after H2O2 

stress. MMP-2 is known to be activated by MMP-14 and participates in the degradation and 

remodelling of the ECM [35]. On the other hand, genes which products are involved in the 

synthesis of ECM, as collagen 1 alpha 1 and col/agen 3 alpha 1 (COL1A1 , COL3A1), 

fibronectin (FN) and osteonectin (Oste) were down-regulated at 24 h after H2O2 stress. If 

confirmed at protein level , this could resu lt in a shift from a matrix-synthesizing to a matrix

degradation phenotype in HDFs in H2Or induced premature senescence, as already 

proposed in replicative senescence [34] and UVB induced premature senescence [13] . The 

decreased mRNA level of tissue inhibitor of metalloproteinase- 1 and -2 (TIMP-1 , TIMP-2) at 

24 h after H2O2 stress, further consolidates this hypothesis. 

Defense system 

At 24 h after stress, genes which products are involved in defense against stress li ke heat 

shock protein 70 kD (HSP708) , HSP90-alpha and heme oxygenase (HMOX), were 

overexpressed. Glutathione peroxidase (GPX) and anti-oxidant protein 2 (AOP-2 or 

peroxiredoxin 6) mRNA levels were increased at 72 h after stress. 
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Figure 3. 
Activation of p38MAPK in H2Orstressed IMR-90 hTERT HDFs. A, Western-blot analysis of p38MAPK and 
phosphorylated p38MAPK on Thr180ffyr182 at 30 min, 1, 2 and 72 h after exposure of IMR-90 hTERT 
ce lls to H2O2. a-tubulin protein was used as reference level. B, Quantification of the protein level. The 
results are expressed as percentages of the protein level in the control cells (CTL). Results are given 
as mean ± s.d. of three independent experiments. White columns: control cells ; grey columns: cells 
after exposure to H2O2 at sublethal concentration 
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Apoptosis 

Pro-apoptotic genes as Bc/2-associated X protein (BAX) and cathepsin D (CTSD) (36) werê 

overexpressed as well as anti-apoptotic genes as Bc/2-associated gene (Bcl-x) and 

interleukin 11 (IL-11) genes at 72 h after H2O2 stress. As the H2O2 concentration used was 

sublethal , it can suggest that the balance between pro- and anti-apoptotic proteins was nôt 

altered in favor of apoptosis. IL-11 is a cytokine which protects against H2Or induced céll 

death in endothelial cells (37) . The ability of IL-11 to up-regulate the expression of some anii

apoptotic genes as Bcl-2 and Bcl-x (38), might be important in this respect. 

A large deal of results obtained with this technology of DNA array have already beeh 

confirmed by Real-Time RT-PCR (12, 13, 21). However, we tested whether similar relative 

expression levels of 1 0 genes would be found with Real-Time RT-PCR and this array . We 

confirmed the differential expression level at 72 h after H2O2 stress for CTGF, GADD153, 

/GFBP-3, IGFBP-5, MMP-2, and p21 WAF-i _ Both techniques showed that fibronectin, HSP27, 

osteonectin and TGF-1!, 1 were not differentially expressed in this mode! (Table 2C). 

Raie of p38MAPK 

p38MAPK is involved in H2Orinduced premature senescence of IMR-90 hTERT cel/s 

Exposure of cells to H2O2 activates various kinases that may modify the cellular responses to 

H2Or induced DNA damage and participates in the induction of premature senescence (39] . 

We previously reported a Thr180/Tyr182 phosphorylation of p38MAPK in IMR-90 HDFs at 

various times up to 72 h after stress (20). Phosphorylated p38MAPK was also detected in IMR-

90 hTERT HDFs after exposure to H2O2 at 200 µM. lndeed Western-blot analysis revealed 

that p38MAPK phosphorylation was increased in H2Or stressed cells at rather short times after 

stress (30 min, 1 h and 2 h) and at 72 h after stress while the abundance of total p38MAPK was 

similar in ail tested conditions (Fig . 3) . 

ln order to determine whether activation of p38MAPK participates in the appearance of H2Or 

induced premature senescence, the cells were incubated with a specific inhibitor of p38MAPK, 

SB203580 at 20 µM before, during and after exposure to H2O2. A 5.5-fold increase in the 

proportion of SA ~-gal positive IMR-90 hTERT HDFs at 72 h after treatment with H2O2 was 

observed, reaching 54% of positive cells. SB203580 dramatically inhibited the stress-induced 

increase of the proportion of SA ~-gal positive cells, with only a 2-fold increase, reaching 

22% of positive cells (Fig . 4A). 

Presence of 20 µM SB203580 did not alter the important decrease of [3H]-thymidine 

incorporation into DNA nor the induction of p21 WAF-1 observed after exposure to H2O2 (Fig . 4B 
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Figure 4 
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Figure 4. 
A, Effect of p38MAPK inh ibitor S8203580 (20 µM) on the percentage of IMR-90 hTERT HDFs positive 
for SA ll.-gal activity at 72 h after 2 h of stress with 200 µM H20 2 . 8 , Effect of p38MAPK inhibitor 
S8203580 (20 µM) on the proliferative potential of IMR-90 hTERT HDFs exposed to a single H20 2 

stress. The incorporation of [3H]-thymidine into DNA was measured at 72 h after stress. The resu lts 
obtained are expressed as percentages of the cpm incorporated by the control cells. C, Effect of 
p38MAPK inhibitor S8203580 (20 µM) on the expression level of p21 WAF-, in IMR-90 hTERT HDFs 
exposed to a single H20 2 stress. Total RNA was extracted al 72 h after H20 2 stress. The GAPDH 
steady-state mRNA level was used as reference in the Real Time RT-PCR. The results are given as 
mean ± s.d. from three independent experiments. White columns: normal cells ; grey columns: cells 
treated with 20 µM S8203580. 
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and 4C). Similar results were obtained with wild-type IMR-90 HDFs using p38MAPK inhibitor 

and anti-p38MAPK antisense [20] . 

p38MAPK_dependence of H2Orregulated genes 

ln IMR-90 wild-type cells in H2Or induced premature senescence [20] , as well as in human 

skin fibroblasts in UVB-induced premature senescence (1 3], the overexpression of 

fibronectin, osteonectin and apolipoprotein J is regulated by TGF-r..1 . Remarkably we did not 

found an overexpression of any of these three genes and TGF-1?.1 in IMR-90 hTERT cells in 

H2Or induced premature senescence with DNA arrays and Real-Time RT-PCR. Given IMR-

90 hTERT cel ls displayed senescence-related morphological changes and SA !?.-gal, which 

were previously shown to be p38MAPK_dependent in wild-type IMR-90 HDFs (20], we wished 

to test whether alteration of expression of other senescence-related genes could be 

controlled by p38MAPK_ Specific inhibitor of p38MAPK and p38MAPK siRNA were used. First we 

used our senescence related DNA array to analyze gene expression modifications in IMR-90 

hTERT HDFs incubated or not with 20 µM of SB203580 for 24 and 72 h after stress with 

H2O2. The results suggested that the expression level of 19 and 15 genes was dependent on 

p38MAPK respectively at 24 and 72 h after stress. ln agreement with results from studies 

based on other biological models, the overexpression of BCL-x [40), IL-11 [41], CTGF [42], 

IGFBP-3 (43) , IGFBP-5 (44) and MMP-2 (45] was found to be also regulated by p38MAPK in 

IMR-90 hTERT cells in SIPS (Table 3A) al 72 h after stress. At 24 h after stress , HB-EGF 

(46) and PLAU (47] were dependent of p38MAPK_ We showed, for the first time, that 

expression of histone 2b (H2B/S), lnhibitor of DNA binding-2 (ID2), AOP2, GPX, IGFBP-2, 

tissue plasminogen activator(TPA), and MMP-14 was p38MAPK_dependent. 

lnterestingly S6203580 attenuated the down-regulation of fibronectin, osteonectin, and 

thrombospondin (THBS) at 24 h after H2O2 stress (Table 38). Severa! studies showed that 

stimulation of normal fibroblasts with TGF-1?.1 induced overexpression of these three genes 

through the p38MAPK/ATF-2 pathway (20, 48). The fact that TGF-1?.1 was not overexpressed in 

IMR-90 hTERT fibroblasts in H2Or induced premature senescence likely explains why these 

TGF-1?.1-dependent genes were not overexpressed in this model. Similar effect of S6203580 

was found for tissue plasminogen activator (TPA) which was a novel finding . A 

correspondence between Real-Time RT-PCR and array data was found in ail differentially 

expressed genes tested at 72 h after H2O2 stress± SB203580 (Table 3C). 

To confirm the results obtained with S6203580, we used a specific siRNA to knockdown 

p38MAPK expression. Using Real-Time RT-PCR analysis , we showed that p38MAPK siRNA 

treatment attenuated H2Or induced p38MAPK expression by 80% at 24 h after stress (Fig . 5A). 

As shown with S6203580, p38MAPK siRNA did not interfere with the stress-induced increase 
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Table 3 

C. Real-Time RT-PCR versus DNA array 

H2O2 72 h H2O2 + SB203580 
Gene Real-time Array Real-time Array 
CTGF 1,61 ± 0,57 1,57 ± 0,2 1 0,66 ± 0,09 0,54 ± 0, 14 

GADD153 2,17 ± 1,12 2,67 ± 1,17 1,44 ± 1,06 2,04 ± 0,61 
lGFBP3 1,55 ± 0,33 1,97 ± 0,5 1 0,99 ± 0,05 0,89 ± 0,09 
IGFBPS 1,94 ± 0,2 1 2,55 ± 1,46 1,30 ± 0,08 1,29 ± 0,27 

MMP2 2,21 ± 0,54 2,23 ± 0,65 1,51 ± 0,0 1 1,43± 0,38 

TIMPl 2,18 ± 0,14 2,21 ± 0,39 2,80 ± 0,43 2,06 ± 0,50 

Table 3C. Comparison between the data obtained with Real-Time RT-PCR and the DualChip human 
aging. Total RNA was extracted at 72 h after exposure of IMR-90 hTERT HDFs to 200 µM H20 2 . Thê 
GAPDH steady-state level was used as reference in the Real-Time RT-PCR. Results are obtained 
from three independent cell cultures which considers both technical and experimental reproductibility . 
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of p21wAF-t and GADD153 mRNA level (Fig. 58 to 5C). Still in agreement with results 

obtained with SB203580, the down-regulation of CTGF, IGFBP-5, TPA and TIMP-1 wâs 

prevented by treatment of cells with p38MAPK siRNA at 24 h after H2O2 stress (Fig. 50 to 5G). 

DISCUSSION 

Acute exposure of various strains of HDFs expressing hTERT to H2O2 at sublethal 

concentration induces senescent morphology, SA ~-galactosidase activity and causes 

permanent cell cycle arrest. Ectopie expression of catalytic subunit of human telomerasê 

(hTERT) does not prevent SIPS [1 8, 19). This suggests that premature senescence inducêd 

by short acute stress is not triggered by critical telomere shortening. We observed no 

increase of the p53 mRNA and protein level in IMR-90 hTERT cells at 24, 48 and 72 h aftêr 

exposure to H2O2. A transiently increased DNA-binding activity of p53 was observed from 4 

to 24 h after stress. As an explanation of why this activation was transient and disappeared 

at longer limes after stress, our DNA array results showed that Mdm2 and Cyclin G were 

highly overexpressed at 24 h after stress. lndeed transcription of Mdm2 is mediated by p53, 

which in turn binds and promotes p53 degradation via the ubiquitin-proteasome pathway 

[49) . ln addition cyclin G is known to be a negative regulator of p53 by recruiting 

phosphatase 2A and activating Mdm2 through dephosphorylation [50). The increased DNA 

binding activity of p53 from 4 to 24 h after stress cou ld explain the overexpression ôf 

Heparin-Binding Epidermal Growth Factor (HB-EGF) and p21wAF-t at 24 h after stress. 

Expression of HB-EGF was shown to protect cells from H2Or induced apoptosis through 

p38MAPK activation [51) . p21wAF-1 is overexpressed at mRNA and protein level in UVB, 

ethanol , t-BHP and H2Or induced SIPS [10, 12, 13, 18, 26] . The mechanism of 

transactivation of p21 wAF-1 promoter in SIPS remains unknown since p53 DNA binding 

activity is no more increased favoring the existence of a p53-independent induction of 

p21 wAF-1, as shown with siRNA experiments. 

Large discrepencies in gene expression profiles due to ectopically induced hTERT activity 

compared to their normal counterparts have already been observed in BJ and hTERT BJ 

cells [21 ]. ln wild-type IMR-90 HDFs, it has been shown that TGF-~ 1 is overexpressed at 24, 

48 and 72 h after subcytotoxic H2O2 stress, which partly controls the appearance of SA ~-gai 

activity, morphological changes and overexpression of fibronectin, osteonectin and 

apolipoprotein J [10). ln IMR-90 hTERT HDFs, we failed to find any overexpression of TGF

~ 1 at this limes after H2O2 stress , as previously shown in hTERT BJ HDFs in premature 

senescence induced by H2O2 [21). lt is likely that overexpression of hTERT could interfere 

with the transcriptional regulation of TGF-~1 or TGF-~1-related signalling pathways, 

preventing TGF-~ 1 overexpression after H2O2 stress. Altered regulation of the TGF-~ 1 
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Figure 5. 
Effect of p38MAPK_specific siRNA on A, p38MAPK, 8 , p21 WAF·1

, C, GADD153, D, /GFBP-5, E, CTGF, F, 
TIMP-1 and G, TPA steady-state mRNA level. IMR-90 hTERT HDFs were transfected for 4 h with 50 
nM of p38MAPK siRNA or non targeting siRNA (Scramble) or incubated for 4 h with the transfection 
reagent (JetSI), and then stressed or not (contrais, CTL} with 200 µM of H2O2 (H 2O2 ) . 

Total RNA was extracted at 24 h after stress and the GAPDH steady-state mRNA level was used as 
reference in the Real Time RT-PCR. The results obtained are expressed as percentage of the steady
state mRNA level of the H2Orstressed cells treated with JetSI (H2O2 JetSi). The results are given as 
mean ± s.d. of three independent experiments. 
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pathways due to ectopically originated telomerase activity has already been described, likê 

down-regulation of TGF-1?, receptor Il in hTERT BJ human skin fibroblasts [21) and doWn" 

regulation of TGF-1?,2 in bovine adrenocortical ce lls [52) . On the reverse, down-regulation of 

TGF-1?, receptor Il has been proposed as up-regulating telomerase activity [53). Autocrihe 

TGF-1?, suppresses telomerase activity and transcription of hTERT in human cancer cells 

[54) . Similar data were obtained with differentiating trophoblasts [55), retinal pigment 

epithelial cells [56) and several lines of thyroid carcinoma cells [57). Expression of a protein 

belonging to TGF-1?, fami ly, BMP-4, also down-regulated telomerase in A549 lutig 

adenocarcinoma cells [58) . Telomerase activity could down-regulate TGF-1?,1 or genes 

involved in activation of TGF-1?,-dependent pathways in IMR-90 hTERT HDFs. This wày, 

TGF-1?, 1 dependent genes fibronectin, osteonectin and apolipoprotein J cou Id not bê 

overexpressed after stress and could even be down-regulated in absence of transactivating 

factors activated by TGF-1?, 1. 

p38MAPK has been shown to be activated by phosphorylation on Ser/Thr residue during atid 

after exposure of wild-type IMR-90 HDFs to H2O2 al sublethal concentration [20) . ln IMR-90 

hTERT, we also observed that p38MAPK phosphorylation was increased for al least 72 h after 

exposure to H2O2. Recently we demonstrated that IMR-90 HDFs in premature senescenéê 

induced by H2O2 de nova produce H2O2 for al least 72 h after the stress [59) . Ttîis 

endogenous production of H2O2 might explain , in part, why p38MAPK remains activated for al 

least 3 days after stress. 

Activation of p38MAPK by overexpression of MKK6 can induce a p53-independent cell cyéle 

arrest which becomes permanent and irreversible in association with biochemical features of 

senescence [60) . Il remained to elucidate whether p38MAPK was essential for establishment of 

premature senescence induced by H2O2 in IMR-90 hTERT HDFs. ln IMR-90 hTERT atid 

wild-type IMR-90 cells, treatment with the selective p38MAPK inhibitor, S6203580, partfy 

inhibited H2Or induced SA !?,-gal activity . We showed that p38MAPK is responsible for thé 

down-regulation of Tissue lnhibitor of Meta/loproteinase-1 and -2 (TIMP-1 and TIMP-2) and 

several genes involved in cellular morphology and extracellular matrix (fibronectin, 

osteonectin, thrombospondin) al 24 h after H2O2 stress. We also showed that p38MAPK iS 

involved in the overexpression of matrix metalloproteinases-2 and -14 (MMP-2 and MMP-14) 

al 72 h after H2O2 stress. If confirmed at protein level , these results could explain how 

p38MAPK participates in morphological changes observed during the establishment of 

premature senescence induced by H2O2 in hTERT cells. We also observed that the 

overexpression of several lnsulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBP-2, IGFBP-3 

and IGFBP-5) at 72 h after H2O2 stress was less important in presence of S6203580. 

Overexpression of IGFBP-3 has recently been shown to be involved in the appearance of SA 

!?,-gal activity and growth arrest of Wl-38 HDFs in premature senescence induced by ethanôl 
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and t-BHP [61). p38MAPK also upregulates two important anti-apoptotic factors (Bcl-x and 

lnterleukin 11) and two genes coding for antioxidant proteins (glutathione peroxidase and 

anti-oxidant protein 2) which could explain why cells remained alive after stress. 

Although the cells treated with SB203580 failed to develop a senescent phenotype, thêy 

were growth arrested. lndeed, the low level of [3H)-thymidine incorporation, the dowFI• 

regulation of genes involved in DNA synthesis and cell cycle regulation and thê 

overexpression of p21 WAF-1 were not disturbed by p38MAPK inhibitor or p38MAPK siRNA aftêF 

H2O2 stress. This suggests that p38MAPK is not involved in stress-induced growth arrest in 

IMR-90 hTERT HDFs. 

ln conclusion, this work demonstrates the role of p38MAPK in the establ ishment of prematurê 

senescence induced in HDFs expressing telomerase by H2O2. We showed that p38MAPK is 

implicated in SA ~-gal activity and expression of several senescence and stress-relatêd 

genes in IMR-90 hTERT HDFs undergoing SIPS, but did not contribute to the cell cyclê 

arrest. These data support the previous idea that the growth arrest and senescent phenotypê 

are somehow distinct processes [62). 
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Manuscrit 2 : Exposure of human fibroblasts to subcytotoxic H2~ 

stress triggers premature senescence through a Cyclooxygenase-2 

dependent signaling pathway 

(soumis dans le journal "Free Radical Biology & Medicine") 

Dans le cadre de la sénescence induite prématurément par les stress, la cyclooxygénase 2 

nous a intéressé pour plusieurs raisons dont, premièrement, son effet anti-prolifératif. En 

effet, la surexpression de COX-2 induit un arrêt de prolifération chez des cellules 

mésangliales (Zahner et al., 2002). Deuxièmement, des cellules épithéliales surexprimant 

COX-2 deviennent résistantes à l'apoptose en augmentant leur niveau de Bcl-2, une protéine 

anti-apoptotique (Tsujii et al., 1995). COX-2, outre son implication dans le processus 

inflammatoire, présente donc des caractéristiques anti-prolifératives et anti-apoptotiques que 

l'on retrouve chez les cellules en SIPS et en sénescence réplicative. Troisièmement, il a été 

établi que des fibroblastes de derme surexprimant le facteur de transcription c-Rel, entraient 

dans un état de sénescence prématurée suite à la surexpression subséquente de COX-2 

(Bernard et al., 2001 ). D'autre part, de récents travaux montrent que l'inhibition de COX-2 

par l'inhibiteur chimique spécifique NS-398, diffère l'entrée des fibroblastes en sénescence 

réplicative (Han et al. , 2004). Toutes ces raisons nous ont poussé à étudier le rôle de COX-2 

dans l'apparition des biomarqueurs de la SIPS. 

Niveau d'expression de COX-2 en SIPS 

Nous avons déterminé le niveau d'expression de COX-2 au cours du temps après exposition 

de fibroblastes IMR-90 hTERT à un stress subcytotoxique sous 200 µM d'H20 2• Le niveau 

relatif d'ARNm a été mesuré par Real-Time RT-PCR alors que le niveau protéique a été 

déterminé par Western-blot et par immunofluorescence. 

Afin de mesurer l'activité biochimique de COX-2 dans notre modèle, nous avons dosé la 

production de prostaglandine E2 (PGE2) libérée dans le milieu extracellulaire à différents 

temps, chez les cellules en SIPS par rapport aux cellules contrôles, par la technique ELISA. 

Inhibition de COX-2 et apparition des différents biomarqueurs de la SIPS 

Etant donné que le niveau de COX-2 était augmenté dans nos conditions de stress, nous 

avons étudié le rôle joué par COX-2 dans l'apparition des biomarqueurs de la sénescence 

suite à l'inhibition de COX-2 chez les fibroblastes IMR-90 hTERT exposés à l'H20 2. Dans ee 
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but, deux approches techniques ont été privilégiées. D'une part, nous avons incubé les FHDs 

IMR-90 hTERT avec un inhibiteur spécifique de COX-2 (NS-398) avant, pendant et après 

que les cellules aient été soumises à un stress sous H2O2. Le NS-398 (ou N-(2-

cyclohexyloxy-4-nitrophenyl) methanesulphonamide) présente une sélectivité cent fois plus 

élevée envers la COX-2 par rapport à la COX-1 (Futaki et al., 1994). En effet, cette molécule 

inhibe COX-2 à un IC50 de 3,8 µM alors qu'il n'a aucun effet sur l'activité de la COX-1 à une 

concentration de 100 µM (Futaki et al., 1994). Cet inhibiteur inactive COX-2 suivant un mode 

irréversible et dépendant du temps (Ouellet & Percival. , 1995) (Selinsky et al., 2001) . Ce 

mode d'inhibition implique d'abord un mode de liaison réversible qui progresse ensuite, avec 

le temps vers un mode irréversible. Dans un premier temps, l'inhibiteur se lie dans une cavité 

hydrophobe située dans le domaine de liaison membranaire de la COX-2 et empêche ainsi la 

migration de l'acide arachidonique vers le site actif de l'enzyme. Cette étape constitue le 

mode de liaison rapide et réversible. Ensuite, l'inhibiteur va perturber un réseau de ponts 

hydrogène impliquant l'Arg 120, la Tyr 355 et l'Arg 513. Ce réseau s'apparente à une porte 

régulant les entrées et sorties des ligands au sein du site actif cyclooxygénase. Une fois que 

l'inhibiteur atteint le site actif, il forme un complexe irréversible avec l'enzyme. Cette seconde 

étape constitue le mode d'inhibition dépendant du temps. Le NS-398, en inhibant le site actif 

cyclooxygénase de la COX-2, empêche donc la production de prostanoïdes. 

D'autre part, nous avons inhibé, de manière transitoire, l'expression de COX-2 par l'utilisation 

d'ARN interfèrants. Cette technique nécessite quelques mises au point. Dans un premier 

temps, nous avons testé la transfection des fibroblastes IMR-90 hTERT par le JetSI 

(Eurogentec, Belgique) , un vecteur de transfection lipidique cationique. Afin de déterminer le 

taux de transfection de nos cellules, nous avons marqué les siRNA avec de la fluorescéine 

avant de transfecter nos cellules. La fluorescence émise par les cellules transfectées a 

ensuite été détectée au microscope confocal après 24 h de transfection . Nous avons 

constaté que plus de 90% de la population cellulaire a été transfectée par le siRNA 

complexé au JetSI (Figure 18). 

Cellules transfectées 

Figure 18: Visualisation au microscope confocal de fibroblastes IMR-90 hTERT transfectés en 

utilisant le JetSI. Les siRNA ont été préalablement marqués à la fluorescéine et les cellules sont 

observées 24 h après transfection. 
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Nous avons ensuite recherché une concentratrion en siRNA qui indu isait une inhibition 

maxima le de l'expression de COX-2 dans les cellules IMR-90 hTERT. Pour ce faire, nous 

avons déterminé le niveau d'ARNm de COX-2 par Real Time RT-PCR, 48 h après la 

transfection des fibroblastes IMR-90 hTERT avec des concentrations croissantes en siRNA 

(20, 50 et 1 00nM). Nous avons constaté une diminution du niveau d'ARNm de COX-2 plus 

importante à une concentration en siRNA de 100 nM (figure 19). 
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Figure 19 : Effet du siRNA dirigé contre COX-2 sur le niveau d'expression de COX-2. Les fibroblastes 

IMR-90 hTERT ont été transfectés en utilisant du JetSI pendant 4 h avec des concentrations 

croissantes de siRNA. Vingt quatre heures après la transfection, les cellules ont été soumises à un 

stress sous H20 2 . Le niveau relatif d'ARNm de COX-2 a été déterminé par Real Time RT-PCR 48 h 

après la transfection (= 24 h après le stress). 

La dernière mise au point a consisté à déterminer la durée pendant laquelle on observe une 

inhibition de l'expression de COX-2 par le siRNA. Nous avons donc analysé l'abondance de 

la protéine COX-2 par Western-blot à différents temps après la transfection des cellules IMR-

90 hTERT avec une concentration en siRNA de 100 nM. Nous constatons que l'expression 

de COX-2 est complètement inhibée par le siRNA après 48 h de transfection mais que l'effet 

est pe rdu à 96 h. L'expression de COX-2 est partiellement détectée 72 h après la 

transfection des cellules avec le siRNA. L'effet inhibiteur du siRNA sur l'expression de la 

protéine COX-2 est donc transitoire et prend fin entre 72 et 96 h après la transfection des 

fibroblastes IMR-90 hTERT (Figure 20). 

En conclusion, nous avons montré que l'utilisation du JetSI comme agent facilitant la 

transfection assure un taux de transfection de plus de 90 % et que l'inhibition de l'expression 

de COX-2 par le siRNA à 100 nM est observée pendant au moins 48 h après la transfection 

des cellules. 
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Figure 20: Recherche de la durée d'inhibition de l'expression de la protéine COX-2 par le siRNA. Les 

fibroblastes IMR-90 hTERT ont été transfectés en utilisant le JetSI avec le siRNA à 100 nM et 

l'abondance de la protéine COX-2 a été détectée par Western-blot sur 30 µg de lysats cellulaires 

isolés à 48, 72 et 96 h après la transfection des cellu les avec le siRNA. 

A. Autoradiographies de différentes bandes obtenues par Western-blot 

B. Analyse du niveau protéique de COX-2. Les résultats sont normalisés en utilisant l'a-tubuline 

comme référence. 

Contrôle du niveau d'expression de COX-2 par p38MAPK 

Chen et son équipe ont montré que des kératinocytes soumis à un stress sous UVB 

surexpriment COX-2 via un mécanisme dépendant d'ERK et de p38MAPK (Chen et al., 2001). 

Nous avons voulu voir si l'activation de la voie de p38MAPK lors de la sénescence induite sous 

H2O2 peut conduire à une surexpression de COX-2 chez des fibroblastes ayant subi un 

stress avec de l'H2O2. Dans ce but, nous avons étudié le niveau d'ARNm de COX-2 après un 

stress sous H2O2 en présence ou non d'un inhibiteur spécifique de p38MAPK, le SB203580. 

Imp lication des facteurs de transcription ATF-2 et p53 en SIPS 

L'activation de p38MAPK par l'H2O2 peut activer à son tour les facteurs de transcription ATF-2 

et p53 (Mielke et al., 2000). Nous avons donc voulu savoir si une activation de ces facteurs 

de transcription était bien responsable de la surexpression de COX-2 et de l'apparition des 

biomarqueurs de la SIPS. Nous avons, dans un premier temps, étudié l'activité de liaison à 

l'ADN d'ATF-2 et de p53 à différents temps après un stress sous H2O2 par une technique 

colorimétrique. Ensuite, nous avons inhibé, de manière transitoire, l'expression d'ATF-2 et de 

p53 par l'util isation d'ARN interférants. Les siRNA dirigés contre ATF-2 et p53 ont été uti lisés 

à une concentration de 50 nM. L'inhibition de l'expression d'ATF-2 et de p53 est observée 

pendant au moins 48 h après la transfection des cellules. 
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ABSTRACT 

We report that H2O2 induced premature senescence of IMR-90 hTERT human diploid 

fibroblasts leads to up-regulation of the inducible cyclooxygenase 2 enzyme (COX-2) and 

subsequent release of prostaglandin E2. Dissection of the signaling pathways revealed thàt 

p38MAPK activation and increased DNA binding activity of ATF-2 and p53 mediate COX-2 

overexpression. lndeed, using specific p38MAPK chemical inhibitor and small interferent RNA 

specifically targeting ATF-2 and p53, COX-2 expression was abrogated in H2Or stressed 

cells. ln this work, we also demonstrated that selective inhibition of COX-2 by specific siRNA 

or specific inhibitor, sharply attenuated the percentage of senescent-associated r..
galactosidase activity positive cells and attenuated H2Or induced cell cycle arrest. Taken 

together, these findings clearly indicate that overexpression of COX-2 in IMR-90 hTERT 

HDFs exposed to a sublethal concentration of H2O2 mediates the appearance of two main 

biomarkers of premature senescence. 

Keywords : senescence, oxidative stress, hydrogen peroxide, fibroblasts, cyclooxygenase 2, 

prostaglandin E2 
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ATF-2, activating transcription factor-2; COX-2, cyclooxygenase 2; FCS, fetal calf serum; 
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kinase; NF-KB, nuclear factor-kappa B; PGE2, prostaglandin E2; ROS, reactive oxygen 

species; RT-PCR, reverse transcription polymerase chain reaction; SA f!.-gal, Senescence 

associated f!.-galactosidase; SIPS, Stress induced premature senescence; s.d., standard 

deviation; siRNA, small interferent RNA 
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INTRODUCTION 

Most cells cannot divide indefinitely due to replicative senescence. Cel lular senescenéê 

appears to be a fundamental feature of somalie cells, with the exception of tumor cells and 

stem cells. Senescent cells display a large and fiat morphology, show increased 

Senescence-Associated r..-galactosidase activity (SA r..-ga l) [1]. lose responsiveness to 

mitogenic hormones [2) and enter into irreversible growth arrest. Stressful conditions 

including exposure to hyperoxia [3] , radioactivity [4], lert-butylhydroperoxide [5], ethanol [6] , 

UVB [7) , and H2O2 [8) , can trigger premature senescence. Cells in stress-induced premature 

senescence (SIPS) remain alive for months [5, 9) and display several features of replicativé 

senescence, among which irreversible growth arrest and SA r..-gal. 

Cyclooxygenases (COX) catalyze the conversion of arachidonic acid and molecular oxygen 

into prostaglandin (PG) H2, the committed step in prostanoïd synthesis including PGE2 [10) . 

The two main mammalian isozymes of COX are encoded by distinct genes and exhibit 

structural and enzymatic similarities. COX-1 is constitutively expressed in many mammalian 

tissues. ln contras!, COX-2 is expressed at very low levels under basal condition and is 

rapidly induced in response to growth factors [11]. oncogenes products [12). various 

cytokines [13), g-irradiation [14]. and hypertonie agents [15). Recently , a third distinct 

isozyme, COX-3, as well as two smaller COX-1-derived proteins, have been described [16) . 

Il has been reported that NS-398, a selective COX-2 inhibitor, can prevent cell cycle arrest of 

fibroblasts [17) . COX-2 is up-regulated in aged cells [18) [19) . 

ln this study, we found that COX-2 was overexpressed in H2Or induced prematurè 

senescence of human diploid IMR-90 fibroblasts (HDFs) immortalized with the catalytic 

subunit of telomerase (hTERT). Our aim was to investigate the role of COX-2 overexpression 

in the establishment of H2Or induced premature senescence of these cells. For this purpose, 

we used specific COX-2 inhibitor and small interferent RNA (siRNA) technology to study 

whether inhibition of COX-2 affects the appearance of SA r..-gal activity and growth arrest. 

We also studied the signalling pathways responsible for H2Or induced COX-2 

overexpression 

EXPERI MENTAL PROCEDURES 

Cel/ culture, exposure to H20 2, SA 8-gal activity and [3H]-thymidine incorporation 

Human fetal lung IMR-90 fibroblasts immortalized with the catalytic subunit of telomerase, 

(hTERT) were a kind gift from Dr. J. G. Valles, Ludwig lnstitute for Cancer Research , UK. 

IMR-90 hTERT HDFs were grown in MEM (lnvitrogen. UK) supplemented with 10% fetal ca lf 
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serum (FCS) (lnvitrogen, UK). hTERT IMR-90 HDFs at half confluence were exposed for 2 h 

to 200 µM H20 2 (Merck, Germany) diluted in MEM + 10% FCS. After the stress , cells weré 

rinsed with phosphate-buffered saline (PBS) and given fresh MEM + 10% FCS. Control 

cultures followed the same schedule of medium changes without H20 2 treatment. The cells 

were stimulated with 1 ng/ml of PGE2 (Alexis, Belgium) which was diluted in MEM + 10% 

FCS. COX-2 was inhibited using a specific inhibitor, NS-398 (Calbiochem, UK) diluted at 10 

µMin MEM + 10% FCS. p38MAPK was inhibited using a specific inhibitor, SB203580 (Alexis 

Biochemicals, Belgium) diluted at 20 µMin MEM +10% FCS. 

At 48 h after the stress, the cells were seeded in 35 mm culture dishes (Falcon, UK) al a 

density of 700 cells/cm2
. SA r..-gal was determined 24 h later as described by Dimri et al. The 

population of SA r..-gal positive cells was determined by counting 400 cells per dish. Thé 

results were given as percentage of the total number of cells counted in each dish and weré 

expressed as mean of triplicates ± s.d .. 

At 24 h after the stress, the cells were seeded in 24-well plates (Cell Cult, UK) al a density of 

10,000 cells/well. 1 µCi [3H]-thymidine (specific activity: 2 Cilmmol, Du Pont, NEN, USA) was 

added to the culture medium for 48 h. The incorporated radioactivity was quanlified by a 

scintillation counter (Packard Instrument Company, USA). Results were expressed as meâri 

values± standard deviation (s .d.). 

Real Time RT-PCR 

Total RNA was extracted from three independent cultures using Total RNAgent extraction kit 

(Promega, USA). Total RNA (2 µg) was reversed transcribed using SuperScript Il Reverse 

Transcriptase (lnvitrogen, UK). Gene specific primers (Table 1) were designed (Primêr 

Express 1.5 Software, PE Applied Biosystem, Foster City , CA, USA). Amplification reactiôn 

assays contained 1x SYBR Green PCR Mastermix and primers at optimal concentratiôrï 

(Applied Biosystems, The Netherlands). A hot start al 95°C for 5 minutes was followed by 40 

cycles at 95°C for 15 seconds and 65°C for 1 minute using the ABI PRISM 7000 SOS 

thermal cycler (Applied Biosystems, The Netherlands). Fluorescence emission was detectêd 

for each PCR cycle and the threshold cycle (Cl) values were determined. Values weré 

reported as average of triplicate analysis ± s.d .. 
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Genes Positions (bp) Sequences 

ATF-2 832-858 5'-TTCACCAACCTCAAGTACTGTAATCAC-3' 

920-943 5'-CA TGGTTTGTCCA TT AGGAAGA TG-3, 

COX-2 111-136 5'-A TT AGCCTGAA TGTGCCATAAGACT-3' 

217-230 5'-ACCCACAGTGCTTGACACAGAAA T-3' 

GAPDH 942-963 5'-ACC CAC TCC TCC ACC TTT GAC-3' 

1033 -1053 5'-GTC CAC CAC CCT GTT GCT GTA-3' 

p53 1209- 1229 5'-AAG AAA CCA CTG GAT GGA GAA-3' 

1263-1283 5-'CAG CTC TCG GAA CAT CTC GAA-3' 

Table 1 Primers used for Real-Time RT-PCR 

Gene silencing experiments 

Small interferent RNA (siRNA) transfection experiments against COX-2, ATF-2 and p53 were 

performed using double-stranded RNA synthetized by Dharmacon (siGENOME SMARTpool, 

Dharmacon, USA). A non-targeting siRNA (Eurogentec, Belgium) was used as control. IMR-

90 hTERT cells were transfected with JetSI (Eurogentec, Belgium) at a ratio of 3 µI/µg of 

siRNA according to the manufacturer's instructions. Transfection efficiency in cells plated on 

cover-slips was determined using fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled siRNA and 

evaluated to 90-95% after 24 h by cell counting by a confocal microscopy (Leica , Germany). 

IMR-90 hTERT cells were plated in 25 cm2 flasks at 50% confluence 24 h before transfection 

with si RNA or incubated with JetSI alone. At 24 h after transfection , cells were stressed for 2 

h with 200 µM H20 2. At 24 h after the stress, extraction of total RNA and Real-Ti me RT-PC R 

were performed. 

lmmunofluorescence staining and confocal microscopy 

IMR-90 hTERT HDFs were seeded at 1,000 cells/cm2 in MEM + 10% FCS on glass 

coverslides at 4 h after H20 2 stress. At 24 h after the stress, the cells were fi xed for 1 O min 

with 4% paraformaldehyde (Merck, Germany) in PBS before three washings with PBS. Cells 

were permeabilized in PBS + 1 % Triton X-100 (Sigma, USA) and then washed twice with 

PBS containing 1% bovine serum albumin (BSA) (Sigma, USA). The specific rabbi! antibody 

raised against COX-2 (1:500 dilution Santa-Cruz, USA) was added overnig ht at 4°C in a wet 

room. The ce lis were washed twice with PBS + 1 % BSA before adding the specific Alexa 

Fluor-568-conjugated anti-rabbit lgG antibody (1 : 1000 dilution, Molecular Probes, USA) 

diluted in PBS + 1 % for 1 h in a wet room at room temperature. The cells were washed three 
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times in PBS + 1% BSA. To vizualize the nucleus, the cells were incubated for 35 minutes at 

room temperature with TO-PRO-3 (1 :80 dilution, Moleculart Probes, USA) in PBS + 2 mg/ml 

RNAse (ICN, USA) The coverslides were mounted in Mowiol (Sigma, USA) and observed 

with a TCS confocal microscope (Leica, Germany) using a constant multiplier. 

Western-blot analysis 

Cells were washed once with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) and lysed on ice (10 

mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCI, 10% glycerol, 1% NP-40, 0.1% SOS, 0.5% sodium 

deoxycholate and anti-protease complete (Roche, Germany)) . After homogenization of the 

lysates, 30 µg of proteins were electrophoresed on Bis-Tris Gel NuPage 10% (lnvitrogen, 

UK). The proteins were transferred on hybond-P membrane (Amersham Biosciences, 

Sweden) . We used anti-COX-2 antibody (Cayman, UK), anti-phosphorylated-p38MAPK_ anti

p38MAPK (#9211 , Cell Signaling Technology, USA) anti-a-tubulin antibody (AM2495-11 , 

lnnogenex, USA) and horseradish peroxidase-linked secondary antibodies (Amersham 

Biosciences, Sweden) . The bands were visualized after incubation of chemiluminescent 

substrates (ECL Advance Detection Kit, Amersham Biosciences, Sweden). Semi· 

quantification was obtained with the lmageMaster Totallab software (Pharmacia , Sweden). 

PGE2 measurement 

At the indicated time points after stress, culture medium was collected, dead cells were 

removed by centrifugation, and PGE2 concentrations were assayed with the PGE2 ELISA kit 

(R&D Systems, UK) according the manufacturer's instructions. 

Detection of transcription factor DNA-binding activity 

DNA-binding ELISA assays (TransAM kits, ActiveMotif, USA) were based on the use of 

multi-well plates coated with a cold oligonucleotide containing the consensus binding site for 

the transcription factor under study. The presence of the DNA-bound transcription factor was 

detected by specific antibodies and revealed by colorimetry . The specificity and high 

reproducibility of this type of assay have been previously demonstrated. This assay has also 

shown to be more sensitive than electrophoretic mobility shift assay (20] and has already 

been used in senescence-related studies (21]. Nuclear extracts were obtained, according to 

manufacturer's instructions, at increasing limes after a single exposure of IMR-90 hTERT 

cells to H2O2 at 200 µM. Values were reported as average of triplicate analysis ± s.d .. 
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Statistical analysis 

Statistical analysis was carried out with the Student's t-test. ns, non significant (P>0.05); •, 

0.0S>P>0.01 ; **, 0.01 >P> 0.001 ; ***, P<0.001 . 
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Figure 1 
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Figure 1 
H2O2 at 200 µM induces COX-2 expression and activity in IMR-90 hTERT HDFs. 
(A) COX-2 mRNA level. Tota l RNA was extracted at 24 and 72 h after H2O2 stress . The GAPDH 
steady-state mRNA level was used as reference in the Real-Time RT-PCR. Results are expressed in 
percentage of the corresponding control as mean ± s.d. of three independent experiments . 
(B) COX-2 protein level. (1) The abundance of COX-2 was determined in control or H2Or stressed 
cells at 24 , 48 and 72 h after H2O2 stress. a-tubulin protein was used as reference level. (2) 
Fluorescence micrographs of COX-2 immunostaining obtained by semi-quantitative confocal 
microscopy on IMR-90 hTERT HDFs. Contrais : CTL COX-2 was detected using a specific anti-COX-2 
antibody (green) at 24 h after stress . The nuclei were stained with TO-PRO-3 (blue). 
(C) Quantitative detection of PGE2 production : ELISA assays were performed on cell medium 
collected at various times after H2O2 stress. Results are expressed in percentage of the corresponding 
control as mean ± s.d. of three independent experiments. 
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RESULTS 

Up-regulation and increased activity of cyclooxygenase-2 in prematurely senescent 

IMR-90 hTERT fibroblasts 

IMR-90 hTERT HDFs were exposed to 200 µM H2O2 for 2 h, which represents subcytotoxic 

conditions [22]. and triggers premature senescence. ln order ta evaluate COX-2 relative 

expression level, we performed Real-Time RT-PCR on mRNA extracted at different limes 

after stress. Compared with contrai cells, a 2.7 and 2.8-fold increase in the mRNA level of 

COX-2 was obtained, respectively at 24 and 72 h after stress (Fig.1A). As shown in Fig .1 B, 

H2O2 stress also promoted an important increase of COX-2 protein abundance, starting from 

a very low basal level. The stress-induced increased COX-2 activity was estimated using a 

colorimetric ELISA assay for detecting extracellular release of PGE2 over a 72 h period aftet 

the H2O2 stress. PGE2 release was significantly higher after exposure ta H2O2 compared ta 

the contrai cells. Respective 2.2-, 9.9-, and 4.1-fold increase in extracellular PGE2 

concentration was obtained at 4 , 24 and 72 h after stress (Fig.1 C). 

Inhibition and down-regulation of COX-2 attenuates H2Orinduced premature 

senescence 

We investigated whether inhibition of COX-2 activity could attenuate the establishment of 

H2Or induced premature senescence in IMR-90 hTERT HDFs. The cells were incubated with 

a specific inhibitor of COX-2, NS-398 (1 o µM) , before, during and after exposure ta H2O2. 

NS-398 inhibits the cyclooxygenase activity of the COX-2 isoenzyme and thus inhibits 

prostanoid synthesis [23). The proportion of SA ~-gal positive cells at 72 h after stress 

reached 51 % (Fig.2A). The addition of NS-398 significantly attenuated the stress-induced 

increase of the proportion of SA ~-gal positive HDFs, which remained at 33%. The 

proliferative potential was estimated by measuring the level of [3H]-thymidine incorporation 

into DNA at 72 h after stress. NS-398 at 1 O µM significantly moderated the sharp decrease of 

[
3H)-thymidine incorporation into DNA observed after exposure to H2O2 (Fig.28). ln 

complementary experiments, endogenous expression of COX-2 was down-regulated using 

small interferent RNA (siRNA) at 100 nM/L specifically targeting COX-2. Using Real Time 

RT-PCR analysis, we confirmed that COX-2 siRNA treatment attenuated H2O2-induced COX-

2 expression by 66% at 24 h after stress (Fig.3A). Transfected nonsilencing siRNA did not 

affect COX-2 expression. COX-2 si RNA attenuated H2Or induced SA ~-gal activity compared 

with cells transfected with JetSi reagent alone (Fig .38). ln addition, down-regulation of COX-

91 



Figure 2 
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COX-2 inhibitor NS-398 attenuates the establishment of premature senescence in H2Oi-stressed cells . 
(A) Effect of COX-2 chemical inhibitor NS-398 (10 µM) on the percentage of IMR-90 hTERT HDFs 
positive for SA r..-gal activity at 72 h after stress with 200 µM H2O2• 

(B) Effect of COX-2 chemical inhibitor NS-398 (10 µM) on the ~roliferative potential of IMR-90 hTERT 
HDFs exposed to a single H2O2 stress. The incorporation of [ H]-thymidine into DNA was measured 
between 48 and 72 h after stress. The results obtained are expressed as percentages of the cpm 
incorporated by the control cells. The results are given as mean ± s.d . from three independent 
experiments. 
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Down-regulation of COX-2 expression using specific siRNA attenuates the establishment of premature 
senescence in H2Oi-stressed cells. 
(A) Effect of COX-2-specific siRNA on COX-2 mRNA level. 
(B) Effect of COX-2-specific siRNA on the percentage of IMR-90 hTERT HDFs positive for SA P..-gal 
activity at 72 h after stress with 200 µM H2O2 . 

(C) Effect of COX-2-specific siRNA on the proliferative potential of IMR-90 hTERT HDFs exposed to a 
single H2O2 stress. The incorporation of [3H]-thymidine into DNA was measured betwwen 48 and 72 h 
after stress. The results obtained are expressed as percentages of the cpm incorporated by the contrai 
cells . The results are given as mean ± s.d . from three independent experiments. 
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2 prevented partly the stress-induced decrease in proliferative potential (Fig.3C). p21 wAF-1 is 

an universal inhibitor of cyclin dependent kinases and causes G1 growth arrest. lt is up

regulated by p53 after DNA damage and is overexpressed after a single exposure of IMR-90 

HDFs to H2O2 [24]. We showed that COX-2 inhibition did not affect p21WAF-1 level (data not 

shown) suggesting that others factors might contribute to the COX-2 mediated inhibition of 

proliferation. 

Signalling pathways involved in H20 2-induced overexpression of COX-2 

We previously reported a Thr180/Tyr182 phosphorylation of p38MAPK in IMR-90 hTERT HDFs 

at various times up to 72 h after stress [22). This was confirmed herein Fig.4A. ln order to 

explore the role of p38MAPK in the induction of COX-2 in H2Or induced premature 

senescence, the cells were incubated with specific inhibitor SB203580 of p38MAPK at 20 µM 

before, during and after exposure to H2O2. Selective inhibition of p38MAPK abrogated the 

H2Or induced increase of the COX-2 mRNA level (Fig.4B). These findings are consistent with 

previous reports showing that activated p38MAPK can modulate COX-2 expression in various 

cell types [25) [26] [27) . 

p38MAPK can modulate gene expression by activating several transcription factors [28), 

including the oxidative stress-induced transcription factors NF-KB, ATF-2 and p53. The 

human cox-2 promoter contains numerous potential binding sites for NF-KB and Jun/ATF 

[29). ln addition COX-2 induction was shown to be p53-dependent [17). Using colorimetric 

ELISA assays, we showed first that the DNA-binding of NF-KB was not altered during the 24 

h after a single H2O2 stress (data not shown). This is consistent with previous data. lndeed 

NF-KB is implicated in COX-2 induction in different cell lines, except namely human 

fibroblasts [30, 31). Sublethal exposure of IMR-90 hTERT cells to H2O2 resulted in an 

increase of ATF-2 p53 DNA binding (Fig .5). The DNA-binding activity of ATF-2 raised sharply 

during the first 8 h after stress and then returned to the basal level (Fig .SA). p53 presented a 

progressive increase of its DNA-binding activity until 8 h after stress (Fig.5B). Presence of 20 

µM SB203580 prevented the increased DNA binding activity of ATF-2 and p53. This 

suggested that p38MAPK could induce COX-2 expression through activation of these 

transcription factors in IMR-90 hTERT HDFs undergoing premature senescence. ln order to 

investigate the transcriptional role of ATF-2 and p53 in the induction of COX-2 at 24 h after 

H2O2 stress, expression of ATF-2 and p53 were down-regulated using small interferent RNA 

(siRNA) at 50 nM/L. Using Real Time RT-PCR analysis, we confirmed that ATF-2 and p53 

si RNA treatment attenuated A TF-2 and p53 mRNA level respectively by 79% and 75% in 

condition of stress whereas non specific si RNA had no effect (Fig.6A and 7 A). We also 

showed that repression of A TF-2 and p53 prevented the appearance of SA ~-
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(A) Activation of p38MAPK in H20 2-stressed IMR-90 hTERT HDFs. Western-blet analysis of total 
p38MAPK and phosphorylated p38MAPK on Thr180ffyr182 at 30 min, 1, 2 and 72 h afler exposure of 
IMR-90 hTERT cells to H20 2. a-tubulin protein was used as reference level. 
(B) Etfect of p38MAPK inhibitor $B203580 (20 µM) on the expression level of COX-2 in IMR-90 hTERT 
HDFs at 24 and 72 h after exposure to a single H20 2 stress. Total RNA was extracted at 24 and 72 h 
afler H20 2 stress. The GAPDH mRNA level was used as reference gene. The results are given as 
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Figure 6 
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Figure 7 
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gal activity and the stress-induced decrease in proliferative potential (Fig6B-C and 7B-è). 

COX-2 was confirmed as significantly overexpressed in stressed fibroblasts compared to the 

control cells (Fig 6D and 7D). ln cells transfected with ATF-2-siRNA and thereafter stressed 

with H2O2, the overexpression of COX-2 was attenuated by 45% compared to control. The 

p53 siRNA also interfered with the stress-induced overexpression of COX-2. Thus ATF-2 and 

p53 activation participate in H2Ortriggering induction of COX-2 expression in IMR-90 hTERT 

HDFs. 

DISCUSSION 

Acute exposure of various strains of hTERT expressing HDFs to H2O2 at sublethal 

concentration induces senescent morphology, SA !?,-gal and causes permanent cell cycle 

arrest. The mechanisms of SIPS are not yet fully understood. ln the present study, wê 

investigated the role of COX-2 in SIPS. 

ln addition to ils role in inflammatory processes, COX-2 has been shown to regulate cêll 

proliferation. Overexpression of COX-2 in mesangial cells induces a reduction in cêll 

proliferation and a cell cycle arrest in the G1/S phase of the cell cycle. ln the present study, 

we investigated the importance of COX-2 in mediating premature senescence. Wê 

demonstrate that treatment of IMR-90 hTERT with subcytotoxic concentration of H2O2 

induced premature senescence and increased endogenous COX-2 expression at the 

transcriptional and protein level. ln order to investigate whether COX-2 is a key element in 

promoting premature senescence, we inhibited COX-2 expression by specific siRNA or 

specific inhibitor NS-398. We demonstrated that COX-2 repression prevents the H2Or 

induced appearance of the biomarkers of senescence. Taken together, these data indicate 

that overexpression of COX-2 in IMR-90 hTERT HDFs undergoing SIPS is partly responsible 

for the appearance of SA P.,-gal activity and stress-induced cell cycle arrest. The principal 

function of COX-2 is to catalyze the synthesis of prostanoids like PGE2. PGE2 has beên 

reported to mediate growth arrest (32-34]. lndeed, treatment of fibroblasts with NS-398 

prevents the senescence-associated increase of p53 protein. Recently , it has been reported 

that COX-2 interacts in vitro and in vivo with p53 and inhibits DNA damage-induced 

apoptosis through direct regulation of p53 function (35]. The inhibition of cell proliferation by 

p53 is largely due to its ability to transcriptionally activate genes that directly control cell 

proliferation such p21 wAF-
1

. ln this study, the p21 WAF-
1 overexpression observed at 24 h after 

H2O2 stress in IMR-90 hTERT HDFs was not attenuated by NS-398 or COX-2 siRNA 

suggesting that others factors might contribute to this COX-2 mediated inhibition of 

proliferation. ln addition to growth arrest induced by PGE2 release, an additional mechanism 
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involving DNA damage formation from COX-2 mediating lipid peroxidation has been recently 

proposed [36]. 

We also provide clues for the mechanism of stress-induced overexpression of COX-2 in IMR• 

90 hTERT HDFs. The expression of COX-2 can be affected by changes in p38MAPK activity 

[25, 37-39]. We observed an increased phosphorylation of p38MAPK in stressed IMR-90 

hTERT cells. H2Or induced COX-2 overexpression was suppressed by SB203580, a specifîc 

p38MAPK inhibitor. To further elucidate the mechanism by which H2O2 induced the 

transcription of COX-2, we identified transcription factors that were activated by p38MAPK_ 

lndeed, we report that induction of COX-2 by H2O2 was in part suppressed by specific ATF-2• 

or p53-siRNA, suggesting that ATF-2 and p53 are important for mediating the induction ôf 

COX-2 by H2O2. p53 induces COX-2 expression in various mutant and tumor-derived cell 

lines [40]. ATF-2 has been shown to trigger the appearance of biomarkers of SIPS by 

interacting with Rb in normal IMR-90 HDFs [41]. lnterestingly, the effect of SB203580 on the 

DNA binding activity of p53 was strongly reduced at 24 h after stress, suggesting that othèr 

factors than p38MAPK contribute in increased DNA binding of p53 at longer limes after stress. 

lnhibitor of p38MAPK has already been shown to attenuate the growth arrest induced by H2O2 

at limes lower than 24 h in IMR-90 wild type cells [41]. 

Under pathological conditions , excessive amounts of reactive oxygen species (ROS) can 

modify proteins and signaling pathways [42] . COX-2 protein expression has been 

demonstrated to increase with age [18, 19]. lncreased PGE2 production has been implicateêl 

in the pathogenesis of several age-associated diseases, such as Alzheimer's disease [43]. 

Since H2Orinduced premature senescence correlates with increased COX-2 expression, we 

can speculate that pro-inflammatory conditions leading to COX-2 overexpression could be 

responsible for SIPS in vivo in HDFs. Along this line, COX-2 transgenic mouse mày 

represent an interesting model for the study of the aging process and the characterization ôf 

the molecular mechanisms underlying degenerative diseases. 
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Conclusions & 

Perspectives 



Depuis une dizaine d'années ont émergé différents modéles de stress subcytotoxiques 

engendrant à long terme l'apparition d'un vieillissement prématuré. Ceux-ci sont 

actuellement répertoriés sous le terme de sénescence induite prématurément par le stress 

ou SIPS. Les principaux biomarqueurs de la sénescence qui apparaissent su ite à un stress 

oxydatif subcytotoxique sont la morphologie sénescente, un arrêt prol ifératif irréversible en 

phase G1/S, une diminution de la synthèse d'ADN et une augmentation du nombre de 

cellules présentant l'activité r..-galactosidase associée à la sénescence (SA-r..-gal). Lorsque 

nous avons commencé ce travail , nous venions de montrer au laboratoire que les 

fibroblastes de souche BJ qui expriment la sous-unité catalytique de la télomérase (hTERT), 

enzyme qui rallonge les tèlomères dont l'érosion peut-être accélérée par les stress oxydatifs , 

entrent en SIPS lorsqu'i ls sont exposés à l'H2O2 (de Magalhaes et al., 2002). Ces résultats 

suggèrent que le raccourcissement des télomères n'est pas indispensable à la mise en place 

de la SIPS et que d'autres mécanismes doivent y participer. C'est dans ce contexte que nous 

avons décidé d'étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de 

l'apparition de la SIPS chez des FHDs IMR-90 expri mant la tèlomérase. 

Mise au point d'un modèle de sénescence induite prématurément par un stress 

sous peroxyde d'hydrogène chez des fibroblastes immortalisés par la sous

unité catalytique de la télomérase 

Nos premiers travaux ont consisté en la mise au point d'un modèle de stress oxydatif 

permettant de mimer et d'étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans le processus 

du viei llissement. En effet, nous nous sommes intéressés aux effets à long terme d'un stress 

unique au peroxyde d'hydrogène (H2O2) chez des fibroblastes diploïdes humains (FHDs) 

IM R-90 immortalisés par la sous-unité catalytique de la télomérase, hTERT. Dans urï 

premier temps, nous devions déterminer la concentration en H2O2 capable d'induire 

l'apparition des biomarqueurs de la sénescence, sans engendrer de cytotoxicité. Nous avons 

ainsi montré qu'une concentration de 200 µM en H2O2 était subcytotoxique et qu'elle 

engendrait l'apparition d'une sénescence prématurée. En effet, une augmentation du 

pourcentage de cellules positives pour la SA r..-galactosidase a été observée chez les 

fibroblastes IMR-90 hTERT stressés. Cette activité, aisément mise en évidence par une 

coloration histochimique, est spécifique des cellules sénescentes (Dimri et al., 1995). Elle â 

également été détectée lors de la sénescence prématurée induite par le t-BHP (Dumont et 

al., 2000) , l'éthanol (Pascal et al., 2005) et les UVB (Debacq-Chainiaux et al. , 2005) . D'autre 

part, une diminution du potentiel prolifératif chez les FHDs IMR-90 hTERT soumis à un 

stress à l'H2O2 a été mise en évidence via l'étude de l'incorporation de thymidine tritiée dans 
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l'ADN. Lors de la sénescence réplicative, l'inhibiteur de ki nase dépendante de cyclines 

(CDKI) p21 WAF-1
, surexprimé suite à l'activation de p53, empêche la phosphorylation et 

l'inactivation de pRb (Sherr & Roberts, 1999). De plus, p21 wAF-1 est surexprimé pendant 

plusieurs semaines après un stress sous H2O2 alors que le niveau protéique de p53 

augmente puis retourne à son niveau basal 44 h après le stress (Chen et al., 1998) (Dumont 

et al., 2000). Chez les fibroblastes IMR-90 hTERT, p21 WAF-1 est surexprimé aussi bien au 

niveau ARNm que protéique à 24, 48 et 72 h après le stress alors que le niveau d'expression 

de p53 ne varie pas. Malgré l'absence de surexpression de p53, nous avons observé une 

augmentation de son activité de liaison à l'ADN jusqu'à 24 h après le stress subcytotoxiquê 

sous H2O2. Comme cela a déjà été montré, des modifications post-traductionnelles semblent 

être à l'origine de l'activation de p53 (Brooks & Gu., 2003) lors de la sénescence réplicative 

(Atadja et al., 1995) (Webley et al., 2000) et lors de stress oxydatifs (Colman et al., 2000). 

L'utilisation d'ARN interférants dirigés contre p53 nous a appris que le niveau basal d'ARNm 

de p21wAF-1 est régu lé par p53 alors que sa surexpression en est indépendante à 24 h après 

le stress. Une telle induction de p21 wAF-1
, indépendante de p53, avait déjà été démontrée. En 

effet, des fibroblastes IMR-90 dépourvu de p53 suite à l'expression ectopique de la protéine 

de papillomavirus E6, entrent en sénescence prématurée suite à un stress sous H2O2 (Chen 

et al. , 1998). L'induction de p21 wAF-1 ainsi que l'hypophosphorylation de pRb avaient été 

observées chez ces FHDs IMR-90 + E6 stressés. L'étude du promoteur de p21 WAF-1 a permis 

de mettre en évidence la présence de sites Sp1 et AP-1 en plus des sites p53. Selon 

Kardassis, l'interaction de c-Jun ou d'ATF-2 avec le facteur de transcription Sp1 induit la 

transactivation du promoteur de p21wAF- , (Kardassis et al. , 1999). D'autre part, il a été montré 

que la surexpression de p21WAF-l observée chez des cellules cancéreuses dépourvues de 

p53 et stressées sous H2O2 est dépendante de l'activation d'AP-1 (Chung et al., 2002) . Ayant 

observé une activation d'AP-1 dans notre modèle de SIPS, il serait intéressant de vérifier si 

AP-1 et ATF-2 participent à l'induction de p21 WAF-, chez les fibroblastes IMR-90 hTERT. 

Lorsque nous avons commencé ce travail , nous savions que le « Transforming Growth

Factor r..1 » (TGF-r..1 }, surexprimé après un stress subcytotoxique sous 150 µM d'H2O2 par 

les fibroblastes IMR-90, était responsable chez ces cellules, de l'apparition de la 

morphologie sénescente, de l'activité SA r..-gal et de la surexpression de l'ostéonectine, la 

fibronectine, l'apolipoprotéine J et de SM22 (Frippiat et al. , 2001) . Des résultats similaires 

avaient été obtenus lors de la sénescence induite par les UVB chez des FHDs de derme 

(Debacq-Chainiaux et al., 2005). C'est donc logiquement que nous avons étudié le rôle du 

TGF-r..1 dans l'apparition du phénotype sénescent chez les fibroblastes IMR-90 hTERT. 

Etonnamment, aucune augmentation du niveau d'ARNm de TGF-r..1 ainsi que de la 

fibronectine et de l'ostéonectine n'a pu être détectée à différents temps après le stress. JP. 
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de Magalhaes avait obtenu des résultats semblables chez des FHDs de derme immortalisés 

par la télomérase (BJ hTERT) (de Magalhaes et al., 2004). Il semble donc que l'expression 

exogène de hTERT confère aux cellules une résistance face aux effets dirigés par le TGF• 

r.. 1. Plusieurs arguments vont dans ce sens. En effet, la réactivation de la télomérase chez 

les cellu les épithéliales mammaires empêche le TGF-r.. 1 d' induire l'arrêt de prolifération 

(Stampfer et al., 2001 ). D'autre part, la stimulation de cellu les cancéreuses humaines avec 

du TGF-1?. 1 supprime l'activation de la télomérase et réprime l'expression de hTERT (Yang et 

al. , 2001) (Lindkvist et al. , 2005) . L'utilisation de cellules transformées par un gène hTERT 

non fonctionnel nous indique que la télomérase doit être capable de maintenir l'intégrité des 

télomères pour conférer une résistance au TGF-1?. 1. Selon Stampfer et al., l'expression de 

hTERT modifierait l'abondance de plusieurs protéines impliquées dans la voie de 

signalisation activée par le TGF-1?.1 en altérant l'association des télomères avec la matriêe 

nucléaire ou en affectant l'activité de diverses protéines associées aux télomères (Stampfer 

et al. , 2001) . 

Nous avons donc montré que des fibroblastes de poumon immortalisés avec la sous-unité 

catalytique hTERT développent les différents biomarqueurs de la sénescence suite à 

l'exposition à une concentration subcytotoxique d'H20 2. La présence de l'activité télomérase 

chez des fibroblastes n'empêche donc pas l'apparition de la SIPS. Ces résultats , en accord 

avec ceux obtenus lors d'autres travaux (de Magalhaes et al., 2002) (Gorbunova et al., 2002) 

(Matuoka et al., 2002) nous indiquent que contrairement à la sénescence réplicative, le 

raccourcissement des téloméres n'est pas indispensable à la mise en place de la SIPS et 

que d'autres mécanismes doivent y participer. Nous avons également montré que la voie dê 

transduction du signal dirigée par une surexpression du TGF-1?.1 n'est pas impliquée dans 

l'apparition du phénotype de SIPS chez les cellules IMR-90 hTERT. 
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Etude du rôle de p38MAPK dans les changements d'expression génique induits 

par un stress subcytotoxigue à l'H202 

Sachant que ni le raccourcissement des télomères, ni une surexpression du TGF-r..1 ne sont 

indispensables à la mise en place de la SIPS chez les FHDs IMR-90 hTERT stressés sous 

H20 2, nous avons voulu caractériser de façon plus compléte l'état de ces cellules èn 

sénescence prématurée induite sous H20 2 en étudiant leur profil d'expression génique. Ainsi , 

en collaboration avec la société Eppendorf Array Technologies, nous avons développé èt 

validé un damier à ADN de faible densité nommé "DualChip Human Aging". Celui-ci nous a 

permis d'étudier le niveau d'expression de 240 génes impliqués dans l'établissement de la 

sénescence et la réponse au stress. D'autre part, sachant que p38MAPK était activée lors de la 

sénescence induite sous H20 2 chez les FHDs IMR-90 (Frippiat et al. , 2002), il nous semblait 

intéressant de vérifier si p38MAPK était également impliquée dans notre modèle. Nous avons 

observé une augmentation du niveau de phosphorylation de p38MAPK chez les FHDs IMR-90 

stressés. Cette activation, qui apparaît directement aprés le stress, se maintient au moins 72 

h aprés ce même stress. Nous avons également montré que l'inhibition de p38MAPK par le 

SB203580 empêche l'apparition d'une morphologie sénescente et diminue le nombre de 

cellules présentant une activité SA r..-gal lors de la sénescence induite sous H20 2. Pàr 

contre, p38MAPK ne semble pas intervenir dans l'arrêt de prolifération observé à 72 h aprés le 

stress. En effet, l'inhibition de p38MAPK n'a pas eu d'effet sur l'incorporation de thymidine 

tritiée, suggérant que d'autres mécanismes sont responsables de l'arrêt de croissance. Afin 

d'élargir nos connaissances concernant le rôle de p38MAPK dans notre modèle, nous avons 

établ i et comparé différents profils d'expression génique. Ceux-ci nous ont permis d'identifier 

plusieurs gènes dont la transcription est contrôlée par p38MAPK_ Pour une facilité de 

compréhension , nous avons classé les gènes étudiés selon leur fonction principale connue 

(Figure 21 ). 
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PROLIFERA DEFENSE ~ 

Proaroliféralif 

MDM2(+) 

~'rnlbère (JDN 
ODC (+) 
TK(-) 

TYMS(-) 
Dtll'R(-) 
RRMI (-) 

Cvcle cell11/aire 
Cyclin G (+) 
Cyc li n D3 (-) 
CyclinBI (-) 

CDK2 (-) 
CDK4(-) 
PLK (-) 

POLA2 (-) 
E2F I (-) 

TFAP2(-) 

Anliprpliféra1if 

P2 1 (+) 
GADD l 53 (+) 

IGFBP2 (+) 
IGFBP3 (+) 

IGFBPS (-/+) 

~ ~ 

COLIA I (-) MMP I(+) 
COL3A I (-) MMP2 (+) 

Fibronectine {-) MMPl4(+) 
Osteonectine (-) PLAU(+) 

Thrombospondioe (-· TIMPI (-) 
TPA (-) TIMP2 (-) 

SM22 (-/+) 

Proaooo1otiaue Antiaooatotiouc 

Bax (+) 
Cathepsin D (+) 

Caspase 8 (-) 

Bcl-x (+) 
IL II (+) 

COX-1(-) 
COX-2(+) 

Façteur de croissance 
CTGF(-/+) 

HB-EGF (+) 

Enzyme onhruwlante 
HMOX (+) 
GPX(+) 
AOP2(+) 

liSJ.'. 
HSP70B (+) 
HSP90A (+) 

Kmase de ureu 
JNK2 (+) 

Enzyme de rJparation 
ADPRT(-) 
MSRA (-) 

ARRET CYCLE CELLULAIRE 11 MORPHOLOGIE SENESCENTE 1 ~I _____ S_lJR_VIE __ C_E_L_LUL_AIRE _____ ~ = 

Figure 21 : Gènes dont l'expression varie lors de la sénescence induite prèmaturèment par un stress 

sous H2O2 . (+) : gènes surexprimès après le stress; (-): gènes rèprimès après le stress; (surlignage 

gris): gènes dont l'expression est dépendante de p38MAPK . 
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Diminution de la capacité proliférative 

Lors de la sénescence réplicative mais aussi suite à des stress oxydatifs subcytotoxiques; 

une hypophosphorylation de Rb est observée permettant l'interaction de Rb avec le facteur 

de transcription E2F. Cette association est responsable de l'arrêt du cycle cellulaire en phasê 

G1 . Afin de mieux comprendre les grandes lignes de la régulation de cycle cellulaire eri 

sénescence prématurée induite sous H20 2, nous avons donc étudié le niveau d'ARNm dè 

plusieurs gènes clés. Nous avons montré que suite à un stress subcytotoxique sous H20 2; 

les niveaux d'ARNm des cyclines D3, B1 , des CdK2 et 4, de la polymérase A2 et d'E2F1 

diminuent en comparaison aux FHDs IMR-90 hTERT non stressés. Nous observons 

également une diminution du niveau d'ARNm de gènes impliqués dans la synthèse de l'ADN 

tel que la thymidine kinase (TK), la thymidylate synthétase (TYMS), la dihydrofolate 

réductase (DHFR) et la ribonucléotide-réductase M1 (RRM1). Ces gènes, indispensables à 

la progression du cycle cellulaire, sont également réprimés chez les fibroblastes Wl-38 

sénescents (Cristofalo et al. , 1998). Face à la répression de ces gènes pro-prolifératifs, nous 

mesurons que le niveau d'ARNm de p21wAF-1 
, d'IGFBP-3, d'IGFBP-5 et de Gadd153 

augmentent après le stress. Récemment, on a montré que la surexpression d'IGFBP-3 induit 

l'apparition de l'activité SA 1).-gal et l'arrêt de croissance chez des fibroblastes Wl-38 

stressés à l'éthanol et au tert-butylhydroperoxyde (t-BHP) (Pascal, soumis pour publication). 

Gadd153, quant à lui , voit son expression fortement induite en réponse à divers stress 

cellulaires tel que l'hypoxie (Han et al., 2005) et les stress oxydatifs (Guyton et al., 1996) 

(Tang et al. , 2002) (Lai et al. , 2005). Ce facteur de transcription est capable de bloquer lé 

cycle cellulaire. En effet, la microinjection de Gadd153 dans les fibroblastes murins NI H-3T3 

induit un arrêt du cycle en fin de phase G11S (Barone et al., 1994). 

A l'exception de la thymidylate synthétase (TYMS) et d'E2F1, le niveau d'expression des 

gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire n'est pas affecté par l'inhibition dê 

p38MAPK chez les FHDs IMR-90 hTERT stressés. Ces résultats suggèrent que p38MAPK n'est 

pas responsable de l'expression de ces gènes, et confirment ainsi les données déjà 

obtenues concernant le fait que p38MAPK n'intervient pas dans l'arrêt prolifératif observé lors 

de la SIPS. 

Morphologie sénescente 

Lors de la sénescence réplicative, la synthèse de plusieurs métalloprotéinases matricielles 

(MMPs) est augmentée alors que l'expression de protéines dénommées TIMPs (Tissue 

lnhibitors of Metalloproteinases) diminue (Mawal-Dewan et al , 2002) (Zeng et al., 1996) 
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(Bizot-Foulon et al., 1995). Les MMPs sont des endopeptidases (collagénases, élastases, 

stromélysines, gélatinases) responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire 

(MEC). Une étude in vivo réalisée sur des échantillons de peau humaine non exposés au 

soleil nous apprend qu'une réduction importante de la synthèse de collagène apparaît avec 

l'âge du donneur (Varani et al. , 2000) alors que le niveau d'activité des MMPs est augmenté. 

Ces changements d'expression contribuent au remodelage de la MEC et permettent 

d'expliquer en partie les changements morphologiques observés par Bayreuther chez les 

fibroblastes sénescents (Bayreuther et al. , 1988). Qu'en est-il de la sénescence prématurée 

induite sous H20 2 et du rôle de p38MAPK dans l'établissement d'une morphologie 

sénescente? 

Contrairement aux gènes impliqués dans l'arrêt du cycle cellulaire, nous observons que 

plusieurs gênes impliqués dans la synthèse ou la dégradation de la MEC sont régulés par 

p38MAPK chez les fibroblastes IMR-90 hTERT. En effet, nous observons une augmentation 

dépendante de p38MAPK du niveau d'ARNm des métalloprotéinases 2 (MMP-2) et 14 (MMP-

14) ainsi que de la protéase activatrice de MMPs, PLAU su ite à un stress sous H20 2 . MMP-2 

est une gélatinase capable de dégrader divers composants de la MEC dont les gélatines, 

l'élastine, la fibronectine, les collagênes 1, IV, V, VII , X, X I. MMP14, quant à elle, est une 

enzyme associée à la membrane plasmique et participe au mécanisme d'activation de la 

MMP2 (Nagase et al., JBC 1999) (McCawley et al., 2001 ). Nous avons éga lement montré 

que de nombreux gênes codant pour des constituants de la MEC voient leur niveau 

d'expression diminuer chez les fibroblastes IMR-90 hTERT stressés. En effet, nous 

observons une diminution dépendante de p38MAPK du niveau d'ARNm de la fibronectine, de 

l'ostéonectine, de SM22, du tissue plasminogen activator (TPA) et de la thrombospondirîe 

après stress. Par contre, l'inhibition de p38MAPK ne semble pas affecter la répression de l'a-1 

procollagène de type 1 (Col1A1), l'a-1 procol lagène de type Ill (Col3A1), ni la surexpressiôn 

de la MMP-1. Ces résultats suggèrent que p38MAPK modifie la balance synthèse/dégradation 

de la MEC. Il est donc possible que p38MAPK intervienne dans la perte d'homéostasie de là 

MEC observée lors de la sénescence réplicative et lors du vieillissement in vivo. Une 

diminution du niveau relatif d'ARNm des inhibiteurs de MMPs, TIMP-1 et TIMP-2 observée 

lors de la SIPS sous H 20 2 tend à soutenir cette hypothèse. Il serait donc intéressant de 

confirmer ces résultats au niveau protéique et de mesurer l'activité enzymatique des MMPs 

par zymographie. 
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Survie cellulaire 

Les cellules ont érigé divers systèmes de défense visant à contrôler leur niveau de ROS. 

Ainsi , il était peu surprenant de constater que de nombreux gènes de réponse aux stress 

voient leur niveau d'ARNm augmenter après un stress sous H20 2. Parmi ces gènes, on 

retrouve trois gènes codant pour des protéines antioxydantes: la glutathion peroxydasé 

(GPX), la protéine anti-oxydante 2 (AOP2 ou peroxyredoxine VI) et l'hème oxygénase 

(HMOX). La glutathion peroxydase décompose l'H20 2 en utilisant comme donneur d'électron 

le gluthation, un tripeptide présent en grandes quantités dans les cellules. La protéine anti

oxydante 2, également nommée peroxyredoxine VI , contribue aussi à éliminer les 

peroxydes. Nous avons montré que l'expression de ces deux enzymes est contrôlée au 

niveau ARNm par p38MAPK_ L'hème oxygénase-1 , quant à elle, contribue à augmenter le 

niveau de ferritine (Vile et al. , 1994). La ferritine, en séquestrant le fer intracellulaire, diminué 

la capacité du fer à produire des radicaux hydroxyles. 

Nous avons également observé la surexpression de deux gènes de la famille des "heat 

shock proteins", Hsp70 beta et Hsp90 alpha. Ces protéines de choc thermique sont 

synthétisées en abondance lorsque les dégâts cellulaires sont importants. Elles empêchent 

les protéines dénaturées de former des agrégats insolubles et les aident à recouvrer leur 

conformation native et leur fonction normale (Hartl et al., 1996) (Hartl et al. , 2002). Les Hsp 

contribuent ainsi à maintenir les cellules en bon état. Des études sur des mouches 

transfectées avec le gène codant pour l'Hsp70 montrent un lien direct entre les Hsp et la 

longévité. En effet, la durée de vie de ces mouches est significativement accrue (Tatar et al., 

1997). 

Nous constatons que plusieurs gènes pro ou anti-apoptotiques voient leur expression varier 

suite à un stress chez les FHDs IMR-90 hTERT. En effet, les gènes pro-apoptotiques BAX 

et la cathépsine D (Kagedal et al., 2001) sont surexprimés après un stress sous H20 2 ainsi 

que les gènes anti-apoptotiques Bel-X et l'interleukine 11 (IL-11). La concentration en H20 2 

utilisée dans ce travail étant subcytotoxique, un équilibre entre les signaux pro et anti

apoptotique semble donc être instauré. De plus, il a été montré que l'expression de hTERT 

chez des FHDs IMR-90 protège ces cellules contre l'apoptose. En effet, le processus de 

réparation dirigé par la télomérase (ajout de répétitions télomériques à la fin des 

chromosomes) serait capable de masquer partiellement les dommages à l'ADN à la 

machinerie apoptotique mais serait toutefois incapable de réparer les dommages globaux de 

l'ADN et donc n'empêcherait pas les cellules d'entrer en SIPS (Gorbunova et al., 2002). 

Nous montrons également que p38MAPK est responsable de la répression de la caspase 8 

ainsi que de la surexpression de Bcl-x et de IL-11 . IL-11 est une cytokine qui confére une 
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protection cellulaire à différents tissus tel que le poumon. En effet, les poumons de souris 

surexprimant IL-11 sont plus résistants face aux effets toxiques de l'hyperoxie (Waxman èt 

al., 1998). De plus , il a été montré que IL-11 empêche les cellules endothéliales d'entrer ën 

apoptose suite à un stress cytotoxique sous H20 2 (Wax man et al., 2003). Selon Wax man, la 

capacité de IL-11 d'inhiber la protéine p53 (Du et al., 1997) et de réguler l'expression du 

gène anti-apoptotique Bcl-x (Schwarze et al. , 1995) expliquerait en partie le rôle 

cytoprotecteur de cette cytokine. 

Nous avons donc montré que l'activation de p38MAPK chez les FHDs IMR-90 hTERT en 

sénescence induite sous H20 2 est responsable de la surexpression de plusieurs gênés 

codant pour des enzymes antioxydantes, des protéines de choc thermique, des cytokines él 

des facteurs anti-apoptotiques. p38MAPK participe donc à la mise en place de la réponse au 

stress oxydatif et par conséquent à la survie cellulaire. 
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Etude du rôle de COX-2 dans l'apparition du phénotype sénescent 

Au moment où nous avons commencé ce travail , il était établi que des fibroblastes de dermè 

surexprimant le facteur de transcription c-Rel, entraient dans un état de sénescence 

prématurée suite à la surexpression subséquente de la cyclooxygénase 2 (COX-2) (Bernard 

et al. , 2001 ). D'autre part, des travaux récents réalisés par Han et al montrent que l'i nhibition 

de COX-2 par l' inhibiteur chimique spécifique NS-398, retarde l'entrée des fibroblastes en 

sénescence (Han et al., 2004). Suite à ces observations, nous nous sommes demandés si 

COX-2 était surexprimée chez des fibroblastes IMR-90 hTERT après un stress 

subcytotoxique sous H2O2 et si elle pouvait induire l'apparition de l'activité SA J:l.-gal et l'arrêt 

prol itératif. 

Nous avons montré que la quantité d'ARNm et protéique de COX-2 augmentait à 24 h après 

le stress sous H2O2 pour se maintenir à un niveau élevé pendant plus de 72 h après le 

stress. Nous avons également observé une nette augmentation de la quantité de PGE2 

libérée dans le milieu extracellulaire de 24 à 72 h après le stress, témoignant de l'activité 

biochimique de COX-2 dans notre modèle. Pour ces raisons, nous avons testé si là 

neutralisation de COX-2 pouvait empêcher l'apparition des biomarqueurs de la sénescence 

induite prématurément par les stress. Dans ce but, deux approches techn iques ont été 

privilégiées. D'une part, nous avons incubé les FHDs IMR-90 hTERT avec un inhibiteur 

spécifique de COX-2 (NS-398) avant, pendant et après que les cellules aient été soumises à 

un stress sous H2O2. D'autre part, nous avons inhibé, de manière transitoire, l'expression de 

COX-2 par l'utilisation d'ARN interférants. Quelque soit l'approche utilisée, nous avons 

montré que l'apparition des biomarqueurs de la sénescence est beaucoup moins marquée, 

que ce soit au niveau de l'activité SA J:l.-gal ou de l'arrêt prolifératif. Par contre, la 

neutralisation de COX-2 n'a pas eu d'effet sur le niveau d'expression de p21WAF· 1
. Ce dernier 

résultat va à l'encontre de l'hypothèse du contrôle de la surexpression de p21wAF-1 par COX-

2. Il est donc plausible que plusieurs voies participent à l'arrêt du cycle cellu laire observé 

suite à un stress sous H2O2. Selon cette hypothèse, on aurait d'une part, l'activation de 

p21 WAF-1 indépendante de p53 et conduisant à l'hypophosphorylation de Rb, et d'autre part, 

l'activation de COX-2 menant également à l'arrêt prolifératif. Les voies de signa lisation par 

lesquelles COX-2 induit l'arrêt prolifératif des fibroblastes IMR-90 hTERT n'ont pas été 

explorées dans ce travail. Toutefois, plusieurs pistes sont à envisager comme par exemple 

celle de la protéine kinase A (PKA). L'activation de la PKA est liée à COX-2 et plus 

particulièrement à la PGE2 En effet, en se liant à son récepteur de type EP, la PGE2 va 

induire une augmentation de la production d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) 

via l'activation de l'adénylate cyclase (Narumiya et al. , 1999) (Crider et al., 2000) (Hoshino et 
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al. , 2003). L'AMPc est un messager secondaire indispensable à l'activation de la PKA. Chez 

les cellu les lymphocytaires, l'activation de la PKA par la forskoline, induit un arrêt du cyclê 

cellulaire en fin de phase G1. Celui-ci apparaît suite à la surexpression de p27war-1 et à lâ 

répression de la cycline D3 (Van Oirschot et al , 2001) . Chez les FHDs IMR-90 hTERT 

soumis à un stress subcytotoxique sous H20 2, la cycline D3 est réprimée. De plus, la PKÀ 

est activée suite à un stress oxydatif comme cela a été démontré dans les cellules 

neuronales (Echeverria et al. , 2005). Cela signifie donc que la PGE2 libérée jusqu'à 72 h 

après le stress pourrait activer la voie de la PKA conduisant à l'arrêt du cycle cellulaire chêz 

les FHDs IMR-90 hTERT. 

Face à ceci, il a été montré que l'expression et l'activité de COX-2 augmentent lors de la 

sénescence réplicative (Hayek et al. , 1997) (Kim et al., 2000) (Han et al., 2004). Selon Han 

et al., l'inhibition de COX-2 par le NS-398 empêche la surexpression de p53 et la répressiôlî 

de PCNA (Han et al., 2004). PCNA est un cofacteur de l'ADN polymérase et est donc 

essentiel à la prolifération cellulaire (Zhang et al., 1993). D'autre part, la surexpression dê 

COX-2 chez les cellules mésangliales induit l'augmentation du niveau protéique de p21WAF-1 

et p27KIP-1 ainsi que du facteur de transcription p53 (Zahner et al., 2002) . Ces différentes 

voies représentent donc un intérêt tout particul ier et permettraient d'expliquer en partie l'arrêt 

de prolifération induit par la COX-2 chez les FHDs soumis à un stress sous H20 2. 

Comment COX-2 est-elle activée suite à un stress sous H20 2 ? 

L'étude transcriptomique réalisée en condition de stress et en présence ou non de 

l'inhibiteur de p38MAPK nous a appris que l'expression de COX-2 est dépendante de p38MAPK 

chez les fibroblastes IMR-90 hTERT. Cette re lation entre p38MAPK et COX-2 avait déjà été 

mise en évidence par plusieurs auteurs (Lasa et al., 2000) (Fiebich et al., 2000) (Rockwell èt 

al., 2004) . Nous avons également montré que p38MAPK phosphoryle et active les facteurs de 

transcription ATF-2 et p53 chez les FHDs IMR-90 hTERT soumis à un stress sous H20 2. 

L'utilisation d'ARN interférants dirigés contre ces facteurs de transcription a permis de mettre 

en évidence leur implication dans la surexpression de COX-2 suite à un stress. Un effet 

activateur d'ATF-2 et de p53 sur l'expression de COX-2 avait déjà été observé (Han et al., 

2002). De plus, l'inhibition d'ATF-2 et de p53 empêche l'apparition des biomarqueurs de la 

SIPS. Notons que la protection engendrée par ces ARN interférants contre l'arrêt prolifératif 

est partielle confirmant que d'autres mécanismes sont aussi responsables de cet arrêt, 

comme l'inhibition progressive d'E2F par Rb su ite à la surexpression de p21 wAF-t_ Le fait que 

la surexpression de p21 WAF-1 est indépendante de p53 et d'ATF-2 dans notre modèle de 

SIPS renforce cette idée. En conclusion , nous avons montré que p38MAPK est phosphorylée 
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suite à un stress subcytotoxique sous H20 2. Cette activation conduit à la surexpression dé 

COX-2 via l'activation des facteurs de transcription ATF-2 et p53. 
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Relation entre COX-2 et la voie de p38MAPK 

A travers notre travail , nous avons suggéré une relation étroite entre p38MAPK et COX-2. 

Nous avons démontré que p38MAPK est responsable de la surexpression de COX-2 suite à 

un stress subcytotoxique sous H20 2. lnversément, l'équipe de Faour a montré que COX-2, 

via la synthése de PGE2, pouvait activer la voie de p38MAPK chez des fibroblastes stimulés 

avec de !'interleukine 1 (I L-1) (Faour et al., 2001 ). D'autre part, l'ajout de PGE2 dans le milieu 

extracellulaire induit l'expression de COX-2 chez des cellules musculaires lisses (Bradbury 

et al., 2003). Il serait donc intéressant d'étudier la relation PGEr p38MAPK dans notre modèle 

de stress. Si une activation de p38MAPK est observée suite à la libération de PGE2 dans le 

mi lieu de culture, cela suppose un système de boucle où p38MAPK serait à la fois 

responsable de la surexpression de COX-2 et la cible de celui-ci . Cette boucle rétroactive 

permettrait d'expliquer pourquoi COX-2 et p38MAPK restent activés jusqu'à 72 h après le 

stress et donnerait également des indices quant au caractère irréversible de la SIPS. 

D'autres liens entre p38MAPK et COX-2 restent possibles et méri tent d'être explorés. A travers 

le premier manuscrit , nous avons clairement montré que p38MAPK, en régu lant l'expression 

de certains gènes, participe à la survie cellulaire ainsi qu'au remodelage de la MEC 

apparaissant lors de la sénescence induite sous H20 2 . Parmi les gènes dont l'expression est 

contrôlée par p38MAPK, plusieurs peuvent également être régu lé par COX-2. En effet, Choi et 

son équipe ont récemment montré que l'activation de COX-2 en réponse à IL-113, induit la 

surexpress ion de la MMP-2 chez des chondrocytes humains {Choi et al., 2004). De plus, 

l'inhibition de COX-2 empêche l'expression de diverses MMPs au niveau de plusieurs 

souches de cellules cancéreuses (Pan et al., 2001 ) (Dohadwala et al., 2002) (Wagenaar

Miller et al., 2003). A côté de ce là, plusieurs équipes ont montré que COX-2, tout comme 

p38MAPK, protège les cellules contre l'apoptose (Tsuji & Dubois., 1995) (Hoshino et al., 2003) 

{Choi et al., 2005). Selon Han et al. , la surexpression de COX-2 chez des fibroblastes 

stressés sous H20 2 régulerait l'expression des gènes anti-apoptotiques Bcl-x et Bcl-2 et 

empêcherait l'activation de la caspase 3 (Han et al., 2002). Il serait donc intéressant de 

vérifier si les gènes dont l'expression est dépendante de p38MAPK en condition de stress , 

voient leur niveau d'expression varier lorsque l'on inhibe l'activité de COX-2. Si cela est 

confirmé, cela sous-entendrait que l'activation de p38MAPK chez les FHDs IMR-90 hTERT en 

SIPS régulerait l'expression de plusieurs gènes suite à la surexpression de COX-2. 

Notre travail permet de proposer un modèle moléculaire d'établissement de la sénescence 

induite prématurément par un stress sous peroxyde d'hydrogène (Figure 22) . p38MAPK, 

phosphorylé et activé suite à un stress sous H20 2, contrôle l'expression de plusieurs gènes 
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codant pour des MMPs, des constituants de la MEC, des enzymes antioxydantes, des 

protéines de choc thermique, des cytokines et des facteurs anti-apoptotiques. Ces 

changements d'expression suggèrent que p38MAPK participe au remodelage de la MEC et à 

la mise en place de la réponse au stress oxydatif. p38MAPK est également responsable de la 

surexpression de COX-2 suite à l'activation des facteurs de transcription ATF-2 et p53. Une 

fois surexprimé et activé, COX-2 induit l'apparition de la SA B-gal et l'arrêt du cycle cellulairê 

via la synthèse de PGE2. En outre, la PGE2 est capable de maintenir à long terme 

l'activation de p38MAPK, établissant ainsi une boucle fermée entre COX-2 et p38MAPK (Faour 

et al., 2001). Enfin , nous avons également montré que p21 wAF-1, dont la surexpression est 

indépendante de p53, participe également à l'arrêt de prolifération observé chez les cellules 

en sénescence prématurée induite sous H20 2. 
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SIPS, inflammation et vieillissement 

Depuis quelques années, il est devenu évident que l'arrêt du cycle cellulaire induit par dès 

télomères courts n'est pas le seul inducteur d'un phénotype sénescent. En effet, la 

sénescence peut être induite par la surexpression d'oncogènes, par des stress oxydatifs, 

par des dommages à l'ADN ou par des changements au niveau de la chromatine (Toussaint 

et al., 2000). La question sous jacente à ces données est la suivante: Comment ces 

différents processus contribuent-ils au vieillissement de l'organisme? Selon certains auteurs, 

la sénescence réplicative participerait au vieillissement des tissus à potentiel prolifératif 

élevé tel que les endothéliums et les tissus lymphoïdes. Avec l'âge, un déclin dans la 

réponse proliférative des lymphocytes Ta été observées in vivo et in vitro (Makinodan et al. , 

1998) (Weng el al. , 1998). Ce déclin se manifeste chez les personnes âgées par unè 

fragilité excessive face aux infections (Pawelec el al. , 1998) (Lloberas et al., 2002). En ce 

qui concerne les fibroblastes, il est plus que probable qu'ils n'atteignent jamais la limite de 

leur capacité proliférative in vivo. Une population de fibroblastes provenant d'individus âgés 

réalise encore 1 O à 20 passages en culture suggérant que cette population dispose toujours 

de 20 à 40 % de son potentiel prolifératif de départ (Campisi et al., 1996). La sénescence 

induite prématurément par des stress semble donc être la principale cause des 

changements observés lors du vieillissement in vivo. Le fait que la sénescence prématurée 

causée par un stress oxydatif est indépendante du raccourcissement des téloméres facilite 

cette vue (de Magalhaes et al., 2002) (Gorbunova et al., 2002) (Matuoka et a/.,2002). 

Au cours de notre vie, nos cellules sont confrontées à des stress oxydalifs d'une intensité 

anormalement élevée. Par exemple, nos pneumocytes peuvent être stressés par la pollution 

atmosphérique, l'ozone, la fumée de tabac. Nos cellules cutanées sont soumises aux 

rayonnements ultraviolets. Des circonstances particulières telles que l'ischémie-reperfusion, 

la surconsommation d'alcool, de fer et de graisses polyinsaturées génèrent éga lement dès 

stress oxydatifs (Toussaint et al., 2002). Tous ces stress sont susceptibles d'engendrer des 

processus d'inflammation qui semblent quant à eux fortement liés à la SIPS. En effet, une 

proportion plus importante de fibroblastes en SIPS a été observée près de sites 

d'inflammation d'ulcères de la jambe (Mendez et al., 1998). Dans les fluides de ces ulcères, 

on trouve des concentrations élevées en cytokines pro-inflammatoires IL-1 a et tumor 

necrosi_s factor-a (TNF-a) (Mendez et al. , 1998). Il a été observé in vitro que la stimulation 

répétée de FHDs de souche Wl-38 au moyen de IL-1a et de TNF-a provoque l'apparition 

des biomarqueurs de la SIPS (Dumont et al. , 2000). Ces cytokines ont été décrites comme 

favorisant la dégradation de la matrice extracellulaire. En effet, l'activation de COX-2 en 

réponse à des stimuli pro-inflammatoires induit la surexpression de diverses 
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métalloprotéinases (Choi et al., 2004). Il est donc possible que ces cytokines intervienneht 

dans la perte d'homéostasie de la matrice extracel lulaire observée lors du viei ll issement in 

vivo de ce rtains types cellu laires ou de certains tissus, tel que le tissu conjonctif. 

L'augmentation de la production de molécu les inflammatoires lors du viei ll issement est un 

phénoméne communément appelé "lnflammaging" (Franceschi et al., 2000) (De Martinis et 

al., 2005). Cet état se caractérise par une réponse inflammatoire chronique s'accompagnant 

d'une destruction tissulaire et d'une tentative de réparation des dommages. Celui-ci est 

associé à de nombreuses conditions pathologiques tel que la maladie d'Alzheimer, dè 

Parkinson, l'athérosclérose, le diabéte de type Il ou encore le cancer. 

Selon certains auteurs, les personnes âgées dont l'état inflammatoire serait contrôlé, 

auraient une qualité de vie élevée et une santé fonctionnelle correcte. Plusieurs études ont 

d'ailleurs démontré un lien direct entre la longévité et le polymorphisme des cytokines, 

suggérant que les individus génétiquement prédisposés à produire de faibles quantités dê 

cytokines inflammatoires et des quantités importantes de cytokines anti-inflammatoirès 

auraient une espérance de vie plus élévée (Bonafe et al., 2001) (Lio et al., 2004) (Caruso et 

al. , 2005). La prise de molécules anti-inflammatoires constituerait donc un des traitements 

pour empêcher ou retarder les manifestations cliniques des maladies liées au viei ll issement. 
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Annexe: Liste de gènes représentés sur le damier à ADN "Dualchip Human Aging" 

Symbo l Gene Fonction générale 

ADAM1 A disintegrin and metatloproteinase domain1 Matrice extracellulaire 
ADPRT polysynthetase Réparation ADN 

ANX1 Annexin1 Différentiation {Kératinocyte) 

AOP2 Anli--Oxidant-protein2 Système de défense 
APOE ApoliproteinE Matrice extracellulaire 

APOJ ApoliproteinJ Système de défense 

AREG Amphregulwl Facteur de croissance 

ATM Alaxia telangiectasia mutated Cycle cellulaire/ duplication ADN 

BAT1 Nuclear-RNA-helicase Réparation ADN 

BAX BCL2-associated X protein Apoptose(+) 

BCL2 B-cen tymphoma2 Apoptose(-) 

BCLX BCLX Apoptose(-) 

BMP2 Bone morphogenetic protein2 Apoptose 

BRCA2 Breast cancer2 Cycle cellulaire/ duplication ADN 

CANX calnexin Cycle cellulaire/ duplication ADN 

CASP7 caspase7 Apoptose(+) 

CASP8 Caspase8 Apoptose(+) 

CCNA1 cyclM1 Cycle cellulaire/ duplication ADN 

23kd 23KDa H,ghly basic prote1n HouseKeep,ng gene 

CCNB1 cyclinB1 Cycle celkJtai"e/ duplication ADN 

CC ND1 cyclw1D1 Cycle cellulai"e/ duplication ADN 

CC ND2 cyclinD2 Cycle celh.Jlai"e/ duplication ADN 

CCND3 cyclin03 Cycle cellulai"e/ duplication ADN 

CCNE1 CyclinE Cycle cellulaire/ duplication ADN 

CCNF CyclinF Cycle celtulaire/ duplication ADN 

CCNG CyclinG Apoptose 

CCNH cycJiiH Cycle cellulai"e/ duplication ADN 

CDC42 CeH divisK>n cycle42 Morphologie 

CDK2 Cycrtn dependent kNse2 Cycle celtulaire/ duplication ADN 

CDK4 Cyclin dependent kinase4 Cycle celtulaire/ duplication ADN 

CENPA centromere-protein-A Organisation chromosomique 

CENPF mitosn Organisation chromosomique 

C-FOS c-fos Cycle cellulaire/ duplication ADN 

CKB creatin-kinase-brain Métabo lisme énergétique 

COL 15A1 cottagenXV-alpha1 Matrice extracellulaire 

COL1A1 Collagen1-alpha1 Matrice extracellulaire 

Aldo Aldolase A. HouseKeeprng gene 

COL3A1 collagenll l-alpha1 Matrice extraœUulai"e 

COL6A2 collagenVl-alpha2 Matrice extracellulai"e 

COX1 Prostaglandin endoperoxidase synthase1 lnflammaUon 

COX2 Prostaglandin endoperoxkfase synlhase2 Inflammation 

Tubu A1pha-tubutin HouseKeepH'lg gene 

CROC1A Ubiquitin conjugalîng enzyme E2 variant 1 Cycle cellulai"e/ duplicalion ADN 

CST6 cystatin-M Matrice extracellulaire 

CTG F Connective tissue growth factor Cycle cellulaire/ duplication ADN 

CTSD cathepsJlD Matrice extraceHulaire 

CTSH cathepsJlH Matrice extraceHulaire 

CTSS cathepsJlS Matrice extracellulaire 

CTSZ cathepsJll. Matrice extracellula ire 

CYT2A Keratin2 Différentiation (Kératinocyte) 

DHFR Dihydrofolate reductase Cycle cellulaire/ duplication ADN 

DPT dermatopontin Matrice extrace11ulaire 

DSG1 desmoglein1 Différentiation (Kératinocyte) 

E2F1 E2F transcription factor1 Cycle cellulai"e/ dupl ication ADN 

E2F5 E2F transcription factors Cycle cellulaire/ duplication ADN 

EAR1 Nuclear receptor subfamily1 , group O. member 1 Cycte cellulaire/ duplication ADN 

EF1A Eukaryotic translation elongation factor-alpha1 Organisation chromosomique 

EGR1 Earty grow1h response1 Système de défense 

EGR2 Early growth response2 Cycle celk.Jlai"e/ duplication ADN 

EGR3 Earty growth response3 Sysléme de défense 

EIF-4A Eukaryotic translation init iation factor 4A Traduction 

ACTB Bela-Actm HouseKeep111g gene 

ELN elastin Matrice extracellulaire 

EPC1 Enhancer of polycomb1 Cycle cellulaire/ duplication ADN 

141 



ETFB 

EWSR1 

FE65 

FES 

FLG 

FMOD 

FN1 

G6PD 
GAA 

GADD153 

GLB1 

GMCSF 

GPX 

GRB2 
GSTP1 
GSTT1 

H2B/S 

H4FM 

HBEGF 

HLF 

HMOX 

HSP27 

HSP40 

HSP70 

HSP70B 

cyc 

HSP90-alpha 

ICAM-1 

ID1 
ID2 

IFNG 

IGF1 
IGF1R 

IGFBP2 

IGFBPJ 

IGFBPS 

IL10 

IL 11 

IL11RA 

IL12 

IL15 
GAPD 

IL1A 

IL1B 

IL2 

Ill 

IL4 

IL6 

IL8 

INT6 

IVL 

JNK1 

JNK2 
JNKK1 

JUND 

KNSL5 

KNSL6 

KRT1 
HK1 

KRT10 

KRT14 

KRT1 6 

KRT17 

HPRT 

KRT19 

KRT6A 

MAX 

MCM2 

MDM2 

electron-transfert-flavoprote in-beta 

Ewing sarcoma breakpoint reg ion 1 

Fe65 

Feli'le sarcoma oncogene 
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lnterleukin 10 

lnterleukin 11 

lnlerleukin 11-receplor-a lpha 
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