Mort cellulaire et biologie
cellulaire du vielllissement
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Mort cellulaire

Nécrose cellulaire : processus non programmeé
dépendant d’un processus pathologique :
infection, ischémie
Inflammation autour

Apoptose et autophagie . processus regules
Pas d’'inflammation

Ubiquitination ——  Dégradation intra-cellulaire des protéines

Autophagie / Dégradation intra-cellulaire des organelles

.
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Apoptose et autophagie

agy ..

Lignée tumorale traitee par  Lignée tumorale traitées
Un agent apoptotique (Fas L)  par un agent anti cancéreux (tamoxifene)

Aspect d’autophagie dans les cellules en voie de mort
Trop d’autophagie — mort cellulaire ?
Pas de preuve de cause a effet



Apoptose : physiologie

 Developpement : elimination tissu
interdigitaux

 Immunologie : élimination des
lymphocytes reconnaissant le sol dans la
circulation

 Elimination des cellules infectées ou
endommageées



Apoptose : caspases

» Apoptose = mort cellulaire dépendant des caspases activéees
* Protéases hydrolysent des protéines comportant

un acide aspartique .

* Cibles :

~ Molécules impliqguées dans la réparation de I’ADN:

Endonucléases:
- - CAD (Caspase Activated DNAse), ...

Protéines nucléaires:
- laminines, ...

Composants du cytosquelette
- [B-caténine, filaments d’actine FAK, ...



Apoptose : fragmentation de 'ADN

histone —

endonucléases
Ca2+/M g2+
Dépendantes

Caspase
Dépendante
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Nucléosome

ADN de liaison
(200 paires de bases)

1- Cellules normales,
ADN intact, de haut
poids moléculaire

2- Cellules apoptotiques,
ADN fragmenté
(200pdb)

3- Cellules nécrotiques,
ADN dégradé.



Caspase et fragmentation de 'ADN

CAD est une endonucléase Mg2+ dépendante :
Caspase-Activated DNAse
ICAD est son inhibiteur.
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Activation des caspases

Caspases activées par une autre caspase activée ou par une autre protéine

Pro-caspase inactive
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Apoptose : les deux voies
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Voie externe: récepteurs de la mort

Caspases
Death domain DD effectrices Caspa_ses
permettant la reconnaissance effectrices
De protéines adaptatrices l l

qui vont lier les caspases
Apoptose Apoptose



Mitochondrie

Modification de la perméabilité membranaire ® relargage de certaines
protéines

AlF ‘

| —> Apoptose

Cytochrome C




Relargage de la mitochondrie

2 familles de protéines liees a la membrane des mitochondries : bax et bcl

e Capables de former de homo ou héterodiméres

» Ratio bax/ bcl determine la perméabilité de la membrane de la mitochondrie
® le relargage de AlF et cytochrome ¢

Cytochrome c se lie a Apaf 1
B3 qui recrute caspase 9
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Résumé apoptose

Facteurs de croissance
Stimuli passant par et de survie cellulaire
la mitochondrie Q
A

Stimuli passant par les
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Inhibiteurs physiologigques de
I'apoptose

IAP : familles de protéines qui peuvent bloquer I'apoptose
chez le baculovirus.

Redondantes

Similitude biochimique (BIR domaine)

Survivine présente uniguement dans les cellules des tissus
en développement et les cellules cancereuses

XIAP : Inhibe directement les caspases 3, 7 et 9

Pourraient étre des cibles de traitement anti cancéreux mais ..
Pas de modification chez souris invalidées pour XIAP,
pas de liaison clinique claire



P 53 proteine pro-apoptotique

Effecteur pro-
apoptotique
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Apoptose et cancer

Diminution du nombre de cellules apopotiques dans les
tissus cancéreux

Participe autant qu’une prolifération excessive a la survenue
des cancers

Augmentation de I'expression de bcl dans les tissu cancéreux :
role d’oncogene

Diminution d’expression de p53

Apoptose des cellules : cible des traitements anti-cancéreux



Mutations danslestumeur s humaines

L 'analyse moléculaire des mutations somatiques preésentes dans les tumeurs a révéé que de nombreux
genes agissant sur les voies de signalisation et d'exécution de |'apoptose sont affectés danslestumeurs.

Hémopathies malignes
Tumeurs solides

Fas
/ Lymphomes\
Neuroblastomes Caspase-8 NFkB
ol AP2 Neuroblastomes
Cancers J
du sein ' Cytochrome C 1
TMSL —— ’gj . 4%?)\ —> Caspase9 —> Caspase-3
AN Apaf-1
Mélanomes
métastatiques

p53 —— Bax —1 Bcl-2

50% des Cancers Lymphomes
cancers digestifs folliculaires



Apoptose et viellissement

e Lien avec le systeme nerveux: apoptose
des neurones augmente avec l'age

 Augmentation des cancer avec l'age :
manqgue de défense apoptique



Vielllissement : généralités

« Duree de vie differente suivant les especes

» Ressemblance familiale de la durée de vie
(familles de centenaires)

» Maladie humaines dues a des mutations dans
un seul gene responsable de vieillissement
acceleré

— control génetigue du vieillissement

Vielllissement et « environnement » :I'accumulation
des radicaux libres



Biologie du vielllissement : plan

e Les télomeéres
* Les maladies humaines monogéniques
 Environnement : Les radicaux oxydes



Biologie du vieillissement : les modeles (1)

e Modele in vitro

* Prolifération cellulaire varie en fonction de
I'age du donneur : modele cultures de
fibroblastes = sénescence réplicative ou
modele de Hayflick

 Nombre de cycles de replication // durée
de vie



Biologie du vieillissement : les modeles (2)

e Modeéeles animaux in vivo

 Maladies humaines monogenigue avec
vieillissement premature

 Modeles de souris invalidées pour un
gene ou de race de souris avec
vieillissement prémature



Télomeres : rappel
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Structure des télomeres

Teélomeres : hétérochromatine constitutive : présence de protéine
HP1 et histone H3 méthyles. Séquence réepetee TTAGGG

En I'absence de télomérase, raccourcissement de 15-50 nucléotide
/an

Telomérase = reverse transcriptase, présente dans les cellules
germinales cancéreuses et souches

TRF1 et 2 complexes protéigues comprenant des protéines ayant
aussi un role dans la stabilité et la reparation de ’'ADN et encadrant
les séquences repétées



Télomérase

Htert : reverse transcriptase synthétise
le brin 3'-5’
grace a une amorce d’ARN

Cc Telomerasa
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Tallle des téloméres et sénescence

— Germ  — Somatic — Premature ageing
line cells syndromes

@
&

Telomere length

Health

Disease

Age

Copyright © 2005 Nature Publishing Group
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Pas assez de telomérase — Raccourcissement des télomeéres avec |I'age dans les
cellules somatiques — Altération ADN, instabilité géenétique



Role de la télomerase in vivo

e Souris invalidées pour le gene de la
telomeérase

— Longévite diminuée
— Perte de fertilité

— Atrophie de plusieurs tissus, insuffisance
renales

— Moins de cancer (# vieillissement chez
'homme)

— - de p53 dans les tissus



Sénescence cellulaire et telomeres

*Transfection fibroblastes avec htert
— plus de sénescence, cellules immortelles

« Diminution des téloméres —
- p53 car reconnu comme cassure ADN —
arrét du cycle et apoptose



si lésion de 'ADN
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Synthese p53_
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p21
facteur de transcription 0 {’%
T

_ Promoteur d*un gene impliqué
Ralentissement du cycle  gans Ia réplication ADN



CDI = CDK inhibiteur et sénescence

TGFB -
sénescence AMPc
Inhibition nescence
TGFB ? de contact |Quiescence ?
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Sénescence, cycle cellulaire et
teloméres

e cellules sénescentes.:
— pl6 (CDI) -
— P19 2"~ ® inhibition de MDM2 qui inhibe p 53

o Sitransfection htert + inactivation de pl16 — toutes
cellules immortelles



Génes suppresseurs de tumeur,
sénescence et telomeéres

e Certaines cellules peuvent surmonter la
« barriere » p53 et sont en « crise » =
instabilité génétique importante ®
apoptose.

« Si adjonction télomérase (immortalisation)
+ oncogene ® cancer



Téloméres : Cancer et sénescence

Telo Arrét de prolifération.
{Sénescence réplicative des celrles
Barrigre p53- somafigues humaines, L
télomérique

Avoptose

Instabilité génétique élevée

Crise - »  (Cellules post-sénescentes humain&s,\
Télomérase ON-HTERT v - + mutations .

s Apoptose transf?rrgintes Cancer
ALT ' Immortalisation (Ras, IN _a )
Saey » (Cellules post-crise humaines,

— cellules somationes humaines exprimant hTERT,




Structure de TRF2 et de la telomérase

Ch TRF:? comple

RO TFF2 [teresd o

WRN= syndrome de Werner
ERC =Xeroderma pigmentosum
ATM =ataxie telangectasie

TRF2

Primordial pour protéger
le simple brin.

Nombreuses protéines
impliqguées dans la
réparation des régions
téelomeriques et non
telomeriques de I’ADN



Maladies humaines monogenique
et vielllissement prematurée



Syndrome de Werner
vielllissement prématuré

Homme de 37 ans atteint de syndrome de Werner



Syndrome de Werner
vielllissement prématuré
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Taking its tall, As a teenager (left) this
Japanese Armetican looked normal, bt
by age 48, the effects of Werner's syndrome

were readily apparent. [Image credit: Willian
and Wilkens Publishing Inc ]

Mutation d’une hélicase
Qui est necessaire au
Déroulement de

L’ADN durant sa réparation



Progeria (Hutchinson-Gilford progeria)

e Autosomale dominante tres rare
(1/8.109) 100 cas rapportés

e Diagnostic vers 2 ans, o il |
vieillissement trés accéléré : perte '. ’ o
des cheveux, rides,arthrose. Mort &4 A
vers 13 ans d’insuffisance A7 |
cardiague (pas de cancer) ,

« Mutations dans le gene de la
lamine A : LMNA




Lamines et vielllissement

| Anticorps
anti lamine

Sujet normal Sujet atteint de progeria

B noyau

«« Fragilité nucléaire » — mort cellulaire



Environnement et
vielllissement



Restriction calorigue et vielllissement
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Restriction calorique et
vielllissement : mécanisme

Diminution @
Diminution ©
Diminution ©

Diminution ©

es degats oxidatifs

es produits de glycations
es fonctions reproductives
es taux d’'IGF



Restriction calorigque et production
de radicaux libres chez le rat vieillissant
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Radicaux libres et leur cibles

» Radicaux libres de I'oxygene : O, _ Anion
superoxide

 O,+2H* ; H,0, = peroxyde d’hydrogene
 OH - =Radical hydroxyle. Le plus réactif

Lipides : diminution de la fluidité des membranes
ADN : oxydation des bases — lésions
Proteine : inactivation de certaines enzymes



Radicaux libres : production et défenses

Génération

Transport d’électron de la mitochondrie
B oxidation des acides gras dans les peroxysome
Cytochrome P450

Les phagocytes activés

Défenses

Superoxyde dismutase (SOD): transforme O-, en H,0,
Glutation peroxydase : convertit H,0, en H,O

Radicaux scavenger hydrophiles acide ascorbique (vitamine C)
Radiacaux scavanger lypophiles (tocophéroles (vitamine E),
Flavonoides, carotenes

Glutathion reductase




Super oxide dismutase et durée de vie
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Chez la drosophile la sur expression de la SOD1
dans les neurones augmente la durée de vie



Radicaux libres et sénescence

* Vieillissement = plus de dégats dus aux radicaux
libres :
— Diminution des systemes de défense avec l'age ?

— Production plus importante avec I'age de radicaux
oxydes?

* Vieillissement = conségquence de altérations des
macromolécules par des reactifs oxygenes.



Télomeéres et antioxydants : le lien in vitro

* Les lésions de 'ADN dues a son oxydation
peuvent étre responsable du raccourcissement
des telomeres et du phénomene de sénescence
replicative in vitro

* Expériences:
— Exposition breve a I'H,0,
— Culture avec 40% d’O2
3

— Diminution de longueur des télomeres
— Arrét de croissance



Vielllissement une théorie générale

Replication Oxygen

\ free radicals
Telomere
shortening
Effector signals
Irreversible

growth arrest




Le vieillissement est il inéluctable?

cerouget de roche
a 205 ans

Mortality rate

Latortue atrois orteils
se reproduit jusqu’a 70 ans

0.1
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Augmentation exponentielle de la mortalité avec I'age (modele)
Diminution de la mortalité apres 80 ans (observe) survivant « sain »

Diminution de la mortalité aprés 110 ans (espéré)



Stem cell
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@ Presenescent Cell
/ \ DMA Damage Signals

Telomeric Mon-Telomeric Oncogenic/Mitogenic
Signals Signals Signals

\ / Undefined Stress Signals

Senescent Cell



Liaison p53 et Rb :
si lésion de TADN
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Telomeric signals

PML, Seladin-1

MNontelomeric signals

pRE

Senescence

Mentelomeric signals



Onoogenas Tumour supprassors
(Bel2, Akt-1) (ps3, Pten)

t Autophagy

.

Removal of damaged
proteinsforganalles
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