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Study of the molecular mechanisms of the premature senescence
induced by subcytotoxic oxidative stress with hydrogen peroxide

Frippiat Christophe

Summary :

Exposure of human dipoid fibroblasts to subcytotoxic oxidative stress induces the appearance
of several biomarkers of replicative senescence like senescent-associated B-galactosidase SA
f3-gal), senescent morphology, cell cycle arrest and retinoblastoma protein (Rb)
hypophosphorylation. This led to the concept of stress-induced premature senescence (SIPS).

In this work, we have studied the molecular mechanisms responsible for the appearance of
several biomarkers of the replicative senescence after stress like SA B-galactosidase,
senescent morphology, cell cycle arrest and overexpression of fibronectin, osteonectin,
apolipoprotein J and SM22.

We showed that treatment of IMR-90 HDFs with H,0, at subcytotoxic level leads to the
activation of the p38"** signalling cascade, activation of transcription factor ATF-2, which in
turn induces the overexpression and the release of TGF-A1 protein in the culture medium.
Then TGF-B1 released in the medium keeps p38™** activated. Concomitantly, the
retinoblastoma protein (Rb) becomes hypophosphorylated and physically binds ATF-2. This
second step is responsible for the appearance of the biomarkers of senescence. Neutralization
of the TGF-81 release, using antibodies added in the medium, or the degradation of Rb due to
overexpression of the papillomavirus protein E7 allows to block the appearance of SA--
galactosidase activity, senescent-morphology and the overexpression of the four genes cited
above but not the cell cycle arrest.

This work provides a strong basis for the explanation on how human diploid fibroblasts
undergo stress-induced premature senescence after exposure to subcytotoxic H,O, stress.




Etude des mécanismes moléculaires de la sénescence cellulaire induite
prématurément par un stress subcytotoxique oxydatif sous peroxyde
d'hydrogene

Frippiat Christophe

Résumé :

L’exposition de fibroblastes humains diploides a des stress oxydatifs subcytotoxiques induit
1’apparition de certains biomarqueurs de la sénescence réplicative tels que I’activité B-
galactosidase associée a la sénescence (SA B-galactosidase), la morphologie sénescente, un
arrét du cycle cellulaire et I’hypophosphorylation de la protéine du rétinoblastome (Rb). Cette
observation a conduit au concept de sénescence induite prématurément par les stress (SIPS).

Dans ce travail, nous avons étudié les mécanismes moléculaires responsables de I’apparition
de ces biomarqueurs de la sénescence réplicative suite a ces stress. Nous avons tenté de
comprendre les mécanismes conduisant a 1’apparition de la SA B-galactosidase, la
morphologie sénescente, 1’arrét du cycle cellulaire et la surexpression de I’ostéonectine, de la
fibronectine, de 1’apolipoprotéine J et de SM22.

Nous montrons que le traitement des fibroblastes humains diploides IMR-90 avec une dose
subcytotoxique d’H,0, active la cascade de la MAP kinase p38, ce qui active ensuite le
facteur de transcription ATF-2. ATF-2 activé déclenche alors la surexpression et la libération
dans le milieu de culture de TGF-B1. Ce TGF-B1 présent dans le milieu de culture maintient
Iactivation de la voie de p38. En méme temps, Rb devient hypophosphorylée et se lie a ATF-
2. Cette seconde étape est responsable de I’apparition des biomarqueurs de la sénescence suite
au stress. La neutralisation du TGF-B1 libéré dans le milieu de culture, par des anticorps
ajoutés dans la milieu de culture, ou la dégradation de Rb due a la surexpression de
I’oncoprotéine E7 du papillomavirus humain 16 permet de bloquer 1’apparition de la SA B-
galactosidase, de la morphologie sénescente et la surexpression des 4 génes cités ci-dessus.

Ce travail fournit donc une base pour expliquer comment des fibroblastes diploides humains
entrent en sénescence induite prématurément par les stress sous H,0, a une concentration
subcytotoxique.
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Chapitre 1: La sénescence réplicative.

1.1. Définition et historique.

Dés la fin du XIXe siecle, le postulat d'une relation entre le vieillissement de
I'organisme et le vieillissement cellulaire a fait son apparition. Weismann, en effet,
postulait déja que des tissus ou organes blessés ne pourraient pas indéfiniment se
réparer d’eux-mémes car la capacité proliférative cellulaire est limitée. 1l y aurait
donc une relation entre la perte du potentiel prolifératif cellulaire et le vieillissement
de 'organisme (Weismann, 1889).

Au début du XXe si¢cle, une nouvelle technique fit son apparition, révolutionna la
biologie et permit I'exploitation du concept de la relation du vieillissement cellulaire
comme cause du vieillissement de l'individu. Il s'agit de la culture cellulaire.

La premieére expérience réalisée fut celle d'Alexis Carrel. Celle-ci a eu un impact
profond dans I'étude du vieillissement, mettant & mal I'hypothése de Weismann.
Carrel suggéra que les cellules sont immortelles et se divisent de maniére infinie une
fois retirées de I'organisme (Carrel, 1912). En effet, il parvint a maintenir en culture
des cellules de cceur de poulet pendant 35 ans, de 1911 a 1946, durée de temps
nettement supérieure a la longueur de vie du poulet. Des efforts répétés afin de
vérifier les travaux de Carrel restérent vains. Plusieurs dizaines d'années plus tard,
différentes explications furent proposées. Entre autres, il a été suggéré que les
milieux de culture constitués d'extraits d'embryons contenaient des cellules vivantes,
qu’il était techniquement impossible a I’époque de retirer des extraits d’embryons.
Ainsi, a chaque renouvellement de milieu, I'expérimentateur introduisait de nouvelles
cellules dans la culture (Hayflick, 1977). Toutefois, l'idée que les cellules soient
immortelles semblait passée dans les connaissances acquises et incontestables.

Il fallut donc attendre 1961 et de nombreuses expériences pour que Hayflick et
Moorhead montrent que des fibroblastes de poumon feetal humain, placés en culture,
sont mortels.

Ils diviserent la durée de vie de ces cellules en trois phases. La phase I correspond a
la mise en culture des cellules a partir du tissu d'origine. Les cellules migrent a partir
de l'explant et colonisent toute la surface de la boite de culture. La phase II débute
lorsque les cellules sont repiquées pour la premiere fois. Cette phase se caractérise
par une prolifération rapide et vigoureuse. Durant la phase III, un déclin lent et
progressif de la vitesse de croissance est observé. Enfin, toute division cellulaire
cesse. C'est ce que I'on a appelé plus tard la sénescence réplicative. Ce stade non
prolifératif se termine aprés une période plus ou moins longue par la mort des cellules
(Hayflick, 1965; Hayflick and Moorehead, 1961) (Fig.1).

Toutefois, de nombreuses critiques ont été émises supposant que le vieillissement
cellulaire observé par Hayflick n'est dii qu'a des erreurs de manipulations. Afin de
déterminer si erreur il y avait, Hayflick et Moorhead ont mélangé et mis en culture
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Fig. 1: Diagramme montrant les trois phases successives de la vie d'une culture de fibroblastes
normaux (d'aprés Hayflick, 1977). La phase I se caractérise par la mise en culture d'un explant, la
migration des cellules vers I'extérieur et ['établissement d'une premiére population de cellules. La phase II débute
dés le premier repiquage et se caractérise par un taux de croissance exponentiel. Un ralentissement du rythme de
croissance survient ensuite, suivi par un arrét définitif des divisions cellulaires. Cet état de sénescence réplicative
se termine, aprés une période plus ou moins longue, par la mort des cellules (phase III).



des cellules humaines méles ayant déja effectué 40 passages en culture et des cellules
humaines femelles ayant réalisé 10 passages en culture. Sachant qu'il est facile de
distinguer les cellules méles des cellules femelles via le caryotype, ils ont pu
déterminer la durée de vie de chacun des "types" cellulaires mis en culture dans des
conditions parfaitement identiques. En paralléle, des cultures de cellules non-
mélangées ont été maintenues. Apres 10 doublements de population cumulatifs
(CPD: cumulative population doubling), ils constatérent que les cellules males
mélangées ou non ayant atteint les 50 passages en culture meurent tandis que les
cellules femelles poursuivent leur division pour encore 30 passages en culture. Ces
expériences ont montré que les cellules normales vieillissent en culture et qu'il ne
s'agit pas d'un artéfact technique (Hayflick, 1970).

Toutefois, aucune preuve ne venait montrer l'existence du vieillissement cellulaire au
sein de l'organisme. C'est pourquoi Hayflick et Moorhead ont congu une expérience
de transplantation. Si I'on préléve un morceau de peau a une souris agée et que l'on
greffe celui-ci sur une souris jeune, alors si les cellules sont immortelles, on doit
pouvoir greffer de multiples fois ce morceau de peau sur plusieurs souris dés que la
précédente devient dgée. La greffe doit donc survivre a son propriétaire légitime et
aux souris greffées.

Pour pouvoir distinguer aisément le greffon, Hayflick et Moorhead ont greffé un
morceau de peau de souris male sur des souris femelles compatibles.

Réalisant cette expérience, la réponse fut claire. Des cellules normales transplantées
dans des souris femelles sont mortelles comme les cellules de la souris héte
(Hayflick, 1996).

Une nouvelle fagon de voir le vieillissement était née. Dés lors, pour comprendre le
vieillissement de l'organisme, la sénescence réplicative a été étudiée, donnant

naissance 2 la cytogérontologie.

1. 2 Le phénotype sénescent.

Les cellules sénescentes qui ont atteint la limite de leur potentiel prolifératif restent
viables et métaboliquement actives durant de longues périodes allant jusqu'a 1 an.
Ces cellules ne sont pas figées et maintiennent leur capacité de synthése d'ARN et de
protéines et répondent encore a la plupart des signaux venant de leur environnement
(Pour une revue:(Campisi, 1999)).

Les cellules sénescentes conservent une majorité de leurs caractéristiques de cellules
pré-sénescentes. Les cellules pré-sénescentes et sénescentes expriment de nombreux
génes en commun et différents génes restent inductibles par des stimuli externes
malgré la sénescence réplicative (Hornsby et al., 1986; Rittling et al., 1986; Seshadri
and Campisi, 1990). Toutefois, de nombreuses caractéristiques permettent de les



peTEes

PMFIV PMFV PMFVI

Fig. 2 : Photographies montrant les morphotypes MFII, MFIII, PMFIV, PMFV, PMFVI apres
réalisation du marquage histochimique pour l'activité B-galactosidase associée a la sénescence. Les
morphotypes post-mitotiques (PMFIV, PMEFV, PMFVI) sont presque toujours positifs, tandis que trés peu de MFII le
sont. Le MFIII, dernier morphotype mitotique, représente un stade intermédiaire : 50 % de ces cellules sont positives
pour cette activité enzymatique (Grossissement 400 X). Vu leur rareté dans des cultures habituelles, les morphotypes
MF1 et PMF IV ne sont pas représentés ici.




distinguer (Pour une revue: (Campisi, 1999)). Ces différences sont appelées
"biomarqueurs" de la sénescence réplicative.

Il est & noter que pris seul, chacun de ces biomarqueurs ne peut suffire pour
distinguer une cellule pré-sénescente d'une cellule sénescente. En effet, si on prend
I'exemple d'un arrét prolifératif, des cellules non-sénescentes peuvent elles aussi
présenter ce "biomarqueur” sous diverses conditions de culture comme par exemple
des stress de différentes natures ou un manque de facteurs de croissance.

Nous allons maintenant présenter brievement les biomarqueurs les plus connus.

1.2.1. Modification de la morphologie cellulaire associée a la sénescence.

Le vieillissement in vitro des fibroblastes humains diploides (FHDs: Fibroblastes
Humains Diploides) est caractérisé par de profonds changements morphologiques. La
taille des cellules augmente et leur forme se diversifie (Bayreuther et al., 1992;
Bayreuther et al., 1988b; Bayreuther et al., 1988a; Sherwood et al., 1988). A
confluence, la densité cellulaire est moindre dans une culture sénescente que dans une
culture jeune, non seulement parce que la taille des cellules est plus importante mais
¢galement parce que les FHDs sénescents sont plus sensibles aux mécanismes
d'inhibition de contact. De plus, les cellules sénescentes ne présentent pas
l'arrangement en faisceaux réguliers des cellules pré-sénescentes. La monocouche
cellulaire est beaucoup plus désordonnée (Cristofalo and Sharf, 1973; Harley and
Goldstein, 1980; Macieira-Coelho et al., 1966; Macieira-Coelho and Taboury, 1982).

Les changements morphologiques qui surviennent avec la sénescence dans une
culture de fibroblastes ont été étudiés en profondeur par K. Bayreuther et ses
collaborateurs. Ceux-ci se sont basés sur les différentes étapes de 1'évolution
morphologique des fibroblastes normaux qu'ils ont décrites au cours de leur
vieillissement. Le premier modéle distinguait morphologiquement trois types de
fibroblastes FI, FII, FIII, dans des cultures de fibroblastes de rats. Les FI sont de
petites tailles, effilés, en forme de fuseaux. Les FII sont qualifiés d'épithéloides et les
FIII sont de grandes cellules aux formes diverses. Chacun de ces caractéres est assez
stable puisqu'une cellule d'un type donné peut former un clone du méme type. Ces
trois types de fibroblastes se distinguent également par leur vitesse de prolifération,
plus grande chez les FI, intermédiaire pour les FII et la plus faible pour les FIIL
Inversément, les FIII synthétisent de grandes quantités de collagéne de type I et III,
par comparaison avec les FI. Les FI et FII sont généralement diploides tandis que les
FIII présentent une tendance marquée & la polyploidie. Enfin, ils constatent que, en
fonction de 1'dge du rat donneur de I'échantillon, la proportion de FI, FII et FIII varie.
Plus I'age du rat est élevé, plus la proportion de FI et FII est faible, contrairement 4 la
proportion de FIII qui augmente (Kontermann and Bayreuther, 1979; Mollenhauer
and Bayreuther, 1986).



CPD Morphotypes de fibroblastes (%)
(ous) | MFI MFIO MFID PMFIV PMFV PMFVI PMF VI
Culture de fibroblastes mitotiques
11,6: (35) 18 70 10 1 0.5 0,5 &
22,0 (70) 8 78 12 1 05 0,5 .
31,1 (105) 3 78 16 2 0.5 05 2
40,3 (147) 1 38 49 10 1 E ;
50,1 (231) - 1 79 14 3 3. -
Culture de fibroblastes post-mitotiques (apres sénescence réplicative)
{0 - 30 18 40 12 -
(248 s . 3 31 43 23 =
(42) - - = 16 32 51 1
(6o = = - 4 9 87 4
(140)| - - - - 2 89 9
(280) - - - - = 88 12

Tableau 1: Evolution des proportions des différents morphotypes chez les fibroblastes
humains de peau HHS, au cours de leur vie proliférative exprimée en CPD ou en jours et

pendant la phase stationnaire, exprimée en jours, qui suivent I'entrée en sénescence (d'apres
Bayreuther et al., 1988a).



Plus tard, ils établissent que les fibroblastes humains évoluent en culture a travers une
séquence de sept types morphologiques, appelés morphotypes. Les trois premiers
sont des fibroblastes mitotiques (MFI, MFII et MFIII). Les MFI sont petits, effilés et
fusiformes. Les MFII sont petits, de formes réguliéres et épithéloides. Les MFIII sont
de plus grande taille, irréguliers et de formes assez variées, souvent épithéloides. Les
trois morphotypes suivants sont des fibroblastes post-mitotiques (PMFIV, PMFV et
PMFVI). Les PMFIV sont de grande taille et ont la forme typique d'un bitonnet
échancré. PMFV et PMFVI sont arrondis, de trés grande taille. Morphologiquement,
seule la taille énorme des PMFVI permet de les distinguer des PMFV, plus petits. Le
dernier type morphologique (PMFVII) décrit des fibroblastes dégénérescents en train
de mourir. Contrairement aux autres morphotypes qui peuvent étres stables en culture
pendant plusieurs semaines, la durée de vie des PMFVII ne dépasse pas quelques
jours (Bayreuther et al., 1992; Bayreuther et al., 1988b; Bayreuther et al., 1988a;
Kontermann and Bayreuther, 1979; Mollenhauer and Bayreuther, 1986). La figure 2
donne une représentation de certains de ces différents morphotypes. L'analyse de
I'expression protéique de clones uniquement composés d'un seul morphotype, montre
que chacun des morphotypes posséde une expression protéique ayant ses
caractéristiques propres, en électrophorése bidimensionnelle (Bayreuther et al., 1992;
Bayreuther et al., 1988a; Francz et al., 1989).

Dans ce modele, il est particuliérement intéressant de constater que la proportion de
chacun des morphotypes évolue au cours du vieillissement in vitro d'une culture de
FHDs humains. Ainsi, pour les fibroblastes de peau HHS, on note, depuis le début de
la culture jusqu'a son entrée en sénescence, une baisse de la proportion des MFI et
MFII jusqu'a leur disparition compléte a la sénescence. Ces morphotypes précoces
sont remplacés par les MFIII et PMFIV qui constituent la majeure partie de la culture
lors de l'entrée en sénescence (Tableau 1). Si les cultures sénescentes sont suivies
jusqu'a leur terme, on observe le remplacement des MFIII, puis PMFIV par les
morphotypes ultérieurs PMFV et PMFVI. La proportion des morphotypes dans une
culture de fibroblastes dépend donc, en priorité, de I'dge de la culture, exprimé en
doublements cumulés de populations (CPD) (Bayreuther et al., 1992; Bayreuther et
al., 1988a).

Ce passage d'un morphotype & l'autre semble étre un processus discret plutot que
continu. Le groupe de Bayreuther a isolé les différents morphotypes et en a analysé le
contenu protéique en réalisant des gels bidimensionnelles. Ils trouvérent des protéines
exprimées spécifiquement pour chacun des morphotypes. Toutefois, cette approche
ne prouve pas que le processus d'évolution a travers les morphotypes est discret. En
fait, I'isolation de populations relativement pures de FHDs a différents moments de
leur vieillissement in vitro conduit a l'identification des protéines représentant la
plupart des cellules de cette population. En d'autres mots, la quantité de protéines
représentant des états intermédiaires entre deux morphotypes définis pourrait étre si



type cellulaire références

fibroblastes humains (WI-38, IMR-90, Dimri et al., 1995; Campisi et al., 1996

FS, TIG-7, ...)
kératinocytes humains Campisi et al., 1996
cellules endothéliales humaines Kurz et al., 2000
hépatocytes Sigal et al., 1999
cellules épithéliales mammaires Campisi et al., 1996
mélanocytes Medrano ef al., 1995
ostéoblastes Michishita et al., 1999
cellules uroépithéliales Reznikof et al., 1996

Table 2: Principaux types cellulaires dans lesquels l'activité B-galactosidase
associée a la sénescence a été détectée.



faible que ces protéines ne peuvent étre visualisées par gels bidimensionnels (Pour
une revue: (Dierick et al., 2002)).

Bayreuther et ses collaborateurs font référence a cette évolution morphologique des
fibroblastes au cours des divisions cellulaires comme & un processus de
différenciation, plutét que comme a un symptome du vieillissement. Les arguments
expérimentaux sont que les cellules évoluent spontanément a travers cette séquence
de sept morphotypes et que chacun de ces stades morphologiques est caractérisé par
une expression protéique propre. Aussi, les morphotypes post-mitotiques synthétisent
plus de collageéne de type I et III que les cellules jeunes (Kontermann and Bayreuther,
1979; Mollenhauer and Bayreuther, 1986). Ces arguments en faveur d'un processus
de différenciation sont néanmoins assez faibles.

Une des fonctions principales des FHDs est de synthétiser le collagéne, un composant
majeur du tissu conjonctif. De prime abord, on pourrait penser que les cellules
PMFIV a PMFVI remplissent donc mieux leur tache que les cellules de morphotypes
jeunes. Cependant, il est bien connu que s'ils synthétisent des quantités plus
importantes de collagéne, les fibroblastes sénescents synthétisent également des
quantités supérieures de collagénase et que la balance synthése/dégradation est
nettement en faveur de cette derniére. On tient d'ailleurs ce processus comme
responsable en grande partie de 'amincissement du derme chez les personnes dgées
(Millis et al., 1989; West et al., 1989; Wick et al., 1994; Zeng and Millis, 1996).

1.2.2. Potentiel prolifératif,

La caractéristique majeure de la sénescence réplicative est un arrét irréversible du
cycle cellulaire. Des cultures de FHDs a faible nombre de passages en culture
contiennent déja une proportion non négligeable de cellules sénescentes, et cette
proportion croit au fur et 4 mesure des doublements de populations. Des expériences
de marquage des noyaux a la thymidine tritiée montrent que dans des cultures a faible
nombre de passages en culture, 80-90% des noyaux sont positifs et que cette
proportion décroit avec I'dge de la culture (Cristofalo and Sharf, 1973). Cette perte
progressive de la capacité réplicative culmine finalement par l'arrét complet et
définitif des divisions a la limite G1/S du cycle cellulaire.

Les FHDs normaux entrent donc en sénescence avec un contenu 2N en ADN.
Cependant, on note une certaine proportion de cellules avec un contenu 4N. Le
nombre de cellules géantes polyploides ou multinucléées au sein d'une population de
fibroblastes augmente au fur et & mesure des passages en culture (Hayflick, 1965;
Hayflick and Moorehead, 1961; Matsumura, 1980; Raes et al., 1984).

Il est & noter que cet arrét est totalement irréversible. Des cellules sénescentes
stimulées avec divers facteurs de croissance tels que 'EGF (Epidermal Growth
Factor), le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) ou I'IGF-1 (Insulin-Like Growth-
Factor-1) ne dépassent plus la phase G1 du cycle cellulaire et ce, bien que les
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Fig.3: Fibroblastes humains positifs pour l'activité SA B-galactosidase in vivo en fonction de
l'age du donneur. Des échantillons de peau ont été congelés, sectionnés et montés sur lame. Les
sections ont été colorées pour l'activité SA B-gal (comme décrit par Dimyri ef al., 1995) et testées
pour l'activité SA-B-gal relative. Echelle de 0 a 3: de 0 ou aucune cellule positive n'est observée
a 3 on des grappes de cellules positives sont observées dans plusieurs champs microscopiques
(d'apres Campisi, 1996a).



récepteurs en surface des cellules présentent une affinité de liaison similaire a celles
de cellules jeunes (Goldstein, 1990) (Pour une revue : (Cristofalo and Pignolo, 1993))
sauf dans le cas de 'EGF ou une forte diminution du nombre de récepteurs & 'EGF
est observée (Shiraha et al., 2000). L'échec des cellules a initier la réplication de
I'ADN ne semble pas étre dii @ un mécanisme général d'inhibition de la transduction
du signal donné par les facteurs de croissance. Par exemple, chez des fibroblastes
humains sénescents certains génes comme les proto-oncogeénes c-jun, c-myc et c-ras
restent inductibles sous l'effet d'agents mitogénes (Chang and Chen, 1988; Phillips et
al., 1992; Rittling et al., 1986; Seshadri and Campisi, 1990).

1.2.3. Modification histochimique; l'activité f3-galactosidase associée a la sénescence.

En 1995, I'équipe de J. Campisi a mis en évidence par hasard 'existence d'une activité
f3-galactosidase associée a la sénescence (activité SA B-gal) (Dimri et al., 1995).
Normalement active a pH 4, la B-galactosidase est une hydrolase lysosomale. La SA
f3-gal a, quant a elle, une activité détectable a pH 6. En effet, mises en présence de 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-galactopyranosine (X-gal), un substrat artificiel
homogene de la B-galactosidase, les cellules sénescentes se colorent rapidement en
bleu a pH 6 (Fig. 2).

Ce nouveau biomarqueur semble étre relativement ubiquiste car de nombreuses
études ont permis de le mettre en évidence dans divers types cellulaires humains
sénescents tels des fibroblastes, des kératinocytes ou encore des cellules épithéliales
mammaires (Tableau 2) (Campisi et al., 1996a; Dimri et al., 1995; Kurz et al., 2000;
Reznikoff et al., 1996; Sigal et al., 1999). Des cellules immortalisées avec l'antigéne
T du virus simien SV-40 ou des cellules immortelles HeLa ne présentent pas l'activité
SA B-gal malgré un nombre trés élevé de passages en culture. Par contre, l'activité SA
B-gal devient détectable chez les cellules HeLa aprés introduction du chromosome 4.
Ce chromosome est connu pour induire la sénescence cellulaire (Ning et al., 1991).
Mais pas aprés introduction du chromosome 11 qui n'induit pas la sénescence
(Campisi et al., 1996a). De plus, il a été constaté une augmentation du pourcentage de
cellules positives pour la SA B-gal au sein de biopsies de peau en fonction de 1'dge
des donneurs (Dimri et al., 1995) (Fig.3). On peut également établir une relation entre
l'augmentation de la SA B-gal et I'augmentation des morphotypes caractérisant la
sénescence (Toussaint et al., 2000a).

Actuellement, on n'explique toujours pas pourquoi une activité B-gal est observée a
pH 6 dans les cellules sénescentes. Cependant de nouvelles découvertes suggerent
que la SA B-gal est une manifestation d'une activité lysosomale résiduelle a un pH
non-optimal, qui devient détectable suite @ une forte augmentation du contenu
lysosomal (Kurz et al., 2000) avec le vieillissement cellulaire (Remacle et al., 1980).
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Fig. 4: Accumulations de la délétion de 4977 bp avec I'dge dans le muscle, le ceeur et
le rein. Les cercles noirs représentent les pourcentages mesurés de la délétion et les
cercles clairs indiquent les échantillons ol aucune délétion n'est détectée (d'aprés Liu

et al, 1998).



1.2.4 Altération du génome mitochondrial.

Pour I'ensemble de leurs fonctions, les cellules ont besoin d'énergie. Cette énergie est
principalement fournie par les mitochondries sous forme d’ATP (Rawn, 1990).

Toute altération des mitochondries peut conduire a des troubles cellulaires graves
(Ozawa et al., 1991). Ces organites poss¢dent leur propre génome, circulaire de
16569 bp, codant pour une partie des protéines impliquées dans la production d'ATP.
De nombreuses mutations ponctuelles et délétions sont détectées dans I’ADN
mitochondrial au cours du vieillissement cellulaire. Nous nous limiterons ici a la
description breéve des délétions. 11 s'agit le plus souvent de délétions de grande
ampleur allant jusqu'a 10,4 kb. La plus commune mesure 4,977 kb.

L'accumulation de délétions dans I'ADN mitochondrial au cours du vieillissement a
été observée chez la souris (Brossas et al., 1994), le rat (Gadaleta et al., 1992), le
singe (Lee et al., 1993) ou encore I'homme.

De nombreuses études réalisées sur différents échantillons de tissus humains ont
montré que la fréquence de la délétion de 4977 bp augmente durant le vieillissement
in vivo. Ces études portent sur des biopsies de peau (Pang et al., 1994; Yang et al.,
1994), de muscle squelettique (Lee et al., 1994b), de cceur, de rein (Liu et al., 1998),
de poumon (Fahn et al., 1996) et de foie (Yen et al., 1994; Yen et al., 1992; Yen et
al., 1991). Dans le cas du ceeur, du rein et du muscle squelettique (Fig.4), on observe
une augmentation de [’abondance des délétions en corrélation avec I’avancée en age.
Les graphes de la figure 4 et les droites de régression indiquent que les délétions
s'accumulent avec 1'dge mais aussi que cette abondance est variable selon les tissus
examinés. L’abondance des délétions semble étre la plus forte chez les cellules a
faible potentiel prolifératif et a haute demande énergétique (Lee et al., 1994b). De
plus, on a pu établir une corrélation entre une diminution de ’activité de certaines
enzymes de la chaine respiratoire, codées par le génome mitochondrial, et la présence
de la délétion de 4977 bp. En effet, il a été constaté une diminution de l'activité des
NADH oxydases du complexe 1 et de la cytochrome oxydase de type 3 du complexe
3 de la chaine de transfert des électrons (Lezza et al., 1994).

A c6té de cette délétion qui touche principalement la chaine respiratoire en
empéchant 'expression de génes comme la cytochrome oxydase, il existe un autre
type de délétion dont la fréquence augmente avec 1'age. Il s'agit de délétions touchant
la région contrdlant la réplication du génome mitochondrial (Michikawa et al., 1999).

Quel est le mécanisme d'apparition de ces délétions ? Il a tout d'abord été observé
qu'une grande proportion de ces délétions sont flanquées de séquences directement
répétées (DRS, Directly Repeated Sequences) (Pour une revue: (Osiewacz, 1996)). 11
a donc été proposé que les délétions se formaient lors de la réplication de 'ADN
mitochondrial (ADNmt) par un mécanisme de recombinaison intramoléculaire,
provenant de I'appariement de ces DRS lorsque 'ADNmt est sous forme simple brin
(Shoffner et al., 1989). Cependant divers travaux montrent que ces DRS ne sont pas
nécessaires 4 la formation de délétions dans 'ADN mitochondrial. En effet, chez le




Geéne/protéine

Description

Modification avec la sénescence

Inhibiteurs de croissance

EPC-1/PEDF (Early PDL
cDNA-1/Pigment epithelial
derived tactor)

Inhibiteur de la croissance: marqueur de la phase G,
Facteur de ditférentiation; facteur neurotrophique

Sous expression de 'ARNm et de la
protéine

HIC-5 (Hydrogene peroxyde
inducible clone-5)

Inductible par I'H,0,; inhibiteur de la croissance

Surexpression de 'ARNm

p33~e Inhibiteur de la croissance Surexpression de 'ARNm et de la
protéine
Prohibitine Inhibiteur de la croissance; suppresseur de tumeur Perte de modifications post-

traductionnelles

Protéine du rétinoblastome
(pRb)

Inhibiteur de la croissance; suppresseur de tumeur

Absence de phosphorylation

Statine

Protéine nucléaire; s'associe 2 pRb

Surexpression de la protéine

Facteurs de croissance/cytokines

Héréguline Actvateur du récepteur 2 tyrosine kinase ERBB2 Surexpression de I'ARNm

IGF-1 gnsulin-like growth Facteur de croissance Sous-expression de 'ARNm

factor-

Interféron-B Cytokine: interfere avec l'action mitogénique des Surexpression de la protéine
facteurs de croissance

Interféron-y Cyrokine: intertere avec l'action mitogénique des Surexpression de 'ARNm

Tacteurs de croissance

Interleukine- 1o et -3

Cytokine: médiateur de la résorption osseuse:
intlammation et immunité

Surexpression de 'ARNm

Interleukine-6

Cytokine: réponse de phase aigiie dans le foie:
favorise la croissance des hybridomes; activité
antivirale

Sous-expression de 'ARNm et de la
protéine

Récepteurs/Binding proteins

Antigéne CD44

Molécule d'adhésion cellulaire; glycoprotéine
transmembranaire qui lie I'hyaiuronate et
l'ostéopontine

Surexpression de 'ARNm

EGF-R (Récepteur au facteur
de croissance épidermique)

Récepteur de facteur de croissance

Perte de I'activité tyrosine kinase

IGFBP-3 (Insulin-like
growth factor binding
protein-3)

Lie la protéine IGF-1

Surexpression de 'ARNm et de la
protéine

IGFBP-3 (Insulin-like
growth factor binding
protein-5)

Lie la protéine IGF-1

Surexpression de 'ARNm

Inductible par les interférons

2-5 AS (2’5’ oligoadénylate
synthétase)

Polymérise I'ATP en oligomeres liés en 2-5'

Surexpression de 'ARNm

IF1-6-16 (Protéine 6-16
inductible par I’interféron)

Activé par [FN-a et IFN-B mais pas par IFN-y

Surexpression de I'ARNm

Régulation du cycle cellulaire

CDC2/CDKI (Kinase
dépendante des cyclines-1)

R(I)\I/f dans la progression 2 travers les phases G2 et

Sous-expression de 'ARNm et de la
protéine

CDK2 i](jnase dépendante
des cyclines-2)

Rﬁsle dans la progression 2 travers les phases G1/S et

Sous-expression de 'ARNm:
réducton de la phosphorylaton

CDK4# (Kinase dépendante

Role dans la progression 2 travers la phase G1

Sous-expression de I'ARNm ou gas
de changement suivant la lignée




singe Rhesus, parmi treize dél€tions observées dans le muscle squelettique, sept ne
sont pas accompagnées de DRS (Lee et al., 1994a). De plus, il existe une corrélation
entre l'exposition de I'ADNmt a des stress oxydatifs et la présence de délétions,
qu'elles soient flanquées ou non de DRS.

1.2.5. Variation de l'expression génique.

En ce qui concerne les FHDs, plus de 80 génes dont le niveau d'expression varie
durant leur vieillissement in vitro, ont ét¢ mis en évidence (Pour une revue,
(Cristofalo et al., 1998a)). Il s'agit de génes codant pour des inhibiteurs de la
croissance, des facteurs de croissance, des récepteurs, des cytokines, des protéines et
enzymes impliquées dans la synthese, la structure et la réparation de I'ADN, des
protéines, protéases et inhibiteurs de protéases de la matrice extracellulaire, des
enzymes antioxydantes, des régulateurs du cycle cellulaire ou des éléments de la
chaine de respiration mitochondriale (Tableau 3). Ici, nous ne nous attarderons pas a
décrire les différents génes impliqués dans 'arrét du cycle cellulaire, ils seront plus
amplement explicités au chapitre : Régulation du cycle cellulaire de la sénescence
réplicative (point 1.3).

Nous nous contenterons de décrire des genes couramment utilisés comme
biomarqueurs. Il s'agit de 'ostéonectine, la fibronectine, SM22, I'0/(1)-procollageéne
de type II et 1'apolipoprotéine J.

Pour la premiére fois, ces génes ont été¢ décrits comme étant surexprimés chez des
cellules de rat sénescentes. En fait, il s'agit de fibroblastes de rat transformés par un
antigéne T thermosensible du virus simien SV-40 (Gonos et al., 1998). Cette
transformation immortalise les cellules si elles sont maintenues a 33°C. Toutefois, a
une température de 39°C, cette immortalisation est annihilée et les cellules semblent
entrer en état de sénescence au niveau morphologique et prolifératif. Aprés
réalisation d'une banque d'ADN complémentaire a partir d'ARN messager d'une
population placée & 39°C, une hybridation soustractive a été réalisée entre cet ADN
complémentaire et I'ARN messager des cellules a 33°C. Cette méthode a permis de
montrer la surexpression de l'ostéonectine, de la fibronectine, de SM22, de I'oi(1)-
procollagene de type II et I'apolipoprotéine J (Gonos et al., 1998).

Ces 5 genes sont aussi surexprimés chez les fibroblastes humains WI-38 et IMR-90
sénescents (Dumont et al., 2000c; Kumazaki et al., 1991).

La fibronectine et I'oi(1)-procollagéne de type II sont des composants essentiels de la
matrice extracellulaire associés & diverses fonctions comprenant I'adhésion cellulaire,
l'organisation du cytosquelette, la migration, la croissance et la différentiation
cellulaire (Garcia et al., 1999). Kumazaki et al. ont montré une corrélation entre la
surexpression de la fibronectine et les changements morphologiques décrits dans la
sénescence (Kumazaki et al., 1993).

L'ostéonectine ou SPARC contribue au remodelage des tissus en induisant
I'expression de métalloprotéases comme la collagénase mais aussi de gélatinases dans
les fibroblastes humains. Ces métalloprotéinases dégradent la matrice extracellulaire
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des cyclines—)

cellulare de HDFs

Cycline A Composant régulateur des CDKs g;)guzfs'{xprcssion de 'ARNm et de la
ine

Cycline B

Cycline D1 Composant régulateur des CDKs Sous-expression de I'ARNm ou
surexpression suivant la lignée

Cycline E cellulaire de HDFs

Cycline D3 Composant régulateur des CDKs Dirginuﬁon de I'induction par le
sérum

Cycline H Composante de la cyclin-actvaring kinase (CAK) Sous-expression fe 'ARNm

pl oD Inhibiteur de CDK4 et CDK6 Surexpression de 'ARNm et de la

protéine

pZISDI-I/G'PVWAFl

Inhibiteur des complexes cyclines-CDKs

Surexpression de 'ARNm et de la
protéine

ADN/Syntheése des protéines, réparation et structure

PCNA (Antigéne nucléaire
de proliféranon cellulaire)

Cofacteur de la polymérase §

Sous-expression de 'ARNm et de la
protéine

Polymérase &

Synthése de 'ADN

Sous-expression de la protéine

RRMI/RRM2
Ribonucléonde Réductase
ﬁsous-umués M1 et M2)

Production de déoxyrybonucléotdes pour la
synthese d'ADN

Sous-expression de 'ARNm

Thymidine kinase

Conversion de la thymidine en thymidviate
(thymidine-5'-monophosphate, TMP) ; étape de la
biosynthese du nucléoude

Sous-expression de 'ARNm et de la
protéine

Thymidylate synthétase

Méthylaton de la 2'-déoxyuridine 5'-monophosphate
(dUMP) pour former le TMP; étape de la
biosynthese du nucléotide

Sous-expression de I'ARNm

H1. H2a. H2b, H3, H4
(Histones)

Structure de la chromatine

Sous-expression de I'ARNm

PARP/ADPRT (Poly(ADP-
ribose) polymérase/ADP
ribosyltransférase)

Protéine associée 2 la chromatine: role dans la
reparation des dommages 2 I'A

Sous-expression de la protéine

Ku autoantgéne

Hélicase: role dans la reconnaissance des dommages
aI'ADN

Diminution de 'abondance de la
protéine dans le noyau

Topoisomérase I

Modifie la topologie de I'ADN

Sous-expression de I' ARNm/baisse
‘activite

Dihydrofolate réductase

Catalyse la réduction du folate en dihydrofolate
étape de la synthese des acides aminés, des purines
et du thymidylate

Sous-expression de 'ARNm

{EF)-I(I (Facteur d’élongaton-  Synthese des protéines Sous-expression de la protéine

Q)

L5,L7,Pl, S3, S6, S10 Protéines ribosomales Sous-expression de 'ARNm

Matrice extracellulaire

Collagene al(T) Composant de la marrice extracellulaire lsxrmmssion ou sous-expression de
m

Collagéne a2( Composant de la matrice extracellulaire Sous-expression de 'ARNm

Collagéne ! (11D Composant de la matrice extracellulaire Sous-expression de 'ARNm

Elastine Composant majeur des fibres élastiques Sous-expression de 'ARNm

Fibronectine Composant de la matrice extracellulaire Surexpression de 'ARNm

Chaine o de la laminine

Glycoprotéine de la membrane basale

Sous-expression de 'ARNm

Tableau 3: Geénes dont le niveau d'expression ou la régulation post-traductionnelle est modifié
chez les fibroblastes humains lors de leur sénescence réplicative (d'aprés Cristofalo ef al.,

1998).



et les membranes basales. Or, ces dégradations sont observées lors du vieillissement
in vivo de la peau (Giacomoni and D'Alessio, 1996). De plus, il a été démontré que
I'ostéonectine était capable d'inhiber I'entrée en phase S dans certain type cellulaire.
En effet, cette protéine de la matrice extracellulaire forme un complexe avec du
PDGF empéchant ainsi la reconnaissance par ce dernier de son récepteur spécifique
(Pichler et al., 1996).

L'apolipoprotéine J (apo J) est impliquée dans une multitude de processus biologiques
tels que I'embryogénése et la différenciation (French et al., 1993; Zakeri et al., 1992).
L'apo J est secrétée par de nombreux organes et est présente dans tous les liquides
corporels (Collard and Griswold, 1987; Jenne and Tschopp, 1989). De plus,
l'expression de l'apo J est modulée par de nombreux facteurs différents tels que
diverses cytokines comme 1'IL-1, le TNF-o. (Hardardottir et al., 1994)et le TGF-p
(Wegrowski et al., 1999), des facteurs de croissance et de nombreux stress tels que
les chocs thermiques, le peroxyde d'hydrogene, le tert-butylhydroperoxyde et
I'hyperoxie (Michel et al., 1997; Viard et al., 1999; Dumont et al., 2000) et semble
protéger ces cellules de ces stress (Dumont et al., 2002; Schwochau et al., 1998;
Viard et al., 1999).

Actuellement, son mécanisme de protection vis-a-vis des stress est encore inconnu
mais une réponse semble venir de sa structure protéique. L'apo J contient trois
régions en hélice o favorisant les interactions de type hydrophobe, ainsi que divers
autres sites hydrophobes (de Silva et al., 1990b; de Silva et al., 1990a) et peut se lier a
des protéines partiellement dépliées sous l'action de stress et prévenir leur
précipitation (Wilson and Eastbrook-Smith, 2000). Compte tenu de cette propriété et
de son action favorable sur la survie cellulaire en présence de stress, il a ét€ proposé
que l'apo J peut étre considérée comme une chaperone fonctionnelle (Humphreys et
al., 1999; Viard et al., 1999).

Quant a SM22, bien que cette protéine est trés abondante dans les cellules
musculaires lisses, sa fonction exacte reste un mystére. SM22 est une protéine du
cytosquelette de 22 kDa portant également le nom de transgelin (Lawson et al.,
1997). Actuellement, tout juste sait-on que cette protéine peut se lier aux fibres de
stress (Small and Gimona, 1998) et 4 la fibronectine (Fu et al., 2000). Ces données
font actuellement penser que SM22 intervient dans l'organisation du cytosquelette.
SM22 posséde également un site de liaison au calcium mais il n'y a pas de preuve
directe que SM22 lie les ions calcium (Shishibori et al., 1996).

1.2.6. Raccourcissement télomérique.

Les téloméres sont les extrémités des chromosomes. Ils sont constitués chez les
vertébrés de la séquence TTAGGG répétée un trés grand nombre de fois (Meyne et
al., 1989; Moyzis et al., 1988). Ces répétitions forment une structure
tridimensionnelle avec laquelle interagissent de nombreuses protéines, on parle alors
de télosome (Pour une revue: (Blackburn, 1991; Bryan et al., 1995)).
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La protéine la mieux caractérisée est RAP1, de Saccharomyces cerevisiae, qui lie a
intervalles réguliers I'ADN télomérique et participe a la régulation de sa longueur
(Conrad et al., 1990). Chez les mammiféres, I'homologue de cette protéine semble
étre TRF-2. TRF-2 par sa capacité¢ a former des boucles aux extrémités télomériques
semble protéger les t€lomeres courts de fusion et les fusions chromosomiques. La
suppression de cette protéine conduit a I'arrét du cycle cellulaire par activation de la
voie de p53 suite & la fusion interchromosomique de téloméres (de Lange, 2001). A
l'opposé, la surexpression de TRF-2 induit un raccourcissement accéléré des
téloméres (Karlseder et al., 2002).

Les télomeres sont essentiels au maintien de la stabilité génomique. En effet, ils
empéchent la dégradation des extrémités chromosomiques et préviennent de
recombinaisons illégitimes.

Parce que la polymérase & ADN nécessite une amorce pour initier la réplication de
I'ADN chromosomique, chaque division provoque une perte de quelques bases en
extrémité 5' du brin d'ADN (Fig.5) (Greider and Blackburn, 1998). En fait, 'amorce
de la polymérase reconnait la séquence télomérique et s'y fixe. La polymérase va
donc synthétiser le brin complémentaire en partant de son amorce ARN. Une fois la
synthése réalisée, les amorces sont dégradées et les trous laissés par les amorces sont
comblés sauf a l'extrémité 5'. Il en résulte un raccourcissemnt télomérique. Ce
mécanisme serait a l'origine du raccourcissement télomérique observé lors de la
sénescence et du vieillissement in vivo.

A la naissance de chaque individu, les télomeres sont longs de 10 a 15 Kb, puis
raccourcissent avec 1'dge (Allsopp et al., 1992; Hastie et al., 1990; Lindsey et al.,
1991). Lorsqu'on examine la longueur des télomeres de cellules de donneurs d'ages
variés, on observe qu'elle dépend de 1'age du donneur. Plus le donneur est gé, plus
les télomeres de ses cellules sont courts. Ce raccourcissement in vivo est d'environ 15
bp par année de vie pour les fibroblastes (Allsopp et al., 1992; Hastie et al., 1990). Ce
raccourcissement est aussi observé in vitro, des fibroblastes humains en culture
raccourcissent entre 50 bp et 120 bp par passage en culture (Harley et al., 1990).

Pour les fibroblastes, le déclin de la capacité proliférative in vivo est de 0,2 CPD par
année (Allsopp et al., 1992; Goldstein et al., 1978; Martin et al., 1970). Donc, sur
base de ces données, on peut estimer le raccourcissement des séquences télomériques
in vivo & 75 bp/CPD, ce qui est proche du raccourcissement observé in vitro (Harley
et al.,, 1990; Levy et al., 1992). Remarquons que les cellules germinales et
immortelles, comme les cellules cancéreuses, ne subissent pas ce raccourcissement
systématique au fil des divisions cellulaires. La plupart de ces derniéres sont
pourvues d'une télomérase (Counter, 1994) (télomére synthase), qui grice a sa sous-
unité catalytique est capable de polymériser des nucléotides sur une matrice d'ARN et
de maintenir une taille constante des téloméres (Blackburn, 1991) ou de les allonger
fortement.

En outre, de récents travaux effectués par I'équipe de Bodnar montrent qu'il est
possible d'augmenter indéfiniment le potentiel prolifératif des fibroblastes humains
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Fig. 6: Principaux geénes dont les produits sont nécessaires en phase G1 précoce, intermédiaire ou
tardive. Les genes qui ne sont plus induits chez les cellules sénescentes ou dont les produits sont
inactifs sont représentés en blanc d'aprés Stein et Dulic, 1995). DNA pol o: DNA polymérase o,
TS: thymidilate synthétase, TK: thymidine kinase; RNR: ribonucléotide réductase, PCNA:
proliferating cell nuclear antigen, DHFR: dihydrofolate réductase, cyc A: cycline A.



normaux a condition de les transfecter par un vecteur comportant 'ADN
complémentaire codant pour la sous-unité catalytique de la télomérase (Bodnar et al.,
1998). Actuellement ces cellules ont déja effectué plus de 400 passages en culture. La
télomérase, dans ces conditions, semble travailler de maniére spécifique. En effet,
I'équipe de Von Zglinicki a mis en évidence un raccourcissement télomérique chez
ces mémes cellules surexprimant la télomérase. Les téloméres raccouciraient jusqu'a
une longueur critique. Une fois cette longueur télomérique atteinte, la télomérase se
fixerait uniquement sur les téloméres courts et les allongeraient. La télomérase
semble donc allonger uniquement les télomeres courts dans ce modele (Lorentz et al.,
2001).

1.3. Régulation du cycle cellulaire chez les cellules sénescentes (Pour une
revue:(Garkavtsev et al., 1998).

On sait depuis 1953 que la synthése de I'ADN se déroule en une phase particuliére du
cycle cellulaire appelée phase S (Howard and Pelc, 1953). Avant la phase S, se passe
la phase G1 (Gap 1) et apres la phase S se déroule la phase G2 (Gap2) (Baserga,
1985).

Le cycle cellulaire a donc été divisé en différentes phases: les phases G1, S, G2 et M
(mitose).

Comme expliqué au point 1.2.2, les cellules sénescentes sont incapables de se diviser
et surtout de synthétiser de I'ADN.

Globalement, les cellules sénescentes sont incapables de passer le point de restriction
(point R), qui est défini comme le processus obligé pour la synthése de I'ADN et la
mitose (Pardee, 1989) (Fig. 6). Ce point obligatoire aussi appelé point START chez
la levure est I’étape pendant laquelle la masse cellulaire, le niveau nutritionel, etc.
sont évalués en vue de la division (Lewin, 1994).

Comment cet arrét de division est-il induit? Il existe différentes étapes que nous
allons décrire ci-dessous.

1.3.1. Expression des génes de réponses immédiates (early G1).

Ces geénes sont induits rapidement aprés une stimulation des cellules au moyen des
facteurs de croissance. Divers génes dont I'expression est requise en début de phase
G1 sont normalement exprimés chez les fibroblastes sénescents tels que c-myc, c-jun,
JjunB, c-erbB, 4F1, JE3 (Fig.6) (Chang and Chen, 1988; Pignolo et al., 1990; Rittling
et al., 1986; Seshadri and Campisi, 1990)(Pour une revue : (Phillips and Pignolo,
1992a)). Cependant au moins trois génes de réponse immédiate, dont l'expression
parait essentielle pour I'induction de la synthése d'ADN, ne sont plus exprimés suite a
une stimulation par des facteurs de croissance chez les cellules sénescentes. 11 s'agit
du proto-oncogéne c-fos qui code une sous-unité du facteur de transcription
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hétérodimérique AP-1 (Cohen and Curran, 1989; Seshadri and Campisi, 1990) et des
génes Id-1 et Id-2 qui codent des régulateurs négatifs de facteurs de transcription du
type basic-helix-loop-helix (bHLH) (Hara et al., 1994; Stein and Duli¢, 1995) (Fig.6).
Il est a noter que certaines études également réalisées sur des fibroblastes humains
normaux ne font état que d'une baisse du niveau d'’ARNm de c-fos et non d'une
répression totale (Dumont et al., 2000b).

Les mécanismes responsables de la répression des génes Id-1 et Id-2 chez les cellules
sénescentes sont méconnus. Tout juste sait-on que I'expression d'un dominant négatif
de Id-1 provoque une surexpression de p16™* et induit la sénescence (Alani et al.,
2001). Par contre, la répression de c-fos peut étre due a un défaut de liaison du Serum
Responsive Factor (SRF) au Serum Responsive Element (SRE) du promoteur de c-
fos. L'hyperphosphorylation du SRF chez les cellules sénescentes pourrait étre la
cause de cette absence de liaison au promoteur de c-fos (Atadja et al., 1994).

1.3.2. Génes exprimés en milieu de phase G1 (Mid-G1).

La plupart des génes requis en milieu de phase G1 sont normalement transcrits chez
les cellules sénescentes : p53, ODC, c-Ha-ras, elF-54, 249, 2F1 (Fig.6) (Chang and
Chen, 1988; Pang and Chen, 1994a; Rittling et al., 1986; Seshadri and Campisi,
1990). Notons cependant le cas de 1'ornithine décarboxylase (ODC). Bien que son
niveau d'ARNm ne diminue pas, on note chez les cellules sénescentes une diminution
importante de son activité enzymatique (Chang and Chen, 1988).

1.3.3. Génes transcrits lors de la transition G1/S et nécessaires a l'entrée en phase S

Plusieurs génes, inductibles par une stimulation au moyen de sérum ou de facteurs de
croissance, nécessaires a la transition G1/S du cycle cellulaire (G1 tardive ou
transition G1/S), ne sont plus exprimés dans les cellules sénescentes, notamment, un
groupe de génes codant pour des enzymes participant a la synthése de I'ADN. En
effet, 'ARNm de la thymidine kinase (TK), la thymidylate synthétase (TS), la
dihydrofolate réductase (DHFR) (Good et al., 1996), la ribonucléotide réductase
(RNR), le Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), la cycline A et I'ADN
polymerase o (Chang and Chen, 1988; Fukami et al., 1995; Pang and Chen, 1994a;
Pang and Chen, 1993) sont plus faiblement exprimés chez les cellules sénescentes
(Fig.6). Pour la TK et DHFR, les mesures d'activité enzymatique réalisées montrent
une diminution de I'ordre de 3 a 5 fois chez les cellules sénescentes. Cet ordre de
diminution est similaire & celui observé au niveau de leur ARNm (Chang and Chen,
1988; Pang and Chen, 1994a; Pang and Chen, 1993).
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La DHFR est une enzyme impliquée dans la production des purines, de la glycine et
du thymidylate. Son expression est dépendante du cycle cellulaire et est régulée au
niveau transcriptionnel (Farnham and Schimke, 1985; Liu et al., 1985). Sa séquence
régulatrice contient des sites de liaison pour le facteur de transcription E2F et Spl
(Jensen et al., 1997).

Les RNR sont des enzymes qui convertissent les nucléotides en déoxynucléotides
(Pour une revue : (Stubbe and Riggs-Gelasco, 1998)). Ils sont formés de deux sous-
unités différentes nommeées R1 et R2. La sous-unité R1 est exprimée de maniére
¢gale tout au long du cycle cellulaire. Par contre, 'expression de R2 varie.
Indétectable en phase G1, son niveau d'expression augmente dés l'entrée en phase S
(Chabes and Thelander, 2000; Thelander and Berg, 1986).

PCNA fonctionne comme une sous-unité¢ auxiliaire de 'ADN polymérase 3. L'ADN
polymérase d est la principale ADN polymérase dans la réplication de I'ADN chez les
eucaryotes. Elle est constituée d'une sous-unité catalytique et d'une sous-unité en
interaction avec la PCNA. La PCNA est nécessaire pour la réplication de 'ADN et la
progression dans le cycle cellulaire (Bravo et al., 1987; Garret and Grisham, 1999;
Prelich et al., 1987).

En outre, on note la répression de différents histones nécessaires a la maintenance de
l'intégrité de la structure chromosomique durant la réplication de 'ADN. I s'agit des
histones H1, H2A + H2B, H3 et H4 qui sont normalement induits, au niveau de
I'’ARNm, par une stimulation au moyen de sérum et qui sont requis pour la transition
G1/S (Fig.6) (Fukami et al., 1995; Pang and Chen, 1994a; Seshadri and Campisi,
1990).

1.3.4. Les complexes cycline-CdK (cyclin-dependent kinase).

Les kinases dépendantes des cyclines (CdKs) sont une famille de sérine/thréonine
kinases essentielles pour la régulation des différentes étapes du cycle cellulaire (Fig.
7). Les CdKs seules n'ont qu'une trés faible activité kinase et nécessitent la liaison
d'une cycline pour former un complexe cycline-CdK actif. Nous décrivons ci-dessous
les différentes cyclines qui nous intéressent plus particuliérement dans ce travail, et
qui sont liées & la progression du cycle cellulaire vers sa phase S. Ensuite, les CdKs
sont régulées par des phosphorylations et des déphosphorylations. Enfin, la régulation
de l'activité kinase des CdKs se fait aussi par association avec une série de protéines
inhibitrices (Lees, 1995) (Fig. 8) que nous allons décrire.
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Protéinedu  Implication dans le cycle Fonction Régulation de l'activité
cycle cellulaire
cellulaire
cycline A S, progression dans M active CDK2 transcriptionelle et dégradation
active CDC2 ubiquitine dépendante
cycline B1 progression dans M active CDC2 transcription elle et dégradation
ubiquitine dépendante
cycline B2 progression dans M ? dégradation ubiquitine dépendante
cycline C progression  travers G1? active CDK8 ?
cycline DI, progression a travers G1 active CDK4 et 6 transcriptionelle et dégradation
D2,D3 régulée par les séquence PEST
cycline E progression dans G2 et M active CDK2 transcriptionelle et dégradation
régulée par les séquence PEST
cycline F progression dans M lie Skpl, impliquée dans la transcriptionelle
protéolyse
cycline G % réponse a p53 lors de dommage a transcriptionelle
I'ADN
cycline H progression dans toutes les active CDK7 ?
phases
cycline I principalement en GO préserve l'arrét en phase GO lors ?
de la différentiation terminale
cycline J ? embryogenése chez la Drosophile transcriptionelle
CDC2 progression dans M phosphoryle les histone H1, la activée par les cyclines A et B
lamimine, ...
CdK2 progression dans S et apres s'associe et phosphoryle la activée par les cyclines A et B
le signal START machinerie de réplication de
I'ADN, phosphoryle Rb
CdK3 progression dans G1 et apres ? ?
le signal START
CdK4 progression dans G1 phosphoryle Rb activée par les cyclines D1, D2 et
D3
CdK5 en GO? phosphoryle les protéines des activée par p35
neurofilaments
CdK6 progression dans G1 phosphoryle Rb activée par les cyclines D1, D2 et
D3
CdK7 ubiquiste active les CDK et phosphorylela  activité dépendante de la présence
RNA polymerase II de substrat?
CdK8 ubiquiste phosphoryle la RNA polymerase liaison 2 la cycline C
II
e GletS inhibe CDK24 et 6, le PCNA transcriptionelle par p53
pl6 %2 Gl inhibe CDK4 et 6 par transcriptionelle par Rb
déplacement de la cycline D
pa7 el Gl inhibe CDK2 via le TGF-8 ou le relocalisation subcellulaire
contact cellule cellule
pl5 Gl inhibe CDK 4 et 6 par traitement  transcriptionelle lors d'exposition
au TGF-8 au TGF-
p18 "k inhibe CDK 4 et 6 2
plgie Gl inhibe CDK 4 et 6 ?

Tableau 4: Représentation des principales protéines impliquées dans la progression du cycle cellulaire (d'apres
Vogt et Reed, 1998).



1.3.4.1 Complexes cycline/CdK impliqués dans la régulation des différentes étapes du
cycle cellulaire.

Dans le cycle cellulaire, le role des cyclines est de lier et d'activer les CdKs. Chaque
cycline connait des variations de niveau d'expression au cours du cycle cellulaire.
Cette succession de variations est donc un événement clé dans l'activation des CdKs
et régule la progression a travers les différentes étapes du cycle cellulaire. Les
cyclines les mieux caractérisées sont les cyclines D, E, A et B dont I'expression est
nécessaire, respectivement, en phase G1, G1 - S, S - G2 et G2- M (Tableau 4)(Ravitz
and Wenner, 1997; Vogt and Reed, 1998). Les cellules sénescentes étant bloquées
lors de la transition entre la phase G1 et la phase S (G1/S), nous allons nous intéresser
aux cyclines impliquées dans la progression du cycle cellulaire en phases G1 et S.

Les cyclines D (D1, D2, D3) sont absentes chez les cellules quiescentes et sont
synthétisées des le début de la phase G1 en réponse a un stimulus mitotique. Leur
accumulation est maximale en phase G1 tardive (Pour une revue : (Grafia and Reddy,
1995)). Ces cyclines lient préférentiellement CdK4 et 6. Les complexes CdK4-
cycline D et CdK6-cycline D sont les premiers a étre activés lorsqu'une cellule quitte
le stade quiescent (Matsushime et al., 1994; Meyerson and Harlow, 1994). La micro-
injection d'anticorps contre la cycline D1 durant la phase Gl provoque une
interruption du cycle cellulaire avant la phase S (Baldin et al., 1993; Quelle et al.,
1993,

La cycline E est synthétisée en phase G1, le pic d'accumulation se situant en phase
G1 tardive. Elle lie principalement CdK2 (Dulic et al., 1992; Koff et al., 1992) qui est
cytoplasmique et pénétre dans le noyau en phase G1 (Dietrich et al., 1997). Le pic
d'activité du complexe CdK2-cycline E se situe en phase G1 tardive. Aussi, la micro-
injection d'anticorps contre la cycline E ou CdK2 cause une interruption du cycle
durant la phase G1 (Pagano et al., 1993; Tsai et al., 1993). L'activité des complexes
CdK2-cycline E et CdK2-cycline D est importante dés le milieu de la phase G1
jusqu'a la transition G1/S.

Les CdKs régulées par les cyclines D et E sont responsables de la phosphorylation de
la protéine Rb, avant la transition G1/S.

La cycline A est synthétisée dés la phase G1 tardive (Stein et al., 1991) et lie CdK2 &
la frontiére G1/S. Le complexe CdK2-cycline A est actif dés G1/S et durant la phase
S (Pour une revue :(Pines, 1994)) et son activité est nécessaire pour la réplication de
I'ADN (Labbe et al., 1989). Dés la phase G1 tardive, la cycline E est rapidement
dégradée, ce qui laisse la place & la cycline A en phase S (Pour une revue : (Graiia
and Reddy, 1995)).
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Fig. 9: Représentation simplifiée des différents complexes cycline-CDK qui sont affectés
chez les cellules sénescentes, soit par modification de I'expression d'un des constituants du
complexe soit par inhibition de l'activité du complexe (d'apres Afshari et al., 1993). Bordé
de bleu: CdK2 inactives chez les cellules sénescentes, vert: surexprimés chez les cellules sénescentes, bleu:
sous-exprimés chez les cellules sénescentes, gris: exprimés et actifs chez les cellules sénescentes.




1.3.4.2 Les complexes cycline-CdK chez les cellules sénescentes.

On note chez les cellules sénescentes une régulation altérée de I'expression ou de
I'activité de divers complexes cycline-CdK (Fig.9).

Les cyclines D1 et E (cyclines de la phase G1) sont surexprimées de 10 & 15 fois chez
les cellules sénescentes (Fukami et al., 1995; Lucibello et al., 1993), méme si on les
prive de facteurs de croissance ou de sérum, et leur expression augmente encore suite
4 une stimulation mitotique (augmentation de 25 a 50% pour la cycline D1 et de plus
de 20% pour la cycline E).

CdK4 et CdK6 sont normalement présentes dans les cellules sénescentes (Wong and
Riabowol, 1996). Les cyclines D s'associent donc bien avec elles pour former les
complexes CdK4-cycline D, CdK6-cycline D. Toutefois, l'activité kinase de ces
complexes est tres faible chez les cellules sénescentes (Ezhevsky et al., 1997).

En ce qui concerne CdK2, certaines études rapportent qu'elle est bien présente chez
les cellules sénescentes mais que les complexes CdK2-cycline D1 et CdK2-cycline E
sont inactifs (Dulic et al., 1993). Cette absence d'activité kinase est attribuée a des
défauts de phosphorylation. Les cyclines E et CdK2 sont trés faiblement
phosphorylées chez les cellules sénescentes. Il a ét¢ suggéré que cette incapacité a
phosphoryler les complexes CdK2-cycline D1 et CdK2-cycline E et conséquemment,
a les activer, est responsable partiellement de la non-phosphorylation de Rb en phase
G1 tardive (Dulic et al., 1993). Par ailleurs, d'autres études montrent que I'ARNm de
CdK2 n'est plus induit par une stimulation mitotique chez les cellules sénescentes
(Tsuji et al., 1993).

On note aussi la répression des cyclines A et B (cycline Bl) chez les cellules
sénescentes (Fukami et al., 1995). La répression de la cycline A est attribuée a la non-
phosphorylation de Rb.

La cycline H est également fortement réprimée chez les cellules sénescentes (Tsuji et
al., 1993; Wong and Riabowol, 1996). La cycline H ne lie pas directement les CdKs
comme les autres cyclines. Cette cycline particuliére fait partie des kinases pouvant
phosphoryler les CdKs (CAK: kinase activatrice de CdK). La phosphorylation des
CdKs par les CAKs augmente trés fortement leur activité (Kaldis, 1999). Les CAKs
sont des complexes composés d'une sous-unité catalytique p40MO" (Fesquet et al.,
1993; Poon et al., 1993; Solomon et al., 1993; Tassan et al., 1994) appelé aussi
CdK7, une sous-unité régulatrice la cycline H (Fisher and Morgan, 1994; Makeld et
al,, 1994) et un facteur de "regroupement” MAT-1 (Fisher et al., 1995; Tassan et al.,
1995).

Des études structurales et biochimiques ont mis en évidence que la phosphorylation
activatrice altére l'interface des CdKs par rapport  son substrat (Morgan, 1996;
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Russo et al., 1996) mais aussi stabilise son interaction avec les cyclines (Desai et al.,
1992; Ducommun et al., 1991).
En absence de ces CAKs, Rb ne peut plus étre phosphorylée (Wu et al., 2001).

1.3.5. Les inhibiteurs de complexes cycline-CdK.,

Les complexes cycline-CdK sont régulés négativement par une série de protéines de
faible poids moléculaire. Ces protéines inhibitrices de la croissance cellulaire ont été
classées en deux familles : la famille Ink-4 et la famille de p21™*".

1.3.5.1 La famille Ink-4 (Pour une revue:(Vogt and Reed, 1998)).

La famille Ink-4 comprend quatre protéines dont: p16™* p15™* et p19™* qui
nous intéressent dans ce travail (Chan et al., 1995; Guan et al., 1994; Hannon and
Beach, 1994; Hirai et al., 1995; Kamb et al., 1994; Serrano et al., 1993). La
caractéristique de cette famille d'inhibiteurs est qu'ils lient tous les complexes
protéiques contenant CdK4 et CdK6. L'association de p16™** & un complexe CdK4-
cycline D provoque sa dissociation. La liaison de p16™* a CdK4 monomérique
empéche la liaison CdK4-cycline. Cette famille exerce donc son action inhibitrice de
deux maniéres distinctes soit en empéchant la liaison de la cycline activatrice (Hirai
et al., 1995) soit en dissociant la cycline de la CdK (Parry et al., 1995).

Le fait que la protéine p16™* inhibe 'association de CdK4 et CdK6 avec les
cyclines de type D explique l'inhibition conséquente de la phosphorylation de Rb. La
phosphorylation de Rb est donc régulée par ces complexes (Tableau 4).
L'hypophosphorylation de Rb empéche le passage en phase S (Serrano et al., 1993).
La protéine p16™* est surexprimée chez les fibroblastes sénescents (Hara et al.,
1996; Wong and Riabowol, 1996) et se maintient & un niveau trés élevé pendant au
moins 2 mois apres la derniére division cellulaire (Stein and Dulic, 1998).

L'expression de la protéine p15™™® est drastiquement induite par I'action du
Transforming Growth-Factor-81 (TGF-f1), ce qui pourrait expliquer que cette
cytokine provoque l'arrét de la mitose (Hannon and Beach, 1994). L'expression de
p15™* est corrélée avec une association aux complexes CdK4-cycline D et CdK6-
cycline D, ce qui inhibe l'activité kinase de ces complexes (Hannon and Beach,
1994). La protéine p15™*, tout comme p16™* induit un arrét du cycle en phase G1
(Tableau 4). La surexpression de p15™* dans des lignées immortelles provoque un
arrét irréversible de la division cellulaire, par inhibition des complexes a CdK4 et
CdK6 (Fuxe et al., 2000). De plus, p15™* est surexprimée au cours du
vieillissement in vitro des lymphocytes et participe a l'entrée en sénescence de ces
cellules (Erickson et al., 1998). A 1’opposé, une autre étude montre que le niveau
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d'expression des protéines pl
réplicative (Robetorye et al., 1996).

comme pl ne varie pas lors de la sénescence

1.3.5.2 La famille de p21 SDI/CPI/Waf (Pour une revue:(Vogt and Reed, 1998)).

La seconde famille d'inhibiteurs de complexes cycline-CdK est constituée par p21™*"
| p27%" et p57<"%. Cette famille a un spectre d'activités beaucoup plus large que la
précédente et peut inhiber tous les complexes cycline-CdK présents en phase G1, et
¢galement bloquer la phase G2 (Harper et al., 1993; Lee et al., 1995; Polyak et al.,
1994b; Polyak et al., 1994a). Contrairement a la famille précédente, celle-ci a une
affinité beaucoup plus importante pour les complexes cycline-CdK que pour les
CdKs monomériques (Lees, 1995).

La protéine p21™*"'
de liaison et d'inhibition des complexes cycline-CdK partagé avec p27<®" et p57
est situé dans la partie C-terminale de la protéine (Matsuoka et al., 1995). Ce domaine
peut bloquer la réplication d'ADN par liaison 8 PCNA (Chen et al., 1995b; Chen et
al., 1996a; Goubin and Ducommun, 1995; Luo et al., 1995; Nakanishi et al., 1995;
Waga et al., 1994; Warbrick et al., 1995). p21V**! peut inhiber toutes les CdKs
connues comme ayant un role en phases G1 et S du cycle cellulaire: a savoir CdK2,
CdK4 et CdK6 (Harper et al., 1995) (Tableau 4).

contient deux régions fonctionnelles indépendantes. Un domaine
Kip2

Il faut noter que la protéine p21"*"" est également présente dans nombre de

complexes cycline-CdK actifs des cellules en prolifération. Cela suggére qu'en
condition normale de croissance, p21"*"" n'a pas un réle inhibiteur. Ces deux actions
contradictoires de p21%*" seraient principalement une question de stezchiométrie. En
effet, il apparait que l'inhibition de complexes cycline-CdK par p21waf'l requiert
plusieurs molécules de p21™V*™". p21%** n'a donc pas d'action inhibitrice en condition
normale lorsqu'une seule molécule lie le complexe cycline-CdK (Zhang et al., 1994).
De fait, il a ét¢ montré que p21V*"" est aussi induite 1égérement suite & des
stimulations par des facteurs de croissance (Macleod et al., 1995).

p2lwa“ est activée transcriptionnellement par la protéine p53 suite a des dommages a
I'ADN et inactive le complexe CdK2-cycline E (Dulic et al., 1994; El-Deiry et al,,
1993). pZIW*’f'l régule donc l'arrét de la mitose induit par p53 (Tableau 4). Nous

décrivons plus bas le role de p53 dans la sénescence cellulaire.

Le niveau d'ARNm de p21"*" est présent en quantité de 10 a 20 fois plus élevée
chez les FHDs IMR-90 sénescents par comparaison avec des FHDs IMR-90 jeunes
en état de proliférer (Noda et al., 1994; Smith, 1992; Wong and Riabowol, 1996).
L'inhibition de la mitose chez les cellules sénescentes serait régulée par I'action de
p21™* sur le complexe CdK-cycline. Le pic de surexpression de p21"**" est atteint
avant l'entrée en sénescence, c'est-a-dire lors des derniers doublements de population
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Fig.10: Principaux génes cibles de p53. Le facteur de transcription p53 est activé en réponse a
des dommages a 'ADN. Il active ensuite la transcription de génes dont les produits sont des
inhibiteurs du cycle cellulaire (p21waf'], GADD45) ou sont impliqués dans le déclenchement
de l'apoptose (IGFBP-3, Bax). p53 active aussi la transcription de MDM2, un régulateur
positif de sa dégradation (d'apres Vogt et Redd, 1998).



(Mazars and Jat, 1997). Une fois la sénescence installée, le niveau d'expression de
p21waf'] diminue de maniére concomitante a une hausse importante du niveau
d'expression de pl6™*. On peut donc voir I'¢tablissement de la sénescence
réplicative comme un processus en au moins deux étapes, qui nécessitent
I'expression, tour a tour, de plusieurs inhibiteurs de la croissance. Le fait que p16™*
et non pZIWZ‘f'I soit la protéine qui maintienne l'arrét a long terme de la croissance
expliquerait pourquoi p16l"k'4“ est souvent mutée dans des tumeurs de différents
types, alors que c'est rarement le cas de p21wa“ (Alcorta et al., 1996; El-Deiry,
1998). De plus, des souris p16™* " présentent un risque accru de développement de
tumeurs (Serrano et al., 1996), ce qui n'est pas le cas de souris p21"*" ** (Brugarolas
etal., 1995).

p27%"! inhibe les activités de CdK2-cycline A et CdK2-cycline E (Tableau 4) (Koff
et al., 1993; Polyak et al., 1994b; Polyak et al., 1994a). Il y a peu, on ne connaissait
pas de relation entre le niveau d'expression de p27""" et l'entrée en sénescence des
cellules prolifératives. p27°" semblait plutot réguler I'état de quiescence (Wong and
Riabowol, 1996).Toutefois, on sait depuis peu que p27"'"' est essenticlle a
Iapparition de la sénescence. Des cellules d'oestracome humain traitées avec des
oligonucléotides antisens de p27"®' n’entrent plus en sénescence, tandis que les
cellules controles entrent en sénescence (Alexander and Hinds, 2001).

1.3.6 p53 et la protéine du rétinoblastome (Rb).

1.3.6.1 p53.

p53 est un facteur de transcription qui joue un role majeur dans l'arrét de la
prolifération et l'apoptose. En condition normale, p53 est présent dans la cellule en
tres faible quantité et son expression est fortement induite par les agents causant des
dommages a 'ADN tels que les UV et les stress oxydatifs. La conséquence de
l'activation de p53 est soit I'arrét de la prolifération soit l'apoptose, suivant le type
cellulaire, la nature, l'intensité du stimulus ainsi que le niveau de p53 induit (Ko and
Prives, 1996; Levine, 1997; Murphy and Levine, 1997).

L'activation de p53 conduit a l'expression de génes cibles comme GADD45 et IGF-
BP3 (Insulin-like Growth Factor-Binding Protein 3). GADD45 est un inhibiteur du
PCNA mais est aussi connu pour interagir avec les nucléosomes endommagés suite a
des irradiations aux UV. Cette interaction modifierait l'accessibilité protéique a
I'ADN. 1l a en effet été montré que GADD45 augmentait l'accessibilité de la DNAse I
a I'ADN endommagé (Carrier et al., 1999). IGF-BP3 est un inhibiteur de I'1GF et de
gl (Fig.10) (Kastan et al., 1992; Levine, 1997); pour des revues: (Hansen and
Oren, 1997; Wang and Harris, 1997)). L'IGF ou Insulin-like Growth Factor, qui est
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Fig. 11: Régulation de la phosphorylation de Rb pendant le cycle cellulaire (d'aprés Grana et Reddy, 1995).
Rb est phosphorylée dés le milieu de la phase G1 par les complexes CDK4/6-cycline D. Avec cette phosphorylation de Rb, le point
de restriction (R) est franchi. Rb phosphorylée libére le facteur de transcription E2F qui est un activateur de transcription de divers
génes nécessaires 4 la synthése d'ADN et 4 la transition G1/S. La phosphorylation de Rb est maintenue jusqu'en phase M.



similaire en structure et en séquence a I'insuline, est synthétisé principalement dans le
foie. Alors que I'insuline régule la quantité de glucose dans le sang, la croissance
tissulaire est induite par I'IGF (Lodish et al., 1995).

p53 est surexprimé chez les cellules sénescentes (Kulju and Lehmn, 1995). Ses
activités de liaison a I'ADN et de transactivation y sont augmentées chez les cellules
sénescentes (Atadja et al., 1995; Haupt et al., 1995). De plus, des cellules déficientes
en p53 présentent un retard important dans la sénescence (Bond et al., 1996; Bond et
al., 1994; Rogan et al., 1995; Wazer et al., 1995).

La protéine codée par le géne MDM?2 (Mouse Double Minut 2) est le plus important
régulateur de la stabilité de p53. MDM2 est capable d'activer la dégradation de p53,
en se liant a celui-ci (Haupt et al., 1997; Momand et al., 1992; Oliner et al., 1992).
L'activation de la transcription de MDM?2 est elle-méme régulée par p53 (Barak et al.,
1993). Il faut savoir que MDM? est réprimé chez les fibroblastes sénescents.

1.3.6.2 Rb.

La protéine Rb ainsi que deux autres protéines de la méme famille, p107 et p130, sont
des corépresseurs transcriptionnels qui régulent le cycle cellulaire. L'activité de Rb
est contrlée par un mécanisme de phosphorylation/déphosphorylation (De Caprio et
al., 1989)(pour une revue: (Herwig and Strauss, 1997)). En GO et G1 précoce, Rb est
principalement déphosphorylée, alors qu'en Gl tardive, S, G2 et M, Rb est
hyperphosphorylée. Rb joue le role fondamental de gardien du point de restriction (R
point, restriction point), une transition clé dans le cycle cellulaire (Fig.11) (Lodish et
al,, 1995). En effet, des cellules tumorales n'exprimant pas Rb passent le point R sans
encombre. Par contre, lorsque 1'on réintroduit Rb dans ces cellules, elles peuvent
entrer en sénescence (Xu et al., 1997).

Une fois passé ce point de restriction, gardé par Rb, la cellule quitte la phase G1 et
entre irréversiblement en phase S (Bartek et al., 1996).

Divers complexes cycline-CdK sont impliqués dans la phosphorylation de Rb : les
complexes CdK4-cycline D et CdK6-cycline D en G1 précoce, CdK2-cycline A et
CdK2-cycline E en phase G1 tardive (Fig.11) (Pour une revue:(Bartek et al., 1996)).

A c6té de ce mécanisme de phosphorylation qui peut étre inhibé par les membres de
la famille de p16™* ou de p21"V*"', il existe un systéme de déphosphorylation. En
effet, des phosphatases, principalement la phosphatase PP1, peuvent interagir avec
Rb pour la déphosphoryler (Durfee et al., 1993). L'inhibition de l'activité kinase des
complexes cycline-CdK et les phosphatases peuvent fonctionner en synergie (Pour
une revue: (Rubin et al., 1998)). Lorsque Rb est hypophosphorylée, elle agit en tant
qu'inhibiteur du cycle cellulaire et retient les cellules en phase G1. Rb
hypophosphorylée lie et inhibe des facteurs de transcription comme ceux de la
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Fig. 12: Représentation schématique de l'interaction de Rb avec les histones déacétylases. Un
complexe formé de Rb et d'une histone déacétylase (HDAC) se lie sur les promoteurs des geénes
spécifiques de la phase S via le facteur de transcription hétérodimérique E2F-DP (differentiation-
regulated transcription factor polypeptide). La HDAC agit directement sur la chromatine
environnante et lui fait prendre une conformation trés fermée empéchant la transcription. Avant la
transition G1/S, la phosphorylation de Rb par les complexes cycline-CdK dissocie le complexe
répresseur. Les histones de la chromatine sont alors acétylés provoquant une ouverture de la struc-
ture tridimensionselle de la chromatine. Les facteurs de transcription (TF) peuvent alors se fixer sur
leur site de liaison et activent avec le complexe E2F-DP libre la machinerie transcriptionelle (TM).
Ac: résidus lysine acétylés (d'apres Brehm et Kouzarides, 1999).




famille E2F (Fig.11). Ceux-ci sont des facteurs de transcription hétérodimériques
formés par I'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). Les complexes
contenant E2F-1, -2, -3 lient Rb. Les complexes contenant E2F-4, -5 lient p107 et que
p130 se fixe uniquement aux complexes contenant E2F-5.

Par son association physique au facteur E2F déja li¢ au promoteur des génes cibles,
Rb agit de deux manicres différentes: il masque le domaine de transactivation de E2F
et recrute des histones déacétylases (HDACs) qui ont une fonction dans la répression
de la transcription (DePinho, 1998; Weinberg, 1995). Rb forme donc avec E2F et les
HDACs un complexe multimérique (Brehm and Kouzarides, 1999; Brehm et al.,
1998). Les HDACs répriment la transcription de génes en augmentant 1'affinité des
histones pour I'ADN, masquant de ce fait les séquences régulatrices de certains génes
(Fig.12). A T'heure actuelle, le role des HDACs dans l'entrée en sénescence
réplicative des cellules humaines reste a préciser. Une étude a mis en évidence que
les inhibiteurs de HDACs induisent un état proche de la sénescence chez les
fibroblastes humains. Un arrét de la croissance est concomitant avec une élévation de
la proportion de cellules positives pour l'activité SA B-gal et I'hypophosphorylation de
Rb (Ogryzko et al., 1996).

Les facteurs de transcription de la famille E2F sont responsables de I'activation de la
transcription de nombreux geénes nécessaires a la transition G1/S et a la synthése
d'ADN (Weintraub et al., 1992). (Fig.13). Plus de 30 génes régulés par E2F sont
connus (Pour une revue: (Cristofalo et al., 1998a)). Il est admis que la déficience en
E2F actif chez les cellules sénescentes serait responsable de la répression des génes
de la transition G1/S ((Nevins, 1992); pour une revue: (Farnham et al., 1993)). Dans
les cellules sénescentes, E2F n'est pas seulement inactif en raison de
T'hypophosphorylation de Rb. Il est également inactif parce que I’expression de E2F1,
la sous-unité de E2F est réprimée alors qu'elle est normalement exprimée plusieurs
heures avant la phase S (Dimri and Campisi, 1994; Dimri et al., 1994b; Slansky and
Farnham, 1996). Certains de ces génes sont impliqués dans la réplication de I'ADN et
le métabolisme des nucléotides comme I'ADN polymérase o, PCNA, la DHFR, la TK
et la TS (Good et al., 1996). D'autres sont des régulateurs du cycle cellulaire comme
les cyclines A, B (Good et al., 1996), D1 et E et p19"™** (Fig.13) et méme un
membre de la famille de la famille de Rb, en I'occurrence p107 (Good et al., 1996).
D'autres encore sont des facteurs de transcription, dont les membres de la famille E2F
eux-mémes ((Kouzarides, 1995; Weinberg, 1995; Weinberg, 1996); pour des revues:
(Nevins et al., 1997; Sellers and Kaelin, 1996; Sladek, 1997)).

Suivant un modéle récemment proposé, les complexes formés par E2F-4, -5 et p130
fonctionneraient comme répresseurs des génes E2F-1, -2, -3. La phosphorylation de
p130 provoquerait la dérépression de ces génes, en milieu de G1 (De Gregori et al.,
1997). A son tour, Rb hypophosphorylé lierait E2F-1,-2,-3 jusqu'a sa
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Fig. 13: Role de Rb dans la régulation du cycle cellulaire (d'apres Lodish et al., 1995). La phosphoryla-
tion de Rb dés la phase G1 est assurée par différents complexes cyclines-CdK. Il en résulte en la libération du facteur de
transcription E2F. Dés lors actif, E2F active la transcription de nombreux génes dont les produits sont impliqués dans la
réplication de I'ADN ou la régulation du cycle cellulaire. E2F active entre autre la synthése de la cycline A. Le complexe
cycline A-CdK2, actif en phase S, inactivera E2F par phosphorylation.




A formation d'hétérodimeéres

ATEF-1 ATE-2 ATF-3 ATF-4
c-Jun : - + 5 -
c-Fos - 2 - i1

B
hétérodimeéres site de liaison a I'ADN
ATF-2/c-Jun CRE > ENK-2 > AP-1
. ATF-3/c-Jun CRE,AP-1, ENK-2
ATF-4/c-Fos CRE
ATF-4/c-Jun CRE
Table 5:

A) Tableau représentant les différents hétérodimeres possibles entre les
membres de la famille ATF et c-Jun et c-Fos (d'aprés Hai et Curran, 1991).
B) Tableau représentant I'affinité des hétérodimeres de la figure précédente

avec leurs différents sites de liaisons (d'aprés Hai et Curran, 1991).
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Fig. 14: Double fonction de Rb dans la régulation de I'expression génique (d'apres Hollingsworth et al., 1993).
(A) Régulation positive: Le facteur de transcription ATF-2 se fixe sur un site de liaison spécifique sur le promoteur du géne TGF-f32.
Cette transactivation est stimulée par la surexpression de Rb, probablement par 1'association ATF-2/Rb.

(B): Régulation négative: L'expression de la dihydrofolate réductase (DHFR), qui est nécessaire au passage en phase S, est activée
par le facteur de transcription E2F. L'association de E2F avec Rb, conduit 2 I'arrét de la transactivation du géne de DHFR mais pas la
capacité de E2F 2 se lier au promoteur de DHFR.




phosphorylation. L'activation de la transcription par E2F pourrait alors se faire. Un
des geénes dont la transcription est activée par E2F est celui de la cycline A. Les
facteurs E2F sont a leur tour inactivés aprés l'entrée en phase S. A cet effet, ils sont
phosphorylés par le complexe CdK2-cycline A, assurant ainsi l'activation périodique
des genes de la transition G1/S (Fig.13) (De Caprio et al., 1989; Krek et al., 1994;
Mittnacht and Weinberg, 1991).

En conclusion, suite & I'hypophosphorylation de Rb, E2F est inactivé, ce qui conduit a
une diminution d'expression de nombreux genes nécessaires au passage en phase S et
a la réplication de I'ADN. En effet, lors de la sénescence réplicative des FHDs IMR-
90, il a été observé une sous-expression importante de E2F1, E2F3 (Good et al.,
1996) et DP1 (Dimri et al., 1994b) médiant un arrét de l'expression de DHFR, de la
cycline A et de la cycline B (Good et al., 1996).

Outre son activité inactivatrice sur certains facteurs de transcription, Rb peut, sous sa
forme hypophosphorylée, lier et activer le facteur de transcription ATF-2 (Activating
Transcription Factor-2) (Hollingsworth et al., 1993; Kim et al., 1992) (Fig.14). ATE-
2 est composé d'un domaine de liaison a I'ADN divisé en deux parties, d'une part une
région formée d'acides aminés basiques et d'autre part une région de type tirette a
leucine ZIP (leucine zipper). ATF-2 peut former un hétérodimeére avec le facteur de
transcription c-jun. L'affinité de ATF-2 pour c-jun et son site de liaison a I'ADN est
similaire de celui des membres de la famille AP-1. Ceci permet 8 ATF-2 de se lier au
site consensus CRE (Creb Response Element) avec une forte affinité, que ce soit sous
forme d'un homodimeére ou d'un hétérodimere avec c-jun (Hai and Curran,
1991)(Tableau 5).

Le facteur de transcription ATF-2 est responsable de I'activation de la transcription de
nombreux geénes comme le TGF-81 et TGF-A2 (Kim et al., 1992), pour une revue:
(Hollingsworth et al., 1993; Kim et al., 1991)) (Fig.14), la fibronectine (Srebrow et
al,, 1993) mais aussi Rb via une boucle d'auto-régulation; le promoteur de Rb
contenant 1 site Sp1, 1 site E2F et 1 site ATF-2 (Park et al., 1994).

Outre ces génes, ATF-2 régule aussi l'expression de la topoisomérase I et I'ADN
polymérase B. Dans la cellule, les molécules d'ADN forment des superhélices que la
topoisomérase peut déplier. ATF-2 peut donc activer des systemes de réparation de
I'ADN (Baumgartner et al., 1994; Kedar et al., 1991).
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Chapitre 2: Relation entre le vieillissement et la sénescence
réplicative.

Pourquoi les personnes agées ne répondent plus parfaitement aux stimuli de tous les
jours? La réponse semble étre que les organes qui fonctionnaient parfaitement et de
concert au sein de l'organisme jeune ne peuvent plus assurer parfaitement leur
fonction car les cellules qui les composent ont vieilli. Dans un organe ou le
renouvellement cellulaire est fréquent, les cellules déficientes sont remplacées dans
les limites de la capacité proliférative de ces cellules. Par contre, dans un tissu ou le
renouvellement est faible voire inexistant ou encore ou les cellules auraient atteint
leur limite de potentiel prolifératif, I'intégrité du tissu et de la fonction de ce tissu
serait altérée. C'est donc la capacité proliférative des cellules composant un tissu qui
déterminerait la durée de vie de ce tissu et in fine la vie de 'individu. Cette hypotheése
de relation entre le vieillissement et la sénescence réplicative se base sur des
constatations expérimentales plus ou moins établies:

-Si on met en culture des cellules d'un méme type provenant de donneurs d'ages
différents, on constate que le nombre de passages en culture réalisés par ces cellules
diminue avec 'dge de ces donneurs (Martin et al., 1970) (Fig.15).

Par exemple, des fibroblastes feetaux humains qui normalement réalisent entre 60 et
80 passages en culture en réalisent 20 a 40 s’ils proviennent de biopsies de jeunes
adultes et ne font plus que 10 a 20 passages en culture s’ils proviennent de
prélévements sur des personnes dgées (Bruce et al., 1986; Daniel, 1972; Daniel et al.,
1968; Hayflick, 1965; Le Guilly et al., 1973; Martin et al., 1970; R6hme, 1981;
Schneider and Mitsui, 1976). Par années d'dge du donneur, il y a une perte de 0,2
passages en culture des cellules (Schneider and Mitsui, 1976).

Cette donnée est actuellement soumise a controverse. En effet, il semble difficile de
reproduire ces résultats. Plus de 240 biopsies sur des personnes différentes et de
différents ages ont été réalisées sans que cette relation ne soit observée dans aucune
de ces biopsies (Cristofalo et al., 1998b; Rattan, 2001).

- In vivo, on peut observer des fibroblastes qui montrent la morphologie typique de
cellules sénescentes in vitro. Les cellules sont en général de forme élargie et étalée et
présentent de nombreuses granulations ainsi qu'un volume nucléaire agrandi comme
dans le cas de la sénescence réplicative normale (Bruce, 1991). Le modele des
morphotypes décrit précédemment s'applique également in vivo. A partir de biopsies
de peau, on observe que la proportion des différents morphotypes varie suivant I'age
du donneur. Plus le donneur est jeune, plus les proportions des morphotypes précoces
sont élevées. Ainsi entre 0 et 20 ans, une population typique de fibroblastes se
compose de 15 % de MFI, de 70 % de MFII et de 15 % de MFIIL De 60 a 80 ans, la
proportion des morphotypes est de 25 % de MFII, de 35 % de MFII, de 10 % de
PMFIV et de 30 % de PMFV + VI. On note donc avec 1'age que les cellules in vivo
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évoluent vers les morphotypes plus agés (Bayreuther et al., 1992; Bayreuther et al.,
1988b) (Fig.16).

- Des fibroblastes de muscles squelettiques, de cceur et de rein humains in vivo
présentent, comme les fibroblastes sénescents de muscles squelettiques en culture,
des d¢létions au sein du génome mitochondrial (Liu et al., 1998). Cet accumulation
est aussi observable chez d'autres mammiferes comme le singe (Lee et al., 1994b).

- La proportion de cellules marquées pour l'activité f-galactosidase associée a la
sénescence présente in vivo augmente avec 1'age (Dimri et al., 1995).

- Nous avons déja mentionné que le raccourcissement télomérique est observé aussi
bien in vivo (Lindsey et al., 1991) que dans la sénéscence réplicative in vitro. De plus,
ce raccourcissement est de méme ordre par division cellulaire dans les deux situations
(Harley et al., 1990; Levy et al., 1992).

- Un autre argument découle des observations réalisées sur des fibroblastes humains
de personnes atteintes de maladies qui miment un vieillissement accéléré comme
le syndrome de Werner . Le syndrome de Werner (WS) est une maladie
autosomale récessive rare dont les patients affectés présentent les symptomes d'un
vieillissement prématuré. Les personnes atteintes par le syndrome de Werner
présentent une mutation dans un géne codant pour une protéine de la famille des
RecQ hélicases (Gray et al., 1997; Yu et al., 1996). Les hélicases sont des
enzymes impliqués dans la transcription, la réplication et la réparation de I'ADN
(Bohr et al., 1998; Chakraverty and Hickson, 1999). Il a ét¢ montré trés
récemment que ce géne responsable du WS est impliqué dans la réparation des
cassures double-brin de 'ADN (Li and Comai, 2000), dans la réplication de 'ADN
dépendante de la polymérase 3 (Kamath-Loeb et al., 2000) et dans la maintenance
des séquences télomériques. Cette maladie génétique raccourcit fortement la durée
de vie moyenne des patients et la durée de la vie réplicative des cellules. Il a en
effet été démontré que les fibroblastes provenant de ces personnes présentent un
potentiel prolifératif restreint (Busk, ; Goldstein, 1979; Martin et al., 1970; Salk et
al., 1981a; Salk et al., 1981b). Une proportion accrue de cellules positives pour
l'activité SA B-gal est aussi observée (Dimri et al., 1995). Des fibroblastes
provenant de biopsies de jeunes adultes atteints par le syndrome de Werner ne
peuvent réaliser que de 'ordre de 10-20 passages en culture au lieu de 50 a 60
pour des fibroblastes provenant d'individus normaux (Faragher et al., 1993; Kill et
al., 1994; Salk, 1982; Salk et al., 1981a; Salk et al., 1981b). Il a aussi ét¢ démontré
que la transfection de la télomérase permet une extension du potentiel prolifératif
des fibroblastes de personnes atteintes du syndrome de Werner (Wyllie et al.,
2000).
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Chapitre 3: Théories de la sénescence réplicative et du
vieillissement.

Actuellement, on pense que la sénescence réplicative permettrait d'arréter la division
cellulaire lorsque des dommages a I'ADN anormalement élevés surviennent, ceci
pouvant conduire a la transformation voire a I'immortalisation cellulaire (Campisi et
al., 1996a).

Pour qu'une cellule se transforme et soit capable de former des tumeurs, il faut que
ses multiples systemes de contrle du cycle cellulaire soient supplantés. On estime en
geénéral qu'il faille de I'ordre de 20 & 30 mutations dominantes pour qu'une cellule
cancéreuse apparaisse. L'apparition de ces mutations successives n'est généralement
possible que si une durée de temps considérable s'est écoulée. Ceci explique que le
nombre de cancer augmente avec I'dge. Ceci étant dit, la capacité proliférative des
cellules diminue avec le nombre de divisions et I'on estime que le caractére fulgurant
de certaines tumeurs diminue avec l'age. Par exemple, il a été¢ démontré suite a
l'accident nucléaire de Tchernobyl que les personnes trés jeunes au moment de
l'accident ont une période de latence beaucoup plus courte avant l'apparition de
cancers (Macieira-Coelho, 2001). On a aussi suppos¢ que la limitation du nombre
maximum de divisions cellulaires dii a la sénescence réplicative, empéche dans une
certaine mesure le développement de cancers (Pour une revue: (Wright and Shay,
2001)).

Il est d'ores et déja intéressant de noter qu'une accumulation excessive de dommages
a I'ADN peut apparaitre dans d'autres circonstances que le vieillissement. On pense
par exemple a l'exposition de cellules a des stress oxydatifs. Dans cette perspective,
un arrét irréversible de la prolifération de cellules dont I'ADN est trop endommagé
avant qu'elles n'atteignent la sénescence réplicative, offrirait donc un moyen
d'empécher une perte de contréle de leur cycle cellulaire. Ceci nous fait comprendre
de suite que deux grands types de mécanismes pourraient expliquer l'arrét irréversible
de prolifération observé chez les cellules sénescentes. En fait, actuellement, deux
grandes écoles s'affrontent en ce qui concerne les théories explicatives de la
sénescence réplicative: la théorie télomérique et la théorie des radicaux libres.

3.1. Théorie télomérique de la sénescence réplicative.

Selon cette théorie, le raccourcissement régulier des télomeres est une sorte d'horloge
mitotique. Lorsqu'une longueur critique des télomeres est atteinte, le cycle cellulaire
se bloquerait (Harley, 1991; Naveilhan et al., 1994). On a découvert que la
sénescence réplicative des cellules murines est atteinte lorsque la longueur minimale
d'un seul des téloméres est atteinte. En effet, si I'on croise des souris t€lomérase
négative mTR” qui possédent des télomeres courts avec des souris hetérozygotes
pour la télomérase mTR™" possédant des téloméres longs, on obtient des cellules au
phénotype identique a celui des cellules mTR” aux téloméres courts bien que la
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moiti¢ de leurs télomeres soient longs (Hermann et al., 2001). Si le mécanisme de
raccourcissement télomérique est connu (point 1.2.6), le mécanisme par lequel le
raccourcissement des télomeres pourrait induire la sénescence réplicative n'est pas
encore tout a fait connu. Toutefois, un modéle semble de plus en plus accepté selon
lequel les télomeres courts sont per¢us comme des dommages a I'ADN, ce qui
induirait une réponse d'arrét de la prolifération en phase G1 du cycle cellulaire (Pour
une revue: (Vaziri and Benchimol, 1996)) (Fig.17).

Voici les arguments expérimentaux principaux qui soutiennent ce modéle.

On sait que des chromosomes possédant des téloméres de tailles critiques peuvent
fusionner pour former des chromosomes dicentriques (Benn, 1976; Counter et al.,
1992) tres instables. Puisque ces structures contiennent deux centroméres, elles sont
brisées en deux lors de la mitose suivante lors de l'attraction des deux centromeres
vers des poles opposés du fuseau mitotique. Il en résulte des cassures doubles brins
aléatoires, télomériques ou non (Vaziri and Benchimol, 1996). Ces cassures peuvent
bloquer le cycle cellulaire lorsqu'elles sont détectées. Apres cette détection, des
mécanismes de réponse aux dégats a 'ADN seraient activés conduisant par exemple a
l'activation ou la surexpression de p53. Bien que les mécanismes conduisant a la
surexpression et a l'activation de p53 restent peu clairs, différentes protéines sensibles
aux dégats a ' ADN sont connues comme pouvant activer par phosphorylation p53.
La protéine ATM, qui est codée par le géne responsable de la maladie génétique
ataxia telangiectasia, régule l'arrét du cycle cellulaire suite & des dommages au niveau
de I'ADN. Les cellules de personnes atteintes de cette maladie ne présentent plus
d'activation de p53 suite a un traitement générant des dommages a 'ADN comme le
peroxyde d'hydrogene et les radiations y (Pour une revue:(Prives, 1993)). Cette
protéine posséde un domaine C-terminal trés proche de celui des phosphoinositide 3-
kinases (PI-3 kinase). Elle est donc classée dans la famille de ces PI-3 kinases au
méme titre que la DNA-PK. ATM et la DNA-PK sont des protéines senseurs de
dégats a I'ADN et phosphorylent p53 au niveau des sérines 15 et 37. Ces
phosphorylations activent et stabilisent p53 (Banin et al., 1998; Woo et al., 1998).
Avec ATM, la poly (ADP-ribose) polymérase (PARP) est la protéine la mieux
connue dans la régulation de p53 suite a l'apparition de dommages a 'ADN. La
PARP est activé en se fixant au cassures des brins d’ADN. Une fois activée, elle
s'associe physiquement avec p53 [Varizi, 1997 #62] et, a l'instar des
phosphorylations, 1'active par poly(ADP ribosyl)ation (Wang et al., 1998b).

D'autres protéines peuvent réguler l'activité de p53 comme MDM?2. Toutefois, le role
de MDM 2 est plus complexe & mettre en évidence car il est lui-méme régulé par p53
(Momand et al., 1992). Comme déja décrit, l'activation de p53 conduit a la
surexpression d'inhibiteurs des complexes cycline-CdK et donc a
I'hypophosphorylation de Rb.

Cette hypothése ou les téloméres courts sont pergus comme dégts a 'ADN permet
d'expliquer les résultats obtenus sur la protéine TRF-2. TRF-2 est une protéine
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pouvant se lier aux téloméres et protégerait ceux-ci de fusions télomériques ou
interchromosomiques empéchant alors la formation de chromosomes dicentriques
trés instables pouvant se briser (de Lange, 2001). Le groupe de de Lange a montré
que la surexpression de la protéine TRF-2 conduit a un raccourcissement accéléré des
télomeres sans induire la sénescence de ces FHDs IMR-90 surexprimant TRF-2.
Chez les FHDs IMR-90 surexprimant TRF-2, la sénescence apparait lorsque les
télomeres ont atteint une taille de 4 kb tandis que chez les FHDS IMR-90 sauvages,
la sénescence apparait pour une taille télomérique de 7 kb. Donc, la sénescence
réplicative serait induite par un changement dans le statut de protection des téloméres
courts plutot que par un raccourcissement télomérique (de Lange, 2002; Karlseder et
al., 2002). Cela veut dire que tant que les télomeéres courts ne peuvent fusionner, la
sénescence n'est pas induite mais des que cette fusion n'est plus évitable, le processus
de sénescence est induit probablement par les protéines sensibles aux dégats a I'ADN.

3.2 Théorie stochastique des radicaux libres.

L'utilisation de l'oxygene par les organismes aérobies entraine une production de
radicaux libres qui créent des dommages aux constituants cellulaires. La théorie des
radicaux libres propose que la plupart des changements associés au vieillissement
sont le fruit de I'accumulation des dommages dus aux radicaux libres dérivés de
l'oxygene (Harman, 1956; Harman, 1981; Harman, 1998, pour une revue exhaustive:
Beckman et Ames, 1998).

3.2.1 Radicaux lbres dérivés de l'oxygene (reactive oxygen intermediates: ROI).

Les radicaux libres sont des espéces moléculaires contenant un nombre impair
d'électrons. La présence d'un électron non apparié est la cause de leur trés grande
réactivité (Pryor, 1976; Webster and Nunn, 1988).

La plupart de ceux-ci subissent trés rapidement un dimérisation ou une réaction ou
I'électron célibataire s'apparie & un autre électron. Nous traiterons ici des radicaux
libres dérivés de l'oxygeéne moléculaire.

A T'état fondamental, 1'0, triplet posséde 2 électrons non-appariés de spins parall¢les
logés dans des orbitales 7. L'O, triplet réagit comme un diradical plus ou moins
stable. Il peut convertir les radicaux R® en radicaux hydroperoxydes (R-OO*). L'O,
triplet ne peut oxyder spontanément une molécule chimique car il devrait réagir avec
une espéce possédant une paire d'électrons de spins paralleles ou subir une inversion
du spin d'un de ses électrons, ce qui est trés improbable. En fait, I'ajout des €lectrons
sur '0; se fait un par un, donc par réduction monovalente de 'O, (Fig. 18).

La forme réactionnelle de I'oxygeéne ou les deux électrons sont appariés dans une des
orbitales 7, I'autre étant vide, s'appelle I'oxygene singulet.
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L'anion superoxyde (O,*) est une molécule d'oxygéne qui a été réduite par un
électron. Cet anion possede un électron non-apparié dans une orbitale 7. Il réagit
comme un oxydant faible ou comme arracheur d'hydrogene avec la plupart des
molécules organiques. La réduction monovalente de I'anion superoxyde donne du
peroxyde d'hydrogeéne (H,0,).

Le radical hydroxyle (OH®) est formé a partir d'H,0, par la réaction de Fenton
(Webster and Nunn, 1988). Cette réactions d'oxydoréduction se déroule entre un ion
métallique de transition et un peroxyde. Dans la réaction d’Haber-Weiss/Fenton, le
fer catalyse la décomposition du peroxyde d'oxygeéne (Pryor, 1976) (Fig.19). OH* est
tellement réactionnel qu'il a tendance a réagir avec la premiére molécule qu'il croise
en lui prenant un hydrogéne ou en s'additionnant aux doubles liaisons. Il peut entre
autres, causer nombre de dommages a 'ADN.

Les hydroperoxydes et les radicaux peroxyles (ROO*) sont plus réactifs que 1'0,* et
peuvent former 1'H,0,. La production du radical hydroxyle par la réaction de Fenton
est en partie responsable de la toxicité de I'H,0,.

L'H,0, et '0;, singulet ne répondent pas a la définition pure de radical libre, mais
sont pourtant tres réactifs et sont dérivés de l'oxygene réduit de maniere monovalente.
C'est pourquoi dans la suite, nous parlerons de ROI (especes réactionnelles dérivantes
de I'oxygeéne) comprenant alors 1'H,0, et I'0, singulet.

Les ROIs peuvent réagir avec la plupart des liaisons insaturées des molécules
biologiques. Les effets néfastes des ROIs sont bien connus. Par exemple, les
membranes cellulaires peuvent étres déstabilisées par les peroxydes lipidiques, ou
leurs métabolites, issus des réactions radicalaires avec les acides gras polyinsaturés
(pour une revue: (Chiu et al., 1989; Freeman and Crapo, 1982)). Les acides aminés
des protéines, qu'ils soient insaturés ou contiennent une fonction thiol (-SH), sont
aussi la cible des ROIs, ceci pouvant entrainer des fragmentations ou/et des
agrégations de protéines et des inactivations enzymatiques (Benzi et al., 1991,
Davies, 1987; Pigeolet and Remacle, 1991; Webster and Nunn, 1988). L'ADN n'est
pas a l'abri des réactions radicalaires qui sont a l'origine de modifications de
nucléotides (pour une revue: (Freeman and Crapo, 1982)) et de scissions simples ou
doubles des brins d'ADN (pour une revue: (Freeman and Crapo, 1982; Lunec, 1990)).
Les cellules ont développé des mécanismes de défense, enzymatiques ou non, afin de
contrer l'action directe des ROIs. Il existe différents niveaux de défenses
enzymatiques et non-enzymatiques, extracellulaires et intracellulaires (pour une
revue:(Beckman et Ames, 1998)).
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3.2.2 Corrélation entre la production de ROIs et la durée de vie.

Des ROIs peuvent aussi étre générés dans les mitochondries, lorsque s'échappent des
¢lectrons transférés dans la chaine de transport des électrons dans la membrane
mitochondriale interne. Environ 4 % des électrons transitant dans cette chaine sont
convertis en ROI (Boveris, 1984; Chance et al., 1979; Hansford et al., 1997; Turrens
and Boveris, 1980). Ces électrons s'échappent vers I'0, pour former 0, (Chance et
al., 1979; Cross and Jones, 1991). Il a ét¢ montré que le niveau de production d'anion
superoxyde et de peroxyde d'hydrogene par les mitochondries est inversément
proportionnel a la durée de vie maximale pour une série limitée d’especes
d’invertébrés (Fig.20) et de vertébrés (Sohal et al., 1995b; Sohal et al., 1990b; Sohal
et al., 1989a)

Chez Musca domestica, des populations gardées en régime de moindre activité (sans
possibilité de vol, par restriction de I’espace) ont une durée de vie allongée par
rapport & leurs congéneres en activité normale. Les mitochondries de ces mouches en
faible régime d’activité sont productrices de moins de peroxyde d’hydrogéne et
contiennent moins de fonctions carbonyles dans leurs protéines (Sohal and Dubey,
1994). 11 existe donc une corrélation entre la durée de vie et la production de ROI par
les mitochondries, ainsi que la quantité de dommages aux mitochondries au sein
d’une espece donnée.

On a également constaté une augmentation, avec 1'age, de la quantité¢ des ROIs
produits par les mitochondries que ce soit chez des insectes (Sohal and Orr, 1992;
Sohal and Sohal, 1991) ou chez des mammiféres (Nohl and Hegner, 1978; Shigenaga
etal., 1994).

In vitro, les fibroblastes de différents mammiféres montrent une corrélation positive
entre leur durée de vie attendue et leur capacité de résister a des stress oxydatifs
(Kapahi et al., 1999). Atamana et al. ont démontré qu'il existe une augmentation de 2
ou 3 fois de la production de ROI durant les 15 derniers passages en culture de FHDs
IMR-90 (Atamna et al., 2000).

Une revue trés compléte a été publiée par beckman et Ames (1998) sur ces aspects.

3.2.2.1 Restriction calorique et ROIs.

Puisque le niveau du métabolisme et la production de ROIs sont liés, on peut
supposer qu'une activité métabolique excessive peut étre déléteére et réduire la durée
de vie. De fait, plusieurs expériences ont laissé entrevoir la possibilité de
l'allongement de la durée de vie par des procédés de restriction calorique. Cela a été
observé chez des rongeurs et chez des invertébrés (Roth et al., 1995). Dans les
régimes qui fournissent la quantité nécessaire de nutriments essentiels et de
vitamines, et qui évitent la malnutrition tout en limitant la quantité totale d'énergie
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Fig. 21: Analyse par PCR de la fréquence de génome mitochondrial délété dans le foie et le
cerveau de rat Fisher en fonction de l'age. (A) Fréquence de génomes mitochondriaux avec
délétions dans le cerveau. (B) Fréquence de génomes mitochondriaux avec délétions dans le foie

(d'aprés Kang et al. , 1998). Les rats sont nourris avec des protéines de soya soit a volonté (AL) ou restreint &
60% de la consommation des rats AL (DR). Les résultats sont présentés comme moyenne  écart type.
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Fig. 22:A) Augmentation de la proportion de génomes mitochondriaux présentant la
délétion de 4977 bp dans le foie humain. La présence de la délétion de 4977 bp a été
mise en évidence par PCR et le gel coloré au bromure d'éthidium a €té soumis a une
analyse de la densité optique des amplicons obtenus (d'aprés Yen et al., 1994).

B) Augmentation de peroxydes lipidiques dans les mitochondries de foie humain.
Les peroxydes lipidiques ont été mesurés par la dégradation de I'acide
thiobarbiturique en malonaldéhyde (d'apres Yen et al., 1994).
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Fig. 23: Effets de la surexpression d'enzymes antioxydants sur la durée de vie et la quantité de
dommages oxydatifs dans les protéines chez Drosophilia melanogaster (d'aprés Sohal et
Weindruch, 1996). Courbes de survie (lignes continues) et quantités de protéines carbonylées (lignes

pointillées) a différents ages d'un groupe contréle (triangles blancs) et de trois lignées différentes (les autres
symboles) surexprimant a la fois CuZn-SOD et la catalase.



consommee, on constate un allongement de la durée de vie moyenne et maximale
(Merry, 1991). On pense que cette restriction calorique agit principalement en
diminuant la production de ROIs par les mitochondries, limitant de ce fait les
dommages de types oxydatifs aux constituants cellulaires. Cette hypothése est
d'autant plus réaliste que des expériences de restriction calorique sur rat ont montré
une diminution de la quantité de délétions dans le génome mitochondrial du foie de
rats subissant cette restriction (Fig.21) (Kang et al., 1998). De plus, on a démontré
une accumulation de peroxydes lipidiques dans les mitochondries de foie humain
parallele a I'accumulation des délétions dans 'ADN mitochondrial (Yen et al., 1994)
(Fig.22). Signalons aussi que la restriction calorique représente aussi un état plus
proche de l'optimum de fonctionnement généré par la sélection naturelle. L'acces ad
libitum (AL) & la nourriture peut étre vu, pour l'humain et les animaux
expérimentaux, comme une situation anormale qui exacerbe la production de ROIs et
a laquelle ces especes ne sont pas préparées du point de vue évolutif (Pour une revue:
(Merry, 1991)).

3.2.3 Corrélation entre I'efficacité des mécanismes de défenses contre les ROIs et la
longévité (Pour une revue: (Cutler, 1982)).

Parmi les différentes voies impliquées dans la réponse aux stress oxydatifs et la
détoxification des radicaux libres, la SOD et la catalase occupent une place centrale.
Pour un groupe restreint de mammiféres, on a montré une corrélation positive entre la
longueur de vie maximale de I'espece et les activités SOD et catalase pour différents
organes métaboliquement actifs comme le foie, le cceur et le cerveau (Sohal et al.,
1990a).

Des souris transgéniques déficientes pour la sous-unité catalytique de la Mn-SOD
meurent dans les premiéres semaines de leur vie. Ceci souligne la nécessité pour
l'organisme de pouvoir détoxifier les ROIs afin de maintenir 'homéostasie générale
(Lebovitz et al., 1996; Li et al., 1995; Melov et al., 1999).

De méme, l'addition de I'antioxydant N-acétylcystéine a la nourriture provoque une
augmentation de la durée de vie voisine de 30 % chez la souris (Harman, 1981). Chez
le rat, I'addition d'antioxydants & la nourriture augmente la durée de vie moyenne
d'une population mais pas de la durée de vie maximale des individus (Harman, 1981).

La surexpression conjointe de la Cu,Zn-SOD et de la catalase chez D. melanogaster
conduit 4 une longévité accrue (Orr and Sohal, 1994). De méme, la surexpression de
la Cu,Zn-SOD humaine seule conduit & un accroissement de la durée de vie
maximale et moyenne chez D. melanogaster, indiquant que le niveau d'anions
superoxydes est limitant pour la durée de vie (Sun and Tower, 1999) (Fig.23).
L'addition de I'antioxydant N-acétyl cystéine & la nourriture de D. melanogaster
provoque une augmentation de la durée de vie de 25 % (Pour une revue (Brack et al,,
1997)).
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Especes Tissus Macromolécules Observations

Rat Tout le corps Lipide 7 Excrenon d'éthane. d'éthylene, de butane et de
pentane (produits de la peroxydation des lipides)

Rat Cerveau. foie. coeur Lipide 7 des radicaux superoxydes et des peroxydes
lipidiques
Homme Erythrocytes. ;ibroblastes Protéine 7 des protéines contenant des carbonyles et altérations

de l'activité enzymatique

Homme Coeur. foie, cerveau. rein ADNmt 7 de la délédon de 5 kb
(autopsie)

Homme Coeur (autopsie) ADNmt 71 de 3-OH-dg chez des patients sans dysfonction
cardiaque

Homme Coeur (autopsie) ADNmt 7 des délédons de 'ADNmt

Homme Cerveau (autopsie) ADNmUADNn 7 de 8-OH-dg A la fois dans 'ADNmt et dans 'ADN
nucléaire

Souris Muscles squeletiques. ADN 7 de la quantité de 8-OH-dg

cerveau. coeur. foie, reins

Souris Cerveau. coeur. reins Protéine. mitochondrie 7 des protéines contenant des carbonyles et de la
génération de ROS par les mitochondries

Homme Muscles squelemques (biopsie) ADNmt 7 des réurangements de 'ADNmt chez les personnes
agées
Mouche Alles Protéine mitochondridle 7 des protéines contenant des carbonyles
Hamster Cerveau. coeur, reins. Protéine/ADN 7 des protéines contenant des carbonyles et de §-OH-
testcules dg
Bovins Pardcules sub-mitochondriales Lipide/protéine 7 des protéines oxydées

de coeur de boeuf

Rat Foie Lipide 7 de 4-hydroxynonénal et de malondialdéhyde
corrélée avec des dysfonctions des mitochondries et
une augmentation de la rigidité des membranes

Homme Muscle squeletique (biopsie) ~ ADN, lipide, protéine 7 de 8-OH-dg. de malondialdéhyde et du contenu en
carbonyl

Tableau 6: Accumulation de dommages oxydatifs avec le vieillissement (d'aprés Fukagawa,
1999).



De méme, le traitement de C. elegans au moyen de deux composés, EUK-8 et EUK-
137 qui reproduisent les activités SOD et catalase, conduit  une augmentation de 44
% de la durée de vie maximale (Melov et al., 2000). De plus, chez C. elegans, il
existe de nombreux génes dont la mutation ou la surexpression provoquent un
allongement de la durée de vie. Pour la majorité de ces mutants, on note une
résistance accrue aux stress oxydatifs et/ou aux stress sous UV (Pour une revue :
(Murakami et al., 2000)).

3.2.3.1 Effet du vieillissement sur l'efficacité du systeme antioxydant.

Une autre question, qui a déja fait 'objet de nombreux travaux, est de savoir si, au
cours du vieillissement de I'individu, ses défenses contre les attaques radicalaires
restent suffisantes. Autrement dit, pourrait-on imaginer que l'activité d'enzymes
antioxydantes ou de molécules antioxydantes diminue au cours de la vie, ce qui
pourrait alors favoriser la formation de dommages oxydatifs et accélérer ainsi le
processus de vieillissement?

Une diminution de l'activité de la superoxyde dismutase (SOD) et de la gluthation
peroxydase dans le foie et les reins de rat avec I'age soutient cette hypothese (Cand
and Verdetti, 1989; Reis and Gershon, 1976). Toutefois, d'autres études sont en
contradiction avec ces résultats (Allen et al., 1999).

3.2.4 Accumulation de déchets et de dégats d'origines radicalaires.

De nombreuses études expérimentales montrent clairement que les dommages causés
par les ROIs s'accumulent au cours de la vie d'un organisme (Tableau 6) prouvant
I'implication des ROIs dans la sénescence (Fukagawa, 1999).

3.2.4.1 La lipofuscine

Un pigment fluorescent appelé lipofuscine ou "pigment d'dge", constitué
principalement de protéines et lipides liés de maniére covalente ou non, s'accumule
dans les cellules (Shimasaki et al., 1977; Sohal and Brunk, 1989; Von Zglinicki et al.,
1995a) Ce pigment s'accumule linéairement avec 1'dge et les passages en culture et
remplit petit & petit la cellule. On peut effectivement trouver des neurones de
personnes centenaires remplis & 75 % par la lipofuscine (Pour une revue: (Sitte et al.,
2000)). Ces pigments seraient formés suite a l'action des radicaux libres. En effet, il
est possible de reproduire cette substance en laboratoire par la polymérisation de
protéines ou peptides avec du malonaldehyde (Chio and Tappel, 1969). Le
malonaldehyde est un des produits de 'oxydation d'acides gras polyinsaturés par des
radicaux libres.
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Fig. 24: Contenu en carbonyles de protéines isolées de mitochondries du tissu musculaire de
mouche domestique (Musca domestica) de différents ages. Une susceptibilité accrue des
mitochondries, a leur préparation (centrifugation, etc.) au cours du vieillissemnt n'est pas
exclue pour expliquer ces données (d'aprés Sohal et Dubey, 1994).



Des cellules privées de vitamine E, en plus d'une courte longévité, accumulent plus
rapidement que les cellules contrdles de la lipofuscine. Si I'on fournit & nouveau de la
vitamine E a ces cellules, ces derniéres retrouvent leur durée de vie normale et
accumulent moins de lipofuscine (Pour une revue: (Campisi et al., 1996a)).

L'introduction de lipofuscine dans des fibroblastes jeunes provoque l'apparition de
certaines caractéristiques de la sénescence, telles que l'arrét de la croissance (Von
Zglinicki et al., 1995a) mais également une inhibition du complexe du protéasome,
conduisant a un arrét de I'¢limination des déchets intracellulaires. Ceci démontre que
l'accumulation de protéines et de lipides oxydés dans les cellules peut directement
induire une augmentation de I'accumulation de dommages (Sitte et al., 2000).

3.2.4.2 Accumulation de dommages a I'ADN.

La 8-oxoguanine (0xo0°Gua) et la 8-0x0-2'-déoxyguanosine (8-OH-dG) sont le
résultats de l'attaque de la guanosine par des radicaux hydroxyles. Ces deux bases
modifiées sont actuellement considérées comme de bons marqueurs des dommages
oxydatifs de I'ADN. Ces lésions a I'ADN sont réparées par une glycoxylase pour
I’ox0’Gua et par une exonucléase pour la 8-OH-dG. Ces deux enzymes excisent ces
bases oxydées de 'ADN, ce qui les libére dans les fluides biologiques.

Etant donné que les dommages a I'ADN et les réparations ont lieu continuellement, la
mesure des lésions excisées reflete la balance entre les dégats a I'ADN et la réparation
de ceux-ci.

La concentration en 8-OH-dG augmente dans divers tissus chez les mammiferes au
cours de leur vieillissement. Chez le rat, il y a une augmentation avec I'dge de 8-OH-
dG dans le foie, les reins et l'intestin des males ainsi que dans le foie, les reins, les
poumons et le cerveau des femelles (Fraga et al., 1990; Sai et al., 1992), ainsi que
dans la rate des deux sexes (Hirano et al., 1996). Le niveau de 8-OH-dG et d’oxo’Gua
augmente aussi lors du vieillissement en culture des fibroblastes humains IMR-90
(Chen et al., 1995). La 8-OH-dG est potentiellement mutagene. Elle a le potentiel de
former une paire de bases avec n'importe quel nucléotide (Culp et al., 1989; Kuchino
et al., 1987), ce qui peut provoquer de mauvaises insertions de bases, in vivo (Wood
et al., 1990).

De multiples autres types de dommages oxydatifs a I’ADN ont été décrits. Citons par
exemple ’accumulation de cassures simples brins associées au vieillissement
(Bhaskar and Rao, 1994; Price et al., 1971) ou encore les dimeres de thymidines.

3.2.4.3 Accumulation de protéines modifiées.

Les ROIs peuvent oxyder les protéines de multiples fagons (Berlett and Stadtman,
1997) causant ainsi leur dysfonctionnement. Chez les animaux de fortes quantités de
protéines carbonylées s'accumulent durant le vieillissement (Fig.24) (Rosenberg,
1991; Sohal and Dubey, 1994). On observe une augmentation de 2 a 3 fois de la
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quantité de protéines avec des dommages oxydatifs, ce qui est indiqué par la présence
de protéines carbonylées (-COOH) et I'oxydation des groupements -SH des protéines.
La perte d'activité de certains enzymes qui survient au cours du vieillissement,
comme celle de la glutamine synthétase et l'alcool déshydrogénase, particulierement
sensibles aux dommages de type oxydatif, est attribuée a ce processus de
carbonylation et d'oxydation (Pour une revue: (Sohal and Weindruch, 1996)).

3.3 Téloméres ou radicaux libres comme cause de la sénescence cellulaire?

Le raccourcissement télomérique est-il la cause de la sénescence réplicative ou une
conséquence de la production de radicaux libres accrue au cours du vieillissement?
En tout cas, la théorie des radicaux libres peut absorber la théorie des télomeres, les
télomeres courts, comme déja expliqué, pourraient étre pergus comme des dommages
aI'ADN et déclencher un processus de vieillissement.

Quelques résultats expérimentaux suggerent que le raccourcissement des télomeres
peut aussi étre dfi, au moins en partie, a la production de radicaux libres. Cette cause
radicalaire de raccourcissement s'ajouterait au raccourcissement classique di au
probléme de la duplication des deux brins d'ADN par sa polymérase.

-Les souris en restriction calorique présentent une augmentation de leur durée de vie.
Cette augmentation de la durée de vie semble étre due a une diminution de
l'accumulation des dégats plutét qu'a un mécanisme de comptage des divisions
cellulaires (Pour une revue:(Wolf and Pendergrass, 1999)).

-Von Zglinicki et al. ont montré qu'en présence d'un "trappeur de spin”, le PBN, la
réduction des télomeres des FHDs MRC-5 est réduite de moitié. De plus, ce trappeur
de spin permet d'augmenter signicativement le nombre de passages en culture de ces
fibroblastes (von Zglinicki et al., 2000). Autrement dit, si la production des ROI
diminue, le raccourcissement télomérique diminue aussi. Ceci est & corréler avec
I'augmentation de 2 a 3 fois de la production de ROIs au sein des FHDs IMR-90
rapportée par Atamna lors de la sénescence (Atamna et al., 2000). De plus, I'équipe
de von Zglinicki a également montré qu'un trés faible raccourcissement télomérique
est observé chez les fibroblastes humains de peau BJ (environ 35-40 bp/CPD au lieu
de 90-100 bp/CPD chez les FHDs WI-38) qui présentent un potentiel anti-oxydant
trés élevé. Ce treés faible raccourcissement télomérique n'empéche pas l'arrét
prolifératif du a la sénescence réplicative (Lorentz et al., 2001).

-11 a été également démontré que les ROIs générent préférentiellement des cassures
simple brin qui se situent préférentiellement au sein des téloméres (Petersen et al.,
1998). Plus de 50 % de ces cassures n'étant pas réparées a long terme, elles pourraient
étre la cause du raccourcissement télomérique (Petersen et al., 1998).
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3.4 Sénescence Induite Prématurément par les Stress (SIPS).

3.4.1 Effets de stress oxydatifs subcytotoxiques sur le vieillissement des fibroblastes
humains en culture.

3.4.1.1 Variation de la pression partielle en oxygene.

Le moyen le plus évident de faire varier le niveau de stress oxydatif est de modifier la
pression partielle en oxygene, habituellement 20%, de 'atmosphére de la culture. De
nombreux travaux ont utilisé ce procédg.

Différentes études ont montré qu'une pression partielle en oxygene réduite permet
une croissance plus rapide et une fréquence accrue de formation de colonies lorsque
les fibroblastes sont repiqués a tres faibles densités (Balin et al., 1984; Saito et al.,
1995; Storch and Talley, 1988; Taylor et al., 1978; Taylor et al., 1974). La vitesse de
croissance, en passage en culture par semaine, de fibroblastes normaux dépend de la
pression partielle en O,. Pour les fibroblastes WI-38 et IMR-90, la croissance est la
plus ¢levée sous 1 % en O, et décroit jusqu'a 20 %. Des lignées transformées dérivées
de ces souches normales de FHDs ne montrent pas de modification de leur vitesse de
croissance lorsque la tension en O, varie de 1 a 20 % (Saito et al., 1995). Cet effet de
l'oxygene n'est pas seulement observé chez les FHDs mais également pour d'autres
types cellulaires. Ainsi, la croissance des mélanocytes est la plus rapide entre 1 et 5 %
en O, tandis que la pression partielle normale de 20 % exerce déja un effet inhibiteur
sur la croissance. De 30 a 50 %, 'O, est cytostatique. Au-deld, un effet cytotoxique
important est observé (Horikoshi et al., 1991).

Non seulement la pression partielle en O, exerce un effet sur la vitesse de croissance
des cultures mais, également, sur la durée de vie réplicative des cellules. Sous une
pression partielle normale (20 % O,), les FHDs WI-38 réalisent en moyenne 56
CPDs. Par contre a 10 % en O,, le nombre de passages en culture s'éléve a environ 68
(Packer and Fuehr, 1977). Notons que des études réalisées a cette époque ne mirent
pas en évidence ces effets de la pression partielle en O, sur la durée de vie réplicative
des FHDs (Balin et al., 1977; Taylor et al., 1974). Cependant, des travaux utilisant
une technologie beaucoup plus récente montrent clairement une extension de la durée
de vie réplicative de 20, 15 et 10 % en CPDs pour des pressions partielles respectives
de 1, 6 et 12 % en O,, par rapport & des cultures maintenues a 20 % en O, (Saito et
al., 1995). De méme, Chen Q. et al. (Chen et al., 1995) ont cultivé des FHDs sous 3
et 20 % en O,. Les populations placées a la plus faible tension en O, réalisent environ
40 a 50 % de CPDs en plus (Fig.25).

Inversement, une élévation modérée de la pression partielle en O, réduit la durée de
vie réplicative de divers types cellulaires dont les FHDs (Balin et al., 1984; Balin et
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réplicative des fibroblastes humains. La figure montre le nombre de CPDs effectués par des
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Fig. 26: Effet de I'hyperoxie sur la durée de vie proliférative des fibroblastes humains WI-38.
La figure montre le nombre de doublements de population par jour ainsi que le nombre de
CPDs effectués avant l'arrét irréversible de la croissance. Carrés blancs: normoxie (20% d'oxygéne).
Ronds noirs: hyperoxie (40% d'oxygéne) (d'apres von Zglinicki et al., 1995).



al., 1977; Honda and Matsuo, 1983; Packer and Fuehr, 1977; Von Zglinicki et al.,
1995b), les kératinocytes (Horikoshi et al., 1986) et les mélanocytes (Horikoshi et al.,
1991). Von Zglinicki et al. ont exposé des fibroblastes WI-38 & une atmosphére
contenant 40 % en O,. Dans ces conditions, un arrét des divisions cellulaires est
observé aprés 3 passages en culture (Fig.26). Cet arrét du cycle survient
préférentiellement en phase G1. Ces cellules soumises a I'hyperoxie sont similaires
aux cellules sénescentes quant a leur morphologie et leur contenu en lipofuscine. De
plus, elles semblent subir un raccourcissement accéléré de leurs téloméres, de 500 bp
par passage en culture sous hyperoxie au lieu de 90 bp en normoxie (Von Zglinicki et
al., 1995b). Ce raccourcissement di a I'élévation de pression partielle en oxygene est
a rapprocher avec le raccourcissement accéléré observé dans les fibroblastes de
patients atteints de I'anémie de Fanconi. L'anémie de Fanconi est une maladie
génétique dont le "défaut moléculaire" n'est pas encore identifié. Toutefois, ce défaut
touche le systeme de réparation de I'ADN et l'activité des cycles redox. Dl a ce
défaut, il y a énormément de radicaux libres générés au sein des cellules. En parall¢le
a cette augmentation des ROIs, il est observé un doublement du raccourrcissement
telomérique a chaque passage en culture. D'un racourcissement de 40 bp/passage en
culture les fibroblastes de patients atteints de 1'anémie passent a un racourcissement
80 bp/passage en culture (Adelfalk et al., 2001).

3.4.1.2 Utilisation du tert-butylhydroperoxyde.

Le tert-butylhydroperoxyde (t-BHP) est une molécule amphiphile qui pénétre tres
aisément dans les cellules et mime ensuite 'effet toxique des acides gras peroxydés
en formant des ROO*. Des radicaux peroxyles sont générés dans le cytosol par
I'interaction du t-BHP avec des métaux de transition comme les ions bivalents du
cuivre ou du fer, dans une réaction similaire a la réaction de Fenton (Suzuki et al.,
1988) Ces ions initient ainsi la peroxydation lipidique (Loeb et al., 1988; Yuan et al.,
1991).

Le t-BHP est couramment utilisé comme modéle d'exposition de différents types
cellulaires a des stress radicalaires (Loeb et al., 1988; Ochi, 1992; Suzuki et al.,
1988).

Des fibroblastes de poumon foetaux WI-38 ont été soumis a 5 stress successifs
subcytotoxiques a 30 pM de t-BHP.

Dans les faits, ces cellules regoivent journellement un milieu de culture contenant 30
M de t-BHP pour une durée de 1 heure. Apres le dernier stress, ces cellules ont une
période de repos de 48 heures. Aprés cette période on a constaté une inhibition
marquée de la synthése d ADN (Dumont et al., 2000c).

On a aussi mis en évidence une augmentation, similaire a celle observée lors de la
sénescence réplicative, de la proportion de cellules présentant l'activité B-
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Pourcentage des morphotypes (1) et des cellules présentant I'activité SA B-gal dans chaque morphotype (2)

A HDFs a faible CPDs HDFs au dernier CPD HDFs a faible CPDs + 5
stress sous 30uM de t-BHP
Morpho. (1) (2) (0] (2 4 2

I 2,002 0,0 £ 0,0 2,340, 0,0 +0,0 0,6+1,0 0,0£0,0

I 86,2 402815 2,84:10,3 413440 20,6 7.8 = 21994+ 3.0 4. 353 £13.8
HLs, o101 008 A1 3R 465+ 5.6, oald £S5 R. 54,5861 54,3 +10,1
V... 1305 88,7196 £7.9:+:2,1 75,346,345 21,2 £3900 7904121
A% 0,5+0,2 838+189 18+17 944+96 20%15 93,3 £11,6
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Fig. 27: A) Relation entre les morphotypes et la SA-8-gal chez les HDFs WI-38 jeunes (50 % du potentiel
prolifératif), sénescent (> 90% du potentiel prolifératif) ou jeunes soumis a cing stress successifs sous 30 uM d
t-BHP (d'apres Toussaint et al., 2000). Les fibroblastes confluents ont été soumis a un stress de 1 heure par jour, cing jours di
suite. Les résultats sont exprimés comme la valeur moyenne * écart type du nombre de cellules par morphotype et positives ou non
pour l'activité SA-B-gal.

B) Proportion moyenne de cellules positives pour la SA-B-gal pour les morphotype 12 V chez les HDFs WI-3&
La proportion moyenne de cellules positives pour la SA-B-gal est représentée comme la valeur moyenne + écart type. Les
morphotypes VI et VII ne sont pas représentés car ils représentent moins de 0,025 % de la population totale.



galactosidase associée a la sénescence et aussi en paralléle une forte augmentation du
pourcentage de morphotypes post-mitotiques (Fig.27).

Un exemple de changement dans la proportion des morphotypes aprés 5 stress
succesifs, a raison d'un stress quotidien, en présence de t-BHP est illustré en figure
27. On observe que la proportion de ces morphotypes est devenue semblable a celle
que l'on trouve dans les cultures de WI-38 sénescentes, on observe une forte
diminution des proportions des morphotypes I et II et une augmentation des
proportions des morphotypes III, IV et V (Toussaint et al., 2000a). Les stress étant
réalisés afin d'éviter toute cytotoxicité, il ne s'agit pas d'une sélection de cellules par
la mort des cellules de morphotypes I ou II.

D'autres biomarqueurs apparaissent aussi suite a ces 5 stress successifs.

Nous avons constaté, au cours de notre mémoire de fin de licence, une augmentation
de la quantité¢ d'ARN messager de la fibronectine, 'ostéonectine, l'apolipoprotéine J
et SM22. Nous avons également montré, durant ce travail, I'apparition de la délétion
mitochondriale de 4977 bp suite a l'application de t-BHP (Fig.28) (Dumont et al.,
2000c). Toutefois, la quantification de cette délétion est impossible, malgré le
développement dans notre mémoire de licence d'une technique de PCR compétitive
semi-quantitative trés sensible (voir annexe). Ceci suggere que cette délétion
apparaissant suite aux traitements par le t-BHP est trés peu abondante tout comme
dans la sénescence réplicative in vitro des FHDs.

Un raccourcissement de 380 + 139 bp des télomeres a également ét¢ montré suite a
ces 5 stress (Fig.29) tout comme une forte augmentation de la protéine P
aboutissant a une hypophosphorylation de Rb (Dumont et al., 2001).

3.4.1.3 Exposition au peroxyde d'hydrogéne a des concentrations subcytotoxiques.

Bladier et al. décrivérent en 1997 que l'exposition de FHDs, pendant 24 h, a des
concentrations de 50 & 100 uM en peroxyde d'hydrogene conduisent a un arrét des
divisions cellulaires. Ils notent également une inhibition de la synthése d'ADN 24
heures aprés le stress. Suivant la dose, cet arrét de la croissance est permanent (200
uM) ou transitoire (50 a 100 pM).

Le traitement des FHDs au moyen de H,0, peut également conduire a I'apoptose. En
effet, une dose importante de H,O, provoque l'activation de la caspase 3 ainsi qu'une
condensation du noyau de ces FHDs. On a également observé une surexpression de la
protéine Bax caractéristique de 1'apopotose (Chen et al., 2000D).

Par définition, des stress & concentration subcytotoxique ne déclenchent pas
l'apoptose. Ces stress & concentration subcytotoxique engendrent éanmoins une
sénescence réplicative prématurée.

Morphologiquement, les populations ayant subit un stress subcytotoxique sous H,0,
sont de type 4gé avec une grande hétérogénéité de formes et de tailles. Les cellules
sont en général de forme élargie et étalée et présentent de nombreuses granulations
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Fig. 28: Détection par PCR emboitée de la délétion de 4977 bp au sein du génome
mitochondrial (d'aprés Dumont et al., 2000). Pistes 1 et 9: marqueur de poids moléculaire.
Piste 2: WI-38 HDFs a 55% de potentiel prolifératif. Piste 3: WI-38 HDFs a 55% de potentiel
prolifératif soumis a 5 stress successifs sous 30 uM de t-BHP (1 stress de 1 heure par jour
durant 5 jours). Piste 4: control négatif (PCR réalisée sans ADN). Piste 5: WI-38 a 70% de
potentiel prolifératif. Piste 6: WI-38 a 70% de potentiel prolifératif soumis a 5 stress sous 20
uM de t-BHP. Piste 7: : WI-38 a 70% de potentiel prolifératif soumis a 5 stress sous 30 UM

de t-BHP. Piste 8: WI-38 & 95% de potentiel prolifératif. La PCR est réalisée avec des amorces se
trouvant de part et d'autre du site de délétion. Sur ce premier amplicon, une seconde PCR est réalisée avec des
amorces internes a cet amplicon donnant un produit de 404 bp en présence de la délétion de 4977 bp.



ainsi qu'un volume nucléaire agrandi comme dans le cas de la sénescence réplicative
normale (Bladier et al., 1997; Chen et al., 1998).

De méme, le traitement de fibroblastes au moyen de 500 uM en H,0, pendant 1 heure
induit une baisse du rythme de la croissance avec une inhibition de la synthése
d'ADN pendant au moins 10 jours et I'établissement d'une morphologie sénescente
(Mocali et al., 1995). 11 a également été rapporté que l'exposition de cellules d'ovaire
de hamster chinois (CHO, chinese hamster ovary) a des stress oxydatifs
subcytotoxiques au moyen d'H,O, ou du systeme hypoxanthine/xanthine oxydase
(production d'anions superoxydes) résulte en une perte irréversible de la capacité
proliférative de ces cellules bien qu'elles restent métaboliquement actives (Gelvan et
al., 1995y

Le traitement de fibroblastes F65 pendant 2 heures au moyen de H,0, a 200 uM
n'affecte pas la viabilité des cellules. Cependant, les cellules ne répondent plus a des
stimulations mitogéniques du sérum ou de facteurs de croissance (PDGF, bFGF,
EGF) par une synthése d'ADN. Cette perte de potentiel prolifératif est irréversible.
Les cellules ne retrouvent jamais un taux de croissance, en nombre de passages en
culture par jour, équivalent a celui de cellules contréles, et entrent prématurément en
sénescence. Elles réalisent 35 % de passages en culture en moins et présentent une
morphologie semblable a celle observée chez les cellules sénescentes (Chen and
Ames, 1995).

Il a été également démontré chez les FDHs IMR-90, une augmentation (selon la dose
d'H,0,) de la fréquence de bases de I'ADN endommagées, comme le montrent les
résultats du dosage de la 8-ox0-2'-déoxyguanosine (table 7) (Chen et al., 1998).
Cependant aucune augmentation significative du niveau de 8-oxo-2'-déoxyguanosine
n'est observée en-dessous de 250 uM en H,0,. Des systemes de réparation induits
pourraient réparer ces dommages au fur et a mesure de leur formation.

En collaboration avec I'équipe de Chen, Dumont ef al. ont mis en évidence une
surexpression des génes de la fibronectine, l'ostéonectine, I'apolipoprotéine J et aussi
de SM22 suite & un stress subcytotoxique au peroxyde d'hydrogéne, chez les FHDs
IMR-90. Ces génes sont aussi surexprimés chez les FHDs IMR-90 et WI-38
sénescents (Dumont et al., 2000c). Dans des conditions similaires il a aussi ét€ mis en
évidence un raccourcissement télomérique 1égérement supérieur a celui observé suite
a des passages en culture (Fig.29 et une augmentation du pourcentage de cellules
présentant l'activité SA B-gal (Fig.30) (Dumont et al., 2001).

Chen et al. ont mis en évidence une surexpression de la quantité protéique de p21™

! conduisant & une hypophosphorylation de la protéine Rb (Chen et al., 1998) comme
observé lors de la sénescence réplicative. Par opposition les cellules apoptotiques ne
surexpriment pas p21" " (Chen et al., 2000b).

Toutefois, il semble que cette surexpression de p21 ne soit pas due a une
activation du facteur de transcription p53, comme le proposerait le schéma classique.

Waf-1
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Fig. 29: Raccourcissement télomérique des HDFs WI-38 aprés un stress sous 160 pM
d'HpO7 ou 5 stress successifs sous 30 pM de t-BHP (d'aprés Dumont ef al., 2001).

A. Autoradiographie montrant le raccourcissement de 'ADN télomérique chez les HDFs WI-38 a 55% de leur
potentiel prolifératif avant stress (ligne 2), exposés a 5 stress de 1 heure sous 30 pM t-BHP (ligne 1) ou suivant
les mémes changements de milieu que la condition de la ligne 1 mais en absence de t-BHP ( cellules controles)
(ligne 3). Raccourcissement té€lomérique aprés un stress de 2 heures sous 160 pM d'HyOy pour des WI-38 a
55% de potentiel prolifératif. (ligne 4). Ligne 5: idem ligne 4 mais sans HyOy.

B. Graphique illustrant le raccourcissement observé.
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Fig. 30: Effet de stress subcytotoxiques sous HyO5 ou t-BHP sur la proportion d' FHDs WI-38 positifs

pour la SA-B-gal (d'aprés Dumont et al.,2001). Des FHDs a 55 % de potentiel prolifératif ont été soumis a cing
stress sous 30 pM de t-BHP (1 stress de 1 heure par jour) ou un stress de 2 heures sous 160 uM d'H0O,.



Concentrations en H,O, (uM) 8-ox0-2'-déoxyguanosine/ mg d'ADN (pmol)

0 3,47+137
50 4,29 +0,85
100 4,31£0,36
250 3,71+0,43
550 5,60+1,43

1000 6,19+1,74
2000 5824172

Table 7: Dosage de la 8-0x0-2'-déoxyguanosine dans I'ADN de fibroblastes humains IMR-90
suite a un stress a des concentrations croissantes de H,0, (d'apres Chen et al., 1998). Des FHDs
IMR-90 ont été exposés a 1 stress de 2 heures a différentes concentrations en H,0, .



En effet, p21™*"" peut étre surexprimé durant plusieurs semaines apres le stress,
gardant Rb sous sa forme hypophosphorylée, tandis que le niveau protéique de pS3
revient a son niveau basal dans les 44 heures apres le stress subcytotoxique sous H,0,
(Chen et al., 1998).

La surexpression de p2 explique la forte diminution de l'activité du complexe
cyclinE/CdK2 observée suite a un stress de faible intensité sous H,O, (pour une
revue: (Shackelford et al., 2000)). Cette surexpression expliquerait aussi 'arrét
irréversible du cycle cellulaire en phase G1 du cycle cellulaire suite & un stress de
faible intensité sous H,0,. Il a en effet ét¢ montré par cytométrie de flux que le
contenu nucléaire en ADN n'augmentait plus suite au stress tandis que celui des
cellules contrdles augmente montrant une capacité proliférative normale (Fig. 31).

1Waf-1
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Fig. 31: Mesure du contenu en ADN par cytométrie de flux (d'aprés Chen et al., 1998).

Des FHDs IMR-90 a 40% de leur potentiel prolifératif ont été exposés a un stress de 2 heures sous 550 uM H,0,
puis repiqués a faible densité et marqué avec de l'iodure de propidium durant 30 min. Les cellules controles
quiescentes (A) montrent une distribution aux les phases G1 (1 pic) et G2/M (2 “™ pic) 20 heures aprés la sous-
culture (B). A l'opposé les FDHs ayant subit un stress restent en phase G1 (C). Cette distribution en phase G1 est

toujors observée plus de 84 heures aprés la fin du stress. L'abscisse représente I'intensité de fluorescence et
I'ordonné le nombre de cellules.



Noms (homologues) % Activités représentatives
d'homologie
Sous-famille de BMIP2
BMP2 (Dpp") 100 gastrulation, neurogenése, chondrogenése
BMP4 92 apoptose; chez la mouche: dorsalisation, ailes, yeux
Sous-famille de BMPS
BMP 5 (60AP) 61
BMP6/Verl 61 Avec les BMP 2 et 4, cette sous-famille participe dans le
BMP7/0P1 60 développement de nombreux organes et dans la neurogenése
BMP8/OP2 55
Sous-famille de GDF5
GDF5/CDMP1 57
GDF6/CDMP2 54 chondrogenése dans les membres en cours de développement
GDF7 57
Sous-famille de Vgl
GDF1 (Vgl®) 42 Vgl: induction du mésoderme chez la grenouille et les
GDF3/Vgr2 53 poissons
Sous-famille de BMP3
BMP3/osteogenine 48 différenciation ostéogénique, chondrogenése
GDF10 46
Membres intermédiaires
Nodal 42 asymétrie gauche-droite
Dorsalin 40 régulation de la différentiation cellulaire.
GDF8 41 Inhibition de la croissance des muscles squelettiques.
GDF9 34
Sous-famille de I'activine
Activine fA 42 production de la FSH pituitaire (follicule-stimulating
Activine B 42 hormone), différenciation des cellules érythroides, chez la
Activine 8C 37 grenouille: induction du mésoderme
Activine BE 40
Sous-famille du TGF-8
TGF-B1 35 arrét du cycle cellulaire chez les cellules épithéliales et
TGF-32 34 hématopoietiques, contréle de la différenciation et de la
TGF-83 36 prolifération des cellules mésenchymales,
immunosuppression, production de la matrice extracellulaire
Membres distants
MIS/AMH 27 régression canal de Muller
Inhibitin o 2 inhibition de la production de la FSH et autres fonctions de
l'activine
GDNF 25 développement des reins, survie des neurones

dopaminergiques

Table 8: Tableau représentant les différents membres de la super-famille du TGF-81 (d'apres

Massagué, 1998). Tous les membres de cette liste ont été identifiés chez la souris ou 'homme. Entre
parentheéses, homologues importants chez la Drosophile (®) ou le Xénope (X), %: pourcentage d'acides aminés
identiques par rapport au BMP2 (Bone Morphogenic Protein). GDF: growth and differentiation factor, CDMP:
Cartilage-Derived Morphogenetic Protein, MIS/AMH: Mullerian Inhibiting Substance/anti-Mullerian hormone,
GDNF: Glial cell-Derived Neurotrophic Factor.




Chapitre 4: Voies de transduction du signal déclenchées par le
TGF-81.

4.1 La famille du TGF-B: historique, description et fonction.

Lors de I'identification du Transforming Growth Factor-81 (TGF-B), il y a 20 ans, il
est apparu évident que le TGF- représentait un membre d'une super famille de
facteurs de croissance. Celle-ci joue un role pivot dans la régulation dans divers
aspects de la conduite cellulaire, y compris la croissance cellulaire, la différenciation
mais aussi la morphogenese tissulaire dans une variété d'organismes.

Aujourd'hui, la super famille du TGF-B comprend plus de trente membres qui sont
groupés en plusieurs sous-familles. Basée sur la comparaison de séquences au niveau
des domaines bio-actifs, la super famille du TGF-B peut étre divisée en sous-familles.
Premiérement, on trouve la famille des BMP-2 et -4 (Bone Morphogenetic Proteins-2
et -4) et leurs homologues chez la drosophile, Dpp. Tous les autres membres de la
super famille divergent progressivement de cette sous-famille. On a tout d'abord la
sous-famille BMP5 suivie de la sous-famille GDF5 (Growth and Differentiation
Factor 5), puis la sous-famille Vgl découverte chez Xenopus laevis, la sous-famille
BMP3, des membres d'homologies intermédiaires, la sous-famille de
l'activine/inhibine et enfin la sous-famille du TGF-B. L'ensemble de ces membres est
repris dans le tableau 8 (Pour une revue: (Alevizopoulos and Mermod, 1997)).

Le TGF-8 a tout d'abord été décrit comme un facteur induisant le phénotype de la
transformation chez les souris (Roberts et al., 1981). Actuellement, on sait que le
TGF-B régule un nombre remarquable d'activités biologiques y compris la croissance
cellulaire, la différenciation cellulaire, l'apoptose (Islam et al., 1997), I'expression de
nombreux geénes dont I'0i-1-procollagene (Garcia-Trevijano et al., 1999), la réparation
de blessures et la morphogenése tissulaire. En plus, on note une altération du niveau
normal de TGF-B dans différentes pathologies comprenant l'artérosclérose et le
cancer (Massagué, 1990). :

L'extréme diversité d'actions du TGF-B est compliquée par le fait que le TGF-83
provoque des réponses opposées selon le type cellulaire et les conditions
expérimentales (Massagué, 1998). Pour exemple, les membres de la sous-famille du
TGF-B peuvent stimuler la prolifération de certaines souches de fibroblastes, bloquer
la division de cellules épithéliales ou endothéliales et promouvoir ou inhiber la
différenciation de certaines cellules d'origines neuronales ou mésenchymateuses.

La sous-famille du TGF-B, qui nous intéresse ici, est composée d'au moins 5 genes
codant pour différentes protéines. Ces différentes protéines sont appelées TGF-B1 a 5.
Les mammiféres expriment l'isoforme 1 mais aussi souvent le 82 et le 83. Les TGF-
B84 et -BS sont exprimés chez le poulet et chez le xénope Xenopus Laevis. Toutes les
isoformes sont composées de deux domaines liés par 3 ponts disulfures réalisés entre
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Fig. 32:Représentation simplifiée de la voie de transduction du signal du TGF-81.



6 cystéines trés fortement conservées qui partagent plus de 70% d'identité en acides
aminés. Chacun de ces domaines est synthétisé sous forme d'un propeptide qui subit
un clivage dibasique libérant un segment actif carboxy-terminal de 110 a140 acides
aminés (Kingsley, 1994).

Les différentes isoformes de TGF-8 exprimées par les mammiféres ont généralement
des effets cellulaires similaires chez un méme type cellulaire, du moins en culture.
Ces isoformes lient leurs récepteusr au TGF-B hétérodimeériques de type I et puis de

type IL

4.2 Transduction du signal déclenché par le TGF-B81.

Le TGF-81 transmet son signal & travers la membrane plasmique via un complexe
hétérodimerique constitué de récepteurs Sérine/Thréonine kinase de types I et II
(Pour une revue: (Massagué, 1998)). Il existe en fait trois récepteurs différents du
TGF-B8. Le TGF-B1 n'est reconnu que par le récepteur de type Il qui reconnait
également le TGF-82. Par contre, le récepteur de type III reconnait uniquement le
TGF-3. Enfin, le récepteur de type I ne reconnait directement aucune isoforme de
TGF-f mais peut s'associer au récepteur de type Il et III. Suite a la liaison du TGF-
81, le récepteur de type II associé au TGF-B1 est reconnu par le récepteur type I.
Celui-ci se lie alors au récepteur de type II qui le phosphoryle et I'active (Wrana et
al., 1994). Ces deux récepteurs sont essentiels a la transmission du signal TGF-81, la
suppression de I'un ou l'autre conduit a une perte de réponse cellulaire au TGF-81
(Wrana, 1992). Une fois activés, les récepteurs du TGF-8 peuvent activer deux voies
différentes: soit la voie des Smads, soit la voie de la Mitogen Activated Protein
Kinase p38 (p38™*™) (voir schéma récapitulatif : figure 32).

4.2.1 La voie des Smads (pour une revue: (Massagué, 1998))

Les protéines de la famille Smad sont les premiéres a avoir été identifiées comme
substrat du récepteur sérine/thréonine kinase de type I du TGF-81. Cette voie joue un
réle central dans la transduction du signal du TGF-B81.

Le premier membre de la famille des Smads a avoir été découvert est le géne Mad de
drosophile. Mad a conduit a la découverte de nombreux génes homologues chez les
nématodes. En effet, trois homologues de Mad ont été identifiés chez C. elegans et
ont été appelés sma-2, -3 et -4 car leur mutation engendre une petite taille. Par apres,
de nombreux homologues ont été identifiés chez les vertébrés et appelés Smads pour
SMA/MAD homologues. L'analyse de la structure primaire des protéines Smad a mis
en évidence 2 domaines trés conservés situés a leurs extrémités et séparés par une
région de longueur variable (Pour une revue: (Attisano and Lee-Hoeflich, 2001)).
Seules les Smad 1 4 4 ont été identifiées comme prenant part & la transduction du
signal du TGF-B1. Si le role de Smad 1 n'est pas clair (pour une revue:
(Alevizopoulos and Mermod, 1997)), de nombreux arguments montrent un rdle
essentiel des Smads 2 et 3 (une isoforme de la Smad 2). Smad 2 est transitoirement
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associée au complexe du récepteur du TGF-81 (Macias-Silva, 1996). Cette
association nécessite l'activation des récepteurs de types I et II.

Smad 4 semble aussi essentielle a la transduction du signal du TGF-81. Smad 4 peut
former spécifiquement des complexes avec Smad 2 ou 3 via leurs extrémités C-
terminales. Le complexe ainsi formé peut pénétrer a l'intérieur du noyau ou il active
soit directement la transcription de génes cibles spécifiques, soit indirectement en
coopérant avec d'autre facteurs de transcription comme Fast-1 (Chen et al., 1996b) ou
ATF-2 (Sano et al., 1999). Fast-1 est un facteur de transcription présumé (Massagué,
1998) tandis que ATF-2 est un facteur de transcription de la famille d'AP-1 (Sano et
al., 1999).

En résumé, Smad 2 et 3 s'associent au récepteur de type I qui les phosphoryle. Une
fois phosphorylées, Smad 2 et 3 se lient & la protéine Smad 4. Le complexe formé
pénétre le noyau ou il agit soit comme facteur de transcription soit comme activateur
de facteurs de transcription.

4.2.2 Voie des Mitogen Activated Protein Kinases.

Les cascades des Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) régulent de
nombreuses réponses aux mitogenes, a des inducteurs de 1'apoptose, et a divers types
de stress comme les radiations y et UV et les stress osmotiques (Pour une revue:
(Massague, 1998)).

Initialement, la voie des MAPK était divisée en la voie des MAPKSs proprement dite,
activables par les facteurs de croissance, et la voie des SAPKs, Stress-Activated
Protein Kinase, activables par certains types de stress. Les c-Jun N-terminal Kinase
(JNK) et p38"4FX étaient tout d'abord confinées dans un role de SAPK.

Cependant, MAPK sensus stricto et les SAPKs peuvent étre activées par des stress et
des facteurs de croissance en fonction du type cellulaire, du type de stress ou des
conditions physiopathologiques. Par exemple, p38™* est activable par des stress
comme H,0, (Volonte et al., 2001), par hypoxie (Conrad et al., 1999) et par des
signaux mitogenes. De récents travaux ont mis en évidence que cette MAPK pouvait
étre activée suite a une stimulation par du TGF-81 (Hanafusa et al., 1999; Sano et al,,
1999).

L'activation de p38™**™ passerait par la protéine TAK-1 (TGF-B-activated kinase-1).
Cette protéine de la famille des MAPKKK (kinase de kinase de MAPK) est connue
pour étre activée suite a une stimulation de cellules par du TGF-81. Une fois activée,
TAK-1 activerait par phosphorylation une protéine activatrice de p38MAFE soit la
MKK6 ou la MKK3. Puis, MKK6 ou 3 se lie a p38™A** et l'active par
phosphorylation (Enslen et al., 1998). Le complexe ainsi produit pénétre dans le
noyau ou il active, comme la voie des Smads, le facteur de transcription ATF-2
(Hanafusa et al., 1999; Waas et al., 2001). La surexpression d'un mutant de TAK-1 ne
pouvant plus phosphoryler MKK6 ou MKK3 supprime toute réponse au TGF-81,
prouvant ainsi I'importance de cette protéine (Massagué, 1998).
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Nous avons décrit séparément la voie de p38™*™ et des Smad, toutefois, il ne faut

pas penser que ces voies s'excluent mutuellement. En effet, Sano et al. ont démontré
que ces deux voies peuvent fonctionner de concert pour réguler le signal du TGF-B1.
En effet, le facteur de transcription ATF-2 peut & la fois étre activé par le voie des
Smads et celle de p38™*™ (Sano et al., 1999).

I est & noter que les promoteurs du TGF-81 et du TGF-B2 contiennent des sites de
liaisons a I'ADN ou peut se fixer ATF-2 (Hollingsworth et al., 1993; Kim et al.,
1992). On peut donc imaginer qu'une activation de la voie de p3 8V et/ou de la voie
des Smads peut conduire a une surexpression du TGF-B1 ou du TGF-B2 sans que
celui-ci soit forcément a l'origine de l'activation de ATF-2.
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But du travail




But du travail et contexte en 1998

Pour pouvoir introduire la sénescence induite prématurément par les stress oxydatifs
(SIPS) chez les fibroblastes diploides humains, nous avons décrit la sénescence
réplicative et avons résumé brievement la problématique des espéces chimiques
réactionnelles dérivées de I'oxygene moléculaire. Nous avons ensuite expliqué que
certains biomarqueurs de la sénescence se retrouvent en SIPS.

Par quels mécanismes ces biomarqueurs apparaissent-ils? Sont-ils de réels
"biomarqueurs” vu qu'on les retrouve a la fois dans la sénescence réplicative et dans
la SIPS? Comment ces mécanismes se situent-ils par rapport a la théorie des
télomeres et a la théorie des radicaux libres avancées pour expliquer la sénescence
cellulaire? Ces mécanismes sont-ils communs a la sénescence réplicative et a la SIPS,
sont-ils partiellement différents ou totalement différents?

La these de Dumont P. nous a appris que les geénes de l'ostéonectine, de la
fibronectine, de SM22 et de 'apolipoprotéine J sont surexprimés lorsque la SIPS,
induite par H,O; ou par le t-BHP est installée, a 72 heures aprés les stress (Dumont et
al., 2000c). Ceci constitue un des piliers de notre travail.

De nombreux travaux ont montré que la morphologie cellulaire observée en SIPS est
trés proche de la morphologie de type sénescent et que l'activité B-galactosidase
associée a la sénescence apparait en SIPS (Chen and Ames, 1994; Dumont et al.,
2000c; Serrano et al., 1997; Von Zglinicki et al., 1995b). Ceci représente donc un
autre pilier de notre travail.

La transfection stable de 'ADN complémentaire des oncoprotéines E6 et E7 du
papillomavirus humain de type 16 (HPV-16) dans des FHDs de souche IMR-90 a
permis de lever partiellement le voile sur l'implication de Rb et de p53 suite au stress
sous H,0,. L'oncoprotéine E6 lie, inactive et facilite la dégradation de p53 par
protéolyse. L'oncoprotéine E7, elle, se lie notamment a Rb et aux membres de la
famille de Rb, a savoir p107 et p130. Cette oncoprotéine facilite la protéolyse de Rb
(Boyer et al., 1996; Farthing and Vousden, 1994; Tommasino and Crawford, 1995;
Werness et al., 1990). Ces effets constituent un outil idéal pour I'étude du réle de Rb
et de p53 dans la SIPS induite par H,0,.

Quand E6 ou E7 sont exprimées par des IMR-90, ces deux oncoprotéines abolissent
l'arrét en phase G1 induit par 1'H,0, ce qui suppose que p53 et Rb sont essentielles
dans le contrdle de l'arrét en phase G1 (Chen et al., 1998). Ces mémes cellules
contenant I'oncoprotéine E7 ne présentent pas de changement morphologique suite au
stress sous H,0,. Cette "non apparition" de la morphologie cellulaire serait due a une
absence de la réorganisation des plaques focales d'adhésion et du cytosquelette en
présence de E7. Chen et al. ont montré une réorganisation de la paxilline et de la
vinculine, deux membres importants des plaques focales d'adhésion suite au stress
sous H,0,. En collaboratoire avec notre laboratoire, cette équipe a également
démontré un réarrangement de l'actine en fibre de stress aprés stress sous H,0,. La
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modification de la morphologie cellulaire serait donc due a un changement de
localisation des plaques focales d'adhésion, assurant la connection entre le
cytosquelette et la matrice extracellulaire. Ces modifications n'ont pas lieu en
présence de E7. Par contre, aprés traitement par des doses subcytotoxiques de H,0,,
les FHDs IMR-90 et les IMR-90 exprimant E6 développent la morphologie classique
des cellules sénescentes. Les FHDs IMR-90 exprimant E7 ne présentent plus cette
morphologie suite au stress (Chen et al., 2000 a). La délétion des acides aminés 21 a
24, comme des mutations aux positions 24 et 26 de l'oncoprotéine E7, supprime
l'activité de liaison de E7 a Rb (Demers et al., 1996). Si l'on transfecte des ADN
complémentaires (ADNc) mutés, les FHDs IMR-90 présentent a nouveau la
morphologie sénescente suite au stress (Chen et al., 2000a). Lorsque ce travail a
commenceé, on savait donc que la protéine du rétinoblastome (Rb) est nécessaire a
l'apparition du phénotype sénescent en SIPS induite par le peroxyde d'hydrogéne
(Chen et al., 1998; Chen et al., 2000a) constituant alors le troisiéme et dernier pré-
requis & ['origine de notre thése.

Dés le départ de ce travail, nous avons suspecté¢ l'existence de deux grands
mécanismes conduisant a la SIPS: un mécanisme causant en un arrét de prolifération
et un mécanisme responsable de l'apparition d'autres caractéristiques de la SIPS
(morphologie sénescente, activité -gal associée a la sénescence, surexpression de la
fibronectine, l'ostéonectine, SM22 et I'apolipoprotéine J). Trés rapidement, nous
avons suspecté l'existence de connexions entre ces deux grands mécanismes. C'est
donc tout naturellement que la partie "Résultats" comportera deux volets. Tout
d'abord sera présenté un premier volet oi nous avons étudié comment le niveau
d'expression de nombreuses molécules impliquées dans le contrdle du cycle cellulaire
en sénescence réplicative pouvait étre modulé en SIPS induite par H,O,. Dans cette
optique, un outil précieux a été l'utilisation de fibroblastes exprimant I'ADN
complémentaire des génes E6 et E7, controlant respectivement le niveau protéique de
p53 et de Rb.

Le second volet de ce travail est basé sur le fait que le TGF-1 peut contrdler le
niveau d'expression de la fibronectine, 'ostéonectine, SM22 et de 1'apolipoprotéine J
dans des types cellulaires trés différents. Sachant que ces données étaient
relativement éparses, le TGF-81 controlant un de ces génes a la fois dans un type
cellulaire différent (Owens, 1998; Shiba et al., 1998; Wegrowski et al., 1999), il était
donc légitime de se demander si le TGF-B1 pouvait étre surexprimé apres des stress
subcytotoxiques sous H,O,. On savait par ailleurs qu'une stimulation de fibroblastes
humains par du TGF-81 peut faire apparaitre la morphologie caractéristique des
cellules sénescentes (Garbi et al., 1990; Katakura et al., 1999).

Nous espérions également que le TGF-81 pourrait réguler l'arrét prolifératif induit par
I'H,0,.

C'est donc aussi naturellement que ce second volet du travail s'est intéressé a la voie
de transduction du signal du TGF-81, en particulier en interaction avec la voie
conduisant & I'nypophosphorylation de Rb. Enfin, les travaux théoriques réalisés par
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cette équipe de recherche (Toussaint et al., 1991; Toussaint et al., 2001) faisaient
penser que le passage accéléré d'un phénotype "jeune" & un phénotype ressemblant
fort 4 la sénescence, devrait se faire en établissant de nouvelles boucles de régulations
chez les cellules de phénotype "jeune". Ce sont ces travaux théoriques qui nous ont
conduit & chercher comment le TGF-81 pourrait entretenir sa propre surexpression,
stabilisant ainsi ces cellules dans un phénotype proche de la sénescence.

Nous invitons le lecteur a suivre l'exposé des résultats de notre thése. Tous les
chapitres des résultats ont été repris sous forme d'articles parus, sous presse ou en
révision finale.
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Résultats
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Chapitre 1 : Niveau d'expression de génes-clés dans la
régulation du cycle cellulaire en SIPS: les CdKIs, les cyclines,
CdKSs, p53 et Rb.

1.1 Article 1: Cell cycle regulation in H,0,-induced premature senescence of human
diploid fibroblasts and regulatory control exerted by the papilloma virus E6 and E7
proteins.

Vers la fin des années 1980 et début des années 1990, les groupes de K. Bayreuther et
de J. Remacle avaient montré que les fibroblastes humains soumis a divers stress tels
que les U.V. et le t-BHP acquiérent une morphologie sénescente et ne se divisent
plus. Un pas décisif a été franchi en 1994 quand Q. Chen et B. Ames montrérent que
les fibroblastes IMR-90 exposés a du peroxyde d'hydrogeéne a dose subcytotoxique
sont caractérisés par un arrét du cycle cellulaire a la limite entre la phase G1 et S. La
stimulation avec du sérum ou des facteurs de croissance tels que I'EGF n'est plus
capable d'induire les mitoses (Chen and Ames, 1994).Un an plus tard, les mémes
auteurs montrent que le stress utilisé provoque des dommages a 'ADN (Chen et al.,
1995). En 1998, ces auteurs montrent que la protéine p21%*™" est surexprimée
pendant au moins trois semaines apres le stress sous H,0, tandis que Rb devient
hypophosphorylée. Quant au niveau protéique de p53, il augmente pendant les 44
heures suivant le stress puis revient ensuite a la normale. Ils montrent aussi que
I'expression de la protéine de papillomavirus E7, chez les fibroblastes IMR-90,
empéche l'apparition du phénotype sénescent aprés exposition a un stress
subcytotoxique sous H,O, (Chen et al., 1998; Chen et al., 2000a).

C'est dans ce contexte que commenga notre travail. Nous regtimes des fibroblastes
IMR-90 exprimant E6, E7 ou E6 + E7 en provenance du laboratoire nouvellement
établi de Q. Chen, a 1'Université d'Arizona. Notre équipe avait au préalable prouvé
l'efficacité de ces oncoprotéines sur la disparition de p53 et de Rb par Western blot
(Chen et al., 2000a). A cette époque, on ne savait encore rien sur le niveau
d'expression des geénes d'autres CdKIs que p21V*! dans le cadre de la SIPS, ni sur le
niveau d'expression des génes de la famille de Rb (p107 et p130), ni sur I'évolution
du niveau de p53 et de p21V*! aprés stress subcytotoxique sous H,O, chez les IMR-
90 exprimant E6, E7 ou E6 + E7.

Nous avons donc commencé notre travail par 1'étude du niveau d'ARNmessager de
p53, Rb, p107, p130, p21Ve!, p2751 p14/15™% p16™* et p19"™* par RNAse
protection assay. p57°"~ et pI8"™* n'ont pas pu étre détectées dans nos conditions
expérimentales, soit 4 72 heures aprés un stress subcytotoxige sous H;0,.

Nous présentons ci-aprés, dans l'article: Cell cycle regulation in H,Op-induced
premature senescence of human diploid fibroblasts and regulatory control exerted by
the papilloma virus E6 and E7 proteins (Experimental Gerontology, Vol. 35, pp 733-
745, 2000), les résultats de cette analyse, réalisée chez les fibroblastes IMR-90
exprimant ou non la protéine E6 ou E7.
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Dans ce premier article, nous nous sommes intéressés aux niveaux d'’ARNm, suite a
un stress subcytotoxique sous H,0,, de p53 et des différentes CdKIs pouvant étres
impliquées dans la phosphorylation de Rb. Nous avons également étudié le contrdle
exercé par E6 ou E7 sur le niveau d'ARNm de ces différents génes du cycle
cellulaire.

Cette étude permettra de connaitre l'effet de pS3 sur p21™"" mais aussi de Rb sur p53
et les CdKIs. En effet, via E2F et Sp1, Rb peut controler l'expression de p21"*™" et la
cycline A. Il est donc possible que les autres membres de la famille de pl ok
comme p27-"" soient aussi sous la dépendance directe ou indirecte de Rb.

La famille de Rb étant composée de 3 membres trés proches du point de vue de leur
séquence et de leur fonction, nous avons également étudié le niveau d'ARNm de ces
différents geénes en SIPS mais également lorsque Rb ou p53 est neutralisé par les
oncoprotéines E6 et E7.

Waf-1

Ces expériences réalisées au moyen de RNAse protection assay mettront en évidence,
la variation transcriptionelle réalisée dans la voie de régulation de la phosphorylation
de Rb mais aussi les jeux de retour de Rb sur les genes sensés. Dans ce dessein des
FHDs IMR-90 exprimant ou non E6 ou E7 ont été stressés durant 2 heures sous 150
uM d'H,0, puis laissés a reposer 72 heures avant analyse du niveau d'ARNm des
différents génes d'intérét.
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Abstract

Many biomarkers of replicative senescence appear in stress-induced premature senescence (SIPS)
of human diploid fibroblasts (HDFs). The mRNA level of key cell cycle regulators was studied in
H,0--induced premature senescence of HDFs expressing or not the papillomavirus E6 and E7
proteins, which enhanced, respectively, the proteolysis of p53 and Rb. The CdKI's p21“’°f’I
and pl16™* were found overexpressed in H,0,-induced premature senescence, while pl9'"k"dand
p27"%! were repressed. The results obtained in E6 HDFs suggest that p21"*"! and p16"™* over-
expressions are p33-independent, while p27%%" and p19"™*' down-regulations are p53-dependent.

E6 regulated Rb, p130, p53 and p16™** mRNA level in non-stressing conditions, and regulated
p130, p107, p33, p19"™*¢, p27%"! MRNA level in SIPS. SIPS modified the E6-mediated regulatory
control on p107, p16™*, p19™* and p27* "' MRNA level, when compared to normal conditions.

E7 regulated the mRNA level of all the genes studied, in all conditions, suggesting that the Rb
family or other E7-interacting proteins might modify the expression of these genes. SIPS modified
strongly the E7-mediated regulatory control on p107, p16™*#, p19™ o7kl po1Wetl 4pg Rb
mRNA level, when compared to normal conditions. Further work is ongoing to test whether this E7-
mediated regulatory control takes place through interactions with Rb or other E7-interacting
proteins. © 2000 Elsevier Science Inc. All rights reserved.

Keywords: Stress-induced premature senescence; p53; pRb; CdKI; H,0,; Aging
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1. Introduction

Exposure of human diploid fibroblasts (HDFs) to various non-lethal oxidative stresses
trigger so-called stress-induced premature senescence (SIPS) (Brack et al.. 2000). Such
stressful conditions include exposure to H,O,, rert-butylhydroperoxide (-BHP). hyperoxia,
UV light and radioactivity. Several biomarkers of replicative senescence have been observed
in SIPS: senescent cell morphology. irreversible growth arrest. lack of response to mitogenic
stimuli, senescence-associated -galactosidase activity, appearance of the common 4977 bp
mitochondrial DNA deletion, etc. Many genes which undergo a senescence-related change
in mRNA level in HDFs, also undergo similar changes in H,O,-, +-BHP-, or hyperoxia-
induced premature senescence (Chen and Ames, 1994; Chen et al.. 1998: Dumont et al..
2000; Rodemann et al., 1989; Saretzki et al., 1998; Von Zglinicki et al., 1995).

The regulation of the irreversible growth arrest in H,O,-induced premature senescence
has not been well investigated. Rb (retinoblastoma protein) and p53 are crucial regulators of
cell division. For example, p53 controls the transcription of the cyclin-dependent kinase
inhibitor (CdKI) pZI“'“” (Gartel et al., 1998), which inhibit the kinase activities of the
cyclinD/CdK (Cyclin-dependent Kinase) 4 and 6 complexes, leading to Rb hypo-phosphor-
ylation. Hypo-phosphorylated Rb forms a complex with E,F transcription factor, thereby
blocking the expression of genes necessary for the cell cycle to proceed. However, this
classical scheme is not always perfectly reproduced in all cellular models. For instance, it
has been shown that the H,0»-induced regulation of p21 " is not necessarily dependent on
p53 activation in HDFs: p21"*"' can be overexpressed for weeks after the stress, keeping
Rb in its hypo-phosphorylated form, while p53 is no more expressed a few hours after the
stress (Chen et al., 1998; Dumont et al., 2000). Very little is known about the expression
level of other CdKIs. and the control of their expression by p53 or Rb in SIPS.

Stable transfection of human papillomavirus (HPV) type-16 E6 and E7 cDNA in cells.
is a useful tool for probing the role of p53 and Rb in growth arrest. The E6 protein binds
p53 and facilitates its degradation by ubiquitin-dependent proteolysis. The HPV E7
protein binds Rb and Rb-related proteins. The HPV E7 protein enhances the proteolytic
degradation of Rb, thereby inactivating its function (Boyer et al., 1996; Farthing and
Vousden, 1994; Tommasino and Crawford, 1995; Werness et al., 1990). These effects
of E6 and E7 were also observed in IMR-90 fibroblasts, in our experimental conditions
(Chen et al., 1998). When introduced into cells, either E6 or E7 abolishes the G, arrest
induced by DNA damaging agents, suggesting that both p53 and Rb proteins are essential
for controlling the G, arrest. However, in many studies, the G1 arrest induced by DNA
damage is transient and the cells eventually proceed through the cell cycle. Differently,
SIPS is characterized by an irreversible growth arrest, including the inability to replicate in
response to a variety of growth factors and reduced activity in certain cycle-related
enzymes (Chen and Ames, 1994).

When p53 or Rb functions were inactivated by expressing the E6 or E7 cDNA in

Abbreviations: CdK, cyclin-dependent kinase; CdKI, cyclin-dependent kinase inhibitor; FBS, fetal bovine
serum; HDFs, human diploid fibroblasts; HPV, human papilloma virus; Rb, retinoblastoma protein; SA B-gal.
enescence-associated B-galactosidase; SIPS, stress-induced p enescence; 1-BHP rerr-butylhydroperoxide
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IMR-90 HDFs, these cells showed little changes in their morphology. After sublethal
treatment under H,O,, wild-type cells and E6 cells developed a senescent morphology.
while the cells expressing E7 gene did not (Chen et al., 1998). Deletion of amino acids
21-24, as well as mutations at positions 24 or 26, which eliminate the pRb-binding
activity of E7 (Demers et al., 1996), brought back the senescent morphology after H,O,
treatment. These experiments suggested that Rb is necessary for the development of SIPS
(Chen et al., 1998).

In this study, we examined the mRNA level of p53, the CdKI's and members of the Rb
family in SIPS induced by H,0,. We also estimated the regulatory control on the mRNA
level of those genes exerted by E6 and E7.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

IMR-90 human embryonic lung fibroblasts (HDFs) were grown in MEM
medium + 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS). Confluent cells were exposed for 2 h to
150 uM H,0, diluted in MEM + FBS. The cells were then washed twice with MEM and
were given fresh medium + 10% FBS.

2.2. Infection with recombinant HPV E6 or E7 retroviral constructs

Exponentially growing IMR-90 HDFs (PDL 16.8) were infected with retroviruses
carrying either HPV E6 or E7, and the neo cDNA in 5 ml MEM containing 10% FBS
and 4 pg/ml polybrene (Gibco, BRL, UK), as explained in more detail by Chen et al.
(1998). The volume of the medium was doubled for overnight incubation followed by
medium change. The cells expressing the E6 or E7 cDNA were selected by exposure to
500 p.g/ml G418 (Gibco, BRL, UK).

2.3. RNase protection assay

HDFs were harvested and pelleted. Total RNA was extracted (total RNA isolation
kit, Pharmingen, USA, Cat. 45520K). The RNase protection assays were performed
following the instruction of the multi-probe hCC-2 (Pharmingen, USA, Cat. 45091P).
Briefly, the anti-sense RNA probes were synthesized with bacteriophages T7 RNA
polymerase in the presence of [«-**P]UTP and purified by phenol-chloroform extrac-
tion. The probe set was hybridized in excess to specific target mRNAs in solution. Free
probes and other single-stranded RNA were digested by RNases. The remaining
protected RNA/probes were resolved in denaturing polyacrylamide gels and quantified
by Instant Imaging (Packard, USA). The results were expressed as percentages of the
corresponding values found in the non-stressed IMR-90 HDFs transfected with a retro-
viral vector that carried no cDNA. The results of RNase protection assays are given as
mean value * SD, from three experiments.

53




736 C. Frippiat et al. / Experimental Gerontology 35 (2000) 733-745

3. Results

IMR-90 HDFs treated with a sublethal dose of H,O, display a senescent phenotype,
characterized by an irreversible growth-arrest (Chen and Ames, 1994). We investigated
the cell cycle regulation at 72 h after sublethal H,O, stress. This moment was chosen in
order to study this regulation when SIPS is established. We examined the changes in the
mRNA level of the different known CdKI's. members of Rb family and p53 in IMR-90
HDFs transfected retrovirally with E6 or E7 cDNAs or not. It was observed previously in
the same experimental model that, IMR-90 HDFs transfected with E6 or E7 cDNA express
a high level in E6 or E7 protein and have an immensely decreased level in p53 and Rb
protein, respectively (Chen et al., 1998).

IMR-90 HDFs at early population doubling (38% of proliferative life span) were
exposed for 2h to 150 pM H,0, diluted in culture medium + serum as explained in
materials and methods. RNase protection assay was performed with RNA extracted at
72 h after H,0, stress (Fig. 1). The results were expressed as percentages of the respective
values obtained in wild-type non-stressed IMR-90 HDFs transfected with a retroviral
vector, which carried no E6 or E7 cDNA. In order not to consider minor modifications
due to experimental variations, only the significant differences (z-test of Student) greater
than 30% were interpreted.

3.1. Analysis of mRNA level of p53

In wild-type IMR-90 HDFs at 72 h after H,0, stress, there was no difference in p53
mRNA level greater than 30% when compared to non-stressed cells. This can be corre-
Jated with other results obtained at the protein level, showing that the level of p53 protein
returned to basal level by 44 h after H,O, stress (Chen et al., 1998).

In E6 HDFs, exposed to H,O, or not, there was a similar 1.5-fold increase in p53
mRNA, when compared to wild-type cells. This suggests the existence of a regulatory
loop that increases the transcription of the p53 gene, to counteract the E6-mediated
proteolysis and disappearance of pS3 protein observed by Chen et al. (1998).

In E7 HDFs, an increase in p53 mRNA was also observed when compared to wild-type
cells. Indeed, respectively, a 2.0- and a 1.5-fold increase were observed in non-stressed
and stressed E7 HDFs (Figs. 1 and 2). An increase in p53 protein was also observed in E7
HDFs by Chen et al. (1998).

3.2. Analysis of the mRNA level of the CdKIs

According to their sequence homologies and functional similarities, the CdkIs belong to
two families: Kip/Cip and Ink4. The Kip/Cip family includes p21**"!, p57 X2 and p27%¥'
(Hengst and Reed, 1998). These proteins bind to and inhibit mainly the cyclin-Cdk
complexes formed during the G1 and S phase of the cell cycle. The Ink4 family includes
plS™ p16™4 5184 and p19"™* which are specific inhibitors of CdK4 and CdK6,
associated or not to cyclin D (Carnero and Hannon, 1998). When associated with cyclin D,
CdK4 and 6 are able to phosphorylate Rb at several sites (Zarkowska and Mittnacht,
1997), abolishing thereby the interactions of Rb with the E;F transcription factor.
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Fig. 1. Confluent IMR-90 HDF transfected with a retroviral vector, which carried no cDNA (PLXSN) or IMR-90
expressing E6 or E7 at similar CPD, were treated (+) or not (=) with 150 pM H,0, for 2 h. Total RNA was
extracted 72 h after the stress. The mRNA level of members of the Rb family (Rb, p130. p107), p53 and CdKls
(p21™*, p278% p16"™ p14/15"™® p19™) wag analyzed by RNase protection assays. Reference mRNAS:
L32 and GAPDH.

Analysis of the results is presented for p21 Wit 27Kl 516194, p19"4d and p14/1 5"
mRNA. p57"%2 and p18"™* mRNA could not be detected in all the conditions tested.

3.2.1. p21™*" mRNA level in SIPS

At 72 h after stress, a 2.2-fold increase was observed in p21 Watl MRNA in H,0,-treated
wild-type cells, when compared with non-treated cells.

In non-treated E6 HDFs, the level of p2IW"f'I mRNA was similar to that observed in
non-treated wild-type cells. In H,0,-treated E6 HDFs, there was a 1.9-fold increase
comparable to that observed in H,O,-treated wild-type cells (Figs. 1 and 2). These results
suggest that, at 72 h after stress, the overexpression of the pZIW““ protein, observed by
Chen et al. (1998), is p53-independent. These authors also observed that the level of
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Fig. 2. Quantification of the level of the mRNA of p53, p21™*"! and p27"*' after H-0, treatment and RNase
protection assay (presented in Fig. 1). The results were expressed as percentages of the corresponding values
found in the non-stressed IMR-90 cells transfected with a retroviral vector, which carried no ¢cDNA. Controls
cells, gray columns; cells at 72 h after stress, dark columns.

p21™*! protein was higher in E7 HDFs compared with wild-type cells, and that H,0,
treatment caused a small further increase in p21V*" in E7 HDFs. Similar profiles were
observed in the present study at the mRNA level (Figs. 1 and 2).

3.2.2. p275%! mRNA level in SIPS

A 40% decrease in p27%™! mRNA level was observed in H,O,-treated wild-type cells,
when compared with non-treated cells. No significant change was observed in E6 HDFs. A
1.5-fold increase in p27*""' was observed in non-treated E7 HDFs, while there was no
change in H,0,-treated E7 HDFs (Figs. 1 and 2).

3.2.3. p16™* mRNA level in SIPS

A 2.0-fold increase in p16"™* mRNA level was observed in H,Oh-treated wild-type
HDFs, when compared with non-treated HDFs. Similar profiles were obtained in E6 HDFs
(Figs. 1 and 3). These results suggest that, at 72 h after stress, the transcription of p16"™* is
p53-independent. In E7 HDFs, H,O,-treated or not, a 3.0-fold increase was observed in
p16"™* mRNA level (Figs. 1 and 3).

3.2.4. p19™* mRNA level in SIPS

A 32% decrease in p19"™* mRNA level was observed in H,0,-treated wild-type cells,
when compared with non-treated cells. No significant change was observed in E6 HDFs.
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Fig. 3. Quantification of the level of the mRNA of p16™, p14/15*", p19"™ after H,0, treatment and RNase
protection assay (presented in Fig. 1). The results were expressed as percentages of the corresponding values
found in the non-stressed IMR-90 cells transfected with a retroviral vector. which carried no cDNA. Controls
cells, gray column: cells at 72 h after stress. dark columns.

In E7 HDFs, exposed or not to H,0,, a 1.5-fold increase in p19l“"'dd mRNA level was
observed (Figs. 1 and 3).

3.2.5. p14/15™* mRNA level in SIPS

In wild-type cells, a 1.5-fold increase was observed in p14/ 15" mRNA level at 72 h
after H,0, stress. In non-treated E6 HDFs, the level of pld,/ISI"Hb mRNA was similar to
that observed in non-treated wild-type HDFs. In H,O,-treated E6 HDFs, there was a 1.35-
fold increase when compared with non-treated E6 HDFs or wild-type HDFs.

The level of p14/15™* mRNA was 1.55-fold higher in E7 HDFs, when compared with
wild-type HDFs. H,0, treatment caused a further increase in p14/15™* mRNA in E7
HDFs, reaching a 2.0-fold increase (Figs. 1 and 3).

These results suggest that the Rb family or other E7-interacting proteins might
down-regulate the expression of the CdKIs detected herein.

3.3. Analysis of mRNA level of pRb, p107 and p130

The level of Rb mRNA remained stable in wild-type and E6 HDFs, exposed to H,0, or
not. These results suggest that the transcription of Rb is p53-independent.
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Fig. 4. Quantification of the level of the mRNA of pRb. 130 and p107 after H,O, treatment and RNase protection
assay (presented in Fig. 1). The results were expressed as percentages of the corresponding values found in the
non-stressed IMR-90 cells transfected with a retroviral vector, which carried no ¢cDNA. Controls cells. gray
columns; cells at 72 h after stress, dark columns.

In E7 HDFs, respectively, a 2.3-fold increase and a 2.0-fold increase were observed in
Rb mRNA level in non-treated HDFs and H,O,-treated HDFs (Figs. 1 and 4).

The basal level of p130 mRNA was increased 1.6- and 1.9-fold in E6 HDFs and E7
HDFs, respectively, when compared to wild-type HDFs. H,0, had no effect on the level of
p130 mRNA in wild-type E6 or E7 HDFs.

The p107 mRNA level decreased by 32% in H,O,-treated wild-type HDFs, remained
stable in E6 HDFs and underwent a 2.0-fold increase in E7 HDFs (Figs. 1 and 4).

These results suggest that the Rb family or other E7-interacting proteins might
down-regulate the expression of Rb, p130 and p107 in wild-type cells.

3.4. Effects of E6 and E7 in normal conditions and in SIPS

For each mRNA studied, we calculated the ratio between its level of expression in the
non-stressed E6 HDFs and its level in the non-stressed wild-type HDFs. For each mRNA
studied, we also calculated the ratio between its level in the H,O,-treated E6 HDFs and its
level in the H,0,-treated wild-type HDFs. The same type of calculations were applied to
the E7 HDFs. Fig. 5 gives the results of these calculations. When the ratios were smaller
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Fig. 5. Regulatory control exerted by E6 and E7 in normal conditions and in SIPS on the mRNA level of the genes
studied. E 6: M mRNA level in E6 cells/mRNA level in wild-type cells; O mRNA level in E6 cells + H,0./
mRNA level in wild-type cells + H,O,. E 7. MmRNA level in E7 cells/mRNA level in wild-type cells; (] mRNA
level in ET cells + H,O./mRNA level in wild-type cells + H,0,.

than 0.70 or higher than 1.30, we considered that E6 or E7 had a significant effect on the
mRNA level of the genes considered.

E6 regulated significantly the mRNA level of Rb. p130. p53 and p16™* in normal
conditions, and regulated significantly the mRNA level of p130, p107, p53, p19"™* and
p27"%"! at 72 h after stress.

All the ratios obtained in E7 HDFs = H,O, were higher than 1.30, and it was
considered, therefore, that E7 up-regulated significantly the expression of all the genes
studied, in normal conditions or at 72 h after the stress.

3.5. Effects of SIPS on the regulatory control exerted by E6 and E7

In order to highlight the differential regulatory control exerted by E6 or E7 in SIPS
when compared with normal conditions. we compared the ratios obtained in SIPS and
in normal conditions. We did this comparison only for those genes that showed a
differential expression, i.e. among the genes studied in E6 and E7 cells, when
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Table 1

Index of the regulatory control exerted in SIPS by E6 (Index A) and E7 (Index B). Positive values mean an
increased (incr.) regulatory control exerted by E6 or E7 in SIPS. when compared to normal conditions. Negative
values mean an decreased (decr.) regulatory control exerted by E6 or E7 in SIPS. when compared to normal
conditions. *: index A or B is between +30 and +50%. or between —30 and —50%. * *: index A or B is
between +50 and +100%: or between —50 and —75%. * * *:index A or B =+ 100%. Ratio (1), mRNA level
in E6 cells/mRNA level in wild-type cells: ratio (2). mRNA level in E7 cells/mRNA level in wild-type cells; ratio
(3), mRNA level in E6 cells + H,O/mRNA level in wild-type cells + H,Ox; ratio (4), mRNA level in E7 cells +
H,0,/mRNA level in wild-type cells + H,0,). This index was considered for those genes for which ratios (1), (2),
(3) or (4) were higher than +30 or lower than —30

Index A [(3)/ Change in regulatory control  Index B [(4)/ Change in regulatory control

(1) x 100] exerted by E6 in SIPS (2) x 100] exerted by E7 in SIPS
- 100 (%) =100 (%)
Rb -8 Decr. =32 Decr. *
p130 =310 Decr. =9, Decr.
plo7 +71 Incr. * % i3 Incr. *
p33 +26 Incr. Tl Decr.
plé =39 Decr. * =35 Decr. * %
pl9 + 104 Incr. * ok ok +77 Incr. .5
pl4/1s - 18 Decr.
p21 =30 Decr. *
p27 +85 Incr. * ¥ =37 Decr. *

compared to wild-type cells (Table 1). The result of this comparison was termed
‘regulatory control’.

In Table 1, we see that the ‘regulatory control’ exerted by E6 is changed in SIPS by
more than 30% when compared with normal conditions, for several genes studied. These
genes are p16"™* for which E6-mediated regulatory control decreased in SIPS, and p107,
p27"%"" and p19"™** for which E6-mediated regulatory control increased in SIPS. This
suggests that p53 exerts a differential regulation of these four genes in SIPS when
compared with normal conditions.

We also see that, for several genes, the ‘regulatory control’ exerted by E7 is
changed in SIPS by more than 30% when compared with normal conditions. These
genes are the CdKIs p21w““, p27K“’" and p]6'""", and Rb, for which E7-mediated
regulatory control decreased in SIPS. The E7-mediated regulatory control increased
in SIPS in the case of pl07 and p19"™*. This suggests that the Rb family or other
E7-interacting proteins exert a differential regulation of these six genes in SIPS
when compared with normal conditions.

4. Discussion

SIPS is characterized by many biomarkers of normal senescence such as definitive
growth arrest. Very little is known on the regulation of this growth arrest. We know
that the CdKI p21Y** is overexpressed for at least three weeks after H,0, or +-BHP
stresses, resulting in Rb hypo-phosphorylation over this period of time, while p53
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returns to basal level by 44 h after the stress (Chen et al., 1998; Dumont et al.,
2000).

In this work, we studied the mRNA level of p53, the CdKIs and Rb family members. We
also studied the effects of the stable transfection of the papillomavirus HPV 16 E6 and E7
cDNA on the mRNA level of these genes.

As far as p53 is concerned, we show that p53 mRNA level is not increased at 72 h after
H,0;, stress, which can be correlated with the basal p53 protein level observed at 72 h after
stress. In E6 cells, we observe an increase in p53 mRNA, likely to be in response to E6-
mediated proteolysis of the p53 protein. As observed at the protein level, p53 mRNA level
is increased in E7 cells.

We show an increased level of p21™*"™', p16™* and p14/15"**" CdKIs mRNA al
72 h after sublethal H,O, stress. If these increased mRNA levels correlate with
corresponding protein levels, as shown for p21™*"' mRNA and protein, these
changes could be at the basis of the hypo-phosphorylation of pRb and subsequent
growth arrest observed in SIPS. The results obtained in E6 HDFs suggest that
p21 V! p16"™ and p14/15™ stress-induced overexpression is p53-independent,
since the E6-mediated proteolysis of p53 does not prevent these stress-induced
overexpressions.

The mRNA levels of p27%%! and p19"™*¢ were slightly decreased in SIPS. These
decreases are suggested to be p53-dependent since they disappear in E6 HDFs. It is
likely that these decreases do not affect greatly the global regulatory control of the cell
cycle exerted by the CdKIs, since p21**™' and p16™* are strongly overexpressed in
SIPS.

The role of other putative E6 interacting proteins cannot be ruled out at this point.
Nevertheless, p19™“ has been shown to inhibit the MDM2 protein activity, leading to an
increase in p53 activity since MDM?2 inhibits p53 (Chin et al., 1998; Pomerantz et al.,
1998; Weber et al., 1999). The decrease in p19"™“*** mRNA level observed in SIPS could
lift the inhibition of MDM2. This would lead to a decrease in the p53 activity, arguing
thereby in favor of a p53-independent stress-induced overexpression of p21 Maldd g incche
and pl4/15™

pZIW“"I and p27%"" have an homologous domain responsible for CAKI activity
(Nakanishi et al., 1995), while p16'"k‘4a and p19'"“"‘d have another very homologous
CdKI domain. The p16™* and p19"™*“*™ RNA result from an alternative reading
frame of the same Arf locus (Chin et al., 1998). The existence of these homologous
domains and alternative reading frame could explain the low expression of p27%ir!
and p19™“YA after H,0, stress.

The regulatory control exerted by E6 was high for Rb, p130, p53 and p16™ i normal
conditions, and for p130, p107, p53, p19™* and p27""" in SIPS. SIPS changed the
regulatory control exerted by E6 on p107, pl6™*, p19™“! and p27""' mRNA level
immensely, when compared to normal conditions.

The regulatory control exerted by E7 was high for all the genes studied, in
normal conditions and in SIPS. SIPS changed the regulatory control exerted by
E7 immensely, when compared to normal conditions for pl07, p16™*, p19'™**
and p27%%! (as observed for E6), and also p21™*' and Rb. This suggests an
important role for Rb in the regulation of the cell cycle of wild-type cells in

61




744 C. Frippiat et al. / Experimental Gerontology 35 (2000) 733-745

SIPS. Further experiments are being performed to confirm whether Rb is really
responsible for this regulation.

Acknowledgements

C. Frippiat has a fellowship of the FRIA, Belgium. O. Toussaint is a Research Associate
of the FNRS. We thank the European Union Biomed and Health research Programme,
Concerted Action Programme Molgeron & shared-cost action ‘Genage’ BMHI CT98
1710.

References

Boyer, S.N.. Wazer. D.E., Band, V., 1996. E7 protein of human papilloma virus-16 induces degradation of
retinoblastoma protein through the ubiquitin-proteasome pathway. Cancer Res. 15. 4620-4624.
Brack, C., Lithgow, G., Osiewacz, H., Toussaint, O., 2000. Molecular and cellular gerontology. EMBO J. 19,
1929-1934.
| Carnero, A.. Hannon. G.J., 1998. The INK4 family of CDK inhibitors. In: Compans. R.W.. Cooper, M., Hogle,
| J.M., Koprowski. H.. Oldstone. M.. Potter, M., Vogt, P.K. (Eds.). Cyclin Dependent Kinase (CDK) Inhibitors,
pp- 43-56.
Chen. Q.. Ames. B.M.. 1994. Senescence-like growth arrest induced by hydrogen peroxide in human diploidb
fibroblast F65 cells. Proc. Natl Acad. Sci. 91, 4130-4134.
| Chen, Q.M.. Bartholomew, C.J., Campisi, J.. Acosta, M., Reagan, J.D., Ames, B.N., 1998. Molecular analysis of
1 H,0,-induced senescent-like growth arrest in normal human fibroblasts: pS3 and Rb control G1 arrest but not
cell replication. Biochem. J. 332. 43-50.
| Chin, L., Pomerantz. J.. DePinho, R.A., 1998. The INK4a/ARF tumor suppressor: one gene-two products-two
i‘ pathways. Trends Biochem. Sci. 23, 291-296.
“ Demers, G.W.. Espling, E.. Harry. J.B.. Etscheid, B.G.. Galloway, D.A., 1996. Abrogation of growth arrest
{ signals by human papillomavirus type 16 E7 is mediated by sequences required for transformation.
| J. Virol. 70, 6862-6869.
‘ Dumont. P., Burton. M., Chen, Q.M.. Gonos. E.S., Frippiat, C., Mazarati, J.-B., Eliaers, F., Remacle. J.,
] Toussaint. O.. 2000. Induction of replicative senescence biomarkers by sublethal oxidative stresses in normal
\

il human fibroblasts. Free Rad. Biol. Med. 28, 361-373.
,j Farthing, A.J., Vousden. K.H., 1994. Functions of human papillomavirus E6 and E7 oncoproteins. Trends
Microbiol. 2. 170-174.
Gartel, A.L.. Goufman, E., Tesosian. S.G.. Shih, H., Yee, A.S., Tyner, A.L., 1998. Activation and repression of
| p2IWAFI/CIPI transcription by RB binding proteins. Oncogene 17, 3463-3469.
Hengst. L.. Reed. S.I., 1998. Inhibitors of the Cip/Kip Family. In: Compans, R.W., Cooper, M., Hogle, J.M.,
; Koprowski. H.. Oldstone. M.. Potter, M., Vogt, P.K. (Eds.). Cyclin Dependent Kinase (CDK) Inhibitors, pp.
| 25-36.
| Nakanishi, M., Robetorye. R.S., Adami, G.R., Pereira-Smith, O.M., Smith, J.R., 1995. Identification of the active
| region of the DNA synthesis inhibitory gene p21Sdil/CIP1/WAF1. EMBO J. 14, 555-563.
Pomerantz, J., Schreiber-Agus. N., Liegeois, N.J., Silverman, A., Alland, L., Chin, L., Potes, J., Chen, K., Orlow,
L, Lee, H.W., Cordon-Cardo, C., DePinho, R.A., 1998. The Ink4a tumor suppressor gene product, p19Arf,
| interacts with MDM2 and neutralizes MDM2s inhibition of p53. Cell 92, 713-723.
Rodemann, H.P.. Bayreuther. K., Francz. P.I, Albiez, M., 1989. Selective enrichment and biochemical
characterization of seven human skin fibroblasts cell types in vitro. Exp. Cell Res. 180, 84-93.
Saretzki, G.. Feng, J., Von Zglinicki. T.. Villeponteau, B., 1998. Similar gene expression pattern in senescent and
hyperoxic-treated fibroblasts. J. Gerontol. 53A, B438-B442.
Tommasino, M., Crawford, L., 1995. Human papillomavirus E6 and E7: proteins which deregulate the cell cycle.
BioEssays 17, 509-518.

62



C. Frippiat et al. / Experimental Gerontology 35 (2000) 733745 5

Von Zglinicki. T.. Saretzki, G.. Docke. W.. Lotze. C., 1995. Mild hyperoxia shortens telomeres and inhibits
proliferation of fibroblasts: a model for senescence? Exp. Cell Res. 220. 186-193.

Weber. J.D.. Taylor, L.J., Roussel. M.F.. Sherr, C.J.. Bar-Sagi. D.. 1999. Nucleolar Arf sequesters Mdm2 and
activates p53. Nature Cell Biol. 1, 20-26.

Werness, B.A.. Levinne, A.J.. Howley. P.M.. 1990. Association of human papillomavirus type 16 and 18 E6
proteins with p53. Science 248, 76-79.

Zarkowska. T.. Mitnacht, S.. 1997. Differential phosphorylation of the retinoblastoma protein by G1/S
cyclin-dependent kinases. J. Biol. Chem. 272. 12 738-12 746.

63




1.2 Article 2: Down-regulation and decrease activity of cyclin-dependent 2 in H,O,-
induced premature senescence (Int. J. Biochem. Cell Biol.).

Les connaissances retirées de cette premiére partie du travail et les connaissances
préalables de la littérature concernent principalement le niveau ' ARNm et protéique
de p53, p21V*™! et Rb ainsi que le niveau de phosphorylation de Rb. Par ailleurs,
quoique nous ayons montré une augmentation du niveau d'’ARNm de g™ s
heures aprés stress subcytotoxique sous H,0,, Chen et al. ont montré en 2001 que le
niveau protéique de p16™* n'est pas modifié (ceci est confirmé dans la seconde
partie du travail, ce chapitre). _

Pour mieux comprendre les grandes lignes de la régulation du cycle cellulaire en
SIPS induite par H,0,, il fallait a présent étudier le niveau d'ARNm et de protéines
des principales cyclines et kinases dépendantes de cyclines impliquées dans la
transition entre les phases G1 et S du cycle cellulaire, ainsi que l'activité de ces
kinases dépendantes de cyclines. Nous présentons ci-apres les résultats de cette étude
réalisée a 72 heures aprés stress subcytotoxique sous H,O, appliqués sur des
fibroblastes de poumon feetal IMR-90.

En ce qui concerne les activités kinases des CdK2, 4 et 6, nous avons réalisé¢ des
expériences visant a savoir si la fraction des CdK's non-liée a une CdKI voyait son
activité kinase diminuer a 72 heures aprés le stress sous H,O,. Nous n'avons donc pas
utilisé d'anticorps reconnaissant les CdK's couplées a une CdKI car il était évident
que ces conditions auraient montré une inhibition de l'activité kinase de CdK2, 4 et 6
vu le niveau de surexpression de 21"

De plus, il a récemment été décrit que l'activité des CdK pouvait étre régulée
indépendamment des CdKIs. En effet, il a été décrit que CdK2 peut étre régulée par
phosphorylation (Dulic et al., 1993). C'est pourquoi des immunoprécipitations ont été
réalisées en utilisant des anticorps dirigés contre la forme libre de ces CdK, c'est-a-
dire non associées a une cycline ou a une CdKI.
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Down-regulation and decreased activity of cyclin-dependent
kinase 2 in H,O,-induced premature senescence

Christophe Frippiat, José Remacle, Olivier Toussaint*
Research Unit on Cellular Biology, University of Namur (FUNDP), 61 Rue de Bruxelles, B-5000 Namur, Belgium

Abstract

Premature senescence of human diploid fibroblasts (HDFs) induced by exposure to H;0, at subcytotoxic concentration is
characterized by many biomarkers of normal senescence such as irreversible growth arrest. Cyclin-dependent kinase inhibitor
(CdK1) p21™4! is overexpressed in H,Op- and tert-butylhydroperoxide-induced premature senescence, likely explaining
in part the hypophosphorylation of the retinoblastoma protein. A p21¥4! is known to inhibit the kinase activity of the
cyclin-dependent kinase (CdK) 4 and 6 cyclin complexes. In this work, we investigated whether the kinase activity of the
CdK4 and 6 cyclin complexes can be modulated by CdKI p16™%# by changes in the protein level of CdKs and cyclins, or by
changes in kinase activity of these CdKs not directly involving CdKIs. RNase protection assay, semi-quantitative RT-PCR,
Western blot and kinase-assay showed that the mRNA level, protein and kinase activity of CdK2 are decreased at 72 h after
H,0, stress. These results suggest that the hypophosphorylation of the retinoblastoma protein is mediated in part by a decrease
of the kinase activity of CdK2 not directly involving CdKIs. This CdK2-mediated effect should be considered in addition to
the inhibition of cyclin D-CdK4 and 6 complexes by CdKI p21 %1,
© 2002 Published by Elsevier Science Ltd.

Keywords: Stress-induced p ; Cyclin; Rb; H207; CdK

1. Introduction tive senescence appearing in SIPS are: senescent-like
cell morphology, irreversible growth arrest, lack of
response to mitogenic stimuli, senescence-associated
B-galactosidase activity, appearance of the common
4977bp mitochondrial DNA deletion, etc. Several
genes with a senescence-related change of expression
level also undergo similar changes in SIPS triggered
by Hy0,, tert-butylhydroperoxide (+-BHP), or hy-

Exposure of human diploid fibroblasts (HDFs)
to oxidative agents such as hydrogen peroxide at
subcytotoxic concentration triggers stress-induced
premature senescence (SIPS). Biomarkers of replica-

Abbreviati CdK, cyclin-dependent kinase; CdKl, cyclin-

dependent kmase m}nhnor FBS, fetal bovine serum; GAPDH, gly-
dehyd HDFs, human diploid fi-
broblasts H101 hydrogen pcroxnde HPV, human papillomavirus;
MEM, minimal essential medium; Rb, retinoblastoma protein; RT-
PCR, reverse transcnpnon polymerase chain reaction; SA B-gal,
B- idase; SIPS, strcss»mduccd pre-
mature +-BHP, tert-butylhydrop
* Corresponding author. Tel.: 4+32-81-72-41-32;
fax: +32-81-72-41-35.
E-mail address: olivier.toussaint @fundp.ac.be (0. Toussaint).

peroxia [1,2] (for reviews: [3,4]). HDFs in SIPS
triggered by HyO; are arrested in G1 [5], with a sus-
tained up-regulation of the cyclin-dependent kinase
inhibitor (CdKI) p21¥! [1,6]. The retinoblastoma
protein (Rb) becomes subsequently hypophosphory-
lated due to inhibition of the kinase activity of the
cyclin D-CdK complexes [1,7]. The protein level of
p53 increases just after the stress and then comes
down to its basal level [1].

1357-2725/02$ - see front matter © 2002 Published by Elsevier Science Ltd.
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Stable transfection of human papillomavirus
type-16 E7 cDNA in cells has been used as a use-
ful tool for probing the role of Rb in growth arrest.
The E7 protein binds Rb and Rb-related proteins and
facilitates their degradation by ubiquitin-dependent
proteolysis [8,9]. This effect of E7 was also observed
in IMR-90 HDFs in our experimental conditions.
When Rb is degraded due to expression of E7 cDNA,
IMR-90 HDFs showed little morphological changes.
After subcytotoxic treatment with HpO,, wild type
IMR-90 HDFs developed a senescent morphology
and displayed an increase of their surface and vol-
ume. The IMR-90 HDFs expressing E7 gene did not.
Deletion of amino acids 21-24 as well as mutations
at positions 24 or 26, which eliminate the Rb-binding
activity of E7, brought back these senescent features
appearing after HyO; treatment. These experiments
suggested that Rb is necessary for SIPS to occur [10].

In this work, we studied the expression level of var-
ious cyclins and CdKs as well as CdKs kinase activi-
ties in HyO;-induced premature senescence. We also
studied how E6 and E7 modulate the expression level
of the cyclins and CdKs studied.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

IMR-90 embryonic lung HDFs were grown in MEM
medium + 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS). Con-
fluent cells were exposed for 2h to 150 pM H,0; di-
luted in MEM + FBS. The cells were then washed
twice with MEM and were given fresh medium +10%
FBS [5]. IMR-90 HDFs expressing E6 or E7 were
given by Dr. Q.M. Chen (University of Arizona, Tuc-
son, USA).

2.2. RNA isolati

and semi-q ive RT-PCR
Cells were harvested and pelleted. Total RNA was
extracted (RNA isolation kit, Pharmingen, USA),
and semi-quantitative RT-PCRs were achieved on
CdK2 mRNA (primers: 5'-tctatcagagtcgaagatggg-3’
(900-882) and 5'-tccatggagaacttccaaaag-3' (59-38))
in one step (Access RT-PCR kit, Promega, USA) in
presence of [a->2P] DcTP (0.025 uCi per reaction).
RT-PCRs were performed in the common exponential

range of the PCR amplification using 50 and 100 ng
of total RNA in 50 ul containing SU of AMV re-
verse transcripts and 5 U of Pfu polymerase. We used
GAPDH mRNA level as reference. GAPDH mRNA
level was checked to be stable in all experimental
conditions tested (primers: 5’-cgt ctt cac cat gga
ga-3' (333-353) and 5'-cgg cca tca cgc cca cag tit-3'
(612-622)). RT-PCR products were electrophoresed
on a 5% (w/v) polyacrylamide gel and analyzed (In-
stant Imager, Packard, USA). The dried gels were
exposed to B-max films (Amersham, Belgium). Neg-
ative controls were performed without RNA. A PCR
without reverse transcription was always performed
on RNA, prior to reverse-transcription, to check for
DNA contamination. The sequences of the RT-PCR
products were checked for amplification specificity.
The results were expressed as mean value £ S.D. on
three independent experiments.

2.3. RNase protection assay

RNase protection assays were performed on total
RNA following the instructions of the multi-probe
hCC-2 kit (Pharmingen, USA, Cat. 45091P). Briefly,
the anti-sense RNA probes were synthesized with bac-
teriophages T7 RNA polymerase in the presence of
[«-*2PJUTP and purified by phenol—chloroform ex-
traction. The probe set was hybridized in excess to
specific target mRNAs in solution. Free probes and
other single-stranded RNA were digested by RNases.
The remaining protected RNA/probes were resolved
in denaturing polyacrylamide gels and quantified by
Instant Imaging (Packard, USA). Undigested probes
serve as a size markers. We plotted a standard curve
of migration distance versus log of sequence length.
This curve is used to establish the identity of “RNase
protected” bands. The probe lengths are greater than
the protected fragment lengths; this is due to the pres-
ence of flanking sequences in the probes that are de-
rived from plasmids and do not hybridize with target
mRNA. The dried gels were exposed to B-max film
(Amersham, Belgium). GAPDH and L32 mRNA lev-
els were used as reference levels. The results were
expressed as percentages of the corresponding values
found in the non-stressed IMR-90 HDFs transfected
with a retroviral vector which carried no cDNA. The
results of RNase protection assays are given as mean
values + S.D. on three experiments.
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Table 1
Antibodies used in this study
Antibodies ] References
Anti-CdK6 Santa-Cruz (USA) Sc-7961
Anti-CdK4 Santa-Cruz (USA) Sc-260
Anti-CdK2 Santa-Cruz (USA) Sc-136
Anti-cyclin D1/D2 Upstate Biotechnology (USA) 05-362
Anti-cyclin D3 Upstate Biotechnology (USA) Sc-182
Anti-cyclin E Upstate Biotechnology (USA) Sc-481
Anti-cyclin G1 Upstate Biotechnology (USA) Sc-7865
Anti-p21 %! Upstate Biotechnology (USA) Sc-3987
Anti-tubulin o Inogenex (USA) AM-2495-21
control E6 E7 control
Hy0, - - + - + + M.w.

CdK2
cyelin E

CdK4

cyclin GI

cyclin DI

cyclin D2

cyclin D3

Fig. 1. The mRNA steady-state level of cyclin D1, D3, E, G, and CdK2 and 4. Confluent IMR-90 HDFs transfected with a retroviral
vector which carried no cDNA (control cells) and IMR-90 expressing E6 or E7 were treated (+) or not (=) with 150 uM H,0; for 2h.
Total RNA was extracted at 72h after stress. The steady-state mRNA level of cyclin D1, D3, E, and G1 and CdK2 and 4 was analyzed
by RNase protection assays. Reference mRNAs: L32 and GAPDH.
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2.4. CdK kinase assay

HDFs were lysed in RIPA buffer as used in several
kinase assays such as p38MAPX and cyclin D1 [11,12].
The lysates were intubated overnight at 4 °C with the
respective antibodies. A/G sepharose beads were in-
cubated with the lysate for 2h with gentle shaking.
The beads were pelleted and rinsed three times with
RIPA buffer.

The pellets were washed twice with kinase buffer
(HEPES 50mM, DTT 1 mM, MgCl; 10mM, EGTA
2.5mM, Na3VOq4 0.1 mM, ATP 20 pM, NaF 1 mM). A
2 g Rb N-terminal peptide (Biolabs, no. 6022L) per
sample were added to the pellets resuspended in kinase

buffer. After 30 min incubation at 37 °C in presence of
1 pCi of [y->2P]ATP, the reactions were stopped with
EDTA 20 mM. After 10% SDS-polyacrylamide elec-
trophoresis, the radioactivity was analyzed by Instant
Imager (Packard, USA).

The radioactivity of the bands was normalized by
Western blotting on the three CdKs using samples
from the cell lysates produced for kinase assay.

2.5. Western blot analysis
The cells were washed twice with ice-cold phos-

phate-buffered saline solution and lysed on ice (ly-
sis buffer: 10mM Tris-HCl, pH 7.6, 0.1 SDS, 10%
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Fig. 2. Quantification of the steady-state level of the mRNA of cychn D1, D3, Gl, E, and CdK2 and 4 after H,O; treatment and RNase

protection assay (presented in Fig. 1). The results were
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(v/v) glycerol, 1% (v/w) bromophenol blue, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride). The cell lysates were
sonicated on ice and electrophoresed on 10% SDS-
polyacrylamide gels. After transfer, the membranes
were probed with antibodies (Table 1) and thereafter
with a horseradish peroxidase-linked secondary an-
tibody (Amersham Life Science, UK). The bands
were visualized after incubation with chemilumi-
nescent substrates (ECL detection kit RPN 2106,
Amersham Life Science, UK). The protein levels
were determined by integration of the optical den-
sity using Image Master V3.0 software (Amersham
Life Science, UK). All the membranes were also
probed with anti-tubulin « (no. H-300, Santa-Ciuz,
USA) to check protein loading and to normalize the
results.

All the experiments have been done three times
from independent cell samples.

3. Results
3.1. mRNA steady-state level of cyclins and CdKs

IMR-90 HDFs treated for 2 h with 150 uM of H,0,
display a senescent phenotype characterized by an ir-
reversible growth arrest [7]. RNase protection assay
was performed from total RNA extracted at 72 after
H,0; stress (Fig. 1) in order to examine the changes
of the mRNA level of cyclins and CdKs involved in
Rb phosphorylation. This study was also carried out
in IMR-90 HDFs transfected retrovirally with E6 or
E7 cDNAs. These IMR-90 HDFs transfected with E6
or E7 cDNA express a high level in E6 or E7 pro-
tein and show a dramatic decrease of the level of p53
and Rb protein, respectively [1]. The results were ex-
pressed as percentages or fold-changes of the values
obtained in non-stressed IMR-90 HDFs transfected
with a retroviral control vector. Only significant dif-
ferences (Student’s r-test) greater than 30% were in-
terpreted.

There was no significant difference in cyclin D1,
D3, E, and G1 mRNA level in control IMR-90 HDFs
(Figs. 1 and 2). Cyclin D1 and 3 associate specif-
ically with CdK4 and 6 [13], which enable CdK4
and 6 to phosphorylate Rb at several sites, abolishing
thereby the interactions of Rb with the EF transcrip-
tion [14]. Cyclin E binds and activates CdK2 [15]. Cy-

H0p - o+

s

GAPDH ﬁi

Cdk2

g

A

00

60

20

mRNA level / control (%)

control  HpOp

2

Fig. 3. CdK2 mRNA steady-state level d by semi-q
titative RT-PCR at 72h after a 2h stress with 150 pM H,0;.
(a) Autoradiography after migration of the products obtained by
semi-quantitative RT-PCR; (b) quantification.

clin G1 is a p53-responsive protein after DNA damage
[15].

There was a 3.1-fold decrease in CdK2 mRNA
level (Figs. 1 and 2). This decrease was confirmed
by semi-quantitative RT-PCR (Fig. 3). No change in
CdK4 mRNA level was observed in HyO;-treated as
compared to non-treated control cells (Figs. 1 and 2).

For each mRNA studied, we calculated the ratio
between its level of expression in the non-stressed
IMR-90 + E6 HDFs and in the non-stressed IMR-90
HDFs. We also calculated the ratio between its level
in the HpOp-treated IMR-90 + E6 HDFs and its
level in the HyO,-treated IMR-90 HDFs. The same
type of calculations was applied to the IMR-90 + E7
HDFs. When the ratios were smaller than 0.70 or
higher than 1.30, we considered that E6 or E7 had
a significant effect (Fig. 4). E6 regulated signifi-
cantly the steady-state mRNA level of cyclin G1 and
CdK2 (down-regulation) and CdK4 (up-regulation) in
normal conditions. E6 up-regulated significantly the
steady-state mRNA level of cyclin E, CdK2 and 4 at
72h after stress. The p53-dependent regulation of ex-
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Fig. 4. Control exerted by E6 and E7 in normal conditions and in SIPS on the mRNA level of the genes studied. E6: black column, mRNA
level in E6 HDF/mRNA level in control HDFs; white column, mRNA level in E6 HDFs + H,0,/mRNA level in control HDFs + H;0,
E7: black column, mRNA level in E7 HDFs/mRNA level in control HDFs; white column, mRNA level in E7 HDFs + H; O,/mRNA level

in control HDFs + H;0;.

pression of these genes is suggested. E7 up-regulated
significantly the steady-state mRNA level of cyclin E,
cyclin G1, and CdK2 and 4 both in normal conditions
and in SIPS. This suggests that Rb family or other
E7-interacting proteins exert a differential regulation
of these genes.

3.2. Protein level of CdKIs p21"%/ "' and p16'"k*,
cyclins and CdKs

As shown in Fig. 5, there was an increase in the pro-

tein level of p21W21 at 72 h after a 2 h treatment with
150 uM H,0,. No significant increase in the protein
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= change was found in the protein level of the others 239

=
& 18 y cyclins and CdK4 and 6. 240

3.3. Kinase activity of CdK2, 4, and 6 241
CdK4

The kinase activity of cyclin D-CdK4 and 6 com- 242
plexes can be inhibited by CdKIs. Co-immunopre- 243 |
cipitations of CdK2, 4, and 6 performed with an- 244 it
tibodies against p21W¥! or pl6™k-® at 72h af- 245
ter subcytotoxic HyO; stress showed no change of 246 1
the association of p16™# and p21%a! with the 247
cyclin-CdK complexes. Indeed for a given amount of 248
p21W“'l and p16"-2, the quantity of cyclin-CdK 249
complex co-precipitated was the same in HDFs in 250
H;0;-induced SIPS or not. We immunoprecipitated 251
CDK2, 4, and 6 with antibodies unable to recognize 252
the CdKs complexed with a CdKI. This was done in 253
order to know whether cyclin D-CdK complexes are 254
not bound to CdKI undergo changes in kinase activ- 255
ities independently of these CdKIs. We observed no 256
decrease in CdK4 and 6 activities at 72 h after subcy- 257
totoxic HyO; stress (Fig. 6). More interestingly, we 258
found a sharp 3.3-fold decrease in the kinase activity 259
of CdK2, suggesting an additional type of regulation 260
to that achieved by the CdKls. 261

CdK2

CdK 6

cyclin Gl

cyclin DI

cyclin D3

cyclinE

4. Discussion 262

P2 |Waf-1

SIPS is characterized by many biomarkers of 263
replicative senescence such as imeversible growth 264
arrest. CdKI pZIWT*f'l is overexpressed in HpOz- 265
and r-BHP-induced SIPS, likely explaining in part 266
Represenislise e CRine e why Rb becomes hypophosphorylated (for reviews: 267
of three independent replicates [3.4,16]). In this work, we showed that the mRNA 268
level, protein level and kinase activity of CdK2 are 269
from which mean values of decreased at 72h after subcytotoxic HyOp stress. 270
These results suggest that the hypophosphorylation 271
of Rb is due in part to a decreased kinase activity of 272
CdK2. This CdK2-mediated effect should be consid- 273

Fig. 5. Analysis of the protein level of cyclin D1, D3, G, E, ered in addition to the inhibition of cyclin D-CdK4 274
CdK2 and 4, and p21 W'fj' by Western blot. The protein loading and 6 complexes by p21Waf-1, 275

T gy (et o, Previous studies showed that TGF-B1 overex- 276
pression is responsible for the induction of several 277

35 level of p16!%-42 was found. The protein level of cy- biomarkers of replicative senescence within 72 h after 278
3% clin D1, D2, D3, E, G1, and CdK2, 4, and 6 was also subcytotoxic HyO; stress: senescence-like morphol- 279
37 analyzed (Fig. 5). We found an interesting two-fold ogy, senescence-associated B-galactosidase activity 280
38 decrease in the CdK2 protein level after stress. No and an increase in the mRNA steady-state level of four 281

o-tubulin

quantification were calculated

NN N

71




297

298
299

301
302
303
304

305

307

309
310

ARTICLE IN PRESS

8 C. Frippiat et al./The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 1361 (2002) 1-9

CdK2

CdK4

CdK6

Ha0n = +

Fig. 6. Analysis of the kinase activity of CdK2, 4, and 6. (a) The CdKs were immunoprecipitated and their activity was estimated by
kinase assays using a Rb N-terminal peptide. The bands correspond to the phosphorylated Rb N-terminal peptide after electrophoresis; (b)

Western blot was used to check the protein amount of each sample.

senescence-associated genes [13]. TGF-B1 blocks the
cell cycle of human myeloid leukemia cells in G1 and
down-regulates the expression of CdK2, resulting in a
sharp decrease of the total CdK2 kinase activity [17].
TGF-B1-induced cell cycle arrest of primary cultures
of rat mesangial cells involves the inhibition of cyclin
E-CdK2 activation and inhibition of Rb phosphory-
lation [18]. To be active, CdK2 must be complexed
with a cyclin and must be phosphorylated. This phos-
phorylation is controlled by the cyclin-activating
kinase (CAK) [19] and phosphatase type 2C [20].
Inactivation of cyclin E in human HepG2 hepatocel-
lular carcinoma cells by TGF-B1 is due to inhibition
of CdK2 activating kinase activity [21] and similar
mechanisms could take place in HyO,-induced SIPS.
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Chapitre 2: Vieillissement prématuré et TGF-81.

Comme son nom l'indique, le Transforming Growth-Factor-8 1 (TGF-81) a été
découvert pour la premiére fois dans une tumeur. Son role de facteur de croissance a
toujours été ambigu. En effet, selon le type cellulaire et la quantité de TGF-B1 actif
présent, il peut avoir un effet anti-prolifératif ou pro-prolifératif (Pour une
revue:(Massagué, 1998)).

Dans le cadre de la sénescence induite prématurément par les stress, le TGF-81 nous
a intéressé pour plusieurs raisons dont, premierement, son effet anti-prolifératif
(Garbi et al., 1990). Les études menées par Robson et al. sur des cellules épithéliales
de prostate humaine montrent que le TGF-B1 peut bloquer le cycle cellulaire en phase
G1 (Robson et al., 1999) confirmant des études plus anciennes (Herrera et al., 1996).
Cet arrét se situerait plus précisément en G1 tardive pres de la limite G1/S (Kletsas et
al., 1995)). Deuxiemement, le TGF-81 peut induire une augmentation de la taille des
cellules épithéliales de thyroides FRTL-5 telle que celle observée chez les cellules
sénescentes (Garbi et al., 1990). Troisiémement, une stimulation de certains types
cellulaires avec du TGF-B1 entraine la surexpression de I'ostéonectine, de SM22, de
l'apolipoprotéine J et de la fibronectine (Hocevar et al., 1999; Owens, 1998; Shiba et
al., 1998; Wegrowski et al., 1999). Ces surexpressions ont ét¢ mises en évidence dans
différents modeles cellulaires humains tels que des cellules musculaire lisses pour
SM22, des cellules épithéliales de thyroides pour I'apolipoprotéine J, des cellules
pulpaires pour la fibronectine et l'ostéonectine. Rappelons que ces quatre genes sont
surexprimés lors de la sénescence réplicative et de la SIPS induite par H,0, et par le
t-BHP (Dumont et al., 2000c).

Quatriémement, il a ét¢ démontré qu'une stimulation par du TGF-B1 peut induire un
raccourcissement télomérique chez les cellues A549 d'adénocarcinome humain. Ce
raccourcissemnt serait di a l'inhibition de la télomérase présente dans cette lignée
cellulaire (Katakura et al., 1999).

Enfin, telles certaines cytokines pro-inflammatoires comme I' IL-1ct, le TNF-o, et le
TGF-B1 peuvent induire une production transitoire d'especes chimiques
réactionnelles dérivées de I'oxygene moléculaire (Thannickal and Fanburg, 1995).
Toutes ces raisons nous ont poussé & étudier le role du TGF-81, en paralléle a l'action
de Rb sur le blocage du cycle cellulaire en SIPS.

Herrera et al. ont mis en évidence que l'arrét prolifératif induit, en conditions non-
stressantes, par le TGF-1 est dépendant de Rb. En absence de Rb, le TGF-B1 ne
pouvait induire cet arrét de croissance (Herrera et al., 1996). Il semblait donc qu'il
puisse y avoir une relation entre le TGF-1 et Rb en SIPS. De plus, le promoteur du
TGF-B1 a été décrit comme pouvant étre régulé par Rb via ATF-2 ou Spl(Gaiser et
al., 1993). Rb sous sa forme hypophosphorylée, comme c'est le cas en sénescence et
en SIPS, peut lier et activer le facteur de transcription ATF-2. Ce facteur étant connu
comme activant I'expression du TGF-81 et du TGF-82 (Hollingsworth et al., 1993;
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Kim et al., 1992) ce qui renforce I'hypothése du réle du TGF-B1 dans la SIPS induite
par H,0O,.

2.1 Article 3: Subcytotoxic H,O, stress triggers a release of transforming growth
factor-B1, which induces biomarkers of cellular senescence of human diploid
fibroblasts (Journal of Biological Chemistry. Vol. 276, pp 2531-2537, 2001)

2.1.1 Apparition de différents biomarqueurs de la sénescence suite a une stimulation
sous TGF-B1.

Tout d'abord, avant de mener une étude approfondie sur I'implication du TGF-81 en
SIPS, nous avons vérifié que le TGF-B1 pouvait induire l'apparition des différents
biomarqueurs caractérisant la SIPS. Pour ce faire, des FHDs IMR-90 a moins de 50
% de leur potentiel prolifératif ont été stimulés par des concentrations croissantes de
TGF-B1 durant 72 heures. Ensuite, on a vérifié si l'activité SA B-gal, la morphologie
cellulaire de type sénescent, un arrét prolifératif et la surexpression des 4 genes
associés a la sénescence apparaissent. Tout d'abord, notons que les cellules stimulées
par le TGF-81 a 1, 5, 10 ng/ml acquiérent une morphologie similaire & celle observée
en SIPS ou en sénescence et arrétent de se diviser. Ces résultats n’ont pas fait I’objet
de publication et sont visibles en Figure 33.

2.1.2 Niveau d'expression du TGF-1 en SIPS.

Fort de ces résultats préliminaires, nous avons étudié le niveau d'expression du TGF-
31 au cours du temps aprés un stress subcytotoxique sous 150 pM d'H,0, réalisé sur
des fibroblastes IMR-90. Le niveau d'ARNm a été mesuré par RT-PCR semi-
quantitative.

Le TGF-B1 dans le milieu de culture se trouve sous forme de molécules inactives et
sous forme active. Pour passer de la forme inactive a la forme active, il faut une
hydrolyse acide d'une partie de I'extrémité C-terminale du TGF-81. Nous avons donc
mesuré par ELISA dans le milieu de culture la libération de TGF-B1 actif.

2.1.3 Neutralisation du TGF-B1 et apparition des différents biomarqueurs.

Que se passe-t-il si le TGF-B1 libéré dans le milieu de culture est titré avant, pendant
et apres stress?

Pour répondre a cette question, nous avons utilisé des anticorps neutralisants ajoutés
dans le milieu de culture cellulaire. Ces anticorps étaient dirigés soit contre le TGF-
B1 lui-méme soit contre son récepteur de type II. Le second anticorps empéche
I'hétérodimérisation du récepteur II avec le récepteur de type I, bloquant ainsi la
transduction du signal déclenché par le TGF-81.
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Nous avons étudié si ces anticorps bloquaient I'apparition des différents biomarqueurs
d'intéréts (SA B-gal, morphologie de type sénescente, surexpression de la
fibronectine, 1'ostéonectine, SM22 et 1'apolipoprotéine J) apparaissant apres stress
sous H,0,.

2.1.4 Controle du niveau d'expression du TGF-81 par Rb.

On a montré une hypophosphorylation de la protéine Rb suite aux stress conduisant a
la SIPS (Chen et al., 1998; Dumont et al., 2000c). Cette hypophosphorylation est
connue comme conduisant au blocage du cycle cellulaire en phase G1. De plus, des
FHDs IMR-90 exprimant I'oncoprotéine E7 qui inhibe et facilite la dégradation de Rb
par protéolyse (Boyer et al., 1996), ne montrent plus de morphologie de type
sénescent apres stress subcytotoxique sous H,O, (Chen et al., 2000a). D'autre part,
lorsque des mutants de E7 sont exprimés et que ces mutants sont incapables de
reconnaitre Rb, on observe toujours une morphologie de type sénescent apres les
stress subcytotoxiques sous H,O, (Chen et al., 1998).

Nous avons voulu voir si cette relation entre le TGF-B1 et Rb existait en SIPS induite
par H,O,.

Dans un premier temps, nous avons étudié le niveau d'ARNm du TGF-B1 et des 4
génes surexprimés en SIPS suite a un stress chez les FHDs IMR-90 exprimant ou non
E7 ou E6 (pour rappel E6 se lie et facilite la protéolyse de p53).

Ces résultats sont présentés dans 'article suivant. Apres cet article, nous explorerons
plus en avant la relation entre le TGF-81 et Rb.
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Stress-induced premature senescence (SIPS) is in-
duced 3 days after exposure of human diploid fibro-
blasts to subcytotoxic oxidative stress with H,0,, with
appearance of several biomarkers of replicative senes-
cence. In this work, we show that transforming growth
factor-p1 (TGF-B1) regulates the induction of several of
these biomarkers in SIPS: cellular morphology, senes-
cence-associated p-galactosidase activity, increase in
the steady-state level of fibronectin, apolipoprotein o,
osteonectin, and SM22 mRNA. Indeed, the neutraliza-
tion of TGF-B1 or its receptor (TGF-B RII) using specific
antibodies decreases sharply the percentage of cells pos-
itive for the senescent-associated B-galactosidase activ-
ity and displaying a senescent morphology. In the pres-
ence of each of these antibodies, the steady-state level of
fibronectin, osteonectin, apolipoprotein J, and SM22
mRNA is no more increased at 72 h after stress. Results
obtained on fibroblasts retrovirally transfected with the
human papillomavirus E7 ¢cDNA suggest that retinoblas-
toma protein (Rb) regulates the expression of TGF-f1 in
stressful conditions, leading to SIPS and overexpression
of these four genes.

Normal human diploid fibroblasts (HDFs)* exposed to vari-
ous types of noncytotoxic oxidative stress display a senescent-
like phenotype coined “stress-induced premature senescence”
or SIPS (1, 2). Such stressful conditions include exposure to
hydrogen peroxide (3, 4), tert-butylhydroperoxide (¢-BHP) (5),
hyperoxia (6), UV light (7), and radioactivity (8). Many biomar-
kers of replicative senescence appear in SIPS: typical cell mor-
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PCR, reverse transcription polymerase chain reaction; SIPS, stress-
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nescent-associated; -gal, B-galactosidase; Rb, retinoblastoma protein;
TGF-B1, transforming growth factor-81; MEM, minimal essential me-
dium; FBS, fetal bovine serum; FS, fibroblast skin; GAPDH, glyceral-
dehyde-3-phosphate dehydrogenase.

phology (5), irreversible growth arrest, lack of response to
mitogenic stimuli (4), sharp decrease of the DNA synthesis, and
an increase in cells positive for the senescent-associated p-ga-
lactosidase activity (SA B-gal) (9). A long term overexpression
of the cyclin-dependent kinase inhibitor p21“%? was observed
in SIPS induced by H,0, (10) or ¢-BHP (9). p21“*/? inhibits the
cyclin D/cyclin-dependent kinase 4 and 6 complexes, leading to
hypophosphorylation of the retinoblastoma protein (Rb). A long
term hypophosphorylation of Rb over several weeks was indeed
observed in SIPS induced by H,0, or t-BHP, explaining the
block of the cell cycle, through Rb-mediated inhibition of the
E,F transcription factor (9, 10). Last, several genes overex-
pressed in senescent HDFs, such as fibronectin, osteonectin,
SM22, and apolipoprotein J (clusterin), displayed a similar
increase in mRNA level in SIPS induced by ¢-BHP or H,0, (9).

In different experimental models, an overexpression of either
SM22 (11), apolipoprotein J (12), osteonectin (13), or fibronec-
tin (14) is induced by extracellular addition of transforming
growth factor-B1 (TGF-B1). Moreover, incubation of HDFs with
TGF-p1 triggers the appearance of a senescent-like morphology
(15, 16) and growth arrest (17).

Two main arguments favor the hypothesis that oxidative
stress-induced premature senescence could be triggered by a
pRb-mediated TGF-B1 overexpression. First, it has been shown
that ATF-2 transcription factor-hypophosphorylated Rb com-
plexes transactivate the TGF-8 promoter (18). Second Rb re-
mains hypophosphorylated at least for several weeks after
H,04-induced SIPS (10).

Studies were performed with stable IMR-90 HDF transfec-
tants expressing the E6 or E7 protein of the human papilloma
virus 16, which namely, respectively, bind and facilitate the
degradation of p53 and Rb. IMR-90 HDF's, whether wild types
or expressing the E6 gene, developed a senescent morphology
after subcytotoxic treatment under H,0,, while the cells ex-
pressing E7 gene did not. Furthermore, deletion of amino acids
21-24 as well as mutations at positions 2426, which elimi-
nated the binding of E7 to Rb (19), brought back the senescent
morphology after H,0, stress (10). Taken together, these first
experiments suggested that Rb is necessary in the induction of
SIPS.

These arguments led to the hypothesis that the E7-mediated
disappearance of Rb makes impossible the formation of the
ATF-2-Rb complexes, which in turn does not allow the stress-
induced transcription of TGF-B1 and the subsequent overex-
pression of apolipoprotein J, osteonectin, fibronectin, and
SM22 mRNA.

The aim of this work was first to test the involvement of
TGF-B1 in the appearance of SIPS as far as changes in mor-
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TABLE 1
Primers used for RT-PCR
Genes. Positions Sequences
bp
Osteonectin 181-199 5'-ctg tgg gag cta atc ctg-3'
765-783 5'-ggg tge tgg tec age tgg-3'
Fibronectin 360-378 5'-gat tge ctg tte tge tte-3°
502-520 5'-ttg ggt gac ttt cct act-3'
Apolipoprotein J 69-87 5'-cgg ggt gaa aca gat aaa g-3'
373-391 5'-tge ggt cac cat tca tec a-3'
SM22 249-267 5'-tgg cgt gat tct gag caa-3'
470488 5'-ctg cca age tge cca agg-3'
GAPDH 333-353 5'-cgt ctt cac cat gga ga-3’
612-622 5'-cgg cca tca cge cca cag ttt-3'
TGF-B1 Catalog number 0192342

(Biognostik, Gétingen, Germany)

phology, SA B-gal, and mRNA level of these four genes are
concerned. We tested whether these biomarkers appear after
incubations of IMR-90 HDFs with TGF-B1. Then we tested
whether TGF-B1 mediates the appearance of these biomarkers
in SIPS.

Furthermore, we tested whether stable IMR-90 HDF trans-
fectants expressing the E7 or E6 viral protein would overex-
press TGF-B1 after stress. Last, if the E7- or E6-mediated
inhibition of the stress-induced overexpression of TGF-B1 took
place, we wished to test whether E7 or E6 would inhibit the
stress-induced overexpression of fibronectin, osteonectin, apo-
lipoprotein J, and SM22.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture—Fetal lung IMR-90 HDF's (European Cell Culture Col-
lection, Strasbourg, France).were grown in MEM + 10% (v/v) of fetal
bovine serum (FBS). Human skin FS AG04437B HDFs (ATCC, Man-
assas, VA) were grown in Basal Medium of Eagle + 10% (v/v) of fetal
bovine serum. Confluent IMR-90 HDFs under 45-50% of in vitro pro-
liferative lifespan were exposed for 2 h to 150 um H,0, diluted in MEM
+10% FBS. FS AG04437B HDF's were exposed to several concentra-
tions of H,0, diluted in Basal Medium of Eagle + 10% FBS. The cells
were, respectively, rinsed with MEM or Basal Medium of Eagle and
given respective fresh medium + 10% FBS. TGF-B1 (R & D Systems)
was diluted in culture medium plus serum to stimulate IMR-90 HDFs
for 72 h.

Neutralization of the TGF-B1 Receptor II and the TGF-B1 Itself—
TGF-B RII receptor of IMR-90 HDFs was neutralized using a specific
antibody from R & D Systems (AF-241N4) diluted at 10 pg/ml of MEM
+10% FBS. The antibody against TGF-B1 (R & D Systems, MAB-240)
was diluted at 3 pg/ml of MEM + 10% FBS. The medium containing the
neutralization antibody was replaced every day for 3 days.

Infection with Recombinant Human Papillomavirus E6 or E7 Retro-
viral Constructs—The human papillomavirus type 16 E6 or E7 retrovi-
Tus producing cells were obtained from the ATCC (Manassas, VA).
Exponentially growing IMR-90 HDFs (CPD 16.8) were infected for 4 h
with retroviruses carrying PLXSN vector without insert (termed control
PLXSN vector) or carrying human papillomavirus E6 or E7 in 6 ml of
MEM containing 10% FBS and 4 pg/ml polybrene. The volume of
medium was doubled for overnight incubation followed by medium
change. The HDFs expressing the E6 or E7 gene were selected by
exposure to 500 ug/ml of G418 (Life Technologies, Inc.).

RNA Isolation and Semiq itative RT-PCR—Cells were harvested
and pelleted. Total RNA was extracted using a total RNA isolation kit
(PharMingen). Semiquantitative RT-PCRs were achieved in the expo-
nential linear zone of amplification for each gene studied in one step
with the Access RT-PCR kit (Promega) in presence of [a-**P]dideoxycy-
tosine (0.025 pCI per reaction). RT-PCRs were performed in the com-
mon exponential range of the PCR amplification using 50 and 100 ng of
total RNA in 50 pl containing 5 units of avian myeloblastosis virus
reverse transcripts and 5 units of Pfu polymerase.

We used GAPDH mRNA level as reference. GAPDH mRNA level was
checked to be stable in all experimental conditions tested (specific
primers for GAPDH and each gene tested in Table I). RT-PCR products
were electrophoresed on a 5% (w/v) polyacrylamide gel and analyzed
(Instant Imager, Packard Instrument Co.). The dried gels were exposed
to f-max films (Amersham Pharmacia Biotech, Anvers, Belgium). Neg-
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ative controls were performed without RNA. A PCR without reverse
transcription was always performed on RNA, prior to reverse transcrip-
tion, to check for DNA contamination. The sequences of the RT-PCR
products were checked for amplification specificity. The results were
expressed as mean value + S.D. on three independent experiments.

RNase Protection Assay—RNase protection assays were performed
following the instruction of the multi-probe hCK-3 (catalog number
45033P, PharMingen). The antisense probes were synthesized with
bacteriophages T7 RNA polymerase in the presence of [e-**PJUTP and
purified by phenol-chloroform extraction. The probe set was hybridized
in excess to specific target mRNAs in solution. Free probes and single-
stranded RNA were digested by RNases. The remaining protected RNA/
probes were resolved in denaturing polyacrylamide gels and quantified
by Instant Imager (Packard Instrument Co.). The results were ex-
pressed as percentages of the corresponding values found in the non-
stressed IMR-90 HDFs transfected with the control PLXSN without
insert. The results of RNase protection assays are given as mean
vaIue = S.D. on three independent experiments.

iated B-Galactosidase Activity—The proportion of
HDFs posmve for the SA B-gal activity was determined as described by
Dimri et al. (20). The cells were plated at a low density and fixed with
2% formaldehyde and 0.2% glutaraldehyde. The presence of the SA
B-gal activity was determined by incubation with 1 mg/ml of solution of
5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-galactopyranoside in 0.04 M citric acid/
sodium, 0.005 M K,FeCNg, 0.005 M K,FeCN,, 0.15 M NaCl, 0.002 u
MgCl, diluted in phosphate-buffered saline (pH 6). The cells were
rinsed twice with phosphate-buffered saline and washed with metha-
nol. The results were expressed as mean value + S.D. on three inde-
pendent experiments.

Enzyme-linked Immunosorbent Assay—The active TGF-B1 present
in the culture medium was quantified using the TGF-81 Emax Immu-
noAssay System of Promega (Madison, WI). For each sample the quan-
tification was made twice. The results were expressed as mean value =
S.D. on three independent experiments.

Analysis of the Rb Phosphorylation Status by Western Blot—The cells
were washed twice with ice-cold phosphate-buffered saline and lysed on
ice with 700 pl of lysis buffer (25 mmM HEPES, 0.3 M NaCl, 1.5 mm
MgCl,, 20 mym B-glycerophosphate, 2 mM EDTA, 2 mm EGTA, 1 mm
DTT, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 10 pg/ml each aprotinin and
leupeptin, 100 mm NaF, 1 mm Na,VO,, and 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride). After lysis, the material was homogenized several times
through a 21-gauge needle and centrifuged at 13,000 X g for 20 min at
4 °C. Samples of 20 pg of protein were electrophoresed on 7.5% SDS-
polyacrylamide gels. The proteins were transferred overnight on Immo-
bilone-P membrane (Millipore). Rb was detected with anti-Rb (c-15,
Santa Cruz Biotechnology) antibody and thereafter with horseradish
peroxidase-linked secondary antibody. The bands were visualized after
incubation with chemoluminescent substrates using ECL detection kit
(RPN 2106, Amersham Pharmacia Biotech, Anvers, Belgium).

RESULTS

SA B-Galactosidase Activity and mRNA Level of Four Senes-
cence-associated Genes after Stimulation with TGF-B1—
IMR-90 HDFs were stimulated for 3 days with 1-10 ng/ml of
human TGF-B1 diluted in culture medium + 10% FBS. The
proportion of HDF's positive for the SA B-gal activity was de-
termined in three independent experiments. A significant dose-
dependent increase in the proportion of SA B-gal-positive HDFs
was obtained, ranging from a 103 to a 160% increase, when the
absolute value of 15% of SA B-gal-positive cells in controls cells
was considered as 100%. In comparison, the proportion of SA
B-gal-positive cells at 72 h after treatment with 150 um H,0,
for 2 h reached an absolute value of 55% (Fig. 1).

Semiquantitative RT-PCR was used to determine the mRNA
level of four genes that undergo a senescence-related overex-
pression: fibronectin, apolipoprotein J, SM22, and osteonectin.
After 72 h of stimulation with 1-10 ng/ml TGF-g1, the steady-
state level of mRNA of the four genes was found to be increased
when compared with nontreated cells. A dose-dependent over-
expression was obtained for fibronectin, osteonectin, and
SM22. Two transcripts of fibronectin were detected and dis-
played a dose-dependent overexpression, reaching a 2.15-fold
increase at 10 ng/ml TGF-B1. SM22 overexpression was maxi-
mum at 10 ng/ml TGF-B1, with a 2.30-fold increase in mRNA
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level. Osteonectin was similarly overexpressed at the three
TGF-B1 concentrations with an increase ranging from 1.48- to
1.70-fold. Apolipoprotein J was maximally overexpressed at 1
ng/ml TGF-B1, with a 1.90-fold increase and minimally over-
expressed at 10 ng/ml TGF-p1 (Fig. 2).

These data suggest that TGF-1 triggers the appearance of

SA B-gal in IMR-90 HDF's as well as the overexpression of at

" least four genes that show a senescence-related overexpression.
The next step was to know whether TGF-B1 is overexpressed
during the establishment of H,0,-induced premature
senescence.

Expression of TGF-B1 in H,0y-induced Premature Senes-
cence—At first, semiquantitative RT-PCR was performed on
mRNA extracted at 72 h after 2-h exposures of IMR-90 HDFs to
150 um H,0,. When compared with nontreated cells, a 1.8-fold
increase in the mRNA level of TGF-B1 was obtained (Fig. 3).
RNase protection assay showed that TGF-B2 was not overex-
pressed at 72 h after stress. TGF-83 mRNA was not detected by
RNase protection assay in any condition. RNase protection
assay also confirmed TGF-B1 overexpression (not shown). Sim-
ilar experiments were performed on FS AG04437B HDFs ex-
posed to four H,0, concentrations ranging from 150 to 300 um.
Higher H,0, concentrations were used, since cytotoxicity
curves showed that F'S AG04437B HDFs are much more resist-
ant to H,0, (not shown). The amount of TGF-B1 mRNA at 72 h
after stress raised from 130% at 150 um H,0, to 190% at 300
uM in H,0, when compared with the 100% control values (not
shown). A second set of semiquantitative RT-PCR was per-
formed on IMR-90 HDFs mRNA extracted from independent

Fic. 2. Steady-state level of fi-
bronectin, apolipoprotein J, os-
teonectin, and SM22 mRNA after 3
days of stimulation of IMR-90 HDFs
with TGF-B1 at 1, 5, and 10 ng/ml. Top
panel, autoradiography after migration of
the products obtained by semiquantita-
tive RT-PCR performed on fibronectin, os-
teonectin, apolipoprotein J, and SM22
mRNA with GAPDH mRNA as reference.
Bottom panel, quantification performed
at 72 h after the stress.

mRNA/control (%)

mRNA/control (%)
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cultures at various times after exposures to H,0,. The mRNA
steady-state level of TGF-B1 decreased during the first 4 h after
stress and increased up to 140% at 24 h. The level of mRNA
returned to the basal level at 36 h after stress and increased
again to 150% at 48 h.

We used enzyme-linked immunosorbent assay to detect ac-
tive TGF-B1 protein released in the culture medium during the
48 h following the stress. The level of TGF-B1 protein was also
measured in non-H,0,-exposed control cells. At each time after
the stress, the amount of active TGF-B1 released by the
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Fic. 1. Percentage of IMR-90 HDF's positive for SA B-galacto-
sidase activity after 3 days of stimulation with TGF-p1 at 1, 5,
and 10 ng/ml.
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TGF-B1 mRNA at various times after
exposure to 150 pm H,0,. Top panel,
autoradiography after migration of the
products obtained by semiquantitative
RT-PCR performed on TGF-1 mRNA
with GAPDH mRNA as reference. —, RT-
PCR without RNA. Bottom panel, quanti-
fication performed at 72 h after the stress.
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Fic. 4. Quantification of the active TGF-B1 released in the
culture medium after the H,0, stress and in control cells. The
results are expressed as percentage of the amount of active TGF-S1
present in the control at each time after the stress.

stressed cells was expressed as percentage of the amount re-
leased by the control cells. Surprisingly, the level of released
TGF-B1 underwent a 7.5-fold increase from 24 to 36 h after the
stress (Fig. 4). This increase disappeared from 36 to 48 h after
the stress. Given these spectacular results, we wished to neu-
tralized the TGF-p receptor II (TGF-B RII) and TGF-B1 to know
whether this would influence the appearance of the biomarkers
of stress-induced premature senescence.

Neutralization of TGF-B RII and TGF-B1—IMR-90 HDFs
were stressed with 150 um H,0, for 2 h. They were incubated
with culture medium + 10% FBS + antibodies against either
TGF-B1 (TGF-B1-Ab) or TGF-B R II (TGF-B RII-Ab). New cul-
ture medium + 10% FBS + 10 pg/ml TGF-B RII-Ab or 3 pg/ml
TGF-B1 Ab was provided to the cells for three successive days
after the stress.

The non-H,0,-exposed HDF's incubated with TGF-1 RII-Ab
or TGF-B1-Ab had a normal morphology. Senescent-like mor-
phology was obtained at 72 h after H,0, treatment as shown
previously (4). No senescent-like morphology was obtained in
the stressed HDF's incubated with anti-TGF-B II or TGF-B1-
Abs for 3 days after the stress (Fig. 5).

We determined the percentage of HDF's positive for the SA
p-gal activity in these different conditions. After incubation
with TGF-B1- or TGF-B RII-Abs for 72 h, no significant modi-
fication of the percentage of SA B-gal-positive cells was ob-
served in normal conditions when compared with control cells
(no stress, no antibody).
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Fic. 5. Effect of anti-TGF-g1 or anti-TGF-B receptor II anti-
body on the morphology of IMR-90 HDF's at 72 h after exposure
to 150 um H,0, stress or not.
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Fic. 6. Effect of anti-TGF-B1 or anti-TGF-B receptor II anti-
body on the percentage of IMR-90 HDFs positive for the SA
B-galactosidase activity at 72 h after 150 pm H,0, stress.
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The cells incubated with anti-TGF-B1- or -TGF-B RII-Abs for
3 days after stress displayed a significantly decreased propor-
tion of SA B-gal-positive cells in comparison with the H,0,-
treated cells. Indeed, only a 2.40-fold and a 1.70-fold increase in
the percentage of SA B-gal-positive cells was observed, respec-
tively, in the HDFs incubated with anti-TGF-8 RII- or anti-
TGF-B1-Abs after stress, while a 4.40-fold increase was ob-
served in the H,0,-treated HDFs, which were not incubated
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with one of these Abs (Fig. 6).

Last, we compared the steady-state levels of mRNA of fi-
bronectin, osteonectin, SM22, and apolipoprotein J. First, we
confirmed that these steady-state levels were increased in rep-
licative senescence and H,0,-induced premature senescence
(not shown) as shown by Dumont et al. (9). For all the genes
tested, a much lower overexpression was observed when the
H,0,-treated cells were incubated with TGF-g RII- or TGF-B1-
Abs (Fig. 7, a and b).

Since TGF-B1 mediates the appearance of several biomark-
ers of stress-induced premature senescence, we wished to have
clues on the regulation of the stress-induced TGF-B1
overexpression.

Effects of the E6 and E7 Proteins on the Stress-induced In-
crease of TGF-B1 mRNA—We exposed IMR-90 HDFs trans-
fected with a retroviral PLXSN control vector, PLXSN + E6
¢DNA or PLXSN + E7 ¢DNA, to 150 um H,0, for 2 h in three
independent experiments. Total RNA was extracted at 72 h
after the stress. At first, we have shown by Western blots (10)
that IMR-90 HDFs transfected with E6 or E7 ¢cDNA have a
very low respective level in p53 and Rb proteins. Semiquanti-
tative RT-PCR was performed using GAPDH as reference gene,
whose transcription level was checked to be stable in IMR-90
HDFs transfected by E6, E7, exposed to H,0, or not (not
shown). A 1.55-fold increase in TGF-B1 mRNA level was shown
at 72 h after the stress in HDF's transfected with a retroviral
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PLXSN control vector, as shown herein in nontransfected
HDFs exposed to H,0,.

In normal conditions (no H,0, treatment), the level of
TGF-B1 mRNA raised by about 50% in IMR-90 HDFs trans-
fected with E6 or E7. More interestingly, the TGF-81 mRNA
level of IMR-90 HDFs + E6 was much higher in H,0,-stressed
cells when compared with nonstressed cells, while this level
was not further increased in H,0,-stressed IMR-90 + E7 HDFs
when compared with nonstressed IMR-90 + E7 HDF's (Fig. 8).
Using enzyme-linked immunosorbent assay, we measured the
release of active TGF-p1 at increasing times after treatment of
IMR-90 + E7 HDF's with H,0,. No increased release of TGF-B1
level was observed in IMR-90 + E7 HDF's and in IMR-90 + E6
HDF's treated with H,0, (data not shown). These results sug-
gest that p53 and Rb are necessary for the stress-induced
increase in the release of TGF-B1.

Moreover,Western blotting was carried out to analyze the
phosphorylation status of Rb at 72 h after stress. Rb were found
to be hypophosphorylated (Fig. 9), confirming the results ob-
tained by Chen et al. (10) after H,0O, and by Dumont et al.
(2000) after tert-butylhydroperoxide stress (9). Rb must be hy-
pophosphorylated to interact with ATF-2 and transactivate the
TGF-B promoter. Therefore our results suggest that hypophos-
phorylated Rb protein mediates the stress-induced overexpres-
sion of TGF-B1. Further experiments are being performed to
confirm the role of Rb in this overexpression.
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Rb, hypophosphorylated Rb.

p-Rb
Rb

Regulation of the Expression of Senescence-related Genes in
H,0,-treated Cells—According to the hypothesis mentioned in
the introduction, an E7-mediated inhibition of the stress-in-
duced overexpression of TGF-B1 should lead to an inhibition of
the stress-induced overexpression of fibronectin, osteonectin,
apolipoprotein J, and SM22. We performed semiquantitative
RT-PCR to evaluate the mRNA level of these four genes. We
exposed normal IMR-90 HDFs, IMR-90 + control PLXSN vec-
tor, IMR-90 + E6 HDFs, and IMR-90 + E7 HDFs to 150 pm
H,0, for 2 h and extracted total RNA at 72 h after the stress.
The results of the quantifications were expressed as percent-
ages of the value recorded for the nonstressed IMR-90 HDF's +
control PLXSN vector. Similar results were obtained for nor-
mal IMR-90 HDFs transfected or not with control PLXSN
vector.

We confirmed that all four genes were overexpressed at 72 h
after H,0, stress in IMR-90 cells as shown previously (9). The
stress-induced overexpression of osteonectin and apolipopro-
tein J observed in the normal HDFs disappeared in IMR-90 +
E7 HDFs. The stress-induced overexpression of SM22 was
highly decreased, by more than 60%, in H,0,-treated IMR-90
+ E7 HDFs when compared with the H,0,-treated IMR-90
HDFs transfected or not with control PLXSN vector. In IMR-90
+ E7 HDFs, a 2-fold reduction in fibronectin mRNA level was
found in the nontreated cells. No stress-induced overexpression
of fibronectin was found in these cells (Fig. 10 @ and b).

When IMR-90 + E6 cells were stressed with H,0,, the over-
expression of osteonectin disappeared. E6 caused a marked
down-regulation of the mRNA of fibronectin in nonstressful
conditions.

These data show that E7 regulates the stress-induced ex-
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Fic. 10. Steady-state level of fibronectin, apolipoprotein J, os-
teonectin, and SM22 mRNA in IMR-90 + E7 and IMR-90 + E6
HDFs at 72 h after exposure to 150 um H,0,. a, autoradiography
after migration of the products obtained after semiquantitative RT-
PCR performed on fibronectin, apolipoprotein J, osteonectin, and SM22
mRNA with GAPDH mRNA as reference. IMR-90 + control PLXSN
vector, IMR-90 + E6 HDFs, and IMR-90 + E7 HDFs were exposed or
not to 150 pm H,0, for 2 h. —, RT-PCR without RNA. b, quantifications
performed at 72 h after the stress for fibronectin (panel 1), apolipopro-
tein J (panel 2), osteonectin (panel 3), and SM22 (panel 4) mRNA of cells
exposed (black columns) or not (gray columns) to H,0,.

pression of all four genes studied. These results suggest that Rb
is involved in the regulation of the stress-induced and TGF-p1-
mediated overexpression of these genes. As explained in the
introduction, Rb is also necessary for the morphological
changes observed in H,0,-induced SIPS (10). Work in progress
is aimed at confirming this involvement of Rb.

DISCUSSION

The concept of SIPS is widely accepted (1). However, the
mechanisms responsible for its occurrence remain poorly
understood.

Many biomarkers of replicative senescence have been shown
to be induced in SIPS (9). A typical morphology, senescence-
associated B-galactosidase activity and overexpression of fi-
bronectin, osteonectin, SM22, and apolipoprotein J are among
these biomarkers.

Several observations were in favor of the involvement of
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TGF-B1 in SIPS. First, Rb becomes hypophosphorylated in
normal senescence, in SIPS, and also after stimulation of hu-
man monocytic JOSK-1 leukemia cells line (21) or mesengial
cells (22) with TGF-B1. Second, interactions between ATF-2
and hypophosphorylated Rb have been shown to trigger the
transactivation of the promoter of TGF-B (18). Third, the over-
expression of each of the four senescence-associated genes stud-
ied herein has been shown to be controlled by TGF-B, in four
respective models (11-14, 23).

In this work, we show that TGF-B1 induces a senescence-like
morphology, senescence-associated B-galactosidase activity,
and overexpression of these four senescence-associated genes.
Then we have shown that TGF-B1 mRNA is increased at 72 h
after subcytotoxic H,0, stress in conditions where SIPS is
triggered. Further experiments have shown that this increase
in mRNA level starts at 24 h after the stress. In this study, a
peak of release of active TGF-B1 protein in the culture medium
was observed at 36 h after stress, suggesting a complex regu-
lation taking place either at the level of RNA stability or
post-transcriptionally. Since other peaks of TGF-B1 protein
release might exist during the 72 h necessary for SIPS to take
place, we incubated the cells with TGF-B RII- or TGF-B1-Abs
for 72 h after the stress. Our results strongly suggest that
TGF-B1 mediates the induction of the senescence-like morphol-
ogy, senescence-associated pB-galactosidase activity, and the
overexpression of the four senescence-associated genes (fi-
bronectin, osteonectin, SM22, and apolipoprotein J) studied.

Previous work (24) suggested a possible involvement of
TGF-B1 in the morphological changes taking place in the y-ra-
diation-induced growth arrest. Here, we give evidence that
TGF-B1 controls the appearance of several biomarkers of cel-
lular senescence in conditions leading to SIPS. We also provide
clues for the mechanism of stress-induced overexpression of the
TGF-B1 gene. We show that the stress-induced protein release
of TGF-p1 disappeared in IMR-90 + E6 HDFs and IMR-90 +
E7 HDFs, suggesting that p53, Rb, or other partners of Rb
signaling pathway regulate TGF-B1 expression in stressful
conditions. Moreover, the results show also that E7 inhibits the
stress-induced overexpression of fibronectin, osteonectin,
SM22, and apolipoprotein J and therefore reinforce the notion
that Rb might control the overexpression of these senescence-
associated genes through TGF-B1 overexpression. Further ex-
periments are necessary to confirm this likely role of Rb in the
overexpression of TGF-B1 in conditions leading to SIPS.

Nevertheless, it has been shown, in the same experimental
system, that deletion of amino acids 21-24 of E7 cDNA, as well
as mutations at positions 24-26, which eliminate the binding
of E7 to Rb, allow the appearance of SIPS, while wild type E7
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does not (10). This result reinforces the potential role of Rb in
the appearance of various biomarkers of SIPS. Further exper-
iments are needed to know whether TGF-B1 controls the ap-
pearance of other biomarkers of SIPS. It would also be inter-
esting to know whether HDFs, which are unable to express
TGF-B1, also undergo SIPS after subcytotoxic stresses and/or
postpone their replicative senescence in normal conditions.
Last, other studies could be aimed at finding out whether the
stress-induced overexpression of TGF-p1 found in SIPS is trig-
gered by DNA damage generated by H,0,, which is likely to be
the case.
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Chapitre 3: Transduction du signal TGF-81 et relation entre
Rb et le TGF-1.

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que le TGF-B1 pouvait non seulement
provoquer l'apparition de biomarqueurs caractérisant la SIPS et la sénescence mais
aussi qu'il était surexprimé tant au niveau de 'ARNm qu'au niveau protéique suite a
un stress subcytotoxique sous 150 uM d'H,0,.

La neutralisation de ce TGF-B1 présent dans le milieu de culture empéche 1'apparition
de l'activité SA B-gal, la morphologie de type sénescent, la surexpression des 4 génes
associés a la sénescence et a la SIPS. Par contre, cette neutralisation n'empéche pas
l'arrét prolifératif (Fig. 34). Ceci s'explique puisque la CdKI p21V*™ est surexprimée
et que Rb est hypophosphorylée emprisonnant ainsi E2F.

On sait maintenant que E7 contrdle la surexpression, suite au stress sous H,0,, du
TGF-B1, de la fibronectine, de I'ostéonectine, de SM22 et de I'apolipoprotéine J. Ces
résultats suggerent qu'il existe une relation plus ou moins directe entre la voie du
TGF-B1 et la voie de Rb, lors de I'établissement de la SIPS induite par H,0,.
Toutefois, ils ne donnent aucune indication quant & la nature de cette interaction
potentielle.

Les composants de la voie de Rb étant relativement bien connus, nous avons voulu,
avant de nous attaquer a la possible interaction entre Rb et le TGF-81, identifier au
moins une des voies potentiellement activées par le TGF-81 lors de I'établissement de
la SIPS.

3.1 Article 4: Signal transduction in H,0-induced senescence-like phenotype in
human diploid fibroblasts (en révision).

3.1.1 Identification de la voie de transduction du signal TGF-A1.

Rappelons tout d'abord brievement les voies de transduction déclenchées par le TGF-
B1.

Le TGF-B1 comme tous les membres de sa sous-famille transmettent leurs signaux a
travers la membrane plasmique via un complexe hétérodimérique constitué des
récepteurs sérine/thréonine kinase de type I et de type I

Suite a la fixation du TGF-B1, le récepteur de type II phosphoryle le récepteur de type
I et active ce dernier. Le signal intracellulaire induit par ce complexe est transmis par
la famille des Smads. A ce jour, 8 Smads ont ét¢ identifiées et chacune d'elles a un
role différent dans la transduction de signal.

Dans le cas du TGF-81, Smad 2 et 3 s'associent au récepteur de type I qui les
phosphoryle. Une fois phosphorylées, Smad 2 et 3 peuvent se lier a la proteine Smad
4. Le complexe ainsi formé peut pénétrer a l'intérieur du noyau ou il active soit
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directement la transcription de genes cibles spécifiques, soit indirectement en
coopérant avec d'autres facteurs de transcription (Attisano and Lee-Hoeflich, 2001).
Un des facteurs de transcription sur lequel vient se fixer le complexe Smad est ATF-
2. Selon Hanafusa et al., ATF-2 serait indirectement transactivé par le TGF-B1 via la
voie des Tak1. En effet, une fois Tak! activé, il phosphoryle la protéine activatrice de
p38 ™% MKKS6. Le complexe formé pénétre alors a l'intérieur du noyau ou il active
ATF-2 en le phosphorylant (Hanafusa et al., 1999).

H,0, est connu pour activer la voie de p38 Atk (Guyton et al., 1996; Wang et al.,
1998a). Nous nous sommes donc logiquement tournés vers la voie de p38 M***. Nous
avons tout d'abord étudié la phosphorylation de p38 M*™ a différents temps aprés
stress subcytotoxique sous H,0, en présence ou non d'anticorps neutralisant le TGF-
B1.

Nous avons aussi étudié 1'apparition des différents biomarqueurs d'intéréts apres un
stress sous H,0, en présence d'un inhibiteur spécifique de p38 ™™ . Cet inhibiteur, le
SB203580 est un dérivé de pyridinyl imidazole qui se fixe dans le site de
phosphorylation de p38 ™™ empéchant sa phosphorylation par MKK6 (Young et al.,
1997).

3.1.2 Implication du facteur de transcription ATF-2 en SIPS.

p38™"*X peut activer le facteur de transcription ATF-2, lorqu'elle est activée par la

voie du TGF-81.

Nous avons donc voulu savoir si une activation de ce facteur de transcription était
bien a la base de l'apparition des différents biomarqueurs que nous avons utilisés
comme outils jusqu'a présent.

L'activité d'ATF-2 étant dépendante de sa phosphorylation, la forme phosphorylée
d'ATF-2 a été détectée par Western Blot en présence ou non de SB203580 ou
d'oligonucléotide antisens apres un stress subcytotoxique sous H,0,.

Des oligonucléotides antisens anti-ATF-2 ont été utilisés pour bloquer l'apparition
des biomarqueurs de la sénescence en SIPS. Nous avons aussi étudié la liaison
d'ATF-2 a sa séquence consensus.

3.1.3 Interaction physique entre ATF-2 et Rb.

Hollingworth et al., ont montré que le facteur de transcription ATF-2 pouvait se lier &
Rb. Cette association avec Rb active ATF-2 alors qu'une association de Rb a E2F
inhibe ce dernier (Hollingsworth et al., 1993). Nous avons donc réalisé des
coimmunoprécipitations pour pouvoir détecter un éventuel complexe Rb/ATF-2
formé lors de I'établissemnt de la SIPS.

E2F étant considéré comme la cible majeure de Rb (Nevins, 1992; Weinberg, 1996) ,
nous nous sommes aussi intéressés a ce facteur de transcription.
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16 Abstract—A stress-induced senescence-like phenotype is induced by exposure of human diploid fibroblasts to

17 subcytotoxic H,0, stress. Previous studies showed that TGF-B1 is responsible for the induction of several biomarkers

18 of replicative senescence within 72 h after stress: senescence-like morphology, senescence-associated B-galactosidase

i activity, and an increase in the mRNA steady state level of four senescence-associated genes. Other studies showed that

[ the retinoblastoma protein is responsible for the appearance of these biomarkers in the same conditions. Here we show

20 that sustained p38™A** phosphorylation is responsible for both H,0,-induced overexpression of TGF-B1 and subse-

D quent TGF-Bl-induced appearance of these biomarkers. p38™A"¥ phosphorylation is shown to be necessary for a

~n self-sustained TGF-B1 overexpression after H,0, stress through the activation of ATF-2 transcription factor, thereby

‘;: creating a regulatory loop between sustained p38™MAFX activation and sustained TGF-B1 overexpression after stress.

Z9 p38MAPK activation is also shown to be responsible in part for the growth arrest observed in stress-induced senescence-

24 like phenotype. At 48 h after stress, ATF-2 starts to interact with hypophosphorylated Rb, which allows the biomarkers

og of stress-induced senescence-like phenotype to appear. This report gives an overall explanation of how a senescence-like

= phenotype is established after subcytotoxic H,0, stress.” © 2002 Elsevier Science Inc.
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= Germany) were added at 10 uM o the medium 2 d  N0108Y)- =
j‘ before stress, during stress, and for 3 d after stress. DNA binding assay :;:
e Semiquantitative RT-PCRs were achieved on total =
38 RNA in the exponential zone of amplification for each The binding activity of ATF-2 and c-Fos transcription
34 gene in one step with the Access RT-PCR kit (Promega, factors was assayed (Mercury Transfactor Profiling Kit g5
35 Madison, W1, USA) in the presence of [a-*?P] dCTP Inflammation 1, K2062-1, Clontech, Palo Alto, CA, 96
ap (sequence of the primers used and the RT-PCR condi- USA). Nuclear proteins were extracted according to the g7
:: tions in [16]). manufacturer’s instructions. The extracts were trans- o8
21 ferred into a 96-well plate coated with the consensus >
38 SA B-gal activity and estimation of proliferative sequence of ATF-2. Anti-ATF-2, anti-c-Fos antibodies, 99
39 fapalilty ‘ and secondary antibodies were provided with the kit. 100
40 The proportion of SA B-gal positive HDFs was de- EIE] dominons acabiive 101
41 termined in nonconfluent cells as described earlier [17]. 102
42 The results were expressed as mean values = SD on 400 pMV-7 E,F,d87 vector expressing a truncated form 103
in cells in three independent experiments. The proliferative of tagged E,F, and a neomycine resistance gene were 104
:: potential of the HDFs was estimated by measuring the gifts of Dr. Hall (Jefferson University, Philadelphia, PA, aq:10 ‘;::
= incorporation of [*H]-thymidine into DNA of 5500 USA). Cells were plated at half confluency in 25 cm? s
45 HDFs per cm?, as described previously [6]. culture dishes (Corning, Corning, NY, USA). At 24 h 106
48 ; later, the cells were transfected with 7 pg of the indicated 107
o p38MAPK ATF-2, and Rb phosphorylation level vectors with 30 pg/ml DOTAP (Boehrignger Mannheim, 108
42 The cells were washed twice with ice-cold phosphate- Mannheim, Germany). The cells were incubated in the 109
A0 buffered saline and lysed on ice (lysis buffer: 10 mM DNA/DOTAP/MEM mix for 6 h. The cells were given 110
111
112
143
114
114
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Molecular mechanism of SIPS 3

No anti-TGF-81 added after stress

lal Duration of stress
ctrl_0' 30' 1 hrs 2hrs
a-tubulin
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Fig. 1. Role of TGF-B1 on p38™APX phosphorylation status during and after H,0, subcytotoxic stress. IMR-90 HDFs were submitted
toa 2 h stress with 150 uM H,0,. At various times during (2) and after (b) stress, the phosphorylation status of p38™AFX was analyzed.

The protein loading was lized by detecting a-tubuli

; p-p38 = phosphorylated form of p38™A*X. (al and bI) No anti-TGF-B1

antibodies added before, during, and after stress, ctrl = control; (all and bll) anti-TGF-B1 antibodies added before, during, and after

stress, ctrl =

control; (alll and bIIT) ratio between phosphorylated p38MAFK (p-p38MAPX/q-wbulin) and total p38MAPX (total

p38™4FX/q-tubulin) at increasing times after stress. Each band was quantified considering the respective a-tubulin band as reference
at each time. Total p38™AP¥/q-tubulin was stable in-all conditions. White columns = no anti-TGF-B1 antibody; black columns =
anti-TGF-B1 antibody. This figure gives mean values = standard deviation of three independent experiments.

fresh MEM + 10% FBS + G418 for one week before
RNA extraction. :

The results presented in this report were all expressed
as mean values * SD of three independent experiments.

RESULTS

Role of TGF-BI on p38“"?k:bhasphorylarion status
after subcytotoxic H>0, stress

pagtiaK is a stress- and mitogen-activated protein

kinase activated;:for instance, by H,0, [18], arsenite
[19], and UV radiation [20,21]. IMR-90 HDFs were
stressed for 2 h with 150 uM H,0,, which represents
subcytotoxic conditions [16]. During the stress,
p38MAPK was phosphorylated at 10 min after the be-
ginning of the stress and remained phosphorylated
throughout the stress (Fig. 11). At various times after
stress, the phosphorylation status of p38™APX was
determined by Western blot. Phosphorylated p38™AP¥

88

was detected at 0, 2, 4, 8, 24, 48, and 72 h after stress
(Fig. 11). This did not correspond to the general idea
that stress-activated protein kinases are only tran-
siently activated after oxidative stress. The phosphor-
ylated form of p38™MAPX (p-p38) remained undetect-
able in the control cells (no stress) before (Fig. 11) and
at 72 h after medium change (not shown).

IMR-90 HDFs were exposed to subcytotoxic H,0,
stress and incubated with anti-TGF-$1 antibodies. The
ratio of phosphorylated p38™*P¥/total p38™APX was an-
alyzed using a-tubulin level as reference level (Figs. lall
and 1bll). Figures 1alll and 1blll give the quantification
of the phosphorylation status of p38™APX in IMR-90
HDFs incubated or not with anti-TGF-B1 antibodies for
increasing durations after stress. Just after stress,
p38MAPK was phosphorylated at similar levels in both
situations. As time after stress increased, the level of
p38MAPK phosphorylation rapidly decreased in the pres-
ence of anti-TGF-B1 antibodies, whereas it remained
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high in the absence of these antibodies. These results
strongly suggest that the immediate activation of
p38MAPK is independent of TGF-B1, while its sustained
activation becomes dependent on TGF-B1 as time after
stress increases.

Inhibition of p38"AFX blocks the appearance of
H,0,-induced senescence-like phenotype

The proportion of SA B-gal positive IMR-90 HDFs at
72 h after treatment with 150 uM H,0, for 2 h reached
51 = 2% (Fig. 2a). The addition of SB203580 at 10 or 25
uM inhibited the stress-induced increase of the propor-
tion of SA B-gal positive HDFs, which remained at 20 *
5% and 17 = 1% at 10 and 25 pM SB203580, respec-
tively. When IMR-90 HDFs were stimulated for 72 h
with 10 ng/ml TGF-B1, the proportion of the SA B-gal
positive HDFs increased to 33 * 4% in HDFs, as pre-
viously shown. There was no significant change in the
percentage of SA B-gal positive HDFs after treatment
with TGF-B1 + 10 pM SB203580 (Fig. 2a). A senes-
cence-like morphology is observed at 72 h after subcy-
totoxic H,0, stress. This morphology is characterized by
an irregular shape and increased size [4,16]. HDFs ex-
posed to H,0, did not display this stress-induced mor-
phological change when SB203580 was present (Fig.
2b). After stimulation with TGF-B1 for 72 h, IMR-90
HDFs displayed a senescence-like morphology
[16,22,23], which did not appear in the presence of
SB203580 (Fig. 2b).

Fibronectin, apo J, SM22, and osteonectin undergo a
senescence-related overexpression and are - overex-
pressed at 72 h after subcytotoxic H,0, stress [6,16].
When 10 or 25 uM SB203580 was added, no overex-
pression of these genes was found at 72 h after stress
(Fig. 2c). After 72 h of stimulation with 5 ng/ml TGF-B1,
the mRNA steady state level of SM22, fibronectin, os-
teonectin, and apo J was maximally increased when
compared to nonstimulated IMR-90 HDFs, reaching
1.7-, 1.8-, 1.7-, and 2.5-fold overexpression, respec-
tively. In the presence of 25 uM SB203580, these
mRNA steady state levels fell to basal levels (not
shown).

To confirm the results obtained with SB203580, we
used antisense oligonucleotides against p3gMAPK
mRNA. Two sequences of p38MAPX antisense oligonu-
cleotides induced a sharp decrease of the protein level of
p38MAPK (Fig. 3a). We checked the proliferation capa-
bility of HDFs treated with these antisense oligonucleo-
tides by measuring [*H]-thymidine incorporation. No
important change of incorporation was found in the pres-
ence of the antisense oligonucleotides. These antisense
oligonucleotides sharply diminished the stress-induced
increase of the proportion of SA B-gal positive HDFs,

89

g Hy0p

SB203580
®M)

<
b
=)
2
o
cul

SM22

apoJ

osteonectin

fibronectin

GAPDH

Fig. 2. (a) Effect of p38™A¥X inhibitor SB203580 on the percentage of
IMR-90 HDFs positive for SA B-gal after 72 h stimulation with
TGF-B1 or at 72 h after 2 h stress with 150 pM H,0,. These resuits
were obtained from three independent experiments. (b) Effect of
p38MAPK inhibitor SB203580 on the morphology of IMR-90 HDFs
after 72 h stimulation with TGF-B1 or at 72 h after 2 h stress with 150
1M H,0,. The increase of cell size induced by H,0, does not occur in
the presence of SB203580. These results were obtained from three
independent experiments. (c) Effect of p38*AP¥ inhibitor SB203580
(10 or 25 uM) on the steady state level of fibronectin, osteonectin,
apolipoprotein J, and SM22 mRNA at 72 h after exposure of IMR-90
HDFs to 150 uM H,0,. Control = HDFs not exposed to H,0,; - =
RT-PCR without RNA. Autoradiography after migration of the prod-
ucts obtained by the semiquantitative RT-PCR with GAPDH mRNA as
a reference level. Very similar results were obtained from three inde-
pendent experiments.

which remained at 23 * 2.6% and 19 % 0.5%, respec-
tively, with the antisense oligonucleotide sequence
104939 and 204938 (Fig. 3b). After treatment with H,0,
for 2 h in the presence of any of the two random anti-
sense oligonucleotides, IMR-90 displayed a senescence-
like morphology. This morphology did not appear when
p38MAPK antisense oligonucleotides were present.
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e Molecular mechanism of SIPS 5 e
4 a no antisense  antisense 85
g s
- 104929 a : o
o é} 0/
T 204938 § GR
8 a-tubulin x TGF-81—-| ;
‘{ 0 t<—— GAPDH
£ H i e
12 z
1 e 3
158 2
14 i b 75
15 3 76
A0 < =
13 2] i
. control random 104525 random 204938 TORBlaf % M oo g

; 104939 204938 ‘
18
3 Fig. 3. (a) Effect of 72 h of incubation with p38MAPX aniisense
et oligonucleotides on the protein level of p38™AF¥ detected by Western
5 blot. (b) Effect of p38™A¥ antisense oligonucleotides on the percent-
e age of IMR-90 HDFs positive for SA B-gal at 72 h after stress with 150
23 1M H,0,. White columns = HDFs not exposed to H,0,; black -
oy columns = HDFs exposed to H,0,. These results were obtained from
£5 three independent experiments.
o
28

-]

When followed at increasing times after H,0, stress,

2 Fig. 4. Effect of p38™APX inhibitor SB203580 on the steady state level
o8 the overexpression of TGF-B1 was previously found to of TGF-1 mRNA. (2) At 72 h after exposure of IMR-90 HDFs to 150
e A z - 5 = #M H,0,. Control = IMR-90 HDFs not exposed to H,0,; control- =
23 reach sospecdve matnig et e ot ]f6 f?]d ol RT-PCR without RNA. Autoradiography after migration of the prod-
an 24, 48, and 72 h after stress [16]. When 25" uM ucts obtained by semiquantitative RT-PCR with GAPDH mRNA as a
% SB203580 was added, the steady state level of TGF-B1 reference level. Very similar results were obtained from three indepen-
34 : = = dent experiments. (b) At 24, 36, and 48 h after exposure of IMR-90
= mRNA remained close to the basal level at 24, 36, 48, HDFs to 150 M H;0. Control, = HDFs. not-expased to Hy0:
32 and 72 h after stress. Increases of 1.6- = 0.1-fold at 48 h control- = RT-PCR without RNA. Autoradiography after migration of
38 and 1.6- = 0.2-fold at 72 h were still found after H,0, the products obtained by semiquantitative RT-PCR with GAPDH

mRNA as a reference level. Very similar results were obtained from
three independent experiments. (c) After stimulation of IMR-90 HDFs
with 5 ng/ml TGF-B1 in the presence of 25 pM SB203580. Control =
HDFs not exposed to TGF-BI; control- = RT-PCR without RNA.
Autoradiography after migration of the products obtained by the semi-

F4 stress without SB203580 (Figs. 4a and 4b). The increase
of TGE-B1 mRNA level observed after. stimulation with
TGF-B1 was less sensitive to. SB203580 than H,0,-

: induced increase of TGF-B1 mRNA Tevel. TGF-g1 in- quantitative RT-PCR with GAPDH mRNA as a reference level. Very
;; duced its own overexpression through p38™AF¥ activa- ;Tu;: :nsgl?s\:\c; :f(inziuf:zlfl?;de; i;ge};;g]gser; elxjp(;’,rirrl:n:. 6\1
:: tion. Indeed, when IMR-90 HDFs were st.lmu]ated with 5 daside expgs i 10 H,0,: cotlrob = RER C‘; B
o9 ng/ml TGF-B1, a 2.2-fold overexpression of TGF-B1 RNA. Autoradiography after migration of the products obtained by
40 mRNA was found-after the addition of TGF-B1 protein semiquantitative RT-PCR with GAPDH mRNA as a reference level.
41 to the medium. Incubation with TGF-ﬁl + SB203580 Very similar results were obtained from three independent experiments.
42 led only to a 1.4-fold increase of TGF-B1 mRNA steady
S state level (Fig. 4c).

e, The proliferative potential of IMR-90 HDFs exposed stress. At the shorter times after stress, IMR-90 HDFs
St to 150 uM H,0, = SB203580 was estimated at increas- treated with H,0, + SB203580 showed a much lower
45 ing times after stress by measuring [PH]-thymidine in- decrease of [*H)-thymidine incorporation compared to
46 corporation into DNA. A sharp decrease of PH]-thymi- the cells exposed to H,0, alone (Figs. 5a and 5b). These Fs
47 dine incorporation was observed immediately after stress results were confirmed using p38™AFX antisense oligo-
48 and represented 20 % 7% of the control values. A similar nucleotides. IMR-90 HDFs stressed in the presence of
A9 decrease was observed at 2, 4, 8, 24, 48, and 72 h after one of these oligonucleotides had a much lower decrease
50
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34 Fig. 5. Effect of p38™AX inhibitor SB203580 (25 1:M) and p38™APX antisense oligonucleotides on the incorporation of [*H]-thymidine

- in IMR-90 HDFs submitted to 2 h stress with 150 uM H,0,. At increasing times after stress, the HDFs were plated at 5500 cells/cm? an
e and incubated with 1 uCi/mi of [*H}-thymidine. (a) Effect of SB203580. The results are expressed in percentages of the values found ve
in nontreated HDFs. Gray columns = HDFs not exposed to H,0,; hatched columns = HDFs not exposed to H,0, and incubated with 97
SB203580; black columns = HDFs exposed to H,0,; white columns = HDFs exposed to }Oz and incubated with SB203580. These 0a
results were obtained from three independent experiments. (b) P ge of inhibition of [*H]-thymidine incorporation at increasing v0
times after exposure to 150 uM H,0, in the absence (1) or presence (2) of 25 uM 88203580 (c) Effect of p38™AFX antisense 99

oligonucleotides. The results are expressed in percentages of the values found in nontreated HDFs. White columns = HDFs not
exposed to H,0,; black columns = HDFs exposed to H,0,. These results were obtained from three independent experiments. 100
: 101
3 sz iR : : : : 102
45 of [’H]-thymidine incorporation at 72 h after stress, Long-term ATF-2 phosphorylation after subcytotoxic 103
jf\ which confirmed the‘results obtained with SB203580 H,0, stress 1 4
43 (Fig. 5c). This p38MAPK_related effect seemed indepen- 'O__
44 dent of the H,0,-induced overexpression of TGF-B1. Activated p38MAPX is known to activate ATF-2 105
45 Indeed IMR-90 HDFs treated with H,0, and incubated  [24,25]. IMR-90 HDFs cells were stressed for 2 h with 106
46 with anti-TGF-B1 antibodies showed a similar decrease 150 uM H,0,. Phosphorylated ATF-2 was detected by 107
47 of [*H]-thymidine incorporation. Thus, the strong anti- Western blot at 0, 2, 4, 8, 24, 48, and 72 h after stress. 108
43 proliferative effect TGF-B1 exerted in normal conditions The phosphorylated form of ATF-2 (p-ATF-2) remained 109
40 in IMR-90 HDFs did not seem to exist after H,0, stress. undetectable in the control cells (no stress) before and at 110
20 111
5 112
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Fig. 6. Analysis of ATF-2 phosphorylation status after H,0, subcyto-
toxic stress. IMR-90 HDFs were submitted to 2 h stress with 150 uM
H,0,. At various times after stress, the phosphorylation status of
p38MAPK was analyzed. The protein loading was normalized by detect-
ing a-tubulin. p-ATF-2 ='phosphorylated form of ATF-2; cul =
control. Very similar results were obtained from three independent
experiments.

72 h after medium change. A 2.5-fold increase in the
phosphorylation status of ATF-2 was observed at 24 h
after stress (Fig. 6). The DNA-binding activity of ATF-2
showed a sharp increase immediately after stress with a
peak at 24 h after stress (Fig. 7).

IMR-90 HDFs treated with 25 pM SB203580 were
stressed for 2 h with 150 uM H,0, and the phosphory-
lation status of ATF-2 was determined at 24 h after
stress. Phosphorylated ATF-2 was detected at 24 h after
stress in HDFs stressed without SB203580. The phos-
phorylated form of ATF-2 remained undetectable in
IMR-90 HDFs stressed or not with 150 uM H,0, when
SB203580 was present (Hot shown).

0,35
0,3
0,25

0,2

OD 655 nm- bkd

0,15
0,1

0,05

=
c(r||0 -2 4 8 245 48 T2

5

Times after stress (hrs)

Fig. 7. Analysis of the DNA-binding activity of ATF-2 at increasing
times after stress. The same amount of nuclear extract for each sample
was loaded on a multiwell plate coated with the consensus binding
sequence of ATF-2. The bound transcription factor ATF 2 was detected
by a specific primary antibody. A h dish perox d
secondary antibody is used to detect the bound primary anubody The
results are expressed as the opucal densuy minus background (O.D.
655 nm — bkd). No p leotide (white or
competition oligonucleotides (black columns) corresponding to the
wild-type ATF-2 consensus sequence were added to the sample. These
results were obtained from three independent experiments.
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Fig. 8. (a) Effect of 72 h of incubation with ATF-2 antisense oligonu-
cleotides on the protein level of ATF-2 detected by Western blot. (b)
Effect of ATF-2 antisense oligonucleotides on the percentage of
IMR-90 HDFs positive for SA B-gal 72 h after 2 h stress with 150 1M
H,0,. White columns = HDFs not exposed to H,0,; black columns =
HDFs exposed to H,0,. These results were obtained from three inde-
pendent experiments. (c) Effect of ATF-2 antisense oligonucleotides on
the morphology of IMR-90 HDFs at 72 h after 2 h stress with 150 pM
H,0,. The increase in cell size induced by H,0, does not occur in the
presence of ATF-2 antisense oligonucleotides.

ATF-2 antisense oligonucleotides block the appearance
of H,0,-induced senescence-like phenotype

Two sequences of ATF-2 antisense oligonucleotides
induced a sharp decrease of the protein level of ATF-2
(Fig. 8a). The proportion of SA B-gal positive IMR-90
HDFs at 72 h after treatment with 150 uM H,0, for 2 h
reached 45.7 = 5%. The addition of ATF-2 antisense
oligonucleotides inhibited the stress-induced increase of
the proportion of SA B-gal positive HDFs, which re-
mained at 24 * 3% and 25 * 1% for the antisense
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: ; ¢ : : SM22, and osteonectin were analyzed at 24 and 72 h
Fig. 9. Effect of ATF-2 antisense oligonucleotides on the incorporation
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5 8 C. FRIPPIAT e al. 43

3 = after treatment with H,0, in the presence of any of the 64

= 3 two random antisense oligonucleotides, IMR-90 HDFs 65

5 ?S, 160 displayed a senescence-like morphology (Fig. 8c). We ¢

8 € 10 checked the proliferation capability of IMR-90 HDFs

7 ?:.: 120 treated with the antisense oligonucleotides by measuring

8 g’g‘o’ [*H)-thymidine incorporation. No change in the prolifer-

9 2 % ation of the HDFs was found between the cells treated

o g @ with the random and ATF-2 antisense oligonucleotides

:’:’ E 2 in nonstressful conditions (Fig. 9). F9

A f: 0 IMR-90 HDFs were treated with the antisense oligo-

12 < coatro) e Ui mozrg 204525 nucleotides 204525 and stressed with 150 uM H,0, for

48 2 h. The mRNA steady state levels of fibronectin, apo J,

14

15 of Hl-thymidine at 72 h after exposure of IMR-90 HDFs to 150 M after stress. Only fibronectin was found to be overex- 78

16 :BC::] White columns = HDFs not exposed to H,0,; black columns = pressed at 24 h after stress. All four genes were overex- 77

- SR pressed at 72 h-after stress. When 10 uM antisense =g
= sequence 204525 was added, no overexpression was -c

1_6 oligonucleotide sequences 104525 and 204525, respec- found at 24-and 72 h after stress. When no stress was G

19 tively (Fig. 8b). HDFs exposed to H,0, did not display applied, oligonucleotide sequence 204525 alone (10 uM) e

20 a stress-induced senescence-like morphology when did not change the mRNA steady state level of the four ¢t

2 ATF-2 antisense oligonucleotides were present. At 72 h genes (Fig. 10). F10 :
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Hours after stress
48

cirl 24 92

Rb

anti-ATF-2

Fig. 11. Coimmunoprecipitation of Rb with ATF-2. IMR-90 HDFs
were stressed with 150 uM H,0,. The HDFs were lysed at 24, 48, and
72 h after stress.

An overexpression of TGF-1 mRNA at 24 and 72 h
after subcytotoxic H,0, stress was found in control
HDFs and in HDFs treated with the random oligonucle-
otides. When HDFs were treated with the oligonucleo-
tide 204525 and stressed with H,O,, the steady state
level of TGF-B1 mRNA remained close to the control
value: 1.20- = 0.15-fold and 1.05- % 0.20-fold of the
control at 24 and 72 h after stress, respectively (Fig. 10).
The ratio of [3H]-lhymidine incorporation level between
nonstressed and H,0,-stressed IMR-90 HDFs reached at
72 h after stress, respectively, 4.3, 3.6, 3.3, 2.2, and 2.1
in control cells, cells incubated with both random oligo-
nucleotides, and cells incubated with ATF-2 antisense
oligonucleotides 104525 and 204525. This indicated that
ATF-2 antisense oligonucleotides lowered the H,0,-in-
duced growth arrest (Fig. 9).

Relationship between p38"AFK

pathways

ATF-2 is able to interact with Rb on the TGF-B1 and
TGF-B2 promoter [26]. At increasing times after a 2 h
stress with 150 uM H,0,, IMR-90 HDFs were lysed and
ATF-2 was immunoprecipitated: The samples were ana-
lyzed by Western blot using anti-Rb antibodies. At 0, 2,
4, and 8 h after stress, these antibodies did not allow
detection of any ATF-2/Rb complex. A minimal coim-
munoprecipitation of ATE-2'and Rb could be observed at
24 h after stress. Rb:was.found to coimmunoprecipitate
with ATF-2 at 48‘ar}_dd72 h after stress (Fig. 11). More-
over since ATF-2 was’shown to be phosphorylated at 0,
2, 4, 8, 24, 48 and 72 h after stress, the interaction
between ATF-2 and Rb did not occur directly after
ATF-2 phosphorylation. However, ATF-2 phosphoryla-
tion is necessary for this interaction to occur. Indeed
when SB203580 was added, no phosphorylation of
ATF-2 and no coimmunoprecipitation of ATF-2/Rb
complex was observed (not shown). Lastly, as long as
Ser 780 of Rb was phosphorylated, that is until 24 h after
stress, no coimmunoprecipitation of ATF-2/Rb was ob-

and Rb signaling
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Fig. 12. Analysis of Rb phosphorylation status at increasing times after
H,0, subcytotoxic stress. IMR-90 HDFs were submitted to 2 h stress
with 150 uM H,0,. At various times after stress, the phosphorylation
status of Rb was analyzed using three different antibodies specific of
different phosphorylation sites (Ser 780, Ser 795, Ser 807/811). The
protein loading was normalized by detecting a-tubulin.

served. At 48 h after stress, the phosphorylation sites
tested were unphosphorylated and large coimmunopre-
cipitation with ATF-2 was observed, which suggests that
Rb must be hypophosphorylated before interacting with
ATF-2 (Fig. 12).

Role of E,F

E,F is involved in the transcription of genes involved
in DNA synthesis like dihydrofolate reductase (DHFR).
We were able to confirm that the steady state level of
DHFR mRNA is sharply decreased in senescent IMR-90
HDFs using semiquantitative RT-PCR. Interestingly,
DHEFR steady state mRNA level remained close to 100%
in IMR-90 HDFs at 72 h after subcytotoxic H,O, stress
(not shown). The fact that DHFR mRNA level remained
unchanged despite Rb hypophosphorylation suggested
the intervention of other transcription factors like ATF-2
after stress.

In normal conditions, the transfection of a dominant
negative of E,F, (E,F,-d87, which has lost its transacti-
vation activity but keeps its DNA-binding activity [27])
caused, as expected, a 2-fold decrease in the level of
DHFR mRNA. The mRNA level of osteonectin fell by
3-fold (Fig. 13). Fibronectin mRNA level was already
known to depend on E,F, in normal conditions (27).
Interestingly, when native E,F, could not bind DNA due
to the presence of the dominant negative, the steady state
mRNA levels of apo J and SM22 were multiplied by 3.5-
and 1.5-fold, respectively (Fig. 13), indicating that, in
normal conditions, E,F, limits the expression level of
apo J and SM22. This suggested that in conditions where
Rb is hyperphosphorylated, E;F sits on the promotor of
these genes and downregulates their expression level. In
stressing conditions, E,F is inhibited by hypophosphor-
ylated Rb, allowing ATF-2 to upregulate the expression
of these genes. It would be worth knowing the evolution

F12

(23]

(o7}

on

R e R IND

D

RO T @) 1)
O W o

ki

! et
no

DA R e Sl o
N - O

(d%]

[selies]
~] Oy O B

b QO

<

(i)

O D O) G0 0

e

00 W
P 03 1O

q,

C

W O W
Oy O

e |

[Cal<o]
> ©




EN OV I AR

o Ui

8
4
i
4
i

et

D W oo~

GO Ny~

B

> O O~ D N

(ORI AR NI A A R LS T RS O o N B e
C

=i

OV B> GO N

fap}

~I

(el ew)

3
o
J
-
3
a
3
o)
i
n
2
~
!
2
3

g
n - O

F14

10 C. FRIPPIAT e1 al.

cul B)FiD87 -
apo] (=%
SM22 .
osteonectin 1 @
DHFR tg i
GAPDH | & w

400 -
350

150 -
100 §
5 |
e £z

apo J osteonectin DHFR

mRNA level/control (%)

Fig. 13. Autoradiography and quantifications of the steady state mRNA
level of apolipoprotein J, osteonectin, SM22, and DHFR after trans-
fection of IMR-90 HDFs with E,F,-d87. White columns = wild-type
IMR-90; black columns = wild-type IMR-90 transfected with the
cDNA of E,F,-d87.

of these mRNA levels after stress on HDFs transfected
with the dominant negative. Unfortunately, these cells do
not survive the stress probably because fibronectin is
downregulated in these cells, which decreases the an-
chorage of cells and facilitates stress-induced apoptosis
that normally occurs at higher doses of H,0, [28].

Effects of antioxidants present for.24 h after stress

A direct activation of TGF-f receptor 11 by oxidative
stress can not be ruled out. A similar effect was shown by
Rosette and Karin [29]; as:concems the activation of
EGF receptor by UV stress. If TGF-B1 present in the
extracellular matrix or:bovine TGF-B1 were to activate
TGF-B-receptor 11, this would lead to H,0, production
[30]. Catalase and N-acetylcystein did not protect against
the increase in SA B-gal positive HDFs when present for
24 h after stress (Fig. 14a) and had no effect on the level
of incorporation of [*H]-thymidine after stress (Fig. 14b).

DNA-binding activity of c-Fos after stress

The binding of c-Fos to the AP-1 consensus sequence
was no more detectable at 24, 48, and 72 h after H,0,
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Fig. 14. Effect of the addition of catalase or N-acetylcystein for 24 h
after stress on the stress-induced appearance of SA B-gal, and on the
level of [*H)-thymidine incorporation. IMR-90 HDFs were submitted
to 2 h 150 uM H,0, stress. After stress, the medium was changed and
catalase (500 U/ml) or N-acetylcystein (5 mM) were added to the
medium for 24 h. While columns = no stress; black columns = H,0,
stress. (a) Percentage of SA B-gal positive cells; (b) level of PH-
thymidine incorporation.

stress, whereas it was sharply increased at 2, 4, 6, and 8 h
after stress (Fig. 15).

DISCUSSION

The present study allows us to propose the following
model of establishment of H,0,-induced senescence-like
phenotype: p38™AFX is phosphorylated during stress and
p38MAPK activation triggers the overexpression of
TGF-B1 via activation of ATF-2. TGF-B1 secretion and
TGF-P receptor I activation allow a sustained phosphor-
ylation of p38™APK and ATF-2. A closed regulatory loop
establishes between TGF-B1 overexpression and
p38MAPK phosphorylation. This activation allows the ap-
pearance of SA pB-gal, senescent-like morphology and
the overexpression of four senescence-associated genes.

However, these biomarkers do not appear immedi-
ately after p38™APK and ATF-2 activation, together with
TGF-B1 overexpression. ATF-2 starts to interact with Rb
at 24 h after stress. Therefore, Rb alone is not enough for
these biomarkers to appear [10,14]; Rb is hypophosphor-
ylated when it starts to interact with phosphorylated
ATE-2, which allows the biomarkers of SIPS to appear.
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OD 655 nm-bkd
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Times after stress (hrs)

Fig. 15. Analysis of the DNA-binding activity of c-Fos at increasing
times after stress. The same amount of nuclear extract for each sample
was loaded on a multiwell plate coated with the consensus binding
sequence of AP-1. The bound transcription factor c-Fos was detected
by a specific primary antibody. A horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody is used to detect the bound primary antibody. The
results are expressed as the optical density minus background (O.D.
655 nm — bkd). No competition oligonucleotide (white columns) or
competition oligonucleotides (black columns) corresponding to the
wild-type AP-1 consensus sequence were added to the sample. These
results were obtained from three independent experiments.

As concerns the stress-induced growth arrest, Rb
does not become hypophosphorylated just after stress.
Other mechanisms can participate in the immediate
growth arrest following stress. We showed that
p38MAPK and ATF-2 phosphorylation play a signifi-
cant role in the immediate growth arrest. This occurs
probably through the repression of immediate early
genes other than c-Fos.

In conditions of subcytotoxic H,0, stress, the
p38MAPX_mediated phosphorylation.of ATF-2 seems (o
be sufficient to replace E,F, which is inactivated by Rb
hypophosphorylation. This explains the overexpression
of osteonectin and fibronectin. This could also explain
the DHFR mRNA level remaining at 100% after stress,
whereas it is downregulated in senescent cells. As for
SM22 and apo J, phosphorylated ATF-2/hypophosphor-
ylated Rb complexes become able to trigger their over-
expression when E,F is inactivated by hypophosphory-
lated Rb. Indeed, we showed in this study that ATF-2
antisense oligonucleotides allow these overexpressions
to occur no more.

Ectopic retrovirally mediated overexpression of
apo J decreases the appearance of senescence-like
morphology and SA B-gal after subcytotoxic t-BHP
and ethanol stress. This overexpression also increases
the survival of SV-40 WI-38 HDFs and WI-38 HDFs
after exposure to cytotoxic stress with t-BHP and
ethanol [31]. The apo J-regulating sequences contain
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several binding sites for the AP-1 transcription factor
family. These findings likely explain the high induc-
ibility of apo J in stress conditions [32]. The fact that
ATF-2 and c-Jun can form a heterodimeric AP-1 tran-
scription factor can explain why apo J is overex-
pressed when TGF-B1 signaling cascade is activated
[33]. Moreover, the level of c-fos mRNA is decreased
at 72 h after subcytotoxic H,0, stress [34], which
favors the formation of ATF-2/c-Jun complexes rather
than c-Fos/c-Jun complexes. In this study, we showed
that the binding of c-Fos to its consensus sequence is
no longer detectable at 24, 48, énd 72 h after stress. In
addition, ectopic retrovirally mediated apo J overex-
pression results in an increase in osteonectin mRNA
steady state level [31]. Osteonectin overexpression
inhibits the proliferative response of HDFs to a few
mitogens, namely PDGF-AB [31,35,36].

Other mechanisms that lead to a constant state of
subcytotoxic oxidative stress might exist. In nonstress-
ing conditions, stimulation of IMR-90 HDFs with
TGF-PB1 triggers the overproduction of H,0, through
the activation of a plasma membrane NADH oxidase.
The release of H,0, is maximal at 20 h after TGF-B1
stimulation and comes back to basal level at 48 h after
TGF-B1 stimulation [30]. Thus, sustained overexpres-
sion of TGF-B1 might generate constant subcytotoxic
oxidative stress for days, long after the initial 2 h
subcytotoxic H,0, stress. This would explain why Rb
remains hypophosphorylated. This sustained produc-
tion of H,0, might also explain the increase of the
amount of 8-oxo-deoxyguanine, an oxidatively modi-
fied DNA base, observed in H,0,-induced premature
senescence [37].

In conclusion, this report gives an integrated molec-
ular mechanism explaining the establishment of a stress-
induced premature senescence-like phenotype. The next
question is whether this phenotype establishes in vivo.
Along these lines, it is worth recalling that HDFs in
H,0,-induced premature senescence have been shown to
favor the growth of preneoplasic keratinocytes [39]. If
this is true in vivo, pharmacological interventions against
these prematurely senescent HDFs might be of medical
interest.
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Chapitre 1: Régulation de la phosphorylation de Rb et
role de E2F en SIPS.

1.1 Contrdle de la phosphorylation de Rb.

Ltactiwite . ide " /Rb -est ‘contrélée ~par ~ un  méeanisme ‘de
phosphorylation/déphosphorylation (De Caprio et al., 1989)(pour une revue: (Herwig
and Strauss, 1997)). En phase GO et Gl précoce, Rb est principalement
dephosphorylée, alors qu'en phase G1 tardive, S, G2 et M, Rb est hyperphosphorylée.
Rb joue le réle fondamental de gardien du point de restriction (R point, restriction
point), une transition clé dans le cycle cellulaire (Fig. 18)(Lodish et al., 1995). Une
fois passé ce point de restriction, gardé par Rb, la cellule quitte la phase G1 et entre
irréversiblement en phase S (Bartek et al., 1996).

A ce moment, le domaine "poche" ("pocket") de Rb est encombré par de nombreuses
phosphorylations. Ces phosphorylations empéchent 1'accés du domaine "poche" aux
facteurs de transcription, comme ceux de la famille E2F. Ces facteurs de transcription
peuvent alors déclencher la phase S du cycle cellulaire (Hansens et al., 1999).

Lors de la sénescence réplicative mais aussi suite a des stress oxydatifs
subcytotoxiques, une hypophosphorylation de Rb est observée permettant
I'interaction de Rb avec le facteur de transcription E2F. Cette association est
considérée comme responsable de l'arrét du cycle cellulaire en phase G1. On savait,
au début de cette étude, que la CAKI p21™*"" est surexprimée pendant plusieurs
semaines suite a un stress subcytotoxique sous H,O, ou suite a plusieurs stress sous t-
BHP résultant en 1'hypophosphorylation de Rb. Le niveau de p53 quant & lui
augmente apres le stress subcytotoxique sous H,O, puis retourne a son niveau basal
44 h apreés le stress (Chen et al., 1998; Dumont et al., 2000c). Le niveau d'’ARNm de
p53 n'est pas augmenté & 72 heures aprés stress subcytotoxique sous Hy;O,, ce qui
peut étre corrélé avec le niveau basal de protéine p53 observé 72 heures apres stress
(Chen et al., 1998). Comme observé au niveau protéique, le niveau ' ARNm de p53
augmente fortement chez les fibroblastes IMR-90 + E7 (article 1).

On sait que p19"™*" est capable d'inhiber la protéine MDM2, ce qui conduit & une
augmentation de l'activité de p53 car MDM2 est un inhibiteur de p53 (Weber et al.,
1999). La diminution de la quantit¢ d'ARNm de p19"™4¢ pourrait donc conduire a
I'inhibition de I'activité de p53 par MDM2, si cette diminution ce confirme au niveau
protéique. Ceci est aussi un argument supplémentaire en faveur d'une surexpression
de p21"**! indépendante de p53 aprés stress.
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Nous avons tout d'abord voulu comprendre plus complétement le mécanisme
déterminant I'hypophosphorylation de Rb.

Premierement, il fallait vérifier que la protéine Rb était bien hypophosphorylée a long
terme suite a un stress subcytotoxique sous H,O, ce qui est bien le cas (article 3).
Lorsque trois anticorps reconnaissant trois sites différents de phosphorylation sont
utilisés, on remarque que Rb ne devient pas complétement déphosphorylée des les
premicres heures apres le stress subcytotoxique sous H,O, (article 4) . Pour expliquer
l'origine de cette hypophosphorylation, nous nous sommes, dans un premier temps,
intéressés au niveau d'expression des CdKIs impliquées dans la phase G1 et S du
cycle cellulaire et de p53. Ces niveaux d'expression ont aussi été déterminés chez des
fibroblastes IMR-90 exprimant de maniere stable I'ADN complémentaire des
oncoprotéines E6 et E7 du papillomavirus HPV 16.

Nous avons observé une forte augmentation de la quantité ' ARNm de p21"*"’
(article 1) qui s'accompagne également d'une forte augmentation de la quantité de
protéine de p21V*" (article 2) a 72 heures apres le stress subcytotoxique sous H,O,,
confirmant les résultats de Chen et al. (Chen et al., 1998) et expliquant au moins
partiellement, I'hypophosphorylation de Rb, et donc l'arrét prolifératif observé en
SIPS.

Nous confirmons aussi que cette surexpression de p21 est indépendante de p53
comme montré par les fibroblastes IMR-90 + E6 a 72 heures aprés stress, ce qui reste
inexpliqué. Une telle surexpression de p21"*"", indépendamment de p53 avait déja
¢été démontré suite a des stress générant des dégats a 'ADN (Macleod et al.,1995)
sans qu'aucune explication n'ait été trouvée. L'étude du promoteur de pol: g
permis de mettre en évidence la présence de sites Spl et E2F en plus des sites p53. La
présence d'un site sensible au TGF-B1 via les Mapkinase a également ét¢ montré (Liu
et al., 1996). De plus, ce mécanisme d'activation est indépendant de p53 (Yoneda et
al, 1999). Il est donc possible que la surexpression de p21™*"! soit due a I'activation
de la Mapk p38 suite au stress. Une autre possibilité serait la présence d'une boucle
de rétroaction entre Rb et p21"*"". En effet, la présence de sites E2F suppose
l'existence d'une telle boucle. Cependant, a 72 hrs aprés stress, Rb est
hypophosphoryl¢, inhibant de fait E2F.

De plus, nous avons montré que cette augmentation de la quantit¢ d'ARNm de p21
' 72 hrs aprés stress est aussi indépendante de Rb. Cependant, le niveau basal
d'’ARNm de p21"*"' comme celui des autres CdKIs est régulé par Rb. En effet, nous
constatons une augmentation du niveau basal d'ARNm de p21"*! chez les FHDs
IMR-90 + E7. Ces résultats sur p21™*"" suggérent que Rb pourrait partiellement
réguler son propre niveau de phosphorylation via un mécanisme controlant la quantité
de p21™**" en conditions normales. Chez les FHDs IMR-90 + E7 soumis & un stress
subcytotoxique sous H,O,, nous observons, en plus de l'augmentation de la quantité
d'ARNm de p21™*"' due a l'expression de E7, une surexpression encore plus
importante due au stress.

Waf-1

Waf-
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Les CdKIs sont les régulateurs des complexes formés d'une cycline et d'une CdK. Ce
sont ces complexes cycline-CdK qui phosphorylent Rb. Fort logiquement, nous nous
sommes ensuite intéressés aux complexes cycline-CdK.

Nous avons montré que suite a un stress subcytotoxique sous HyO,, les niveaux
d'ARNm des cyclines D1, D2, D3 et Gl et la CdK4 ne varient que peu en
comparaison aux FHDs IMR-90 contrles non-stressés. Des résultats identiques sont
obtenus en ce qui concerne le niveau protéique de ces cyclines et de CdK4 (article 2).
De plus, il semble que le niveau d'expression de ces génes soit indépendant de Rb et
de p53 car 'expression du cDNA codant pour l'oncoprotéine E6 ou E7 ne semble pas
avoir d'effet sur leur niveau d'ARNm (article 2).

Par contre, nous observons une diminution dépendante de Rb et de p53 du niveau
d'ARNm de CdK2. Au niveau protéique, une diminution de la quantit¢ de CdK2 a
aussi été mise en évidence (article 2).

Nous avons également mis en évidence une forte diminution de I'activité kinase de
CdK2. Cet amenuisement de 'activité kinase n'est pas a corréler avec la diminution
de cette protéine ni a une inhibition par des CdKlIs. En effet, CdK2 a été précipitée
avec un anticorps ne reconnaissant que la forme libre de CdK2. Comment CdK2 est-
elle régulée ? L'activation maximale de CdK2 est essentielle pour une progression
normale du cycle cellulaire et nécessite plusieurs événements:

-la liaison a une cycline

-la déphosphorylation de la Thr14 et de la Tyr 15, qui lorsqu'elles sont phosphorylées
inhibent I'activité de CdK2.

-la présence d'une phosphorylation activatrice (Thr160 pour CdK2) (Johnson et al.,
1996; Solomon and Kaldis, 1998)

-une translocation dans le noyau (Montserrat et al., 1999).

Les phosphorylations inactivatrices sont retirées par la phosphatase Cdc25 ou la
protéine phosphatase de type 2C (Cheng et al., 1999) et mises en place par les kinases
Weel et Mytl (Morgan, 1996; Solomon and Kaldis, 1998).

Des études structurales et biochimiques ont mis en évidence que la phosphorylation
activatrice modifie l'interface entre CdK2 et son substrat, ce qui favorise leur
interaction (Morgan, 1996; Russo et al., 1996). Cette phosphorylation stabilise aussi
son interaction avec les cyclines (Desai et al., 1992; Ducommun et al., 1991).

Cette phosphorylation activatrice est catalysée par les CdK-Activating Kinases
(CAK) (Kaldis, 1999). En absence de ces CAKs, Rb ne peut plus étre phosphorylée
(Wu et al., 2001) puisque les CAKs interagisssent aussi avec CdK4 et CdK6. Ces
CAKs sont des complexes composés d'une sous-unité catalytique p40M°" appelée
aussi CdK7 (Fesquet et al., 1993; Poon et al., 1993; Solomon et al., 1993; Tassan et
al., 1994), d'une sous-unité régulatrice, la cycline H (Fisher and Morgan, 1994;
Mikeli et al., 1994) et d'un facteur de "regroupement” p35 (Matl chez la levure)
(Fisher et al., 1995; Tassan et al., 1995). Ces CAKs peuvent étre inhibées par o
ou p27°"! (Rank et al., 2000; Schneider et al., 1998).
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Actuellement, aucune étude n'a été réalisée pour savoir si le niveau d'expression et
d'activité de ces protéines régulant la phosphorylation de CdK2 varie suite au stress.
Une telle étude est intéressante car la possible inhibition ou chute du niveau
d'expression de ces CAKs par p21™*"" ou par un autre mécanisme expliquerait la
diminution de l'activité de CdK et I'hypophosphorylation de Rb.

Une autre question reste en suspens. Est-il possible que I'hypophosphorylation de Rb
soit partiellement due a I'action de phosphatase?

La protéine phosphatase de type 1 (PP1) peut s'associer a Rb durant la phase G1 du
cycle cellulaire, cette association conduisant a I'hypophosphorylation de Rb (Durfee
et al., 1993; Nelson et al., 1997). Cette association temporaire entre PP1 et Rb
coincide avec l'arrét prolifératif di a Rb (Rubin et al., 1998). Donc PP1 peut étre
considérée comme jouant un role important dans le cycle cellulaire.

Toutefois, il reste a vérifier si cette phosphatase est activée suite au stress sous H,O,
en utilisant par exemple un inhibiteur de phosphatase, l'acide okadaique (Yamashita
et al., 1990). Des expériences prélimaires semblent suggérer que PP1 n'est pas activée
par le stress subcytotoxique sous H,O,. En effet, des FHDs IMR-90 stressés sous
H,0, en présence d'acide okadaique montrent une proportion de cellules positives
pour l'activité SA B-gal voisine de celle observée chez les IMR-90 stressées sous
H,0, sans acide okadaique.

1.2 Contrdle de la surexpression de 4 génes associés a la sénescence par Rb et p53.

Comme décrit dans l'introduction, Rb contréle, en SIPS, l'apparition de la
morphologie de type sénescent ainsi que l'activité SA B-galactosidase. L'expression
de I'oncoprotéine E7 empéche I'apparition de ces deux biomarqueurs suite a un stress
sous H,0, tandis que les FHDs IMR-90 transfectés par le vecteur vide (PLXSN) ou
un vecteur codant une forme tronquée d'E7 ne pouvant lier Rb présentent bien ces
deux biomarqueurs suite au stress (Chen et al., 1998; Chen et al., 2000a). A I'opposé
la neutralisation de p53 n'empéche pas l'apparition de la morphologie sénescente
apres stress (Chen et al., 2000a).

Qu'en est-il de la surexpression de la fibronectine, I'ostéonectine, l'apolipoprotéine J
et SM22 observée en SIPS sous H,O, et t-BHP?

Les RT-PCR semi-quantitatives (article 3) ont confirmé la surexpression de la
fibronectine, I'ostéonectine, de SM22 et de 'apolipoprotéine J induite suite au stress
sous H,0, comme cela avait déja été décrit en utilisant des Northern-Blots (Dumont
et al., 2000c). L'expression du cDNA de I'oncoprotéine E7 dans les FHDs IMR-90,
empéche la surexpression des 4 génes a 72 heures apres traitement sous H,O,. E7
provoque méme une forte diminution du niveau basal d'expression de la fibronectine.
Ces résultats suggérent que Rb contréle aussi la surexpression de ces 4 génes.
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On peut se demander quel est lé role de ces génes en SIPS.

L'ostéonectine (SPARC) est clairement impliquée dans la régulation de la
prolifération. Elle est surexprimée par les FHDs sénescents (Wang et al., 1996) et est
réprimée dans les lignées transformées par SV40. La transfection de SPARC dans des
lignées de carcinomes produit une inhibition de leur prolifération (Mok et al., 1996).
Elle inhibe la prolifération des cellules endothéliales (Sage et al., 1995) et les effets
mitogéniques du PDGF et du VEGF par sa capacité de liaison directe a ces facteurs
de croissance (Kupprion et al., 1998; Pichler et al., 1996; Raines et al., 1992).
Paradoxalement, par rapport a ces effets qui vont dans le sens d'une répression de la
division, l'introduction d'un vecteur d'expression anti-sens contre SPARC dans des
lignées de mélanomes diminue leur capacité invasive in vitro et de formation de
métastases in vivo (Ledda et al., 1997). De méme, a partir d'un cancer de la prostate,
la formation de métastases osseuses est favorisée par SPARC (Jacob et al., 1999).
Chez les FHDs en SIPS, SPARC peut aussi moduler la réponse des FHDs a des
facteurs de croissance. La surexpression de SPARC résulte en une diminution des
effets mitogéniques du PDGF sur les FHDs WI-38 en conditions normales. Puisque
SPARC est surexprimée ches les FHDs sénescents ou a faible nombre de CPDs
exposés a des stress subcytotoxiques oxydatifs, on peut supposer que cette protéine
peut participer aux mécanismes d'inhibition de la prolifération chez ces cellules
(Dumont et al., 2002).

A l'instar de 'ostéonectine, il a été proposé que la fibronectine puisse elle aussi avoir
un rdle dans la prolifération cellulaire. En effet, il a été montré que la fibronectine
pouvait réguler la prolifération et la différentiation cellulaire en fonction de sa
configuration tridimensionelle (Garcia et al., 1999). De plus, la fibronectine pourrait
¢galement protéger contre l'apoptose. Etant un composé majeur de la matrice
extracellulaire, la fibronectine, en renfor¢ant I'accrochage cellulaire au substrat,
favoriserait la résistance de ces cellules a I'apoptose (Dumont et al., 2002). Il a en
effet été¢ démontré que la culture de cellules dans des boites de culture préalablement
couverte de fibronectine permettait de diminuer l'activation de l'apoptose par
privation de sérum (Garcia-Gila et al., 2002).

Rb pourrait donc induire un arrét prolifératif via le blocage du cycle cellulaire et par
la surexpression de I'ostéonectine et de la fibronectine.

L'apolipoprotéine J semble avoir un réle protecteur contre les stress. En effet, la
surexpression de l'apolipoprotéine J diminue la cytotoxicité et la SIPS observée chez
les FHDs WI-38 suite a des stress respectivement a des doses cytotoxiques ou
subcytotoxiques sous t-BHP et éthanol mais pas sous H,0,. L'apolipoprotéine J peut
lier les régions hydrophobes des protéines partiellement dépliées et solubiliser ces
protéines mais en aucun cas elle ne permet le "refolding” de ces protéines (Wilson
and Eastbrook-Smith, 2000). Ce mécanisme de solubilisation protégerait les cellules
de la cytotoxicité due a la précipitation des protéines (pour une revue: Humphreys et
al., 1999). Ces données pourraient expliquer pourquoi I'apolipoprotéine J protége de
I'effet des stress sous t-BHP et éthanol mais pas des stress sous H,0, celui-ci étant
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plus hydrophile. L'H,0, générerait moins de dégéts dans les compartiments plus
hydrophobes de la cellule (Dumont et al., 2002).

Etant donné son hydrophobicité, I'apolipoprotéine J secrétée peut protéger contre la
précipitation des cibles majeures des ROIs comme les protéines de la matrice
extracellulaire ou la partie extracellulaire des protéines membranaires participant
alors a la stabilisation de la membrane (Wilson and Eastbrook-Smith, 2000).

La fonction de SM22 est aujourd'hui encore mal connue, on sait que SM22 peut se
lier a la fibronectine (Fu et al., 2000) et aux fibres de stress (Small and Gimona,
1998). 1II est donc possible qu'il intervienne directement dans la morphologie
cellulaire suite au stress. L'utilisation d'oligonucléotides antisens premettrait peut-étre
de répondre a cette question.

Comme dans le cas de la fibronectine, l'apolipoprotéine J semble elle aussi jouer un
role anti-apoptotique. La surexpression de I'apolipoprotéine J dans des cellules de
carcinome rénal diminue 'apoptose induite par I'ajout de cis-platine dans le milieu de
culture (Hara et al, 2001).

La surexpression de la fibronectine et de l'apolipoprotéine J pourrait donc expliquer
I'absence d'induction de l'apoptose dans notre modele de stress sous H,0, a
concentration subcytotoxique. Des niveaux de stress de plus forte intensité
provoqueraient I'apoptose malgre ces surexpressions.

1.3 Role de E2F en SIPS (article n°4).

Le facteur de transcription E2F est un hétérodimere composé d'une unité DP (DP1 et
DP2) et d'une unité E2Fx (Helin et al., 1993; Zhang and Chellappan, 1995).

Aprés un stress subcytotoxique sous 150 pM d'H,0,, nous avons étudié¢ par RNAse
protection assay le niveau d'’ARNm des principaux composés du facteur de
transcription E2F. Ces études ont permis de montrer que la quantité d'ARNm des
membres de la famille de E2Fx et de DP ne varie pas & 72 heures apres stress (les
ARNm de E2F2 et E2F3 sont indétectables). Des conclusions similaires sont
obtenues en ce qui concerne la quantité de protéine de ces sous-unités de E2F.

Actuellement, il est admis que la déficience en E2F actif chez les cellules sénescentes
serait responsable de la répression des génes de la transition G1/S (Nevins, 1992);
pour une revue: (Farnham et al., 1993). Dans les cellules sénescentes, E2F n'est pas
seulement inactif en raison de I'nypophosphorylation de Rb. Il est également inactif
parce que I’expression de E2F1 est réprimée. La régulation du cycle cellulaire dépend
de E2F1 est normalement exprimée plusieurs heures avant la phase S, est réprimée
(Dimri and Campisi, 1994; Dimri et al., 1994b; Slansky and Farnham, 1996).
Certains de ces génes sont impliqués dans la réplication de 'ADN et le métabolisme
des nucléotides comme 'ADN polymérase o, PCNA, la DHFR, la TK et la TS (Good
etal., 1996).
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Quand nous étudions le niveau d ARNm de DHFR chez les FHDs IMR-90 + E7, nous
observons une augmentation importante de ce niveau d'ARNm. Cette augmentation
suggere la profonde implication de Rb dans l'expression du géne DHFR. En effet,
avec l'oncoprotéine E7, nous empéchons 1'inactivation de E2F par Rb. Nous avons
confirmé que le niveau dARNm de DHFR est diminué chez des FHDs IMR-90
sénescents. En SIPS, DHFR n'est pas sous-exprimée et ce, malgré
I'hypophosphorylation de Rb. Le fait que le promoteur de DHFR contienne aussi des
sites de liaisons Spl suggere que d'autres facteurs de transcription comme Spl
(Jensen et al., 1997) pourraient compenser la diminution d'activit¢ de E2F. Le
promoteur du géne de p21™*" contient aussi 6 sites Spl (Vogt and Reed, 1998).
Cette hypothéese est séduisante car elle expliquerait pourquoi le niveau d'ARNm de
DHEFR ne varie pas suite au stress, suite a l'activation de Spl et comment p21¥eF! est
surexprimée a long terme apres les stress, d'une maniére indépendante de p53.

Nous avons utilis¢ un dominant négatif de E2F1 appelé E2F1-d87. Ce dominant
négatif garde sa capacité de liaison a I'ADN mais a perdu son domaine de
transactivation (Jordan-Sciutto et al., 1997). Apres transfection de ce dominant
négatif, nous avons observé une diminution de plus de 2 fois du niveau d'ARNm de la
DHFR.

Cette transfection a également montré une forte diminution de la quantité d'ARNm de
l'ostéonectine. A l'opposé, 'ARNm de I'apolipoprotéine J et de SM22 augmente suite
a la transfection de E2F1-d87. Ceci suggere que, en conditions normales, E2F1 limite
I'expression de ces deux génes. Une interprétation est que, en absence de stress
induisant la SIPS, E2F inhiberait la surexpression de 1'apolipoprotéine J alors que, en
SIPS, Rb inhiberait E2F permettant I'expression de I'apolipoprotéine J et la protection
des cellules contre des stress ultérieurs.

Le niveau d'’ARNm de la fibronectine n'a pas été étudié dans ce cadre. Toutefois, il
est connu que le niveau d'expression de la fibronectine est régulé positivement par
E2F1 (Jordan-Sciutto et al., 1997).

En conclusion, E2F ne semble pas étre responsible totalement du mécanisme par
lequel ces 4 genes sont surexprimés en SIPS.
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Chapitre 2 : Effets du TGF-1 sur I'apparition des
biomarqueurs caractérisant la SIPS.

De précédents résultats additionnés aux notres démontrent que la protéine Rb
peut réguler l'apparition de la morphologie sénescente, de l'activité SA B-
galactosidase, 1'arrét du cycle cellulaire et la surexpression de l'ostéonectine,
I'apolipoprotéine J, la fibronectine et SM22.

Le TGF-B1 a été¢ démontré comme pouvant induire une surexpression de chacun
de ces genes. Toutefois, ces travaux ont été réalisés pour chacun de ces génes
dans différents types cellulaires, tels que des cellules musculaires lisses pour
SM22, des cellules épithéliales de thyroide pour l'apolipoprotéine J, des cellules
pulpaires pour la fibronectine et 1'ostéonectine (Hocevar et al., 1999; Owens,
1998; Reed et al., 1994; Shiba et al., 1998; Wegrowski et al., 1999).

De plus, il a également ét¢ démontré que le TGF-1 peut induire un arrét du
cycle cellulaire (Herrera et al., 1996) et I'apparition d'une morphologie cellulaire
sénescente (Garbi et al., 1990; Katakura et al., 1999). Cet arrét du cycle
cellulaire se fait par surexpression de p21waf'1 ou d'autres CdKIs (Moustakas and
Kardassis, 1998; Polyak et al., 1994b), ce qui aurait pu expliquer comment
p21%* " est surexprimée, indépendamment de p53 (Miyazaki et al., 1998;
Yoneda et al., 1999) en SIPS. Ceci était d'autant plus probable que la
surexpression du TGF-B1 est corrélée dans certains modeles avec une
diminution de l'activité des CdK4 et 6 (Hannon and Beach, 1994).

Sur base de ces données, nous nous sommes demandés si le TGF-B1 pouvait
médier l'apparition de la morphologie sénescente, I'arrét prolifératif, l'activité SA
B-gal et la surexpression des 4 genes associés a la sénescence (fibronectine,
SM22, apolipoprotéine J, ostéonectine) en conditions normales sur un méme
type cellulaire.

Dans l'article n°3, nous avons montré qu'une stimulation par du TGF-B1 est
suffisante pour induire, dans les FHDs IMR-90, l'apparition des différents
biomarqueurs cités ci-dessus. Nous avons également montré en introduction a
cet article que le TGF-81 peut provoquer un arrét du cycle cellulaire. En effet,
des FHDs IMR-90 arrétent d'incorporer la thymidine tritiée dans 'ADN aprés
stimulation sous TGF-81 (Figure 33 dos page 74).

Ensuite, nous avons montré que la quantité ' ARNm du TGF-B1 augmentait a 24
heures aprés stress subcytotoxique sous H,O, pour se maintenir & un niveau
élevé plus de 72 heures aprés stress. Nous avons montré que la quantité de
protéine TGF-B1 active augmente dans le milieu de culture & 36 heures apres
stress.
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Pour ces raisons, nous avons testé si la neutralisation du TGF-B1, libéré par les
cellules, pouvait empécher 'apparition des biomarqueurs de la sénescence
induite prématurément par les stress. Dans ce but, nous avons incubé les FHDs
IMR-90 avec des anticorps spécifiques soit du TGF-B1, soit du récepteur II du
TGF-B avant, pendant et apres que les cellules aient été soumises a un stress
subcytotoxique sous H,O,. Dans ces conditions, nous montrons que l'apparition
des biomarqueurs de la sénescence est beaucoup moins marquée, que ce soit au
niveau de la morphologie cellulaire, de I'activité SA B-gal ou de la surexpression
de la fibronectine, de I'ostéonectine, de SM22 et de I'apolipoprotéine J.

Par contre, l'utilisation d'anticorps neutralisants ajoutés au milieu de culture n'a
pas eu d'effet sur 'incorporation de thymidine tritiée: ces anticorps n'empéchent
pas l'arrét prolifératif probablement induit par d'autres mécanismes (réponse aux
dommages a I'ADN, etc) (montré en annexe de l'article 3 dos p83) renforgant le
fait que p38™** est activée bien avant la surexpression du TGF-B1.

Ce dernier résultat va a l'encontre de I'hypothese du contrle de la surexpression
de p21V*™! par le TGF-B1. En effet, si le TGF-B1 induisait I'expression de
p21™*! dans notre modéle, la neutralisation de celui-ci empécherait le blocage
en phase Gl du cycle cellulaire en SIPS. Il est donc plausible que deux
mécanismes différents soient mis en route suite au stress subcytotoxique sous
H,0,. Selon cette hypothése, d'une part, on aurait activation de p1 ¥t
conduisant a I'hypophosphorylation de Rb et donc a l'arrét du cycle cellulaire et
d'autre part la libération de TGF-B1 induisant l'apparition des autres
biomarqueurs de la SIPS.

Cependant, en utilisant les fibroblastes IMR-90 + E6 et les fibroblastes IMR-90
+ E7, nous démontrons que la surexpression du TGF-B1 semble étre
partiellement dépendante de p33 et totalement de Rb suggérant que la voie de
Rb peut réguler la production d ARNm du TGF-81 en SIPS. De plus, les ELISA
réalisés sur ces mémes cellules montrent qu'il n'y a plus libération de TGF-B1
par les fibroblastes IMR-90 + E6 ou + E7 apres stress.

Ces résultats s'additionnent & ceux qui montrent un contréle de la surexpression
de la fibronectine, 1'ostéonectine, l'apolipoprotéine J et SM22 par Rb causée par
les stress subcytotoxiques sous H0,.

Ceci signifie que ces deux voies (TGF-81, Rb) sont profondément entrelacées et
semblent s'additionner dans la régulation des biomarqueurs de la SIPS.

A la vue de cette conclusion, on pourrait imaginer que le blocage du TGF-81
puisse étre utilisé¢ préventivement pour limiter I'effet a long terme des stress
oxydatifs dans divers types cellulaires o la SIPS est observée. Toutefois, ce
serait oublier que I'action du TGF-B1 est dépendante du type cellulaire. Selon, le
type cellulaire, il peut-étre anti- ou pro-prolifératif. A cette donnée s'additionne
la notion de dose. En effet, comme c'est le cas pour de nombreux facteurs de
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croissance, l'effet du TGF-81 sur la prolifération cellulaire peut étre
diamétralement opposé selon la dose de TGF-B1 utilisée. Un exemple est le
niveau d'expression de l'apolipoprotéine J suite a une stimulation au TGF-81. Si,
sous 1 ng/ml de milieu on observe une forte augmentation de son niveau
d'ARNm, il n'y a plus de surexpression a 10 ng/ml (voir article n°3).
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Chapitre 3: Voie d'action du TGF-B1 et relation TGF-B1-
Rb.

La Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) p38 est connue pour étre activée
suite a des stress sous UV ou sous H,O, (Chen et al., 2001b; Volonte et al.,
2001). La cible principale de cette kinase est le facteur de transcription ATF-2
(Waas et al., 2001).

Le promoteur du géne du TGF-1 comme celui de son récepteur de type II,
présente outre des sites Spl, un site sur lequel peut se fixer le facteur de
transcription ATF-2 (Bae et al., 1995; Gaiser et al., 1993). Qui plus est, il a été
montré que l'activation du facteur de transcription ATF-2 pouvait conduire a
I'expression du TGF-81 (Hollingsworth et al., 1993; Kim et al., 1992).
Ensemble, ces données suggéraient que suite a un stress sous H,0,, la MAPK
p38 serait activée et provoquerait une surexpression du TGF-81 via l'activation
du facteur de transcription ATF-2. C'est pourquoi, nous avons utilisé le
SB203580, un inhibiteur spécifique de la p38™*™, et aussi des oligonucléotides
antisens anti-ATF-2.

Outre le controle de l'expression du TGF-81 par p3 , on a déja vu que la
protéine Rb est elle aussi responsable de la surexpression du TGF-1 dans notre
modele.

Ces résultats renforcent I'hypothése d'un mécanisme comprenant la voie de Rb et
de p38™*"™ lors de I'établissement de la SIPS.

MAPK
8

3.1 Comment le TGF-B1 régule-t-il I'apparition des biomarqueurs de la
sénescence en SIPS ? (article 4)

Précédemment, nous avons démontré que p38™*™ est responsable avec Rb de la
surexpression du TGF-B1 suite a un stress subcytotoxique sous H,0,.
Paradoxalement, I'équipe de Hanafusa a montré que le TGF-81 pouvait activer la
voie de p3 8MA (Hanafusa et al., 1999).

Dés lors, nous nous sommes intéresseés a p38MAP K comme cible du TGF-B1 et
non plus comme facteur déclenchant la surexpression du TGF-81. Si une
activation de p38™*™ est observée suite 4 la libération du TGF-B1 dans le milieu
de culture, il est envisagable de supposer un systéme de boucle ou e
serait a la fois responsable de la surexpression du TGF-B1 et, subséquemment, la
cible de celui-ci.

Nous observons une activation de p38™“™ suite au stress (1 voir schéma
récapitulatif). Cette activation qui apparait directement apres stress se maintient
plus de 72 heures aprés ce méme stress tandis que comme déja décrit
précédemment, I'augmentation du niveau protéique du TGF-B1 n'apparait que 36
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Fig. 37: Voie proposée de régulation de I'apparition des biomarqueurs de la sénescence réplicative

suite & un stress subcytotoxique sous HyO,. Les numeros en gras donnent la chronologie relative

d'activation de cette voie



N & 2 5
gMATK 3 donc lieu bien avant la

heures aprés le stress. L'activation de p3
surexpression du TGF-1.

De plus, l'inhibition de p38™*™ par un inhibiteur spécifique (SB203580) bloque
I'apparition de la morphologie cellulaire sénescente, l'activité SA B-gal, la
surexpression de la fibronectine, 1'ostéonectine, SM22 et I'apolipoprotéine J.
p38"** semble également intervenir dans l'arrét de croissance observé aprés
stress. En effet, I'inhibition de p38"*™ entraine une diminution plus faible de
I'incorporation de thymidine tritiée des FHDs IMR-90 apres stress. Toutefois
cette diminution reste importante suggérant que d'autres mécanismes sont
responsables partiellement de cet arrét. Un bon candidat est Rb qui est
progressivement hypophosphorylée s'associant ainsi a E2F n'autorise plus
I'expression de nombreux génes tels la TK, la DHFR, etc tous nécessaires a la
formation de I'ADN.

MAP
8

Ces résultats suggérent que le TGF-B1 active la voie de p38™A™

I'apparition des biomarqueurs de la sénescence en SIPS.

En paralléle, nous montrons aussi que la neutralisation du TGF-B1 par
I'utilisation d'anticorps spécifiques ajoutés dans le milieu de culture n'empéche
pas l'activation & court terme de p38""** suite au stress. Par contre, l'activation
de p38™*™ 4 long terme diminue fortement.

pour réguler

Il y a donc au moins deux types de contréle de l'activation de pISATE, pagtaik
est activée (étape 1 Fig. 37), dans un premier temps, directement suite au stress.
Ce premier temps d'activation permet la surexpression et la libération du TGF-
B1 dans le milieu de culture (étapes 2 a 4 Fig. 37). Dans un second temps, ce
TGF-B1 active la voie de p38™*™* et induit I'apparition des biomarqueurs de la
sénescence en SIPS (étape 5 Fig. 37).

Cette activation de p38™*™ pourrait aussi expliquer pourquoi la neutralisation
du TGF-B1 par des anticorps n'empéche pas le blocage du cycle cellulaire apres
stress puisque ce blocage est dii a I'activation a court terme de g

11 se met donc en place, suite au stress subcytotoxique sous H,O,, une boucle. La
seconde phase d'activation de p38™*"* permettant alors la surexpression & long
terme du TGF-B1, cette surexpression maintenant l'activation de pi

Cette boucle pourrait aussi s'auto-entretenir par un niveau en H,O, plus éleve.
En effet, il a été montré que le TGF-81 peut activer une NAD(P)H oxydase
membranaire qui produit, 16 hrs aprés stimulation par le TGF-81, de I'H,0,
(Thannickal and Fanburg, 1995; Thannickal et al., 1993). H,0, qui & son tour
réactiverait la boucle TGF-Bl-p38MAPK. De méme, l'activation de p38™*™ suite
a un stress sous UV-B chez des kératinocytes humains est connue comme
induisant une surexpression de la cyclooxygénase-2 entrainant la production de
ROI (Chen et al., 2001b). La cyclooxygénase-2 est un enzyme qui catalyse la
conversion de I'acide arachidonique en prostaglandines (Dubois, 1998).
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Des travaux récents montrent que les cellules Hela et des kératinocytes
surexprimant le facteur de transcription c-Rel, entrent dans un état de sénescence
prématurée. Selon ces travaux, cette surexpression pousse les mitochondries a
surproduire de I'H,O, via une surexpression de la Mn-SOD (Bernard et al.,
2001). De plus, le facteur de transcription c-Rel peut induire la surexpression de
la cyclooxygénase-2 (Yamamoto et al., 1995) bien que la surexpression de c-Rel
dans des kératinocytes n'a pas conduit a la surexpression de la COX-2 (Thése de
Bernard David, Université des Sciences et Techniques de Lille 1).

3.2 Relation entre Rb et la voie de p38™APX,

Nous avons suggéré une relation plus ou moins directe entre la voie du TGF-1
et 1a voie de Rb en SIPS (article 3 et 4).

Outre l'activité inactivatrice de Rb, ce dernier sous sa forme hypophosphorylée
peut lier et activer le facteur de transcription ATF-2 (Hollingsworth et al., 1993;
Kim et al., 1992). ATF-2 est composé d'un domaine de liaison a I'ADN divisé en
une région d'acides aminés basiques et une région ZIP (tirette a leucine). ATF-2
peut, pour interagir avec I’ADN, former des hétérodimeres avec le facteur de
transcription c-JUN. Cette affinité pour c-JUN et son site de liaison a 'ADN tres
proche de celui des membres de la famille AP-1 lui permet de se lier au site
CRE (cAMP Responsive Element) (Hai and Curran, 1991).

ATEF-2 était donc un point commun potentiel entre la voie de Rb et celle de
p38™4P% Nos expériences de co-immunoprécipitations ont montré que ATF-2 se
lie @ Rb a 24 heures apres stress, montrant une sorte d'effet coopératif entre
p38M4™ et Rb dans I'établissement de la SIPS (étapes 1 et 2 sur le schéma
récapitulatif). L'utilisation d'oligonucléotides antisens anti-ATF-2 a permis de
mettre en évidence que p38™*™ active ATF-2 pour médier la surexpression du
TGF-B1 induite par les stress. De méme, l'utilisation de ces antisens supprime
l'apparition des biomarqueurs de la sénescence en SIPS. Toutefois, la
"protection” engendrée par les oligonucléotides antisens anti-p38™4¥ ou anti-
ATF-2 (article 4) contre 'arrét prolifératif est partielle confirmant que d'autres
mécanismes sont aussi responsables de cet arrét, comme I'inhibition progressive
de E2F par Rb. ATF-2 serait-il partiellement responsable de la surexpression de
p21™*F19 Cette hypothése est soutenue par la présence d'un site AP-1 dans le
promoteur de p21"*" (El-Deiry, 1998).

En conclusion, nous avons montré que p38"*™ est activée suite au stress
subcytotoxique sous H,0,. Cette activation conduit a une surexpression du TGF-
B1, ce qui réactive la voie de p38™A"% Nous montrons également que les voies
de Rb et de p38™*™ sont interconnectées par le facteur de transcription ATF-2,
ce qui ne semble pas étre le cas dans la sénescence réplicative. En effet, des
EMSA réalisées avec la séquence CRE sur laquelle ATF-2 se fixe ne montrent
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aucune différence entre les FHDs WI-38 jeunes et les sénescents (Atadja et al.,
1995). Le TGF-B1 ne semble pas non plus étre responsable de la sénescence in
vivo. Il a en effet été démontré que les cellules de muscles lisses sénescentes ne
peuvent plus répondre au stimuli anti-prolifératif TGF-B81 (McCaffrey et al.,
1993). Ces résultats combinés suggérent que la sénescences réplicative et la
SIPS sont deux processus discrets bien que possédant de nombreux point
communs comme le phenotype trés proches.

D'autres liens entre Rb et p38™*™ restent possibles et méritent d'étre explorés
comme par exemple I'oncoprotéine Ras ou encore la protéine c-abl.

La famille codant notamment le géne Ras comprend des protéines activées lors
de la transduction du signal induite par les récepteurs tyrosine kinase (Barbacid,
1987; Cahill et al., 1996).

Il est intéressant de constater que de nombreux travaux ont mis en évidence la
nécessité de la présence de Ras dans la transduction du signal du TGF-81
(Hartsoug et al., 1996; Thannickal et al., 2000; Yan et al., 1994; Yue and
Mulder, 2000) mais aussi que la surexpression de ras dans des FHDs IMR-90
provoque un vieillissement prématuré de ces cellules (Serrano et al., 1997).
Cette sénescence prématurée serait due a 'accumulation de p53 et de p16™*.
De plus Ras peut aussi réguler I'expression de p21wa“ (El-Deiry, 1998).

Ras peut également étre activée suite a un stress oxydatif comme cela été
démontré dans des cellules épithéliales (Aikawa et al., 1997). De plus, il a été
démontré que Ras intervient dans la voie du TGF-B1. La suppression de Ras
empéche l'activation Smad-dépendante de la voie du TGF-B1 suite a une
stimulation par du TGF-1 (Hartsoug et al., 1996; Yue and Mulder, 2000). De
plus, Ras peut activer la voie de p38™**™ via TAK-1 comme cela a été démontré
sur les cellules HeLa stimulées par de IL-1 (Palsson McDermott and O'neill,
2002). 11 est intéressant de constater que TAK-1 peut également activer la voie
de NF-kappaB suite a une stimulation a I'IL-1 (Ninomiya-Tsuji et al, 1999). Cela
signifie donc que le TGF-B1 libéré a 36 hrs apres stress pourrait activer la voie
de NF-kappaB conduisant a l'arrét du cycle cellulaire et/ou a I'activation d'une
NO synthase inducible par NF-kappaB, provoquant la libération de ROI (Xie et
al., 1994). 11 faut donc peut-étre ajouter NF-kappaB comme médiateur de
I'inhibition de la prolifération, en plus de p38***™ et Rb/E2F.

Face & ceci, il a été montré, au sein de notre laboratoire, que des fibroblastes WI-
38 stimulés de maniére répétée avec du TNF-o et de I'[L-1 présentent la
morphologie caractéristique de la sénescence (Dumont et al., 2000c). L' IL-1a,
le TNF-o et le TGF-B1 peuvent induire une production transitoire d'espéces
chimiques réactionnelles dérivées de l'oxygene moléculaire (Thannickal and
Fanburg, 1995). Ce passage, induit par TNF-o. et I'IL-1, vers la morphologie
sénescente pourrait étre dfi & une augmentation de la production de ROS comme
le suggeére les expériences réalisées en présence de l'antioxydant N-
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acetylcystéine (Dumont et al., 2000a). Il est donc possible que Ras soit activée
suite au stress utilisé dans notre modele de SIPS ou suite a des stimulations
répétées au TNF-ov et a I'IL-1c1.

8MAPK est-elle activée suite au stress sous H,0,?

Comment p3
La réponse vient peut-étre de la protéine c-Abl. 1l s'agit d'une protéine tyrosine
kinase dont la fonction exacte est encore inconnue. Cette protéine a été montrée
comme pouvant activer p38"*™ chez des FHDs ayant subi un traitement avec
du cis-platine ou avec de la 1-B-D-arabinofuranosyl-cytosine, deux molécules
générant des dommages au niveau de I'ADN. Des fibroblastes NIH-3T3 ¢c-Abl *
ne peuvent plus activer p38"4™ (Pandey et al., 1996). C-abl serait activée
directement suite a la présence de dégats a I'ADN ou indirectement via
phosphorylation par ATM (Brown et al.,1997). ATM est une protéine senseur de
dégats a 'ADN qui a pour cible la protéine p53 (Banin et al.,1998). Il existe
d'autres senseurs aux dommages a I'ADN comme les DNA-PK toutefois leur
implication semble improbable car leur voie d'activation passe par p53 (Woo et
al., 1998).

Une autre possibilité pour expliquer l'activation de p38™*™ est d'imaginer les
ROI comme des messagers secondaires. Cette notion suppose que les ROI
activeraient directement l'une ou l'autre voie de transduction du signal. La
question principale est alors: comment les ROI sont-ils capable d'une telle
activation? Une réponse vient des effets de ces ROI sur les protéines. Une
protéine sous une forme inactive peut devenir active (ou inversément) suite a un
changement de conformation due a la formation de ponts disulfures ou par
oxydation de résidus cystéines (-SOH) (Thannickal et Fanburg, 2000). Ce
mécanisme totalement réversible grace notamment a 1'oxydation de glutathion
s'accorde trés bien avec l'activation trés rapide de p38™*™ suite au stress sous
H,0,. Ce mécanisme de régulation redox serait notamment impliqué dans dans la
régulation de la liaison a 'ADN de différent facteurs de transcription comme c-
jun ou p53. Par exemple, l'oxydation des résidus cystéine de p53 diminue sa
capacité a se lier a 'ADN (Thannickal et Fanburg, 2000) expliquant peut-étre
l'indépendance de la surexpression de p21V* ! vis 4 vis de p53. Un autre
exemple de tels mécanismes de régulation redox nous vient d'Escherichia Coli.
interviennent les facteurs de transcription SoxR et OxyR. L'activité
transcriptionelle de SoxR est régulée par l'oxydation d'un domaine fer-soufre.
Lorsque ce domaine est oxydé, le facteur de transcription est activé ce qui
provoque une surexpression du géne soxS. Le produit de cette activation active a
son tour de nombreuses protéines comme la catalase et la superoxyde dismutase.
OxyR est lui activé par l'oxydation de résidus cystéines provoquant la mise en
place d'une conformation tri-dimensionelle activatrice (Ruddock et Klappa,
1999).
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Chapitre 4: sénescence induite prématurément par les stress,
sénescence réplicative et vieillissement in vivo.

Depuis la nuit des temps, tous les systémes biologiques sont exposés a des stress de
différentes natures. Ces derniers participent a la sélection naturelle et a 1'évolution
biologique. La réponse immédiate a des facteurs de croissance, a des cytokines et a
des stress comme 1’exposition a des dérivés de I'oxygene, les radiations ionisantes, les
chocs thermiques, I'hypoxie,... est du plus grand intérét. La réponse a long terme, de
quelques jours a plusieurs semaines apres stress est, elle aussi, le sujet de nombreux
travaux.

Un cadre théorique a ét¢ développé pour comprendre la relation existant entre les
stress et la sénescence réplicative. Nous allons maintenant expliquer ce cadre

théorique.

4.1 Cadre théorique: effets des stress sur le comportement cellulaire

Les cellules, selon I’intensité et la durée des stress peuvent réagir différement.
Premicrement, les stress d'intensité faible que nos cellules subissent constamment
n'altérent pas immédiatement la stabilité du systeme cellulaire. Néanmoins, ils
représentent de petites variations de différents parametres biologiques qui, s'ils ne
sont pas corrigés ou réparés rapidement, peuvent devenir définitifs et s'accumuler
sans nécessairement affecter immédiatement la cellule. Certains sous-systemes
cellulaires, en augmentant leur activité, compensent alors les défauts des autres.
Toutefois, au-dessus d'un seuil, ces sous-systemes ne peuvent plus compenser les
modifications dues au stress et la stabilité du systéme est alors perdue (Toussaint et
al., 1991). Les cellules peuvent alors, si les dégats qui leur sont occasionnés ne sont
pas trop importants, changer d'état d'organisation. Ce nouvel état thermodynamique
est caractérisé par une importante accumulation de dégits et par une activité
biochimique moindre. Cette capacité, au cours du temps, a passer a travers différents
états thermodynamiques semble étre la manifestation du vieillissement normal.
Quand I'accumulation de dégats intracellulaires est trop importante, les cellules ne
peuvent plus changer d'état thermodynamique et meurent alors par apoptose si
I'activation de celle-ci est encore possible. Si ce n'est plus possible, les cellules sont
¢liminées par nécrose.

Ce long processus d'accumulation de dommages peut expliquer la sénescence. Les
raccourcissements télomériques observés au cours du "vieillissement" cellulaire en
sont l'illustration. En effet, ils peuvent étre vu comme des dégits a 'ADN qui
s'accumulent suite a une déficience des systémes de réparation et de duplication de
I'ADN. Nous discuterons plus tard de l'apparition de la sénescence due a
l'accumulation de dommages ou au raccourcissement t€lomerique.
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Deuxiémement, si les stress sont d'intensité modérée, les stress peuvent étre
considérés comme ayant un effet stimulant sur les systémes de réparation tant que
ceux-ci ne provoquent pas l'accumulation de dommages irréversibles. Ceci est
designé par le mot anglais "hormesis". Cette notion peut étre illustrée par le pré-
traitement de C. elegans a des températures sublétales qui lui confere alors une
thermotolérance plus importante et une augmentation de la durée de vie (Lithgow et
al., 1995);

Une troisieme situation possible est celle ou des stress oxydatifs intenses, courts et
répétés sont générés. Il peut arriver dans ces situations que les systémes de défense
soient dépassés. Si les dégats produits ne sont pas réparés rapidement, ils deviennent
irréversibles. Cela correspond aux conditions thermodynamiques de perte de stabilité
(Toussaint et al., 1991). La cellule passe alors a un nouvel état thermodynamique
stable caractérisé par un niveau de dégats plus important et une activité biochimique
générale diminuée. Selon le type cellulaire, ces conditions peuvent mener au
phénotype de la sénescence induite prématurément par les stress ou a l'apoptose.
Différents groupes ont montré que 'exposition de cellules humaines prolifératives
comme des fibroblastes de peau ou de poumon, des mélanocytes, des cellules
endothéliales, etc... a des stress subcytotoxiques sous UV, peroxyde d'hydrogene,
éthanol, hyperoxie, peroxydes organiques, etc... induit la SIPS (pour une revue:
(Toussaint et al., 2000b)). Les cellules en SIPS partagent avec les cellules sénescentes
de nombreuses caractéristiques comme un arrét irréversible du cycle cellulaire, une
morphologie étalée, une forte augmentation de l'activité SA B-gal, etc.

Un quatriéme cas est I'activation cellulaire. D'une part, il a souvent été observé que
des stimuli spécifiques ou les stress activent directement des voies de transduction du
signal qui vont modifier le comportement cellulaire qui adopte alors des trajectoires
fort différentes allant jusqu'a l'apoptose. D'autre part, il existe des processus
d'activation qui ne semblent pas modifier le comportement cellulaire directement ou a
la premiére stimulation.

La fronti¢re entre I'activation cellulaire et la SIPS n'est pas une limite nette:

Il a été montré que la voie activée par le TNF-o induit une augmentation transitoire
de la production d’espéces chimiques intermédiaires dérivées de I’oxygene (ROI)
agissant alors comme messager secondaire (Meier et al., 1993). La SIPS peut donc
étre induite par des stimulations répétées a faibles doses avec du TNF-0. ou avec de
IIL-1. L'addition d'un antioxydant comme la N-acetylcystéine dans le milieu de
culture protege les cellules stimulées par du TNF-o ou de I'IL-1 de I'entrée en SIPS
prouvant que la SIPS induite par ces cytokines est due a la production de ROI
(Dumont et al., 2000a).

Le TNF-o et I'IL-1 sont des cytokines libérées par les cellules suite & un grand
nombre de stimulis comme la présence de produits microbiens, de virus, de
lymphocytes T activés, etc. On comprend donc que ces cytokines pourraient étre
partiellement responsables de la SIPS in vivo.
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La cinquiéme situation est le cas de stress trés cytotoxiques conduisant directement a
la mort cellulaire par nécrose.

4.2 Deux types de sénescences?

Nous avons décrit un cadre théorique permettant de classifier le comportement
cellulaire face aux stress. Evidemment, la SIPS, la nécrose, I'apoptose et I'activation
sont le résultat de I'interaction des cellules avec leur environnement. Ce résultat ne
dépend pas seulement de la magnitude (dose, concentration de la molécule stressante)
et de la durée du stress mais aussi de l'efficacité du mécanisme de défense,
d'élimination et de réparation cellulaire.

Ce cadre théorique permet de comprendre la relation complexe existant entre la
sénescence réplicative et la SIPS et par-dela approcher la compréhension du
vieillissement. En fait, 'accumulation faible mais progressive de dommages
cellulaires permet le comptage "stochastique" du temps qui passe.

Dans les cellules normales prolifératives, ne présentant pas d'activité télomerase, le
raccourcissement télomérique a lieu de maniere discréte a chaque division cellulaire.
Ce raccourcissement des télomeres peut étre pergu comme une forme particuliere de
dégats a I'ADN qui s'accumulent et permettent le comptage de nombre de divisions
réalisées. L'effet particulier de ce raccourcissement sur la sénescence peut étre appelé
la sénescence dépendante du raccourcissement des télomeres.

11 apparait aujourd'hui que les télomeres sont le signe d’un mécanisme universel qui
limite la durée de vie proliférative des cellules normales n'exprimant pas la
telomerase. La plupart des cellules primaires n'expriment pas ou trés peu de
télomerase, il en résulte donc une érosion des extrémités télomériques. Ces
chromosomes courts peuvent induire une fusion chromosomique provoquant une
déchirure de ceux-ci lors de la division cellulaire. Ces fusions, ces télomeéres courts
sont probablement considérés par la cellule comme des dégats a I'ADN. En accord
avec cette théorie, p53 est surexprimé lors de la sénescence induite par les télomeres
courts (Gonzales-Suarez et al., 2000; Rudolph et al., 2001).

Actuellement, la définition de la sénescence est soumise a controverse, en effet deux
théories s'affrontent sans qu'aucun consensus n'ait pu étre établi.

La premiére définition est la sénescence comme un arrét irréversible du cycle
cellulaire induit par les téloméres courts (définition 1) (Wright and Shay, 2001).
D'autres auteurs ont élargi cette définition & une définition fonctionnelle de l'arrét du
cycle cellulaire. Cet arrét pouvant alors avoir différentes causes comme la
surexpression de proto-oncogénes ou encore la présence dans le milieu de culture de
molécules générant des dommages (définition 2). Selon cette deuxieme définition, la
sénescence dépendante des téloméres n'est qu'un sous-type de sénescence. Les
télomeéres ont été décrits comme la barriére ultime contre I'immortalisation cellulaire.
L'exclusivité de la sénescence dépendante des télomeres courts réside dans le mot
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«ultime». Toutes les autres formes de sénescence représentent aussi une barriére
contre I'immortalisation cellulaire tant qu'un arrét irréversible du cycle cellulaire est
observé. Ceci exclu donc les stress ne générant qu'un arrét transitoire du cycle
cellulaire.

La pratique habituelle de cultiver les cellules sous une atmosphére contenant 20%
d'oxygene est évidemment une source de stress pour les cellules (Serrano and Blasco,
2001). Dans cette perspective, considérant la définition 1 de la sénescence, toutes les
cellules qui arrétent de se diviser avant que leurs téloméres n'aient rejoint une taille
critique ne sont pas en sénescence mais en SIPS. Cela veut dire que, quand les
fibroblastes humains (HDFs) en culture deviennent post-mitotiques, une partie de
ceux-ci le sont suite aux conditions de culture et I'autre suite a une taille de télomeére
en dessous du seuil critique.

Cela veut donc aussi dire que si 'on compare deux cultures d'une méme souche de
HDFs dont I'une est soumise a un stress oxydatif plus faible, la proportion de cellules
en SIPS dans la culture a stress oxydatif "intense" contiendra plus de cellules en SIPS
tandis que l'autre culture contiendra plus de cellules répondant a la définition 1 de la
sénescence, c'est-a-dire des cellules post-mitotiques ayant des télomeéres courts (a
moins que les stress ne provoquent un raccourcissement des téloméres di a des
cassures simple brin).

En conclusion, il est simpliste de considérer que la réponse aux stress est un
processus tout ou rien impliquant I'ensemble des cellules d'une culture (ou d'un tissu).

Wright et Shay (Wright and Shay, 2001) ont supposé qu'il est possible, pour chaque
type cellulaire, de trouver des conditions de culture qui minimisent les stress et
permettent de garder les téloméres courts comme seule barriére a 1'immortalisation.
Quand des kératinocytes humains sont cultivés dans un milieu de culture
chimiquement défini, le nombre de passages en culture que ces cellules peuvent
réaliser est largement en dessous de 50 (Green et al., 1977). Cinquante passages en
culture correspondent bien mieux a une situation ou les cellules entrent dans une
sénescence réplicative dépendante des télomeéres plutdt que les 15 a 20 passages
réalisés par les kératinocytes en culture dans ce milieu défini. Chez les kératinocytes
n'effectuant que 20 CPD, l'arrét prolifératif est di a la surexpression de la CdKI
p16™* et ce totalement indépendamment des téloméres. La neutralisation de ce
systéme avec une surexpression de la télomérase immortalise les kératinocytes sans
affecter d'autres mécanismes de différenciation ou de croissance (Dickson et al.,
2000; Kiyono et al., 1998).

11 est aussi observé dans ces cultures confluentes une accumulation de la CdKi p2
! et une sous-expression et une hypophosphorylation de Rb. En paralléle, ces cellules
surexpriment p21"**" et p16™*, Apres sous-cultures de ces cellules confluentes, il
est observé une diminution de p27<*" et la phosphorylation de Rb précédent une
reprise de la prolifération normale et la sous-expression de p16"™* Cela signifie que
les cellules peuvent accumuler les CdKIs p27%"', p21™*"' et pl6™™*

7Kip-
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indépendamment de la sénescence (Munro et al., 2001). Dans ce cas aussi, la capacité
a reprendre les divisions cellulaires dépend du temps ou les cellules sont restées
bloquées en phase G0. Dans le cas contraire, il serait étonnant d'observer des FDHs
en arrét prolifératif, suite a une culture sous 20 % d'oxygene, de reprendre la division
suite a une diminution de la pression partielle en oxygeéne.

Les facteurs de croissance ou de survie peuvent induire une (sur)expression de
syst¢tmes de réparations, et le manque de ces différents facteurs peut favoriser
l'accumulation de dommages suite a des stress oydatifs et méme conduire a
I'apoptose. Si ce manque se prolonge, il peut devenir létal. Si ces facteurs sont fournis
a temps, la croissance cellulaire peut reprendre plus facilement. Ce concept n'est pas
neuf. Il a ét¢ montré que l'insulin-like growth factor-1 augmente la capacité
réplicative des cellules satellites musculaires en favorisant la transition G1/S via
I'activation de la voie de la phosphatidylinositol 3'-kinase/Akt (Chakravarthy et al.,
2000).

Un fort pourcentage en sérum dans le milieu de culture ne signifie pas nécessairement
que les cellules qui y sont cultivées vont rejoindre la sénescence réplicative
dépendante des télomeéres courts. D'un c6té, non seulement certains composés du
sérum peuvent €tres oxydés et affectent directement la membrane cellulaire ou les
effecteurs transmembranaires, ou indirectement en induisant des stress oxydatifs.
Certains composants du sérum peuvent également produire des ROI comme I'amine
oxydase (Parchment et al., 1990). D'un autre c6té, le sérum contient des antioxydants
comme la vitamine E ou des "quenchers" de ROI comme les protéines du sérum.
Quand des FDHs sont exposés a des concentrations cytotoxiques en t-BHP, une
meilleure survie est observée quand une quantité équivalente a celle apportée par le
sérum est ajoutée dans le milieu de culture (Toussaint et al., 1994).

Les fibroblastes de souris étant plus sensibles aux stress de différentes natures que les
FDHs (Kapahi et al., 1999), il n'est pas étonnant que ces fibroblastes acquicrent le
phénotype sénescent suite & un stress di a une culture sous 20 % d’0,. L'arrét du
cycle cellulaire semble di a la surexpression de la CdKI p16™*. Par contre, chez les
FDHs la sénescence induite prématurément par les stress semble étre due a la
surexpression de p21™*"". Lors de la sénescence réplicative des FDHs une trés forte
surexpression de p21wa“ est observée durant les deux ou trois passages précédant la
sénescence puis, son niveau diminue. Durant cette période, I'ARNm et le niveau
protéique de p16™** augmentent trés fortement (Alcorta et al., 1996).

4.3 Le raccourcissement télomérique et la SIPS: discussion

L'hyperoxie sous 40 % d'oxygéne est un stress suffisamment doux pour permettre
plusieurs passages des FDHs WI-38 sur avant que l'arrét irréversible de I'ensemble de
la population cellulaire n'ait lieu. Les FDHs WI-38 cultivés sous 40% d'oxygene
montrent un raccourcissement des téloméres de l'ordre de 500 pb/CPD tandis que les
cellules cultivées en normoxie ne présentent un raccourcissement que de 90 pb/CPD.
Dans les deux situations, la normoxie et I'hyperoxie, les cellules rejoignent un arrét
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irréversible du cycle cellulaire quand la longueur télomérique atteint une moyenne de
2 kb (Von Zglinicki et al., 1995b).

Une interprétation évidente est que les dommages aux téloméres sont directement
responsables du raccourcissement de ceux-ci, conduisant alors a un arrét du cycle
cellulaire téloméres dépendant. La difficulté dans cette interprétation réside dans
I'idée que si les dommages a 'ADN induits par les stress sont seuls responsables du
raccourcissement télomérique alors ce raccourcissement devrait étre bien plus
important. En fait, les dégats a 'ADN généré par les stress sont "stochastiques"” et ont
lieu aussi dans d'autres parties des chromosomes que les extrémités télomériques
méme s'il est connu que ces extrémités sont plus sensibles aux stress que le reste du
chromosome (Petersen et al., 1998). Une autre interprétation est que la sénescence
prématurée ait lieu sans raccourcissement télomérique. Des FDHs stressés 2 fois par
semaine sous 75 pM d'H,0, ne présentent pas de raccourcissement des télomeres
alors que les biomarqueurs classiques de la sénescence sont bien présents (Chen et
al., 2001a). Il est fort probable que cette usure télomérique n'ait pas lieu car elle
nécessite des divisions cellulaires pour apparaitre et étre détectable (Munro et al.,
2001).

Une explication partielle de ces résultats doit considérer I'hétérogénéité de population
cellulaire. D’une part, il y a la partie de la population qui est définitivement bloquée
apres chaque stress. Il n'y a donc pas de raccourcissement télomérique de cette
tranche de la population puisque aucune division cellulaire n'est possible. D’autre
part, la fraction de la population qui peut encore se diviser aprés chacun des stress
subcytotoxiques (ou qui reste mitotique plusieurs semaines sous hyperoxie) doit le
faire un grand nombre de fois pour rejoindre la confluence durant les sous-cultures.
Toutefois cela ne veut pas dire que ces cellules, qui se divisent encore apres stress, ne
présentent pas des dommages comme des cassures simple brin, mais la chance
qu'elles en présentent est faible. Dans tous les cas, cela veut dire que la sénescence
prématurée peut étre observée méme si les téloméres ne rejoignent pas la taille
critique de 5 kb.

L'arrét irréversible de la croissance cellulaire chez les cellules exposées a des stress
subcytotiques oxydatifs, et qui ont accumulés des dommages & I'ADN semble donc
étre un mécanisme aussi efficace que le raccourcissement des télomeres pour éviter
I'immortalisation.

4.4 Les cellules en SIPS peuvent-elles affecter le vieillissement tissulaire.

Il a été proposé que la présence d'une minorité de cellules sénescentes au sein d'un
tissu peut étre suffisante pour en perturber I'homeostasie.

D'aprés la définition 1 de la sénescence, si des FDHs peuvent faire quelques passages
supplémentaires en culture sous une faible concentration en oxygene, ce qui
correspond mieux 4 la situation physiologique, alors la probabilité de rencontrer des
cellules sénescentes in vivo est faible. Des deux premicres cellules télomérases
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négatives qui apparaissent au cours de la différenciation cellulaire, et qui deviendront
des fibroblastes, il faudra produire 2 cellules avant de voir la premiére sénescence
dépendante des télomeres apres S0 CPD sous 20% d'oxygéne. Si ces FDHs font 30
CPD en plus & une pression partielle en O, physiologique, ce nombre atteint 2%
fibroblastes. 2* fibroblastes représentent un volume de plusieurs kilometres cubes.
Bien siir le renouvellement cellulaire et les divisions asymétriques doivent étre
considérées et diminuent alors ce volume. De longues périodes non-prolifératives au
sein de tissus favorisent l'apparition de cassures simples brins dans I'ADN comme
observé dans les cellules en cultures confluentes (Sitte et al., 1998). De plus, il y
d'autres types cellulaires que les fibroblastes dans l'organisme augmentant encore le
nombre de kilometres cubes. Cela signifie que les cellules que I'on pense étre en
sénescence réplicative in vivo ont beaucoup de chance d'étre en fait des cellules en
SIPS. Bien que les cellules sénescentes pourraient étre présentes, la proportion de
celles-ci et leur signification physiologique semble donc étre faible par comparaison
aux cellules en SIPS.

Il semble que les cellules en SIPS affectent la physiologie tissulaire et le
vieillissement. Des FDHs prélevés sur des ulcéres gastriques présentent un phénotype
sénescent : SA -gal, arrét prolifératif, morphologie sénescente et surexpression de la
fibronectine. Dans le fluide de ces ulceres, le TNF-o. a été identifié en de fortes
concentrations. De plus quand des FDHs gastriques sont stimulés avec du TNF-. , le
phénotype sénescent apparait (Mendez et al., 1998) ce qui confirme les résultats
obtenus sur les cellules en culture (Dumont et al., 2000a).

Il a été observé, chez les FDHs de différents types de tissus, que l'exposition a des
cytokines pro-inflammatoires peut provoquer 'apparition des biomarqueurs de la
sénescence. Ces cytokines ont été décrites comme pouvant induire une dégradation
de la matrice extracellulaire (Moore et al., 2000; Siwik et al., 2000; Yamamoto et al.,
2000). 11 est donc possible que ces cytokines interviennent dans les changements
tissulaires observés avec le vieillissement. C'est d'autant plus probable qu'une
¢lévation de la quantité de TNF-o et d'll-1 circulant est observée avec le
vieillissement (Franceschi et al., 1996).

Il est également observé des cellules positives pour la SA B-gal dans les hépatites
chroniques et les tissus voisins des hépatocarcinomes (Serrano and Blasco, 2001).

4.5 Les mots de la fin

Les mots "conditions de cultures inadéquates” sont parfois utilisés pour décrire le
phénotype sénescent induit par les stress (Ramirez et al., 2001). Cette expression ne
considére pas que les situations stressantes existent in vivo et plus spécialement les
situations de stress répétés ou chroniques.

Des voies communes et différentes de transductions sont induites apres des
expositions  différents types de stress subcytotoxiques. Certaines de ces voies de
transduction du signal se partagent des portions communes avec la sénescence induite
par les téloméres courts. Une étude protéomique a montré que I'expression de
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différentes protéines varie de maniére identique entre les cellules sénescentes et les
cellules en SIPS mais il y a aussi de nombreuses modifications spécifiques de 1'une
ou l'autre de ces situations (Dierick et al., in press b). Une étude préliminaire menée a
partir des microdamiers &8 ADN arrive a la méme conclusion. Les changements a long
terme observés suite aux stress ont été appelés les "cicatrices moléculaires” (Brack et
al.,, 2000). Quand un niveau critique de dommages est atteint, un arrét permanent de
croissance est induit. Cet arrét permanent est régulé par des voies présentant des
similarités avec celles qui sont utilisées par la sénescence réplicative.

Les stress oxydatifs anormaux sont impliqués dans de nombreuses pathologies, les
inflammations et intoxications. Pour l'instant, il serait intéressant de voir si des
cellules soumises a un processus inflammatoire sont plus sujettes a la SIPS favorisant
alors I'hypothese de I’établissement de 1’état pro-inflammatoire généralisé au cours
du vieillissement humain (Franceschi et al., 2000).

I1 serait également intéressant d'étudier les mécanismes régulant I'apparition de la
SIPS suite a des stress répétés comme les stress sous U.V. par exemeple. Ces stress
de faibles intensités minent bien la situation rencontrée par la peau tous les jours. On
serait donc dans des situations physiologiques normales se distinguant des maladies
et de l'inflammation. Une telle étude serait d'autant plus intéressante qu'il a été
démontré par notre équipe que des stress subcytotoxiques répétés sous U.V.
provoquent comme le peroxyde d'hydrogeéne, une surexpression du TGF-81
(Chainiaux et al., sous presse).
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Abstract

The purpose of this work was first to construct two internal standards for human mitochondrial DNA mt DNA
corresponding respectively to the fragment resulting from the 4,977 bp common deletion (H2del) and a fragment
which was never reported to be deleted (H1). Secondly, we wished to consider the possible effect of annealing
between the target and corresponding internal standard which forms heteroduplexes. These experiments show that
the correction of the number of copies found by competitive PCR by considering the percentage of heteroduplexes
allows a more accurate quantification of the number of target copies present in mt DNA samples. The design
of internal standards specific to the fragment resulting from other deletions could also help a more accurate
quantification of the frequency of other mt DNA deletions as well, and reconsideration of the role of mt DNA
deletions in ageing.

Abbreviations: CPEO — chronic progressive external ophtalmoplegia; mt DNA - mitochondrial DNA; PCR -

polymerase chain reaction; UV — ultraviolet

Introduction

The 16,569 kb long human mitochondrial genome (mt
DNA) can be affected by very numerous different
deletions — more than 150 have been described - in
ageing and in many pathological conditions. The com-
mon 4,977 bp long deletion has been associated with
cellular ageing (Liu et al. 1998; Lezza et al. 1994; Lee
et al. 1994; Cortopassi et al. 1992), exposure of skin
to UV (Pang et al. 1994), cardiomyopathy, Parkin-
son disease and progressive external ophtalmoplegia
(CPEO) (Holt et al. 1988; Lestienne 1992; Wallace
1999). Various PCR-based techniques have been pro-
posed to quantify this deletion in aged tissues or cells.
Serial dilution PCR, kinetic PCR as well as PCR using
external standard are poorly quantitative (Laitinen et
al. 1994; Hamblet et al. 1995). Competitive PCR is
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based on the use of internal standard which length and
sequence is very similar to the target DNA fragment
to be quantified. The primers used for amplifying the
internal standard and the target DNA are also often the
same.

The final number of deletions found by competitive
PCR depends on the total number of mitochondrial
genomes, deleted or not, present in the mt DNA
sample. Therefore competitive PCR uses two internal
standards corresponding respectively to the fragment
resulting from the 4,977 bp deletion and another frag-
ment never reported to be deleted. This allows to
calculate the ratio between the number of deleted mt
DNA and the total number of mt DNA, already done
with liver mt DNA of ageing rats (Filser et al. 1997).

To distinguish between the amplicons of the target
DNA and internal standard, a restriction site is intro-
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duced in the internal standard. However the exponen-
tial property of PCR might lead to annealing between
the target DNA and internal standard, possibly falsi-
fying the result of the PCR-based quantification. This
potential problem has not yet been considered in the
literature on competitive PCR.

The purpose of this work was first to construct two
internal standards for human mt DNA corresponding
respectively to the fragment resulting from the 4,977
bp common deletion (H2 del) and a fragment which
was never reported to be deleted (H1). Secondly, we
wished to consider the possible effect of annealing
between the target and corresponding internal standard
which forms heteroduplexes.

Materials and methods

mt DNA purification

Mitochondrial skeletal muscle of a patient with CPEO
was purified by. differential centrifugation before DNA
extraction as described by Yen et al. (1994).

Internals standards and competitive PCR

Thirty PCR cycles were performed using the Amp-
liTag Gold (Perkin/Elmer, USA) in the presence of
0.025 uCi of a-32P [DcTP] (PCR conditions and
primers given in Table 1).

The primers used to insert the Hind III site
were complementary to the specific mitochondrial
sequence. However two bases were incorporated to
construct Hind III restriction site plus three G to
obtain a more efficient digestion of the two fragments
forming the standard.

Purification and restriction of the PCR products

PCR products were purified by the High Pure PCR kit
(Roche, Germany). Half of the product was restricted
with 10 U Hind 1II for 2 h. The second half was
restricted by 10 U of Alu I for 2 h. The PCR products
were then separated by polyacrylamide gel electro-
phoresis and quantified in CPM by Instant Imager
(Packard, USA) and exposed to 8-max film (Amer-
sham, Belgium).
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Table 1. PCR conditions.

Sequence Standard H1 Standard H2del
Size (bp) 236 297 331 193
after fragment  fragment  fragment  fragment
restriction (1) 2) () (2)
by Hind 111
Mix PCR 10 21 buffer 10X 10 u1 buffer 10X
8 ul mgCly 8 pul mgCly
DNTP 200 uM DNTP 200 uM
primers 20 pmole primers 20 pmole
mt DNA: 0.1ug mt DNA: 0.1ug
Tm? 54°C 54°C
Primers 5'-aacatacccatggecaacct  5'-ccgggggtatactacggica
) (3304-3323) (8150-8170)°

5'-ggggaagetiggtcggescag 5'-ggeaageiigagggagstag

tgatg (3540-3520) gtagta (8458-8481)°
Primers  5'-ggggaagcttctcaccatcget 5'-gggaagetiggeagectageat
2 ctictactatg (3540-3565)  tagea (13480-13459)°
5'-gggaggagtaaicagagaggty 5'-ggegaagegaggtigaccy
(3817-3836) (13651-13631)°

2 Melting temperature.
b positions before deletion.

Calculation of the percentage of heteroduplexes

After competitive PCR, the PCR products were
restricted with the nuclease Alu I, separated by electro-
phoresis and the bands were quantified. After restric-
tion, only the heteroduplexes of the expected size can
be found since Alu I restricts both types of homodu-
plexes. After quantification, the sum of the CPM
obtained from the heteroduplexes plus homoduplexes
represents 100%. It is therefore straightforward to
deduct the percentage of heteroduplexes present in this
100% value.

Results

Two internal standards have been generated. The first
internal standard (H2del) was 524 bp-long and was
complementary to a 522 bp-long sequence resulting
from the 4,977 bp common deletion. The second
internal standard (H1) was 533 bp-long and was com-
plementary to a 531 bp fragment of mt DNA (pos-
ition 3304 to 3836) which has never been reported
to be deleted. Both internal standards contained the
Alu I restriction site (AGCT). To distinguish between
the internal standards and the target DNA, the Alu
I restriction site (AGCT) flanking sequence was
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Figure 1. Schematic representation of the two-step process gener-
ating the H2del standard. The position of the primers are shown by
the arrows. B: Hind 111 site

mutated into a Hind III restriction site (AAGCTT) in a
two-step process. For each internal standard, two PCR
products were synthesised: a first from the 5" end to
the Alu I site and a second from the Alu I site to the
3’ end (Figure 1). The sequence of the two primers
complementary to the sequence flanking the Alu I site
were designed so that the Alu I site becomes a Hind
M1 site after ligation of the two PCR products.

We analysed the importance of the potential
annealing between the amplicons of the internal stand-
ard and the target DNA. A same number of copies
of the wild type sequence and the mutated sequence
was amplified according the PCR conditions described
in Table 1 and the product was digested by Alu I.
Only the homoduplexes may be retricted by Alu I. As
far as the heteroduplexes are concerned, the modific-
ations of the Alu I site to a Hind III site generates
a local misannealing which prevents the restriction
by Hind III or Alu I (data not shown). We calcu-
lated the percentage of heteroduplexes as explained in
the materials and methods. In the linear zone of the
PCR (14 to 29 cycles) we observed a percentage of
heteroduplexes between 7 to 18% of the total signal
obtained and reached 50% at the PCR plateau (Fig-
ure 2). These experiments showed that the heterodu-
plexes might represent a problem for the competitive
PCR technique.

In order to avoid the error resulting from the pres-
ence of heteroduplexes, we modified the AluT site into
a Hind 111 site, which still contains the Alu I site. The
mutation of the Alu I'sites into Hind 11 restriction sites
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Figure 2. Analysis of the misannealing versus the number of cycles.
After competitive PCR, the PCR products were restricted with
the nuclease Alu I, separated by electrophoresis and the bands
were quantified. After restriction, only the heteroduplexes of the
expected size can be found since Alu I restricts both homoduplexes.
After quantification, the sum of the CPM obtained from the het-
eroduplexes plus homoduplexes represents 100%. It is therefore
straightforward to deduct the percentage of heteroduplexes present
in this 100% value.

in the H] and H2del standards allowed to correct the
final result.

Since Hind III restriction site contains the Alu
I restriction site, homoduplexes of target DNA and
homoduplexes of internal standards can be restricted
by Alu I while the heteroduplexes of target DNA and
respective internal standards can not. Homoduplexes
of internal standards can be restricted by Hind II1.

We used these new internal standards to quantify
the ratio of deleted/total number of mitochondrial
genome in samples of muscle mt DNA from human
patients with CPEO. Radioactive competitive PCR’s
were performed with increasing number of copies of
internal standards. The PCR products were restricted
with Hind III before electrophoresis (Figure 3) and
quantification. In competitive PCR, there must be an
equity CPM value for which the sum of the two sig-
nals obtained after restriction of the internal standards
equals the signal of the non-restricted target DNA.
From the quantifications, we found that, in a sample of
1.70 107 copies of total mt DNA from a CPEO patient,
a very similar number of copies presented the 4,977
bp deletion. In order to evaluate the ratio of homodu-
plexes and heteroduplexes, we used Alu I to restrict the
products of the competitive PCR at the equity value of
CPM (Figure 4). The results were expressed as ratios
of heteroduplexes/(heteroduplexes + homoduplexes).
Respectively, 23.1 and 29.0% of heteroduplexes were
found in the PCR products obtained from all the cop-
ies deleted + non-deleted of mt DNA present in the
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Figure 3. Digestion by Hind I1I of the PCR products obtained from an increasing number of copies of internal standards. The first track of H1
correspond to 1.7 lOgcopies of standards. the second to 1.7 10 copies. the third to 1.7 107 copies and the fourth to 1.7 10° copies: Idem for

H2del tracks.

sample and obtained from mt DNA resulting from
the 4.977 bp deletion (Table 2). These values allowed
to reconsider the numbers of target DNA copies of
non-deleted and deleted fragments. After correction,
we found a real total number of 1.54 107 copies of
non-deleted + deleted target DNA and 1.50 107 cop-
ies (90.5%) bearing the common 4.977 bp deletion.
Control experiments have been performed where we
introduced the same numbers of copies of internal
standard and target DNA (Figure 5) to know whether
we would find a ratio of 1 between standard and target
DNA after consideration of the percentage of het-
eroduplexes. The percentage of CPM of the heterodu-
plexes represented 36% of the total number of the
total hetero- plus homoduplexes. When we considered
this value, we were able to calculate the real ratio of
internal standard/target DNA, which was found to be
equal to 1.00 (Table 2) proving thereby the efficiency
of this method.

In conclusion, these experiments show that the cor-
rection of the number of copies found by competitive
PCR by considering the percentage of heteroduplexes
allows a more accurate quantification of the numbers
of target copies present in a mt DNA sample. This is
particularly true for conditions such as ageing tissues
where the number of deleted copies is low, allowing
a high proportion of heteroduplexes between internal
standard and target mt DNA. This method could be
used for a more accurate quantification of the percent-
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Hl H2del

——heteroduplexes

homoduplexes

Figure 4. Digestion by Alu I of the amplification products obtained
from 1.7 107 copies represented in Figure 2.

age of mt DNA copies presenting the common 4,977
bp long deletion. The design of internal standards
specific to the fragment resulting from other deletion
would help the accurate quantification of mt DNA
deletions in ageing. Moreover, when comparing the
frequency of different mt DNA deletions, one should
consider not only the efficiency of PCR when using
different internal standards corresponding to different




Hind III

wild type
sequence

standard——

Alu I

heteroduplexes

homoduplexes

Figure 5. Control experiments. The same number of internal standard and target DNA was amplified and restricted by Hind 111 and Alu 1. The
signal of wild type sequence after correction for the heteroduplexes was equal to the standard signal.

Table 2. Quantification of the signal obtained after PCR and
restriction.

Copies of CPMof  Total Hetero Real
internal  homo CPM -duplexes  number
standard  -duplexes /total CPM  of copies
(x100)
HI - 17000 - 18:110; 23:554" 12311 1.54 107
H2del 17107 1330 1890 290 150 107
Test 1/l 7.240 11339 36.0 =

The percentage of heteroduplexes was calculated after competitive
PCR using either H1 or H2 del as internal standards starting from
17 107 copies of mt DNA. In a third type of experiments (test),
the same numbers of copies of internal standard and target DNA
were introduced. The percentage of heteroduplexes was calculated
as explained in ‘Materials and methods’.

deletions, but also the fact that the percentage of het-
eroduplexes may change from an internal standard to
another.
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Exposure of human dipoid fibroblasts to subcytotoxic oxidative stress
induces the appearance of several biomarkers of replicative senescence
like senescent-associated B-galactosidase SA B-gal), senescent
morphology, cell cycle arrest and retinoblastoma protein (Rb)
hypophosphorylation. This led to the concept of stress-induced
premature senescence (SIPS).

In this work, we have studied the molecular mechanisms responsible for
the appearance of several biomarkers of the replicative senescence after
stress like SA B-galactosidase, senescent morphology, cell cycle arrest
and overexpression of fibronectin, osteonectin, apolipoprotein | and
SM22.

We showed that treatment of IMR-90 HDFs with H,O, at subcytotoxic
level leads to the activation of the p38™** signalling cascade, activation of
transcription factor ATF-2, which in turn induces the overexpression and
the release of TGF-81 protein in the culture medium.

"% activated.

Then TGF-B1 released in the medium keeps p38
Concomitantly, the retinoblastoma protein (Rb) becomes
hypophosphorylated and physically binds ATF72. This second step is
responsible for the appearance of the biomarkers of senescence.
Neutralization of the TGF-BI release, using antibodies added in the
medium, or the degradation of Rb due to overexpression of the
papillomavirus protein E7 allows to block the appearance of SA-B-
galactosidase activity, senescent-morphology and the overexpression of
the four genes cited above but not the cell cycle arrest.

This work provides a strong basis for the explanation on how human

diploid fibroblasts undergo stress-induced premature senescence after

exposure to subcytotoxic H,O, stress.
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