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Rien n’est poison, tout est poison.

Le poison, c’est la dose.

— Paracelse

Paracelse (1493-1541), de son vrai nom Philippus Theophrastus Aureolus Bombastus von Hohenheim, né en Suisse prés de
Zurich, fut un alchimiste, astrologue et médecin. Précurseur dans de nombreux domaines, il préfigurait déja des notions modernes,
comme le montre cette citation. Il voyagea beaucoup pour accroitre ses connaissances en alchimie, et plus particulierement sur la
minéralogie. Il découvrit le Zinc.
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Résumé

Du réle du cuivre et de la protéine Prion dans le vieillissement

cellulaire

En 1961, le Pr. L. Hayflick pose les bases du vieillissement cellulaire avec la découverte de la sénescence ré-
plicative. Par la suite, il a été montré que différents stress peuvent déclencher 'apparition d’une sénescence
prématurée, nommée Sénescence Induite Prématurément par les Stress (SIPS). Depuis, la liste d’acteurs impli-
qués dans la sénescence ne cesse de croitre mais peu de recherches ont été réalisées sur le role des métaux dans
la sénescence. Le cuivre joue un réle important dans le monde du vivant car il est le catalyseur de nombreuses
réactions biochimiques et peut étre impliqué dans la structure et la fonction des protéines. L’importance de
I’homéostasie du cuivre au cours du vieillissement a été démontrée chez un champignon filamenteux Podospora
anserina. Les résultats de ce travail donnent de nouvelles indications qui suggerent que le lien entre I’homéostasie

du cuivre et le vieillissement ne peut étre restreint a P. anserina, mais est conservé.

La premiere partie de ce travail a mis en évidence que le cuivre est impliqué dans la sénescence des fibroblastes
diploides humains (FDHs) WI-38. En utilisant différentes techniques, nous avons montré, pour la premiére fois
au niveau cellulaire, qu'une accumulation de cuivre apparaissait dans les FDHs en sénescence réplicative. Nous
avons également montré que le cuivre pouvait jouer un réle actif dans 1’établissement du phénotype sénescent.
En effet, une incubation avec un milieu enrichi en cuivre engendre un stress oxydatif, une réponse antioxydante
mais aussi I'apparition prématurée de marqueurs de la sénescence. Ce dernier phénomene est dépendant du
stress oxydatif généré par le cuivre et de p3gMAPK,

Une autre partie de ce travail porte sur le role de la protéine Prion (PrP) dans la sénescence. Nous avons montré
que PrP est surexprimée dans les PBMC (peripheral blood mononuclear cell) provenant de personnes dgées en
comparaison avec des personnes jeunes, dans les FDHs en sénescence réplicative et en sénescence prématurée
induite par le cuivre ou par d’autres stress oxydants. Les FDHs WI-38 incubés avec le milieu enrichi en cuivre
montrent une surexpression de PrP sous sa forme normale (PrPc) et localisée a la fois dans le cytoplasme et
le noyau. Nous avons ensuite montré que I'invalidation de I’expression de PrP par siRNAs spécifiques engendre
déja a elle seule 'apparition de marqueurs de la sénescence. Cette invalidation semble également induire une
augmentation de la production de ROS et des dommages & ’ADN. Ces résultats suggerent que PrPc joue un

role dans la protection contre les stress oxydatif, les dommages & ’ADN et la sénescence.

Ce travail met en avant le role des métaux tels que le cuivre dans les mécanismes de la sénescence.
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Abstract

On the role of copper and the Prion protein in cellular aging

In 1961, Prof. L. Hayflick lays the foundations of cellular aging with theory of replicative senescence. It was
subsequently shown that stress can trigger a premature senescence, called Stress-induced premature senescence
(SIPS). Since then, the list of actors involved in senescence is growing with a little consideration for metals.
Copper plays an important role in the living world as it is the catalyst for many biochemical reactions and may
be involved in the structure and function of proteins. The importance of copper homeostasis during aging has
been demonstrated in a filamentous fungus Podospora anserina. The results of this study provide new evidence
suggesting that the link between copper homeostasis and aging can not be restricted to P. anserina, but is

conserved.

The first part of this work showed that copper is involved in senescence of WI-38 human diploid fibroblasts
(HDFs). Using different techniques, we showed for the first time at the cellular level, an accumulation of copper
in FDHs during replicative senescence. We also showed that copper could play an active role in establishing
the senescent phenotype. Indeed, incubation with an copper-enriched medium generates an oxidative stress,
an antioxidant response but also the premature appearance of senescence markers. The latter phenomenon is
dependent of the oxidative stress generated by copper and p38MAPK,

Another part of this work concerns the role of Prion protein (PrP) in senescence. We have shown that PrP
is overexpressed in PBMC from elderly compared with young people, in HDFs in replicative senescence and
in premature senescence induced by copper and other oxidative stresses. WI-38 HDFs incubated with copper-
enriched medium showed an overexpression of PrP under its normal conformational form (PrPc) which is
localized in both cytoplasm and nucleus. We showed that the invalidation of PrP expression by specific siRNAs
already induces the appearance of premature senescence. This invalidation seems to increase ROS production
and DNA damages. These results suggest that PrP plays a protective role against oxidative stress, DNA damages

and senescence.

This work highlights the fact that metals such as copper can play a role in the mechanisms of senescence.
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Introduction






Chapitre 1

Le vieillissement cellulaire

1.1 Contexte général

Depuis toujours 'homme est fasciné, intrigué voire effrayé par le fait de vieillir. Ce processus naturel est en
effet caractérisé par une perte progressive des facultés cognitives, sensoriels et motrices de I’organisme. L’orga-
nisme devient donc peu a peu incapable d’assurer ses fonctions, ce qui le rend fragile et non-autonome. Tous les
étres vivants vieillissent a travers des mécanismes moléculaires précis et certains de ces mécanismes semblent
hautement conservés. Ces mécanismes peuvent étre exacerbés par divers stress et engendrer un vieillissement
prématuré. Chez ’homme, le vieillissement comporte plusieurs parametres et fait intervenir des facteurs biolo-
giques, psychologiques et sociaux. Parmi les facteurs biologiques, certains sont des facteurs intrinseques, liés a
la génétique, d’autres sont des facteurs extrinseéques, liés a I’environnement.

L’amélioration de la qualité de la vie humaine a permis a 'Homme de devenir plus vieux, et a engendré

L est en constante

une augmentation de notre espérance de vie. En effet, I'espérance de vie a la naissance
augmentation au niveau mondial ; sa moyenne passant de 46 ans en 1950 a 66 ans en 2010. D’un autre coté, le
taux de fécondité? est en baisse au niveau mondial ; sa moyenne passant d’environ 5 enfants par femme en 1950
a environ 2,5 aujourd’hui. Ces deux phénomenes semblent favoriser un vieillissement de la population humaine
(source INED France).

Le vieillissement de la population humaine apparait dans les données démographiques actuelles avec par exemple
Pobservation de 1’évolution de la population des plus de soixante ans. Cette population, qui représentait 7 %
de la population totale, représente aujourd’hui 10 % avec plus de 600 millions d’individus et atteindra 21 %
avec environ deux milliards d’individus en 2050 (source OMS, 2011). Ce phénomeéne, souvent associé aux pays
développés qui présentent de faibles taux de natalité® et de mortalité*, affecte progressivement tous les pays
du monde mais avec une intensité variable.

L’accroissement du nombre d’individus 4gés peut avoir d’importantes répercussions sur la société, notamment
au niveau du financement des retraites, des soins de santé, de ’économie, etc. Il engendre une augmentation
du nombre de personnes non-autonomes, du nombre de patients développant des pertes de fonctions au niveau
des muscles, des os, des sens, etc. ou atteints de pathologies liées a ’dge comme la maladie d’Alzheimer. Par
conséquent, il est essentiel de préparer notre société a répondre aux besoins du nombre croissant de ces personnes
agées. Pour faire face a ce défi, la recherche sur le vieillissement s’est considérablement développée ces dernieres
années avec pour objectifs d’augmenter les connaissances relatives au vieillissement, d’aider & prévenir ou a
retarder 'apparition de fragilités liées a ’dge et de permettre 'amélioration des soins et des services offerts aux

personnes agées.

1. L’espérance de vie a la naissance est une donnée statistique qui représente la durée de vie moyenne d’une population fictive
qui vivrait toute son existence dans les conditions de mortalité de I’année considérée.

2. Le taux de fécondité représente le rapport entre le nombre annuel de naissances vivantes et le nombre de femmes en age de
procréer (15 & 49 ans).

3. Le taux de natalité représente le rapport entre le nombre annuel de naissances et la population totale exprimée en pour mille.

4. Le taux de mortalité représente le rapport entre le nombre annuel de déceés et la population totale exprimée en pour mille.
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Source : (Shay et al., 2000)
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FIGURE 1.2 — Schéma des marqueurs de la sénescence. Les cellules sénescentes sont caractérisées par des mar-
queurs de la sénescence. Ces cellules s’accumulent dans les tissus, réduisant ainsi la capacité de régénération
et augmentant 'inflammation, ce qui influence le vieillissement de I'organisme ainsi que les maladies associées
a l'age. L’accumulation de cellules sénescentes peut jouer un double jeu, d'une part aider a la régression et

suppression des tumeurs et d’autre part favoriser le développement de celles-ci.

Source : (Sikora et al., 2011)
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A ce jour, pas moins de septante études longitudinales ® liées au vieillissement de la population ont 6té réalisées.
Par exemple, I’étude « Baltimore Longitudinal Study of Aging (BLSA) » (Shock et al., 1984), qui a commencé
en 1958 et qui se poursuit aujourd’hui encore, étudie les effets de I’age sur ’'Homme de maniére longitudinale.
Malheureusement, la réalisation de telles études est colteuse et les résultats ne sont exploitables qu’apres de
nombreuses années de travail.

Depuis plusieurs décennies, des recherches ont donc été menées sur des organismes-modéles (souris, rats, etc.)
ou a l'aide de cultures cellulaires in vitro, ce qui suppose que les mécanismes étudiés soient au moins partielle-
ment conservés entre les espéces. Cependant, les études réalisées avec ces organismes-modeéles sont tres souvent
contreversées et une étude complémentaire est généralement réalisée par la suite sur des cellules humaines en
culture in vitro (Partridge and Gems, 2007). L’étude du vieillissement niveau cellulaire, appelé aussi sénescence

cellulaire, a apporté de nombreux éléments pour comprendre ce phénomene au niveau de l'organisme.

1.2 La sénescence cellulaire

1.2.1 La découverte de la sénescence réplicative

Les bases de la théorie de la « sénescence réplicative » ont été posées en 1961 par L. Hayflick et P. Moorhead
par la mise en évidence de l'existence d’une limite du potentiel de prolifération cellulaire des cellules non
transformées, la limite de Hayflick (Hayflick and Moorhead, 1961). Ces recherches ont dans un premier temps
été menées sur des FDHs (fibroblastes diploides humains) isolés de différents tissus, et maintenus en culture
dans des conditions optimales. En suivant la culture cellulaire, ces auteurs ont mis en évidence que 1’évolution
de celle-ci comportait trois phases, représentées sous forme d’'un graphique a la Figure 1.1. Le graphique décrit
le nombre de doublements de population accumulés® en fonction du nombre de jour en culture. La phase I
représente le temps entre la mise en culture d’un explant et I’établissement d’une culture primaire. La phase II
est une phase de prolifération exponentielle ; au point de départ de la phase II, les cellules sont dites « jeunes »
et proliferent jusqu’a ’apparition d’un ralentissement suivi d’un arrét des divisions cellulaires, la phase III. Cet
arrét irréversible représente la caractéristique principale de la sénescence réplicative. A ce stade, les cellules, dites
« agées », sont encore métaboliquement actives et le restent encore pendant plusieurs mois ou plusieurs années
avant de mourir par nécrose. Il a été suggéré que I’'arrét de la prolifération des cellules cultivées in vitro pouvait
représenter un processus cellulaire présent dans les tissus lors du vieillissement normal d’un organisme. A partir
de 1970, de nombreuses recherches ont été menées afin de caractériser les cellules en sénescence réplicative et

d’identifier les mécanismes qui sont altérés dans les cellules devenues incapables de se diviser.

1.2.2 Les marqueurs caractéristiques de la sénescence

Un ensemble de marqueurs présents dans les cellules sénescentes in vitro et in vivo a été identifié. Outre I’arrét
irréversible de la prolifération cellulaire, les cellules sénescentes sont caractérisées par un des dommages a ’ADN
(acide désoxyribonucléique), au niveau de PADNmt (ADN mitochondrial), un changement de la morphologie
cellulaire, une augmentation du nombre et de la taille des lysosomes et des modifications de ’expression génique.
D’autres caractéristiques des cellules sénescentes ont été mises en évidence, comme une diminution de I'activité

du protéasome, une résistance a ’apoptose, etc (Figure 1.2).

5. Une étude longitudinale désigne un suivi de patients volontaires a tous les stades de leur vie; une telle étude s’étend donc sur
plusieurs décennies

6. Le nombre de doublements de population accumulés représente le nombre total de doublement de population d’une lignée
cellulaire ou de la souche depuis son lancement in vitro
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Source : (Pines, 2011)
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Arrét irréversible du cycle cellulaire

L’arrét irréversible du cycle cellulaire est un des marqueurs de la sénescence les mieux définis. Avant de détailler
les mécanismes potentiellement responsables de l'arrét du cycle cellulaire en phase G1/S, il nous a semblé
judicieux de faire quelques rappels sur le cycle cellulaire et sa régulation. Les différentes phases du cycle cellulaire

sont reprises dans la Figure 1.3.

Le cycle cellulaire Le cycle cellulaire est divisé en deux parties : 'interphase, qui occupe 95 % du cycle
cellulaire et la mitose. L’interphase est elle-méme constituée de trois phases : La phase G1 (gap 1), la phase
S (synthesis) et la phase G2 (gap 2). La phase G1 correspond & la période entre la mitose et l'initiation de la
réplication de ’ADN. Durant cette phase, les cellules sont métaboliquement actives sans répliquer leur ADN.
Cette phase est suivie par la phase S durant laquelle la réplication de PADN prend place. La phase S est
ensuite suivie de la phase G2 pendant laquelle les cellules se préparent a la mitose en synthétisant des protéines
impliquées dans celle-ci. La mitose (phase M (mitosis)) correspond a la division cellulaire proprement-dite avec

la séparation des lots de chromosomes et prend fin avec la cytokinese.

Il existe deux points de controle (checkpoint) dans le cycle cellulaire : en phase G1 et en phase G2. Le point de
controéle en phase G1, aussi nommé point de restriction, se situe en fin de phase G1, juste avant ’entrée en phase
S et permet de contrdler si la cellule peut se diviser ou doit retarder sa division voire rester en phase GO (phase
de repos). Une fois que ce point a été dépassé, la progression du cycle cellulaire est lancée sans qu’aucun stimulus
supplémentaire ne soit nécessaire. Le point de controle en phase G2 se situe en fin de phase G2, juste avant
I’entrée en phase M et permet de contréler si la cellule est préte pour réaliser une mitose. Lorsque ce point
de contrdle a été dépassé, les mécanismes moléculaires impliqués dans la division cellulaire se poursuivent. Ces

deux points de contrdle sont régulés par des protéines spécifiques.

La régulation du cycle cellulaire Chez tous les eucaryotes, le cycle cellulaire est controlé par des complexes
de kinases, les CDK (cyclin-dependent kinase) et leurs partenaires, les cyclines 7. Les protéines de la famille des
kinases sont des enzymes capables de catalyser le transfert d’'un groupe phosphate sur I’hydroxyle des chaines
latérales des acides aminés possédant une fonction alcool tels que les sérine, thréonine et tyrosine.

Les CDK sont des sérine/thréonine kinases et leur activité peut étre régulée a différents niveaux tels qu'une

activation par une cycline, une activation par une CAK (CDK activating kinase)® et une inhibition par des
CDKI (CDK inhibitor) °.

7. Les cyclines produites pendant le cycle cellulaire vont interagir et former des complexes avec leurs CDK spécifiques grace a
une région commune appelée « cyclin box ». L’expression des cyclines est séquentielle, ce qui permet la formation et l’activation de
différents complexes CDK-cycline en fonction de I'avancement dans le cycle cellulaire. La formation et I’activation des complexes
CDK-cyclines a des moments bien précis permettent la progression du cycle cellulaire et notamment de passer les deux points de
contréle (G1/S et G2/M). On peut distinguer trois types de cyclines : les cyclines mitotiques (A et B), les cyclines de la phase G1
(C,D et E) et celles non associées & une seule étape du cycle cellulaire (F, G et H). La progression du cycle cellulaire dépend donc
de la production, de la concentration et de la dégradation de ces différentes cyclines.

8. les kinases activatrices des CDKs (en anglais, CDK-activating kinase (CAK)) peuvent activer les CDKs par une phospho-
rylation sur le résidu thréonine. Les complexes CDK-cyclines activés peuvent alors activer des protéines régulatrices telles que la
protéine du rétinoblastome (pRb).

9. Les inhibiteurs de complexes CDK-cyclines (en anglais CDKI) peuvent réguler les CDKs. Ces inhibiteurs sont classés en deux
familles : la famille INK4 et la famille KIP/CIP. Parmi la famille INK4A, la plEINK4A (protéine p16 INK4A) peut soit empécher
la formation du complexe CDK-cycline avec la cycline D, soit empécher le complexe CDK-cycline d’interagir avec son substrat, par
exemple pRb; ce qui méne & P'inhibition de la progression de la phase G1 & la phase S par hypophosphorylation de pRb (Hirai et al.,
1995). La famille KIP/CIP, avec notamment la p21WAF1 (protéine p21 WAF1), est considérée comme universelle car ses membres
peuvent inhiber tous les complexes CDK-cyclines présents pendant la phase G1 et méme certains en phase G2 (Dulic et al., 1994).

4
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Source : (Sheerin et al., 2011)
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Arrét du cycle cellulaire en phase G1 lors de la sénescence Les cellules sénescentes présentent un arrét
stable et irréversible du cycle cellulaire en phase G1 (avant le point de restriction) et deviennent insensibles aux
facteurs de croissance. Cet arrét du cycle cellulaire est différent de celui des cellules quiescentes qui présentent un
arrét réversible en phase de repos (G0). L’arrét du cycle cellulaire caractéristique de la sénescence dépend de la
régulation de nombreuses protéines telles que p53 (protéine p53), pRb (protéine du rétinoblastome), p16NK4A
p21WAFL "otc. (Figure 1.4).

Le facteur de transcription p53 est impliqué dans de nombreux mécanismes tels que ’apoptose, la réponse
aux stress oxydatifs, la réponse aux dommages & ’ADN, la tumorigenese etc. Il joue également un role dans la
régulation du cycle cellulaire (Figure 1.5). p53 est un facteur de transcription dont "abondance est faible dans des
conditions normales puisqu’il est dégradé systématiquement par le protéasome gréce a sa liaison avec I'ubiquitine
ligase E3 MDM2 (murine double minute). Des changements post-traductionnels peuvent perturber cette liaison,
empéchant ainsi la dégradation de p53. Des protéines, comme la protéine p14*R¥ (protéine pl4 ARF), peuvent
séquestrer MDM?2 et permettre & la protéine p53 d’étre active. Chez les cellules sénescentes, il a été montré que
la protéine p53 est phosphorylée et tres active. Ceci est la conséquence de la DDR (DNA damage response)
qui active les protéines ATM/ATR (ataxia telangiectasia mutated/ataxia telangiectasia related) et les protéines
« point de contrdle » Chkl/Chk2 (Checkpoint 1/Checkpoint 2), celles-ci pouvant phosphoryler et stabiliser
p53 (Herbig et al., 2004). Une telle réponse peut étre déclenchée suite au raccourcissement dit « critique » des
télomeres apres de nombreuses divisions ou suite & une accumulation de dommages a ’ADN due a des stress
ou & une diminution de Defficacité des systémes de réparation (Kong et al., 2011). Suite & son activation, p53
induit notamment de I’expression de p21WAFL 11 a en effet été montré que Pexpression de cette derniére est
également élevée dans les cellules sénescentes. p21WAF! inhibe les complexes CDK-cyclines (CDK1 ou CDK?2)
dont la fonction est d’inhiber pRb '°, permettant ainsi & ce dernier de bloquer le cycle cellulaire. L’activité de
blocage du cycle cellulaire de pRb dépend de modifications post-traductionnelles dont sa phosphorylation. Sa
phosphorylation par des CDKs (CDK2, CDK4 et CDKG6) empéche la liaison de pRb a des complexes protéiques
composés des facteurs de transcription E2F/DP (E2F-1 / DP-1 complex), engendrant ’entrée en phase S et
donc la progression du cycle cellulaire (Kong et al., 2011). Dans les cellules sénescentes, Pactivité des CDK
est bloquée par la surexpression de CDKI telles que p21WAFL et p16™NK4A  La protéine pl6™NK4A | également
surexprimée dans les cellules sénescentes, est une CDKI qui peut inhiber les complexes CDK-cyclines (CDK4
et CDKG6) et donc empécher la phosphorylation de pRb, la libération du facteur de transcription E2F/DP et la

6INK4A

progression du cycle cellulaire. Plusieurs phénomeénes peuvent déclencher I’expression de pl , a savoir le

stress oxydatif, des dommages & PADN, lactivation d’oncogenes ou autres (Chuaire-Noack et al., 2010).

Altérations du génome mitochondrial associés a la sénescence

Le génome mitochondrial est composé de 2 a 10 copies de molécules d’ADN circulaires doubles brins. Ce génome,
d’environ 16,5 kb (kilobases), code principalement pour des protéines impliquées dans la respiration cellulaire.
Lorsque les cellules deviennent sénescentes, il a été observé que ’ADNmt (ADN mitochondrial) était endommagé.
Ces dommages se présentent sous la forme de délétions, de mutations ou de modifications des nucléotides avec
notamment des formes oxydées. Les dommages qui sont le plus souvent décrits au niveau de ’ADNmt sont des
oxydations de purines et de pyrimidines dont la 8-oxodG (8-o0x0-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine), des cassures
(fragments) et des mutations (Pamplona, 2011). Ces mutations peuvent étre de deux types : des mutations
ponctuelles avec des modifications de nucléotides, ou des délétions. Ainsi, la délétion « commune » de 4977

pb (paires de bases) est considérée comme un marqueur du vieillissement (Lee and Wei, 1997).

10. La protéine pRb, considérée comme une protéine « suppresseur de tumeurs », porte ce nom suite a sa description dans le
cadre d’une tumeur maligne nommée rétinoblastome, dans laquelle la protéine est mutée et non-fonctionnelle.



FIGURE 1.6 — Les différents morphotypes des fibroblastes. Les morphotypes sont classés en fonction de (Bay-
reuther et al., 1988). Les fibroblastes mitotiques (FM) sont présentés dans les images A : FM I, B : FM II et
C : FM III et les fibroblastes post-mitotiques (FPM), dans les images D : FPM IV, E: FPM V, F : FPM VI et
FPM VIIL.

Source : (Rogakou and Sekeri-Pataryas, 1999)

proliferating senescent

F1GURE 1.7 — Comparaison de Dactivité SA-Sgal entre les cellules prolifératives et sénescentes. Les cellules
sénescentes présentant une activité SA-fgal apparaissent en bleu selon le protocole de laboratoire élaboré
par (Dimri and Campisi, 1994).

Source : (Medrano, 2005)



CHAPITRE 1. LE VIEILLISSEMENT CELLULAIRE

Changements morphologiques

Les cellules en sénescence réplicative présentent une morphologie typique. Ces changements morphologiques
ont été particulierement bien décrits chez les fibroblastes. Au départ, les cellules « jeunes » sont petites et
fusiformes. Elles s’étalent et s’allongent progressivement au fil des passages en culture. Ainsi, K. Bayreuther
et al. ont mis en évidence sept types de morphologies, appelés morphotypes (Figure 1.6) (Bayreuther et al.,
1988). Ces morphotypes peuvent étre divisés en deux groupes : les trois premiers correspondent aux fibroblastes
mitotiques et les quatre derniers représentent les fibroblastes post-mitotiques. Une population de fibroblastes
« jeunes » est composée en majorité de fibroblastes de morphotype I et II, ceux de morphotype III s’accumulant
progressivement tout le long de la culture. Lorsque les cellules arrétent de proliférer et donc que la population
devient post-mitotique, la proportion des morphotypes IV, V, VI et VII augmente. Le morphotype VII est un

stade de dégénérescence qui précede la mort cellulaire.

Activité B-galactosidase associée a la sénescence (SA-Sgal)

La f-galactosidase (f-gal) est une hydrolase présente dans les lysosomes et active & pH 4,0. L’activité associée
a la sénescence de cette enzyme a été découverte en 1995 par ’équipe de Judith Campisi (Dimri et al., 1995).
En effet, dans les cellules sénescentes, ’activité de cette enzyme est détectée a pH 6,0. Celle-ci correspond a
une activité résiduelle de la S-gal liée & une surexpression de son gene (Bassaneze et al., 2008) couplé a une
augmentation du nombre de lysosomes les cellules sénescentes (Kurz et al., 2000). Cette activité fut dénommée
activité SA-fgal (Figure 1.7).

La proportion de cellules présentant une activité SA-Sgal augmente, in wvitro, avec le nombre de passages en
culture et in wvivo, avec 'dge dans de nombreux tissus (Medrano, 2005). Chez les FDHs, une corrélation entre
l’augmentation de la proportion des cellules positives a l'activité SA-Sgal et la proportion des morphotypes

post-mitotiques a également été mise en évidence (Toussaint et al., 2000c).

La lipofuscine

La lipofuscine a été observée dans différents organes et principalement dans le cerveau, le cceur et le foie. Sa
présence est généralement considérée comme un marqueur du vieillissement suite aux résultats de plusieurs
études qui ont montré que la quantité en lipofuscine augmentait avec ’dge (Terman and Brunk, 2004, Terman
and Brunk, 1998).

La lipofuscine représente du matériel polymérisé qui n’a pas pu étre dégradé par les hydrolases des lysosomes.
Ce matériel est composé de résidus protéiques oxydés, sous la forme d’acides aminés et de peptides, de résidus de
dégradation des lipides avec des triglycérides, des acides gras, du cholestérol et des phospholipides, ainsi que des
hydrates de carbone. Environ 2 % des composants sont des composés métalliques avec principalement du fer et du
cuivre, mais aussi de I’aluminium, du zinc, du calcium et du manganese (Jolly et al., 1995). La composition de la
lipofuscine varie d’un type cellulaire a I’autre, mais garde sa caractéristique de « non dégradable ». Il semblerait
que cette résistance a la dégradation soit dii la formation d’aldéhydes et a la réticulations des peptides, ce qui
engendre une structure proche de celle des plastiques (Kikugawa et al., 1989).

Il a été montré que la formation de lipofuscine est exacerbée en présence d’un stress oxydatif. Quand les
cellules sont cultivées sous 8 % d’O4 (oxygene), 'accumulation de lipofuscine est moins importante que lorsque
les cellules sont cultivées sous 21 ou 40 % d’O, . Il a été proposé que les radicaux libres et les réactions

d’oxydation conduisent a la formation d’aldéhydes et a la réticulation des protéines, empéchant ainsi leur

11. La tension en Og utilisée généralement en culture cellulaire est celle de 'atmospheére, a savoir 21 %. Une tension de 40 % a
été utilisée afin d’étudier les cellules sous des conditions oxydantes (von Zglinicki et al., 1995).
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dégradation lysosomale (Terman and Brunk, 1998). Le fer représente également un des éléments importants
pour la formation de lipofuscine. Ainsi, 'ajout de complexes de phosphate de fer hydraté favorise la formation
de lipofuscine alors quun chélateur de fer (desferrioxamine) la diminue (Brunk and Terman, 2002).

La présence de la lipofuscine au sein de la cellule peut avoir un impact sur la quantité d’enzymes lysosomales
présentes dans la cellule, sur le stress oxydatif avec des conséquences sur différentes fonctions cellulaires telles
que la dégradation des protéines par le protéasome, la défense contre les stress oxydatifs et les mécanismes
déclencheurs de 'apoptose (Brunk and Terman, 2002). Il a été proposé que la lipofuscine soit toxique a cause de
sa capacité a intégrer du cuivre et du fer, pouvant catalyser la réaction de Fenton (Hohn et al., 2010). Différentes
pathologies liées a I’dge, avec par exemple les maladies neurodégénératives, la dégénérescence maculaire et
les insuffisances cardiaques peuvent également présenter une accumulation de lipofuscine au sein des cellules
(Terman and Brunk, 2004).

Des modifications dans ’expression de génes associées a la sénescence

Durant la sénescence, il a été montré que l'expression de nombreux genes est modifiée. Ces genes peuvent
intervenir dans de nombreux mécanismes cellulaires tels que le cycle cellulaire, la matrice extracellulaire, les

dommages & ’ADN] le cytosquelette, la transduction du signal, etc.

Génes impliqués dans le cycle cellulaire Les cellules sénescentes sont caractérisées par un arrét du cycle
cellulaire en phase G1. De nombreux genes codant pour des protéines impliquées dans le cycle cellulaire sont

surexprimés chez les cellules senescentes. Parmi eux, les génes codant pour les protéines p21WAF! GINKAA

et pl
sont surexprimés en sénescence. De méme, le géne codant pour 'IGFBP3 (insulin-like growth factor binding
protein 3) est également surexprimé. Ce géne code pour une protéine liant des facteurs de croissance de type
insuline. Cette protéine joue alors un réle d’inhibiteur de croissance et semble impliquée dans I’apparition de
plusieurs autres marqueurs de la sénescence comme l'arrét irréversible de la prolifération cellulaire, 'augmen-
tation de la proportion des cellules positives pour la SA-Bgal et I'expression de certains genes associés a la

sénescence (Debacg-Chainiaux et al., 2008).

Génes impliqués dans la synthése et la dégradation de la matrice extracellulaire La MEC (matrice
extracellulaire) subit des modifications lors de la sénescence avec l'apparition d’un déséquilibre entre la syn-
these et la dégradation de la MEC. L’expression de génes codant pour des protéines impliquées dans la synthése
ou la dégradation de la MEC est donc modifiée. Parmi ceux-ci, citons les génes codant pour la fibronectine,
Posteonectine, ainsi que certaines MMP (matrix metalloproteinase) (Hay, 1991). La Fibronectine est une pro-
téine importante pour 'adhérence des cellules a la MEC. Elle joue un réle dans 'apparition des modifications
morphologiques caractéristiques de la sénescence. L’Osteonectine (ou SPARC — Secreted Protein Acid Cystein
Rich) appartient & la famille des protéines de la MEC (Yan and Sage, 1999). Cette protéine est capable de lier le
calcium et d’autres cations, et joue un role dans la régulation des interactions cellule-matrice (Bornstein, 1995).
Elle peut intervenir dans l’activité de nombreux facteurs de croissance (Brekken and Sage, 2000) et donc jouer
un role dans le cycle cellulaire en se liant & ceux-ci, ce qui inhibe la progression du cycle cellulaire en phase S.
Il a également été montré que I'expression de genes codant pour des protéines de la famille des MMP comme
MMP-1, impliquées dans la dégradation de la MEC, était augmentée dans les cellules sénescentes (Kar et al.,
2010). Enfin, expression du CTGF (connective tissue growth factor), une protéine riche en cystéines et dont
Pexpression dépend du TGF-$1, est augmentée lors de la sénescence (Kim et al., 2004). Celle-ci peut jouer un
role dans le remodelage de la MEC (Leask and Abraham, 2003).
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FIGURE 1.8 — La voie de dégradation ubiquitine-protéasome. Cette voie est responsable de la dégradation de
nombreuses protéines normales, mal repliées ou aberrantes. La protéine a dégrader est tout d’abord polyubiqui-
tinilée et reconnue par des récepteurs d’ubiquitine localisée dans la partie régulatrice (RP, violet) du protéasome
26S ou des protéines adaptatrices (non représentées) s’associent de fagon réversible avec la protéine poyubiqui-
tinilée et les sous-unités du protéasome. Les ATPases déroulent le substrat et le font entrer dans la structure
20S du protéasome (CP, anneaux rouges et bleux), qui abrite les sites protéolytiques. Le substrat y est clivé en
petits peptides et 'ubiquitine est normalement recyclée.

Source : (Hochstrasser, 2009)
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Génes impliqués dans la réponse aux dommages a PADN Les cellules sénescentes accumulent des
dommages a 'ADN, ce qui peut étre lié & une diminution de efficacité des systémes de réparation de ces
dommages (Chen et al., 2007). Des modifications dans I’expression de génes impliqués dans 'arrét du cycle
cellulaire suite a la détection de ces dommages a ’ADN sont également détectés tels que la surexpression de
geénes codant pour les protéines p53, GADD45A (growth arrest and DNA-damage-inducible protein 45 alpha)
et GADD153 (growth arrest and DNA-damage-inducible protein 153), etc.) ainsi que PCNA (proliferating cell

nuclear antigen), une protéine impliquée dans la réparation de ces dommages.

Génes codant pour des cytokines Le TGF-51, décrit de fagon détaillée dans les sections suivantes, est
une cytokine qui joue un réle actif dans ’apparition des marqueurs de la sénescence. Une augmentation de son
expression génique constitue un marqueur important de la sénescence. L’augmentation de I'expression de genes
codant pour des facteurs de croissance a également été mise en évidence durant la sénescence comme 'lGFBP3

décrit précédemment.

Diminution de ’activité du protéasome

Le protéasome est un complexe multi-enzymatique qui permet la dégradation de type non lysosomal des pro-
téines (Figure 1.8). Cette structure permet de dégrader des protéines normales, anormales, dénaturées, ou
endommagées (Ciechanover, 2005). Le protéasome est un complexe protéique avec un noyau protéolytique actif
20 S, composé de 28 sous-unités réparties en quatre structures heptamériques circulaires. Ces structures sont
elles-mémes composées de sous-unités o et § (DeMartino and Gillette, 2007). Les structures circulaires exté-
rieures sont composées de sept sous-unités « et jouent un role structural et régulatoire, alors que les structures
circulaires intérieures sont composées de sept sous-unités S et possedent des sites actifs qui portent les activités
catalytiques. La structure 20 S constitue le noyau protéolytique du complexe 26S qui est la voie principale de
dégradation des protéines dépendante de ’ATP (adénosine triphosphate) et de I'ubiquitine (Glickman and Cie-
chanover, 2002). La régulation de I’activité du protéasome humain n’est pas encore entiérement comprise. Des
études réalisées chez la souris montrent que ’expression des sous-unités du protéasome et ses activités relatives
peuvent étre modulées par des stimuli exogenes.

Une perte de fonction du protéasome dans plusieurs tissus humains durant le vieillissement (Grune et al., 2004)
ainsi que dans des cultures primaires sénescentes (SITTE et al., 2000) a été observée. D’autres travaux menés
sur des cultures de fibroblastes embryonnaires humains en sénescence réplicative ont montré que la réduction
des activités du protéasome est accompagnée d’une diminution du contenu du protéasome. Ceci semble étre la
conséquence d'une diminution de la régulation des sous-unités catalytiques 8 (Chondrogianni et al., 2003). De
plus, le phénotype sénescent apparait lorsque ’activité du protéasome est partiellement inhibée dans des cultures
de fibroblastes jeunes. Il a été découvert que le protéasome pouvait jouer un role actif dans ’apparition de la
sénescence puisque son inhibition engendre apparition du phénotype sénescent (Chondrogianni and Gonos,
2004, Chondrogianni et al., 2003).

L’inhibition du protéasome et/ou 'inhibition d’autres mécanismes de dégradation/d’élimination des protéines
ou autres peuvent avoir comme conséquence une accumulation de protéines oxydées et la formation d’agrégats.
L’oxydation des acides aminés meéne a une inactivation de la protéine qui doit étre éliminée par protéolyse. Les
acides aminés les plus sensibles a 'oxydation sont les cystéines et les méthionines. L’impossibilité d’éliminer des
protéines oxydées amene celles-ci & interagir et a former des agrégats. En effet, les protéines oxydées deviennent

plus hydrophobes et peuvent alors interagir et s’associer avec des lipides pour former des agrégats de lipofuscine

(7).
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FIGURE 1.9 — Schéma des causes et des conséquences du phénotype sécrétoire associé a la sénescence. L’accu-
mulation de lésions de TADN (DD - DNA damages) déclenche une réponse persistante aux dommages de ’ADN
(DDR - DNA Damages Response). Cette réponse est responsable de la sécrétion d’un grand nombre de pro-
téines, un phénomene connu sous le nom de phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP). Les protéines
sécrétées permettent de supprimer les tumeurs en maintenant I’état de sénescence par une boucle de rétroaction
positive qui soutient le processus de DDR (fleches oranges) ou par l'arrét du cycle cellulaire. Certaines de ces
protéines permettent la régression des tumeurs en activant la réponse immunitaire et en favorisant la clairance
tumorale. D’autres sont impliquées dans la promotion des tumeurs en favorisant 'invasion, l’angiogenése, la
croissance tumorale, etc..

Source : (Fumagalli and Di Fagagna, 2009)
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Phénotype sécrétoire associé a la sénescence ou SASP

Le milieu de culture des cellules sénescentes est riche en protéines secrétées. Décrit plus récemment, le SASP
(senescence-associated secretory phenotype) constitue un nouveau marqueur des cellules sénescentes (Young
and Narita, 2009) (Figure 1.9).

Le concept de SASP a été proposé pour la premiere fois par le groupe de J. Campisi lorsqu’il a été découvert
que les facteurs sécrétés a partir de fibroblastes sénescents pouvaient favoriser la transformation des cellules
épithéliales mammaires pré-tumorales. Parmi ces facteurs secrétés, certains renforcent ’arrét du cycle cellulaire
lié a la sénescence de maniere autocrine alors que d’autres favorisent la dégénérescence ou I’hyperprolifération
chez les cellules voisines. La sénescence, tres souvent considérée comme un mécanisme suppresseur de tumeur,
pourrait donc jouer un double jeu dans I’environnement d’une tumeur. Selon l’environnement, les composants
du SASP peuvent avoir des effets divers a travers des mécanismes a la fois autocrine et paracrine, renforcant
I’idée que la sénescence est a la fois contrdlée par, et influence activement le milieu extracellulaire.

Il a été montré qu'un nombre élevé de dommages & ’ADN pouvait déclencher une réponse persistante des
dommages & ’ADN (en anglais DNA Damages Response ou DDR — phénomeéne décrit plus loin) conduisant
a la sénescence cellulaire. La persistance d’une telle réponse peut engendrer la sécrétion d’'un grand nombre
de protéines impliquées dans la SASP. Ces protéines peuvent maintenir I’état de sénescence par inhibition
de la prolifération (par exemple, IGFBP7 (insulin-like growth factor binding protein 7), IL-6 (interleukine
6), PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1)), aider a la régression de la tumeur par l'activation de la réponse
immunitaire (CSF1 (macrophage colony-stimulating factor-1), MCP1 (monocyte chemotactic protein-1), CXCL1
(chemokine (C-X-C motif) ligand 1) et IL-15 (interleukine 15)) ou promouvoir la tumeur en favorisant I’invasion,
Pangiogeneése, la croissance tumorale, la transition épithéliale-mésenchymateuse (IL-6 et IL-8 (interleukine 8)) et

modifier la différenciation épithéliale (MMP3 (matrix metalloproteinase 3)) (Fumagalli and Di Fagagna, 2009).

1.3 Les causes de la sénescence cellulaire

Quelles sont les causes de la sénescence cellulaire ? Elles sont multiples et non-exclusives. En effet, plusieurs
causes peuvent agir ensemble et mener la cellule vers la sénescence. La sénescence cellulaire peut étre engendrée
suite & un raccourcissement critique des télomeres, a des dommages & ADN non réparés s’accumulant, a des
perturbations de la chromatine modifiant I’expression de certains genes, & ’activation d’oncogénes ou & la suite
d’un stress oxydatif (Campisi and d’Adda di Fagagna, 2007).

1.3.1 La sénescence induite par le raccourcissement des télomeres

Il a été montré que les cellules entraient en sénescence apres I’épuisement de leur potentiel prolifératif, ce qui
est le cas de la SR (sénescence réplicative). La SR peut étre considérée comme une sénescence dépendante
des télomeres. Les télomeres, structures tres conservées chez les vertébrés, sont des régions répétées d’ADN
(séquence « TTAGGG » chez 'Homme) et situées aux extrémités des chromosomes. Des protéines dites « de
coiffe » sont associées aux télomeres et forment des structures qui protégent les extrémités des chromosomes
contre une potentielle fusion (Gilley et al., 2005). En plus de leur role protecteur, il semblerait que ces structures
agissent comme des horloges cellulaires rappelant a la cellule le nombre de divisions effectuées. En effet, les ADN
polymérases sont incapables de répliquer complétement ces régions, ce qui engendre une perte d’environ 50 a 200
paires de bases a chaque division cellulaire. En 1990, une corrélation entre le raccourcissement des télomeres
et Papparition de la SR a été mise en évidence (Harley et al., 1990). Aprés plusieurs divisions cellulaires,

les télomeres atteignent une longueur « critique » pouvant étre considérée comme des dommages a 'ADN et
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FIGURE 1.10 — L’implication de la réponse aux dommages & ’ADN (DDR) dans la sénescence. La phase d’in-
duction peut étre déclenchée par différents stimuli (raccourcissement des télomeéres, stress oxydatif, radiations
ionisantes ou UV, absence de facteurs de croissance). La deuxiéme phase est une réponse aux dommages de
I’ADN (DDR) qui inhibe le cycle cellulaire jusqu’a ce que I’ADN est réparé. Différentes protéines sont impliquées
dans ce mécanisme : des kinases qui détectent le dommages (ATM et ATR), des protéines qui vont constituer les
foyers de dommages & PADN (H2AX, RPA et RAD), des kinases activées par ATM/ATR (Chk1l et Chk2), p53
et la cycline-dépendante inhibiteur de kinase p21. Ces voies meénent a I'inhibition de CDC25 et donc a ’arrét
du cycle. La p38MAPK peut également participer. Si PADN endommagé est réparé, les foyers de dommages a
I’ADN se désintegrent, la DDR s’arréte et et la cellule reprend le cycle cellulaire. Cependant, une DDR prolongée
conduit finalement & la troisieme phase : la sénescence.

Source : (Akbar and Henson, 2011)
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induisant larrét du cycle cellulaire et 'apparition d’autres marqueurs de la sénescence (di Fagagna et al., 2003).
Il a été proposé qu’un raccourcissement des télomeres pouvait perturber ’association des protéines « de coiffe »,
ce qui induit une perte de la protection des extrémités du chromosome (Karlseder et al., 2002). La télomérase,
une enzyme active notamment chez les cellules tumorales et germinales, est capable de maintenir constante
la longueur des télomeéres pour permettre aux cellules de continuer a se diviser. Elle catalyse ’addition d’une
séquence répétée spécifique a 'extrémité des chromosomes. Cette enzyme est composée de deux sous-unités, une
sous-unité protéique (TERT (telomerase reverse transcriptase)) qui assure la synthese de la séquence télomérique
et une sous-unité d’ARN (TERC (telomerase RNA component)) qui sert de matrice pour la synthése de la
séquence (Cohen et al., 2007). Il a été montré que l’expression ectopique du géne hTERT codant pour la
protéine TERT dans des FDHs permettant I’activité de la télomérase empéchait 'apparition de la sénescence
réplicative (Bodnar et al., 1998). L’activité de la télomérase semble impliquée dans I'immortalisation cellulaire

ainsi que dans la transformation (Stewart and Weinberg, 2000).

1.3.2 La sénescence induite par les dommages a I’ ADN

Il a été établi que la sénescence réplicative était dépendante de la longueur des télomeres. Lorsque les télomeres
se raccourcissent, ceux-ci deviennent plus accessibles car non coiffés et des stress peuvent y engendrer des
dommages. La voie de signalisation en aval du raccourcissement télomérique et de la sénescence réplicative
semble étre identique a celle activée par des dommages a ’ADN. Cette voie de signalisation implique les protéines
kinase ATM (ataxia telangiectasia mutated), ATR (ataxia telangiectasia related) et éventuellement, la DNA-PK
(DNA-dependent protein kinase). Il a par ailleurs été observé que la phosphorylation de 'H2AX (histone 2AX)
facilitait la formation de foyers de dommages & PADN au niveau des télomeres non coiffés, ceci activant les
kinases Chk1l/Chk2 et la protéine p53. Le maintien du phénotype sénescent semble dépendre de cette voie
de signalisation, ce qui suggere que la sénescence cellulaire peut étre considérée comme une persistance de la
réponse aux dommages & ’ADN (DNA Damages Response ou DDR) (Figure 1.10) (von Zglinicki et al., 2005).
Il a été montré que des dommages & ’ADN et plus particuliérement des cassures double-brin engendraient
I’apparition de la sénescence dans de nombreux types cellulaires. La sénescence induite par des dommages a
I’ADN dépend fortement de p53 et de p21WVAFL, Plus tardivement, p16"™¥4A peut également étre surexprimée
et constituer une deuxiéme phase pour mener les cellule vers un arrét du cycle cellulaire (Stein et al 1999). Les
cellules présentant une mutation de p53, comme c’est le cas dans certaines cellules cancéreuses, semblent entrer
plus difficilement en sénescence induite par des dommages & PADN (Schmitt et al 2002).

Il a été montré que des perturbations au niveau de la structure de la chromatine peuvent engendrer une
sénescence mais les mécanismes sont encore incompris (Campisi and d’Adda di Fagagna, 2007).

Il a également été proposé que les dommages & ’ADN ne soient pas la cause de Papparition de la sénescence
mais une conséquence de celle-ci. En effet, il se pourrait que les systémes de réparation de ’ADN deviennent de
moins en moins performants en fonction de 1'dge de la cellule et du nombre de divisions réalisées (Chen et al.,
2007).

1.3.3 La sénescence induite par un oncogéne

Un oncogene est défini comme une version mutante d’'un géne normal jouant initialement un réle dans la
croissance et la division cellulaire. Suite a une mutation, I’'oncogene devient capable de transformer la cellule et
de favoriser 'apparition de cancers. Il a été observé que la majorité de cellules normales devenaient sénescentes
suite a la présence d’un oncogene. Par exemple, il a été montré que des fibroblastes humains normaux devenaient

sénescents suite & ’expression d’une forme mutée du géne Ras, un proto-oncogéne (Serrano et al., 1997). La

10






CHAPITRE 1. LE VIEILLISSEMENT CELLULAIRE

protéine Ras est une petite protéine impliquée dans la prolifération cellulaire et qui lorsqu’elle est mutée, devient
constamment active, favorisant ainsi la prolifération cellulaire. Les cellules, en réponse a une telle mutation,
entrent en sénescence pour empécher 'hyperproliferation. Ces résultats ont été reproduits avec d’autres génes
faisant partie de la méme voie de signalisation que Ras ou faisant partie de genes pro-prolifératifs avec par
exemple les génes N-myc, c-myc ou erb2. On parle dans ce cas de Sénescence induite par les oncogénes (Oncogene-
induced senescence ou OIS) (MDuff and Turner, 2011).

1.3.4 La sénescence induite prématurément par des stress (SIPS)

La sénescence peut étre induite par différents types de stress générés par des agents induisant un stress oxydatif
et/ou des dommages & I’ADN. Ces stress, uniques ou répétés, peuvent étre appliqués de maniére chronique ou
aigué. Il s’agit de la sénescence induite prématurément par les stress ou SIPS. Les cellules en SIPS (sénescence
induite par les stress) présentent des marqueurs de la sénescence réplicative. L’apparition de ces marqueurs
semble étre due & laccumulation de ROS (reactive oxygen species) (Toussaint, 2000). La sénescence induite

prématurément par les stress sera caractérisée dans les sections suivantes.

1.4 Le stress oxydatif et les réponses antioxydantes

La théorie radicalaire est une théorie majeure du vieillissement. Elle se base sur le réle des radicaux libres 2 et
de leur accumulation lors du vieillissement. Les sources des molécules oxydantes, comme les ROS, peuvent étre
endogenes ou exogenes. Les sources endogenes sont majoritairement représentées par les réactions chimiques
localisées dans les mitochondries, les peroxysomes, au niveau du cytochrome p450 et des NAD(P)H oxydases.
En 1972, il a méme été proposé que les mitochondries représentaient de véritables horloges biologiques. 90% de
la réduction de 'oxygene se produit au niveau des mitochondries, celles-ci génerent donc la plupart des ROS.
Il a également été démontré que des perturbations au niveau du fonctionnement des mitochondries pouvaient
jouer un réle important dans le vieillissement et provoquer une augmentation de la production de ROS. Les
sources exogenes sont par exemple une exposition aux UV, aux radiations ionisantes, a la pollution, a la fumée,

etc.

1.4.1 Le stress oxydatif

Un stress oxydatif apparait au sein d’une cellule suite a une perte d’équilibre entre plusieurs processus dyna-
miques présents au sein de la cellule. Un débat existe quant a l'utilisation de ce terme; certains scientifiques
préférant utiliser celui de déséquilibre redox (Halliwell, 2012). Les processus en question sont la production
systémique de molécules réactives de type ROS ou autre et lefficacité des mécanismes de neutralisation (uti-
lisation) et d’élimination de ces molécules réactives. Les mécanismes de réparation des dommages générés par
ces molécules peuvent aussi influencer 1’équilibre. De faibles concentrations de ce type de molécules sont essen-
tielles pour la cellule, car elles constituent des messagers moléculaires dans la signalisation cellulaire et jouent
un rdle clé dans le fonctionnement de processus tel que la réponse inflammatoire. Toutefois, a de plus fortes
concentrations, elles peuvent devenir délétéres en endommageant les constituants cellulaires et en perturbant la
signalisation cellulaire. Notons que l'importance du role d’'une molécule réactive particuliere dans I’apparition

de stress oxydatif dépend bien siir de son abondance mais aussi de sa réactivité. Plusieurs études ont montré que

12. Les radicaux libres représentent des molécules qui possédent un ou plusieurs électrons non appariés sur leur couche externe,
ce qui engendre une instabilité et une forte réactivité. En biologie, le terme de « radical libre » est souvent utilisé pour désigner les
ROS, ces derniers représentant une classe spécifique de radicaux.
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FIGURE 1.11 — Schéma général sur ’homéostasie des molécules oxydantes. Les molécules oxydantes sont générées
par le métabolisme intracellulaire normal dans les mitochondries et dans les peroxysomes mais aussi par des
agents externes qui peuvent déclencher la production de ROS. 1l existe des systémes antioxydants de défense
composés d’enzymes (ex. : la catalase (CAT), la superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase
(GPx)) et de molécules non-enzymatiques. Ces systémes maintiennent ’homéostasie physiologique. Trop peu de
molécules oxydantes peut perturber leur role physiologique dans la prolifération cellulaire et dans la défense de
lorganisme. Trop de molécules oxydantes peut engendrer des dommages aux constituants cellulaires et conduire
a la mort cellulaire ou a une accélération des maladies et du vieillissement.

Source : (Finkel et al., 2000)
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FIGURE 1.12 — Schéma représentant la plupart des molécules réactives oxydantes. Les molécules oxydantes avec
un électron libre (radicaux) sont indiquées en rouge ; celles possédant deux électrons sont indiqués en bleu.
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le stress oxydatif était impliqué dans de nombreuses maladies telles que le cancer (Trachootham et al., 2009),
les maladies neurodégénératives (Shukla et al., 2011), le diabete, 'athérosclérose (Paravicini and Touyz, 2006)
et le vieillissement (Haigis and Yankner, 2010).

Un stress oxydatif peut participer et réguler différentes voies de signalisation. Cette régulation dépend a la fois
de I'importance du stress oxydatif, du type de molécules réactives ainsi que de ’état de la cellule au moment
du stress. Il est largement accepté qu’un stress oxydatif selon son intensité, sa durée et sa fréquence enclenche
différents mécanismes cellulaires pouvant étre positifs avec par exemple la prolifération cellulaire et la survie ou
négatifs avec par exemple des dommages & ’ADN et la mort cellulaire (Ray et al., 2012). Un schéma général

représentant I’homéostasie des molécules oxydantes est présenté a la Figure 1.11.

1.4.2 Les molécules réactives impliquées dans le stress oxydatif

Les molécules réactives impliquées dans le stress oxydatif incluent principalement des molécules réactives dérivées
de l'oxygene (ROS) et de 'azote (RNS). Ce groupe de molécules réactives est composé de radicaux libres et
de peroxydes (voir Figure 1.12). Certaines de ces molécules sont trés réactives et d’autres moins. Cependant,
les molécules les moins réactives peuvent étre converties par des réactions d’oxydo-réduction en des molécules
hautement réactives (Valko et al., 2005). Par exemple, la présence de métaux de transition tels que le cuivre
peut catalyser la réaction de Haber-Weiss et permettre la production de radicaux hydroxyles a partir d’anions
superoxydes et de peroxyde d’hydrogene. Il est clairement établi que les radicaux hydroxyles et les anions
superoxydes, hautement réactifs, jouent un rdle majeur dans 'apparition des dommages oxydatifs in vivo (Ray
et al., 2012).

L’origine des ROS ou RNS (reactive nitrogen species) peut étre endogéne ou exogéne (Mangialasche et al.,
2009). La production de ces molécules ne représente pas a elle seule un stress oxydatif car la cellule dispose
de systemes de détoxification pour limiter leur accumulation ainsi que leurs interactions avec les constituants

cellulaires.

1.4.3 Les systémes antioxydants

Les systéemes antioxydants sont composés de molécules capables de ralentir ou d’inhiber 'oxydation d’un substrat
méme avec une concentration inférieure a celle du substrat (Beckman and Ames, 1998). Ces molécules peuvent
agir comme réducteur et donc réagir avec une molécule réactive et la neutraliser, soit agir plus en amont et
empécher la formation de molécules réactives. On peut diviser les molécules antioxydantes en deux classes : les
molécules antioxydantes non-enzymatiques qui peuvent étre hydrosolubles ou liposolubles (ex. : le glutathion
ou les vitamines), et les enzymes antioxydantes qui possédent un site catalytique spécifique avec des propriétés

antioxydantes (ex. : la superoxyde dismutase, la catalase ou la glutathion peroxydase) (Ray et al., 2012).

Les molécules antioxydantes non-enzymatiques

Les antioxydants non-enzymatiques représentent une grande famille de molécules incluant des peptides, des
vitamines ainsi que leurs dérivés. Le glutathion, un tripeptide formé de la condensation d’acide glutamique, de
cystéine et de glycine, existe sous la forme de GSSG (glutathion oxydé), et sous la forme de GSH (glutathion
réduit). Ce couple d’oxydoréduction peut passer d’une forme & lautre grace a la glutathion peroxydase et a la
glutathion reductase. Cette petite molécule intervient dans le maintien du potentiel redox du cytoplasme de la
cellule et dans des réactions de détoxication et d’élimination de molécules réactives de 'oxygene. Ces propriétés

antioxydantes lui sont conférée par la fonction thiol. Le groupement thiol peut réagir avec des sels de métaux
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FIGURE 1.15 — Exemples de systemes antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques. Ce schéma reprend les
principaux systémes antioxydants de défense. Oo(~) : le superoxyde, HoOs : le peroxyde d’hydrogene, OH() :
le radical hydroxyle, NO : I'oxyde nitrique, HOCI : ’acide hypochloreux, ONOO() : le peroxynitrite, RNS :
espéces réactives dérivées de I'azote, ROS : especes réactives dérivée de 'oxygene, SOD : superoxyde dismutase,
CuZnSOD : la SOD a cuivre et zinc, MnSOD : la SOD a manganése, ECSOD : la SOD extracellulaire, GPX : la
glutathion peroxydase, GR : la glutathion réductase, GSH : le glutathion réduit, GCL : la glutamate-cystéine
ligase, TPS : la glutathion-S-transférase, GSSG : le glutathion oxydé, GS : la glutathion synthétase, CGT :
cglutamyltranspeptidase, MRP : la protéine de résistance, TRX : la thiorédoxine, PRX : la péroxyrédoxine,
GRX : la glutarédoxine, CAT : la catalase, HO-1 : I'héme oxygénase-1.

Source : (Kinnula, 2005)
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lourds et créer une liaison soufre-métal tres forte. Cette liaison permet I'excrétion de ceux-ci les empéchant de

causer des dommages.

Il a été montré que des vitamines telles que la vitamine E (a-tocophérol) ou la vitamine C (acide ascorbique)
agissent comme molécules antioxydantes. Cette propriété provient de leur capacité a céder un de leurs électrons,
ce qui permet d’arréter la propagation radicalaire. Ensuite, la molécule peut soit céder un deuxieéme électron lors
d’une réaction d’oxydation, soit remplacer celui manquant (Bors et al., 1990). D’autres molécules ont également
des propriétés antioxydantes comme l'ubiquinone (coenzyme Q), les caroténoides, 'acide lipoique et l'acide
urique, etc.

Dans notre projet, nous avons utilisé deux molécules antioxydantes : le trolox et le mannitol. Le trolox (acide
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique) est une molécule dérivée de la vitamine E, capable de
traverser les membranes cellulaires et hydrosoluble (Figure 1.13) (Benedetti et al., 2008). L’autre molécule
utilisée est le D-mannitol (1,2,3,4,5,6-hexanehexol) qui est une molécule de type polyol (sucre-alcool) dérivée du
mannose (Figure 1.14). Sa propriété antioxydante vient de sa capacité & interagir et & neutraliser les radicaux
hydroxyles (Borel et al., 1997, Shen et al., 1997).

Les enzymes antioxydantes

Différentes protéines possédent des propriétés antioxydantes et parmi elles, les superoxydes dismutases (SOD),
la catalase, la GPX (glutathion peroxydase) et les PRDX (peroxiredoxine) (Figure 1.15).

Les enzymes de type SOD, qui sont tres conservées dans les organismes aérobies, font partie des métalloprotéines.
Celles-ci peuvent étre classées en trois catégories : la Cu/Zn-SOD cytosolique (SOD1), la Mn-SOD mitochon-
driale (SOD2), et la extracellular-SOD (EC-SOD ou SOD3). Ces enzymes catalysent la réaction de dismutation
du superoxyde en oxygene et HoOs. Ce dernier, qui est beaucoup moins réactif et oxydant que le superoxyde,
peut étre pris en charge par d’autres enzymes telles que la catalase, la GPX ou les PRDX.

La catalase catalyse la réaction de dismutation de 'HyO5 en oxygene et en eau grace a la présence du fer dans
ces groupements hemes.

La GPX, dont l'activité dépend du sélénium et du glutathion, assure la transformation des hydroperoxydes
organiques de type ROOH en ROH. Pour ce faire, elle favorise et accélére la réaction entre le GSH et ’'HyOo,
ce qui forme du GSSG et de I'eau.

Les PRDX représentent une famille d’enzymes qui posseédent une activité peroxydase. Celles-ci sont régulées par
des interactions entre-elles (oligomérisation), des phosphorylations et la présence de molécules réactives et ont
pour substrat, ’'H,O5. Ces enzymes principales sont rarement localisées dans un seul compartiment cellulaire et
peuvent étre mobiles & I'intérieur de la cellule et pour certaines, dans le milieu extracellulaire. Il existe également
d’autres enzymes ayant des propriétés antioxydantes qui participent au maintien de I’équilibre redox. Lorsque
la cellule est soumise a des conditions de stress oxydatif, des génes codant pour des enzymes antioxydantes
telles que la HO-1 (heme oxygenase-1) et la NQO1 (NAD(P)H déshydrogénase quinone-1) sont exprimés et les
protéines sont produites. La HO-1 est une des isoformes de la heme oxygénase qui permet la dégradation de
I’héme en biliverdine, monoxyde de carbone et de fer. Son expression est induite suite a des stress oxydatifs et
représente un bon indicateur de ’état rédox de la cellule. Elle joue un réle d’antioxydant car elle est capable de
diminuer l'activité de la NAD(P)H oxydase, un complexe enzymatique de la chaine respiratoire mitochondriale
qui génere des anions superoxydes (Ryter and Choi, 2005). La NQO1 catalyse la réduction et la détoxification

des quinones qui peuvent provoquer un cycle redox et générer un stress oxydatif (Venugopal and Jaiswal, 1996).
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(ARE). L’oxydation des cystéines de BACH1 meéne & sa translocation cytoplasmique. Ces deux phénomenes

conduisent a 'activation de 'ARE.

Source : (Ray et al., 2012)
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1.4.4 La voie de signalisation de Nrf2

Comme nous l'avons décrit précédemment, la cellule réagit face a la production de molécules réactives en
activant ses systémes antioxydants ainsi que plusieurs voies de signalisation impliquées dans la réponse aux
stress oxydatifs. Brieévement, ces voies de signalisation/régulation sont : la voies de MAPK (mitogen-activated
protein kinase) '3, la voie des PI3K (phosphoinositide 3-kinase) 4, la voie de Nrf2 (nuclear factor-erythroid
2-related factor 2), la voie de Refl (redox factor-1) 15, la voie de p66Shc (SHC adaptor protein) 16, etc (Ray
et al., 2012).

La transcription de génes codant pour certaines enzymes antioxydantes telles que HO-1 et NQO1 est régulée
par une séquence nucléotidique d’amplification nommée ARE (antioxidant response element) située en amont
des sites d’initiation de la transcription de ces genes. Il a été montré que plusieurs phénomeénes endogenes ou
exogeénes qui génerent des molécules réactives, par exemple une incubation avec de 'HoOy (MacKenzie et al.,
2008) ou de larsenic (Reichard et al., 2007), activent la transcription de génes antioxydants via la séquence
ARE. Le facteur de transcription impliqué dans I'activation de la séquence ARE sous des conditions de stress

oxydatif est le facteur de transcription Nrf2.

N

En conditions normales, le facteur de transcription Nrf2 est séquestré dans le cytoplasme grace a sa liaison
avec la protéine Keapl (Kelch-like ECH-associated protein-1) (Itoh et al., 1999). La protéine Keapl intéragit
également avec une E3-ubiquitine ligase, la Cul3 (culline-3), ce qui permet 'ubiquitination et la dégradation
par le protéasome de Nrf2. Un stress oxydatif peut provoquer la dissociation du complexe Nrf2-Keapl a cause
de résidus de cystéines sensibles a 'oxydation présents sur la protéine Keapl, permettant 'ubiquitination de
celle-ci ainsi que la stabilisation et la translocation nucléaire de Nrf2. Dans le noyau, la protéine Nrf2 forme un
dimere avec une protéine Maf (Maf-F, Maf-G et Maf-K). Ce dimere se lie ensuite aux séquences ARE présentes
dans les promoteurs de génes codant des enzymes antioxydantes et permet leur expression (Itoh et al., 1999).
La liaison & ’ADN et l'activité transcriptionnelle de Nrf2 semblent dépendantes d’une cystéine présente dans
son domaine de liaison & I’ADN ainsi que de la sortie du noyau de la protéine Bachl (BTB and CTC homolog
1). La protéine Bachl bloque l'acces a la séquence ARE en s’y liant. Cette liaison est régulée par deux cystéines
sensibles a I’état redox. Les cystéines sont en effet sensibles a ’oxydation et une fois oxydées, peuvent engendrer

un changement structurel de la protéine (Figure 1.16).

Plusieurs recherches ont mis en évidence que Pactivité transcriptionnelle de Nrf2 était dépendante de p38MAFPK

mais aussi de PKC (protéine kinase C). p38MAPK

est capable de phosphoryler Nrf2, ce qui permet sa transloca-
tion nucléaire. Nrf2 semble impliqué dans la sénescence (Kapeta et al., 2010) car il est un facteur de transcription
important dans la réponse antioxydante mais il joue également un role dans la régulation de plusieurs sous-
unités du protéasome chez la souris. Il a été montré que 'activité de Nrf2 diminue au cours de la sénescence
et que l'invalidation de I'expression de cette protéine engendre a une sénescence prématurée. De plus, il a été
montré qu'un traitement continu induisant ’activité de Nrf2 permet d’accroitre la survie ainsi que la durée de

vie des fibroblastes humains (Kapeta et al., 2010).

13. La voie des Mitogen Activated Protein Kinase est décrite plus loin dans le manuscrit.

14. La voie des PI3K joue un rdle important dans la prolifération cellulaire et la survie en réponse a des facteurs de croissance,
des hormones, des cytokines etc.

15. Le Redox facteur-1 (Ref-1) est une protéine de 37 kDa qui facilite ’activité de liaison de Fos-jun & PADN. Cette protéine
joue le role de facteur de transcription et permet la réparation de ’ADN.

16. Les protéines p66Shc font partie de la famille des protéines adaptatrices Shc. Plusieurs isoformes existent, p66Shc, p52Shc et
p46Shc. Ces protéines sont de plus en plus étudiées dans le cadre du vieillissement.
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1.5 De la théorie des radicaux libres au concept de SIPS

En 1956, D. Harman formulait la théorie des radicaux libres qui stipule que le vieillissement — et les maladies
associées - est dii a 'accumulation de dégats causés par les ROS, ceux-ci étant a 'origine du « stress oxydatif »
(Gilca et al., 2007). Comme décrit précédemment, un certain nombre de facteurs, dont le stress oxydatif,
peuvent accélérer et/ou déclencher une sénescence prématurée. Ainsi, il a été montré que les FDHs cultivés
dans des conditions de culture cellulaire habituelles, c’est-a-dire sous 21 % d’oxygene (Oz), pouvaient réaliser
50 doublements de population cumulés (CPD (cumulative population doubling)). Cultivés sous 3 % d’Oa, ce
qui représente des conditions de culture plus proches des conditions physiologiques, les FDHs peuvent réaliser
20 CPD supplémentaires (Chen et al., 1995). A Dinverse, en hyperoxie (au dela de 20 % d’Os), différents
types cellulaires montrent une prolifération fortement réduite et réalisent moins de CPD (Horikoshi et al.,
1986, Horikoshi et al., 1991, von Zglinicki et al., 1995). Au dela de 50 % d’O2, une mortalité cellulaire apparait
(Horikoshi et al., 1991).

Les cellules en sénescence réplicative présentent une augmentation de la production en ROS ou une augmentation
des dommages liés aux ROS. De plus, les systémes antioxydants deviennent moins efficaces au fil du temps, ce
qui perturbe I’homéostasie entre les mécanismes générant des ROS et ceux permettant leur élimination. Les
ROS risquent alors d’endommager différents constituants cellulaires (protéines, acides nucléiques et lipides) (Lu
and Finkel, 2008). Il a été montré que I'exposition de différents types cellulaires & des stress oxydants d’intensité
sub-létale pouvait induire une sénescence prématurée, engendrant le concept de SIPS (Toussaint, 2000, Brack
et al., 2000).

1.5.1 La sénescence induite prématurément par les stress oxydatifs

Les modeles de SIPS utilisent des stress sub-létaux qui n’engendrent pas la mort cellulaire. Les stress oxydatifs
engendrant ’apparition de la sénescence peuvent étre de plusieurs types : aigus, répétés ou chroniques.

Les premieres observations a ce sujet ont été faites par I’équipe de T. Von Zglinicki en 1995, qui a découvert que
des fibroblastes humains WI-38 cultivés en hyperoxie (40 % d’Os) présentaient un phénotype sénescent aprés
seulement quatre doublements de population (von Zglinicki et al., 1995).

Ensuite, il a été montré que des fibroblastes humains incubés une fois avec une concentration sub-létale
d’'H302 (Chen et al., 2000) ou de fagon répétée avec du t-BHP (tert-butylhydroperoxyde) (Dumont et al.,
2000) entraient en sénescence prématurée. Plusieurs biomarqueurs de la sénescence étaient détectés & trois jours
apres le dernier stress : un arrét irréversible de la prolifération cellulaire, une morphologie étalée caractéristique

1WAFL yune augmentation de la proportion de cellules

de la sénescence, une augmentation de ’expression de p2
présentant une activité [-galactosidase associée a la sénescence, la délétion « commune » de TADNmt et des
modifications dans I’expression de certains genes associés a la sénescence. Il a été établi notamment grace a des
études transcriptomiques et protéomiques réalisées chez des fibroblastes humains WI-38 en sénescence réplica-
tive et en sénescence induite par le t-BHP ou ’éthanol que la sénescence réplicative et la SIPS présentaient
des caractéristiques communes mais également des différences (Pascal et al., 2005, Dierick et al., 2002). Depuis,
I’apparition de marqueurs suite a un stress oxydatif a été mis en évidence dans d’autres types cellulaires comme
les cellules épithéliales pigmentaires de la rétine (Yu et al 2009), les cellules endothéliales (Kurz et al., 2004) ou
les mélanocytes (Toussaint et al., 2000b).

De plus, la SIPS semble indépendante de la longueur des télomeres. En effet, les stress ne sont pas associés a un
raccourcissement « critique » des télomeres (Dumont et al., 2001) et les cellules exprimant la télomérase entrent
en SIPS (de Magalhdes and Toussaint, 2004).
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FIGURE 1.17 — Schéma représentant la forme immature du TGF-51. Le TGF-531 est synthétisé sous une forme
immature, liée de fagon covalente a une protéine nommée LAP. Cette liaison sera clivée lors de la maturation du
TGF-p1 et ces protéines resteront faiblement reliées par des ponts disulfures entre résidus cystéines. Une autre
protéine, nommée LTBP interagit avec celles-ci, ce qui forme un complexe nommé « Latent large complex » ou
LLC, lié a la MEC. Ce complexe permet de garder le TGF-£1 sous une forme latente et inactive, 'empéchant
ainsi d’interagir avec son récepteur.

Source : (Annes et al., 2003)
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FIGURE 1.18 — Schéma représentant différentes voies en aval du TGF-£1. Les voies de signalisation en aval du
TGF-p1 peuvent étre les voies des Smads, des Phosphatidylinositol-3-Kinases ou des Mitogen-Activated Protein
Kinases.

Source : (Reiner, 2011)
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1.5.2 Transduction du signal impliquée dans la SIPS

Pour étudier la voie de signalisation impliquée dans I’établissement de la SIPS, deux modeles de SIPS ont été
plus largement utilisés : le modele de SIPS induit par le peroxyde d’hydrogene (H302) et celui induit par les
ultraviolets de type B (UVB). Ces études ont permis de mettre en évidence une voie de signalisation générale
dans laquelle le Transforming Growth Factor 81 (TGF-31) et p38MAFK sont des acteurs clés.

L’implication du Transforming Growth Factor-81 dans la SIPS

Qu’est-ce que le TGF-817 Le TGF-31 a été décrit comme étant une protéine qui favorise la transformation
cellulaire (Souchelnytskyi, 2005). Le TGF-/31 est une cytokine qui joue un réle important dans le développement
et I’homéostasie des tissus. Il intervient dans la prolifération, dans la différenciation, la migration et I’apoptose
(Dijke and Hill, 2004).

Le TGF-p1 est tout d’abord synthétisé sous une forme immature, liée de fagon covalente & une protéine nommée
LAP (Annes et al., 2003). La liaison entre ces deux protéines sera clivée lors de la maturation du TGF-51 dans
I’appareil de Golgi mais elles resteront faiblement reliées par des ponts disulfures entre résidus cystéines. Une
autre protéine, nommée LTBP interagit avec celles-ci, ce qui forme un complexe nommé « Latent large complex »
lié & la MEC. Ce complexe permet de garder le TGF-/51 sous une forme latente et inactive, 'empéchant ainsi
d’interagir avec son récepteur (Annes et al., 2003). Le TGF-51 est représenté a la Figure 1.17.

Le TGF-f1 peut étre activé par différents mécanismes qui impliquent des protéines ou un stress (ROS). Ainsi,
les MMP 2 et 9 activent et libérent le TGF-/31 de son complexe en induisant la protéolyse de la forme latente (Yu
and Stamenkovic, 2000). Les ROS en modifiant les acides aminés du LAP engendrent également la libération et
Pactivation du TGF-£1 (Annes et al., 2003). Une fois activé et libéré de son complexe, le TGF-£1 peut interagir
avec des récepteurs spécifiques en membrane plasmique et initier des voies de signalisation.

Les récepteurs au TGF-£1 sont transmembranaires, contiennent des domaines sérine/thréonine et peuvent étre
de type I (TSR-I) ou de type II (TSR-II). En condition normale, les récepteurs sont regroupés sous forme de
dimeéres de méme type a la surface de la cellule. Lorsqu’un ligand potentiel se présente, il se lie & un dimere de
TBR-II, qui recrute et se combine & un dimere de TSR-I pour permettre l'initiation de voies de signalisation.
Cette combinaison est variable et dépend du ligand.

Les voies de signalisation initiées peuvent étre, par exemple, les voies de signalisation des Smads, des Phospha-
tidylinositol-3-Kinase (PI3K) ou des Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) (Annes et al., 2003). La voie de
transduction du signal majoritairement activée par le TGF-31 est la voie dite « des Smads ». Suite a 'activation
des récepteurs, les Smads 2 et 3 (R-Smads) sont phosphorylées par le TSR-I et s’associent ensuite avec Smad4
(Co-Smads). Le complexe Smad 2 ou 3/Smad 4 peut ensuite migrer dans le noyau ou il peut interagir avec
des facteurs de transcription ou lui-méme agir comme facteur de transcription. Les différentes voies en aval du

TGF-£1 sont représentées a la Figure 1.18.

L’expression du TGF-31 dans les cellules sénescentes Des perturbations dans ’expression du TGF-g1
ou dans les voies de signalisation qui sont en aval de celui-ci ont été rapportées dans différentes pathologies
comme le cancer ou la maladie d’Alzheimer (Das et al., 2006) et semblent jouer un role important dans la
sénescence.

Il a été montré que 'abondance en ARNm du TGF-£1 était augmentée dans les FDHs en sénescence réplicative
ou en sénescence prématurée induite par du --BHP ou de I’éthanol dans les FDHs WI-38, par 'HO5 dans
les FDHs IMR-90, par les UVB dans les FDHs dermiques (Pascal et al., 2005, Frippiat et al., 2001, Chainiaux

et al., 2002). 11 a également été mis en évidence, par immunofluorescence, une augmentation de ’abondance des
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FI1GURE 1.19 — Implication de la voie du TGF-31 dans I’établissement du phénotype sénescent mise en évidence
grace aux modeles de sénescence induite par ’'HoO5 ou les UVB chez les FDHs.

Ces stress peuvent activer la p38MAPK qui va alors activer le facteur de transcription ATF-2, ce qui va engendrer
Iexpression du TGF-p1. Le TGF-51 sera alors secrété sous sa forme latente. Ces stress peuvent engendrer le
passage du TGF-£31 de sa forme latente en sa forme active. Le TGF-(1 actif se lie aux récepteurs de type II, ce
qui permet le recrutement des récepteurs de type I et 'initiation des voies de signalisation.

Le TGF-f1 est responsable de lactivation prolongée de p38MAFPK  visible 72 heures apreés la fin du stress.
L’expression d’autres genes impliqués dans la sénescence et I’apparition de marqueurs de la sénescence sont
également dépendant de cette voie.

Le facteur de transcription p53 peut étre activé par la présence de dommages a ’ADN et/ou par p38MAPK,
p53 actif induit Pexpression de p21WAF! qui va inhiber l'activité de complexes CDK-cycline. Cette inhibition
engendre une hypophosphorylation de pRb et un arrét du cycle cellulaire a travers la séquestration du facteur
de transcription E2F. Les protéines Smad et les protéines ERK pourraient également participer a ce processus.

Source : (Debacg-Chainiaux et al., 2010b)
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formes latente et active du TGF-£1 dans les cellules en sénescence prématurée induite par les UVB, le t-BHP
ou I’éthanol (Debacq-Chainiaux et al., 2005, Debacg-Chainiaux et al., 2008).

La voie de signalisation du TGF-81 impliquée dans la SIPS Une étude plus approfondie des voies de
transduction du signal activées lors de la sénescence prématurée induite par 'HoO5 chez les FDHs IMR-90 a
permis de mettre en évidence 'implication du TGF-/1 dans I’établissement du phénotype sénescent. Un schéma
décrivant cette voie est présenté a la Figure 1.19. Dans ce modele de sénescence prématurée induite par les stress,

SMAPK gtait phosphorylé et activé. Ceci provoque

il a été montré que suite a un stress unique avec ’'HoO5, p3
Pactivation du facteur de transcription ATF-2 (activating transcription factor-2), régulant U'expression du TGF-
B1 et menant ainsi & une autre boucle de rétroaction positive. En effet, une fois secrété, le TGF-1 pourra se
lier et activer ses récepteurs, ce qui permettra de maintenir p38MAPK et ATF-2 actifs. Une boucle de rétroaction
positive existe donc entre 'expression de TGF-31 et p38MAPK (Frippiat et al., 2002). Le facteur de transcription
ATF-2 actif intervient dans Papparition de marqueurs de la sénescence. Lorsque ATF-2 est phosphorylé (actif),
il interagit avec pRb, qui devient alors hypophosphorylée, ce qui engendre une diminution de l'activité kinase de
CDK2 (Frippiat et al., 2001, Frippiat et al., 2003). ATF-2 et pRb sont nécessaires pour 'apparition des marqueurs
biologiques de la sénescence comme la morphologie caractéristique des cellules sénescentes, 'activité SA [-gal
et 'expression de geénes associés a la sénescence. En effet, le facteur de transcription ATF-2 permet également
I’expression de génes associés a la sénescence tels que les génes codant pour la fibronectine, I'ostéonectine,
I'apolipoprotéine J, etc. (Debacq-Chainiaux et al., 2010b). Il a été montré que l'inhibition de p38MAPK oy
d’ATF-2 par un inhibiteur chimique ou par des siRNA (small interfering RNA) empéche la surexpression du
TGF-51 et bloque 'apparition de la sénescence prématurée induite par 'HoOy (Frippiat et al., 2002).

Le TGF-S1 joue un role « actif » dans ’établissement du phénotype sénescent. En effet, il a été montré que
les FDHs IMR-90 ou dermiques incubés avec du TGF-51 entraient en sénescence prématurée caractérisée par
I’apparition de marqueurs de la sénescence tels qu’une morphologie caractéristique, une augmentation de la
proportion de cellules présentant une activité SA S-gal et une augmentation de I’expression de génes associés a
la sénescence, notamment les génes codant pour la fibronectine, ’apolipoprotéine J et l'ostéonectine (Frippiat
et al., 2002, Debacq-Chainiaux et al., 2005).

De plus, lorsque le TGF-31 ou son récepteur de type I sont inhibés par des anticorps neutralisants apres un
stress avec du H2Os, certains marqueurs de la sénescence n’apparaissent plus chez les FDHs. Il a été observé que
les protéines p38MAPK ot ATF-2, qui restent normalement actives pendant au moins 72 heures suivant le stress
et qui permettent ’apparition de marqueurs de la sénescence, ne sont plus phosphorylées apres les 72 heures
d’incubation avec les anticorps neutralisants. L’activation & court terme de p38MAPK est indépendante du TGF-
B1 mais celle & long terme, permettant ’apparition des marqueurs de la sénescence, en est dépendante (Frippiat
et al., 2002). Des résultats similaires ont été obtenus dans les fibroblastes du derme exposés de fagon répétée
aux UVB (Debacg-Chainiaux et al., 2005).

L’effet des anticorps neutralisants le TGF-£1 sur I’apparition des marqueurs de la sénescence n’est pas total, ainsi
l’arrét de prolifération ne semble pas liée au TGF-51. D’autres effecteurs jouent donc un réle dans I’apparition

du phénotype sénescent apres le stress.

L’implication des MAPK : r6le de p38MAPK

Comme nous lavons déja expliqué brievement, p38MAPK est impliquée dans I’établissement du phénotype
sénescent. Cette protéine semble jouer un réle fondamental dans la sénescence et cela a plusieurs niveaux
(Debacg-Chainiaux et al., 2010Db).
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FIGURE 1.20 - Schéma de la voie de signalisation de p38MAPK  Une variété de stimuli peut activer une cascade de
MAPK jusqu’a I’activation de p38MAPK  Cette cascade se compose de kinases avec des protéines activatrices (ex. :
GTPases), des MAPKKK (MAP3K) et des MAPKK (MAP2K). Cette cascade est une suite de phosphorylations
avec une MAP3K qui phosphoryle une MAPK2 qui, & son tour, phosphoryle p38MAPK Un certain nombre de
substrats ciblés par p38MAPK sont des protéines kinases, des substrats cytosoliques, des facteurs de transcription
et des protéines de remodelage de la chromatine.

Source : (Cuadrado and Nebreda, 2010)
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Qu’est-ce que les protéines « Mitogen Activated Protein Kinase » ? p38MAPK ERK (extracellular
signal regulated kinase) et JNK (c-Jun-N-terminal kinase) font partie du groupe de protéines kinases nommées
« Mitogen Activated Protein Kinase » ou MAPK. Ces protéines sont des sérine/thréonine kinases qui participent
a la régulation de nombreux mécanismes biologiques tels la prolifération cellulaire, la différenciation cellulaire,
I’apoptose etc.

Cette régulation se fait a travers des cascades de phosphorylation. Les trois principaux types de kinases im-
pliquées dans cette cascade sont les MAPKKK (mitogen-activated protein kinase kinase kinase), les MAPKK
(mitogen-activated protein kinase kinase) et les MAPK. Ces kinases, initialement inactives, ont besoin de une
ou plusieurs phosphorylations pour devenir actives. Typiquement, 'activation se fait grace & un motif de résidus
de type thréonine-x-tyrosine avec x qui peut étre un acide glutamique dans le cas des ERK, un acide aspartique
pour les BMK1 (big MAPK 1), une proline pour les JNK et une glycine pour p38MAFK. Pour étre actives, les
kinases doivent étre phosphorylées a la fois sur la thréonine et la tyrosine afin de stabiliser le domaine kinase
et de permettre son activité. Il a été mis en évidence que la phosphorylation de la tyrosine précede celle de
la thréonine in vivo et in vitro. Les MAPK sont activées par phosphorylation par des MAPKK qui sont elles-
mémes activées par phosphorylation par des MAPKKK. Les MAPK sont des kinases qui possédent de nombreux
substrats dont des facteurs de transcription, d’autres kinases, etc. et ont été décrites au niveau de la membrane
plasmique, dans le cytoplasme et dans le noyau (Pearson et al., 2001, Cuadrado and Nebreda, 2010).

Alors que les protéines ERK représentent les protéines clés dans la transduction du signal induite par des
facteurs de prolifération, p38MAPK et les protéines JNK semblent plutot impliquées dans la réponse cellulaire
aux stress (stress oxydatif, UV, etc.).

p38MAPK 1] 5 été montré que p38MAFPK était impliquée dans la réponse au stress oxydatif, ce qui lui confere
un role important dans la cellule. p38MAPK peut également étre activée par des facteurs de croissance, des
cytokines, des dommages & ’ADN, etc. La cascade de kinases menant & 'activation de p38MAPK est initiée par
de multiples acteurs tels que les protéines Rho GTPases, la protéine Rap, les protéines associées au récepteur
du TNF (TRAF (TNF receptor associated factors)) ou la protéine GADD45A (Cuadrado and Nebreda, 2010).
Ces protéines activent par phosphorylation des protéines de type MAPKKK telles que MEKK1, MLK3, ASK1,
TAK1 ou MEKK4. Ces kinases vont a leur tour phosphoryler des protéines de type MAPKK comme MKKS6,

8MAPK (

MKK3 ou MKK4. Ces dernieres vont alors activer spécifiquement une isoforme de p3 isoformes a, S,

B2, v et §). Les isoformes « et 8 sont exprimées de fagon ubiquitaires contrairement aux autres isoformes

qui sont caractéristiques de certains tissus. La protéine p38MAPK

, une fois phosphorylée, devient active et
est capable a sont tour de phosphoryler de nombreux substrats (Cuadrado and Nebreda, 2010). Parmi les
substrats, on retrouve majoritairement des protéines kinases et des facteurs de transcription. Un schéma des

8MAPK

voies de signalisation de p3 est représenté a la Figure 1.20.

Roéle de p38MAPK dans la sénescence 1l a été montré que p38MAPK

est activée dans la sénescence réplica-
tive et dans la sénescence prématurée induite par oncogéne ras ou par un stress oxydatif (Iwasa et al., 2003).
Plusieurs substrats (directs ou indirects) de p38MAPK ont été décrits comme étant impliqués dans la sénescence
avec, par exemple, les protéines de choc thermiques, Hsp-27 et Hsp-70 qui peuvent notamment jouer un role dans
les changements morphologiques. En plus de son implication dans I'induction de la voie du TGF-£1, p3gMAPK
est également impliquée dans l'arrét du cycle cellulaire de maniére indépendante du TGF-51. En effet, p53
peut étre phosphorylé par p38MAPK ce qui va engendrer I'expression de p21WAFL, Cette derniere va & son tour
inhiber les complexes cycline/CDK(1 ou 2) et permettre l'activation de la protéine de rétinoblastome, pRb, qui

séquestre le facteur de transcription E2F, empéchant ainsi la synthese de protéines de la phase S et bloquant le
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cycle en phase G1.

1.5.3 La SIPS in vivo?

In vivo, les cellules sénescentes s’accumulent avec ’dge dans les tissus (Dimri et al., 1995). Comme les organismes
sont constamment exposés a des stress, il est possible que ces cellules soient apparues in vivo non seulement
suite & un nombre élevé de divisions cellulaires mais également suite aux stress. Un argument dans ce sens
est la présence prématurée de cellules sénescentes dans certaines pathologies ou lors d’inflammation chronique
(Campisi, 2005, Jeyapalan and Sedivy, 2008). Ceci a été observé lors d’athérosclérose (Minamino and Komuro,
2002) et d’hyperplasie bénigne de la prostate (Castro et al., 2003) et d’ulcére veineux (Mendez et al., 1998).
Bien que les cellules sénescentes ne représentent qu’une minorité de cellules in vivo, elles semblent impliquées
dans le vieillissement tissulaire (Shay et al., 2000, Martin and Buckwalter, 2001). Récemment, il a été montré
chez la souris que la présence de cellules sénescentes était liée a I'apparition de désordres liés a I’age tels que
la sarcopénie, la cataracte et la perte de tissu adipeux (Baker et al., 2011). Il est proposé que cette interaction
entre les cellules sénescentes et le vieillissement des tissus et organes provient de la capacité sécrétoire spécifique

des cellules sénescentes qui sécrétent entre autres des cytokines pro-inflammatoires (Coppé et al., 2008).
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Chapitre 2

Les métaux

2.1 Les métaux et la biologie

En biochimie, les recherches ont montré que pas moins de 25 éléments chimiques essentiels sont indispensables
au métabolisme d’un étre vivant. A c6té des éléments organiques, représentés par le carbone, I’hydrogene, I’azote
et 'oxygene, une vingtaine d’éléments, dont 14 éléments métalliques, sont requis pour la vie, que ce soit chez les
unicellulaires ou les pluricellulaires, les végétaux ou les animaux. On estime qu’environ un tiers des protéines
lie un élément métallique qui sera essentiel a la fonction de celle-ci pour un roéle catalytique, régulatoire ou
structurel. La recherche sur les métaux en biologie s’est considérablement étendue dans les années 80 avec
la premiére conférence internationale sur la chimie bio-inorganique®. Depuis, de nombreuses découvertes ont
permis de comprendre certains mécanismes et certaines fonctions des métaux dans les systemes biologiques, ce
qui a engendré un intérét de plus en plus important de la part des biologistes pour la chimie bio-inorganique

dans la compréhension du vivant (Bleackley and Macgillivray, 2011).

2.2 Le classement des métaux

Le tableau périodique proche de celui utilisé de nos jours a été présenté pour la premiére fois par le chimiste russe
Dimitri I. Mendeleiev en 1869. Ce tableau classe les éléments chimiques en fonction de leur masse atomique, de
leur configuration électronique et donc en fonction de leurs propriétés physico-chimiques.

Actuellement, le tableau périodique standard comportent 118 éléments chimiques naturels et artificiels. Ces
éléments sont définis par un symbole, un numéro atomique (Z) et leur masse atomique.

L’organisation des éléments chimiques dans le tableau périodique est répartie en sept lignes nommeées périodes
et correspondant a une couche électronique et divisée en 18 colonnes nommeées groupes ou familles. Chacune de
ces 18 familles représente un ensemble d’éléments qui posseédent des propriétés spécifiques. Les éléments d’une
méme famille ont comme point commun le méme nombre d’électrons de valence c’est-a-dire les électrons présents
sur la derniére couche électronique (ou couche de valence) qui interviennent dans les liaisons chimiques.

Les éléments sont également classés selon leurs propriétés chimiques en dix séries. Ces séries sont les métaux
alcalins sans I’hydrogene, les métaux alcalino-terreux, les métaux de transition, les métaux pauvres, les mé-
talloides, les non-métaux, les halogénes, les gaz nobles, les lanthanides et les actinides (source : International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)).

Enfin, les 103 éléments chimiques naturels peuvent également étre subdivisés en deux catégories distinctes, a
savoir : la catégorie des métaux qui représente la majorité des éléments et la catégorie des non-métaux qui
sont fortement minoritaires. Selon les ouvrages, une troisiéme catégorie, appelée les métalloides regroupant des

éléments qui possédent des propriétés intermédiaires, est parfois signalée? (Appenroth, 2010).

1. La chimie bio-inorganique a été créée en 1962 pour faire le lien entre la biologie et la chimie inorganique et a ensuite fortement
évoluer dans les années 80 (met, 2008)
2. L’International Union of Pure and Applied Chemistry ou IUPAC ne reconnait que les termes de métal et non-métal.
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Groupe == 1 2 7 = - Ve 7 18
e Tableau périodique des élements
'
hydrogéne | <— nom de I'élément (gaz, liquide ou solide 3 0°C et 101,3 kPa) hélium
1 -~— numéro atomique 2
1 e 13 14 15 16 17
H ~— symbole chimique 1A VA VA VIA VIA He
1,00794 <— masse atomique relative ou [celle de