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Résumé

Chez les métazoaires, le controle de la prolifération cellulaire implique une combinaison
de signaux positifs et négatifs trés élaborée. En effet, les populations cellulaires doivent limiter
leur croissance, voire disparaitre, méme dans des conditions nutritionnelles non limitantes. On
peut mettre en évidence quatre types de controles au niveau cellulaire : la différenciation, la
quiescence, la sénescence et la mort cellulaire programmée (apoptose). La sénescence et
I'apoptose sont deux formes irréversibles d'arrét de croissance cellulaire. Les cellules
sénescentes peuvent survivre plusieurs semaines dans un état proche de la quiescence (Go), a
ceci pres qu'elles sont incapables de répondre aux facteurs de croissance. L'apoptose est un
phénomeéne beaucoup plus rapide, qui conduit a I'élimination de certaines cellules
surnuméraires ou néfastes pour l'organisme. Elle joue un role fondamental au cours du
développement. Un défaut dans le contrdle de I'apoptose pourrait étre a I'origine de pathologies
aussi diverses que cancer, SIDA et maladies neurodégénératives. Au moins une partie des
signaux conduisant a la sénescence et a I'apoptose sont communs. Par exemple, la protéine p53
est impliquée dans les deux processus. Nous avons mis en évidence que des changements dans
la biogenese et l'activité des mitochondries sont des événements précoces et irréversibles de
l'apoptose. Ces altérations mitochondriales sont sans doute liées & une production accrue de
radicaux libres. Un tel role déterminant de dysfonctionnements mitochondriaux et des radicaux
libres a souvent été évoqué comme un élément déterminant du vieillissement. Des déreglements
dans le contrdle du programme d'apoptose, peut-étre liés a des anomalies mitochondriales,
pourraient contribuer & maintenir en vie des cellules défectueuses ou au contraire a éliminer
des cellules qui ne peuvent pas étre renouvelées. De tels événements pourraient étre impliqués

dans le vieillissement normal ou pathologique.
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Summary

In metazoans, the control of cell proliferation involves a very elabrated combination of
positive and negative signals. Therefore, cell populations have to limit their growth and, in
some cases, to disappear even under non-limiting nutritional conditions. Four types of controls
restraining the size of somatic cell populations can be studied at the cellular level :
differentiation, quiescence, senescence and programmed cell death (apoptosis). Senescence and
apoptosis are two forms of irreversible arrest of cell growth. Senescent cells can survive several
weeks in a state close to quiescence (Go) but are unable to respond to growth factors. Apoptosis
is a very much more rapid phenomena leading to the elimination of supernumerary cells or of
cells detrimental to the organism. It plays a critical role during development and a defect in the
control of the apoptosis program is probably at the origin of various pathologies including
cancer, AIDS and neurodegenerative diseases. Some of the signals leading to senescence and
apoptosis are identical. For example, the oncossupressor p53 protein is involved in both
processes. We have observed that changes in mitochondrial biogenesis and activity are early
irreversible events in apoptosis. These mitochondrial alterations could be related to free radicals
production. Mitochondrial dysfunctions and free radicals has often been suggested to be crucial
events in aging. Thus, perturbations in the regulation of the apoptosis program, possibly
mediated by mitochondrial dysfunctions, could lead to the maintenance of damaged cells or,
alternatively, to the elimination of cells that cannot be replaced. Such events could be involved

in normal or pathological aging.

Key-words : Apoptosis, senescence, aging, mitochondria, free radicals.



Mort cellulaire programmeée et développement

La mort cellulaire programmée apparait comme un moyen mis en place au cours de
I'évolution pour éliminer certaines cellules indésirables. Elle joue un role fondamental au cours
du développement : de nombreuses cellules embryonnaires sont destinées a mourir [1] . Elle
permet d'€liminer dans certains cas des cellules non nécessaires (ex : la palmure chez les
vertébrés terrestres), et dans d'autre cas des structures dont le réle physiologique n'est que
transitoire (ex: la queue des tétards). Dans certains cas, les signaux inducteurs sont connus (ex:
dégénérescence neuronale chez les vertébrés ou l'absence de NGF est le signal qui provoque la
mort des neurones ne formant pas de synapse). Chez Caenorabditis elegans, l'approche
génétique a permis de montrer que les cellules condamnées expriment des génes qui participent
activement au processus d'apoptose (Ced-3, Ced-4). Si l'expression coordonnée de ces génes
est perturbée les cellules ne meurent pas. On a aussi mis en évidence un gene, Ced-9, capable
de bloquer 'apoptose. On sait maintenant que Ced-9 est I'homologue de 1'oncogeéne Bcl-2 qui
appartient a une famille de génes qui inhibent ou stimulent 1'apoptose [2] . Ced-3 est
I'homologue du gene ICE codant pour I'enzyme de conversion de l'interleukine I [3] . Ces
observations soulignent 1'origine évolutive lointaine du processus [4]

On distingue en général deux types de mort cellulaire sur des critéres morphologiques :
la nécrose et 'apoptose [S] . Lanécrose est caractérisée par un éclatement de la cellule; elle
est souvent considérée comme une mort provoquée par des agressions extérieures. L'apoptose
présente des caractéristiques morphologiques (condensation de la cellule) et moléculaires
(dégradation de la chromatine en fragments oligonucléosomiques) bien distinctes. Elle est
souvent assimilée a la mort cellulaire programmeée. Toutefois différents types de mort cellulaire

programmeée ont été décrits  [6, 7]

Mort cellulaire programmée et pathologies

La sélection du répertoire lymphocytaire exige que de nombreux thymocytes se
détruisent [1] . Par conséquent, un blocage du programme de mort cellulaire pourrait étre
responsable de certaines maladies auto-immunes. Par ailleurs il est bien établi que I'apoptose
joue un rdle fondamental a différentes étapes de la carcinogenése [8, 9] . Par exemple la
carcinogenese chimique fait intervenir deux étapes successives : la premicre est appelée
initiation tandis que la seconde est nommée promotion [10] . Les cellules ayant subi
l'initiation (initiées) ont souvent une activité apoptotique qui compense une activité
proliférative intense. Il en résulte une élimination de la plupart des cellules initiées. Une
inhibition de 1'apoptose pourrait étre responsable de 1'étape de promotion [11] . L'apoptose
peut aussi étre observée a d'autres stades de la progression tumorale. Dans les cellules
néoplasiques et méme dans certaines tumeurs malignes, les mitogénes continuent a controler la
prolifération cellulaire et l'apoptose. Toutefois les deux phénomenes sont déséquilibrés.

Certains geénes impliqués dans l'apparition des cancers agissent sur l'apoptose. La protéine



oncosuppressive p53 sauvage induit 1'apoptose dans plusieurs types de lignées transformées

[12, 13] . Cette action est apparemment la conséquence de dommages génétiques [14,
15] . Par ailleurs, plusieurs oncogénes (dont c-myc) semblent impliqués dans le
déclenchement de l'apoptose [16] . Au contraire, I'oncogéne Bcl-2 peut bloquer I'apoptose
dans différentes situations. Cette propriété est probablement impliquée dans le développement
du lymphome de Burkitt [17-19]

D'autres pathologies peuvent étre dues a un déclenchement inopportun de 1'apoptose. Par
exemple, l'infection par le HIV induit I'apoptose des cellules T et cette propriété pourrait étre
impliquée dans la pathologie du SIDA [20-22] . De méme certaines maladies dégénératives
du systéme nerveux impliquant une mort neuronale massive pourraient étre dues a un suicide

cellulaire. Ce pourrait étre le cas pour les maladies d'Alzheimer et de Parkinson.

Sénescence cellulaire et vieillissement

In vitro, les cellules animales ont le plus souvent un potentiel prolifératif limité. Apres
un certain nombre de générations elles cessent de se multiplier, acquierent un phénotype
sénescent et finissent par mourir [23, 24] . Les cellules sénescentes ont une morphologie
typique: elles sont trés étalées et présentent de nombreuses fibres de stress formées de
microfilaments d'actine (figure 1B). Elles sont capables de survivre plusieurs semaines, voire
plusieurs mois dans la boite de culture dans un état proche de la quiescence (G0), mais elles
sont incapables de répondre a un signal prolifératif [25] . Le nombre de doublements de
population que peut effectuer une culture cellulaire avant d'entrer dans la phase de sénescence
dépend de l'age du donneur et de I'espece (pour revue voir par exemple [26] ). Il est corrélé
négativement a l'age du donneur : les fibroblastes d'un tissu embryonnaire humain peuvent
effectuer environ 50 doublements contre une vingtaine pour des cellules extraites d'un tissu
adulte. Les cellules issues de patients atteints de syndrome de vieillissement prématuré (ex :
syndrome de Werner) effectuent quant a elles moins de dix doublements [27] . Le nombre
de doublements effectués par la culture est généralement en rapport avec la durée de vie
maximale de I'espece étudiée: 20 a 40 doublements chez les rongeurs (durée de vie maximum
de 3 a 5 ans), 50 & 60 chez 'homme (pour 100 a 120 ans) et 90 a 125 chez les tortues des
Galapagos (pour 175 a 200 ans). L'ensemble de ces données a conduit a penser que le
vieillissement des organismes pourrait au moins en partie étre dii au vieillissement individuel
des cellules qui les composent. Deux grandes théories s'affrontent pour expliquer la sénescence
cellulaire : celle qui postule qu'elle est le résultat de 1'accumulation d'erreurs ou de dommages,
et celle qui admet au contraire que la sénescence est un événement génétiquement programmeé.
Une des approches utilisées pour aborder cette question est 1'étude de cellules qui ont échappé

a la sénescence.



Figure 1 : Morphologie des cellules sénescentes et apoptotiques. A et B : cellules
embryonnaires de rat en culture primaire (A) ou en phase de sénescence (B). C et D : cellules
immortalisées par un virus SV40 portant une mutation thermosensible dans le géne spécifiant
l'antigene T a 33°C (C) et apres transfert 24h a 39,5°C (D).

Immortalisation cellulaire et cancer

Certaines cellules peuvent acquérir la capacité de proliférer indéfiniment in vitro. On dit
qu'elles sont établies en lignées, ou immortalisées. Trois types de cellules répondent a cette
définition [28] : 1) les cellules qui ont échappé spontanément a la sénescence in vitro (ex :
NIH3T3), 2) certaines cellules cancéreuses, 3) les cellules qui ont ét¢ immortalisées par

introduction d'un oncogene tel que I'antigene T du virus SV40. Dans ce dernier cas, I'expression



de l'antigeéne T semble suffisante pour immortaliser les cellules de rongeurs [29-31] , tandis
que l'immortalisation des cellules humaines nécessite un deuxiéme événement [32, 33]
(voir figure 2). En accord avec ces observations, le phénotype immortel est le plus souvent
récessif dans le cas des cellules humaines et 4 groupes de complémentation ont pu étre définis

[34, 35] . La premiere étape dans l'immortalisation des cellules humaines semble étre
l'inactivation par l'antigéne T des protéines p53 et pRb (protéines oncosuppressives qui
inhibent la transition G1/S lors de progression dans le cycle cellulaire). A la suite de cette
inactivation les cellules échappent a la sénescence, effectuent une vingtaine de doublements
supplémentaires avant d'entrer dans une phase appelée "crise" au cours de laquelle une
proportion de plus en plus importante de cellules meurent (par apoptose?). Seules quelques
cellules (a une fréquence d'environ 3.10-7) vont donner naissance a une lignée de cellules
immortalisée [36] . Au cours de cette phase, on observe une grande instabilité génétique qui
pourrait étre due au raccourcissement des séquences télomériques des chromosomes [37,
38]
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Figure 2 : Immortalisation des cellules humaines et de rongeurs. L'immortalisation des cellules
humaines se déroule en deux étapes. La premicre étape (sénescence) est une perte de la capacité
des cellules a répondre aux facteurs de croissance elle peut étre supprimée par I'expression de
I'antigéne T de SV40. La deuxieéme étape correspond a une phase de mortalité cellulaire intense
qui compense la prolifération. Dans le cas des fibroblastes de rongeurs l'expression de
I'antigéne T de SV40 est suffisante pour induire 1'immortalisation. D'aprés Shay et al.  [32]



L'immortalisation cellulaire est souvent considérée comme une étape dans la progression
tumorale [10] . Toutefois il convient de noter que toutes les cellules tumorales ne sont pas
immortelles et toutes les cellules immortelles ne sont pas tumorales. On doit donc considérer
I'immortalisation cellulaire plutét comme un facteur de risque que comme une étape obligée
dans la voie qui mene a la cancérisation [39] . Néanmoins, il faut souligner que l'acquisition
de I'immortalité in vitro nécessite 1'inactivation de génes suppresseurs de tumeur (p53 et Rb1)
qui sont souvent mutés dans les cellules tumorales.

Contrairement a ce que 1'on pourrait penser, la mortalité des cellules somatiques pourrait
constituer un avantage pour l'organisme. Puisqu'elle est universelle, la mortalité des cellules
somatiques est probablement une acquisition évolutive trés ancienne, remontant a I'origine des
métazoaires. Selon toute vraisemblance cette propriété représente un gain de fonction par
rapport a l'immortalité qui caractérisait les ancétres unicellulaires des métazoaires actuels

[40]

Sénescence ou apoptose?

En collaboration avec I'équipe de J. Feunteun (IGR, Villejuif) nous avons entrepris 1'étude
des événements responsables du maintien ou de la perte de 1'état immortalisé. En utilisant des
lignées immortalisées par un virus SV40 portant une mutation thermosensible dans le gene
spécifiant 'antigéne T, nous avons suivi les effets causés par la perte de I'é¢tat immortalisé
lorsque I'antigene T est inactivé par élévation de la température a 39,5°C. Dans ces conditions
les cellules arrétent de proliférer mais leur morphologie (figure 1D) est différente de celle de
cellules sénescentes (figure 1B). Une analyse détaillée montre qu'elles s'engagent dans un
processus d'apoptose [41] . L'apoptose est associée a la dissociation du complexe formé
entre 'antigéne T et la protéine onco-suppressive protéine p53 et 'activité de cette protéine
peut alors s'exercer [41,42] .Le maintien de I'état immortalisé passe donc par une inhibition
de l'apoptose. Ainsi, l'antigeéne T de SV40, en inactivant la protéine p53 peut empécher la
sénescence cellulaire mais également l'apoptose. Pourquoi la libération la protéine p53
s'accompagne-t-elle de la mort de la cellule et non pas seulement d'un arrét de prolifération,
d'une entrée en sénescence? En effet, dans bon nombre de modeles cellulaires la surexpression
de cette protéine se traduit uniquement par une inhibition de la progression dans le cycle
cellulaire.

Un certain nombre de données suggérent que I'apoptose peut résulter d'un conflit entre
les signaux que regoit la cellule (un signal de prolifération et un signal d'arrét de prolifération)

[43] . Ainsi, le facteur de transcription E2F (régulateur positif de I'entrée en phase S) et p53
cooperent pour provoquer l'apoptose. Ces données permettent de supposer que l'entrée des
cellules en apoptose a 39,5°C serait la conséquence de l'apparition d'un signal négatif (la

protéine p53 libérée du complexe avec LT) tandis qu'un signal positif -déja présent a 33°C-



serait maintenu. Il se pourrait aussi que ces cellules présentent certaines modifications
physiologiques ou certains réarrangements génétiques pergus comme des dommages
génétiques. En effet, il semble que la protéine p53 entraine I'apoptose de cellules présentant des
dommages génétiques [14, 15] . Quoi qu'il en soit, ces résultats montrent que
I'immortalisation est associée non seulement a une stimulation dérégulée de la prolifération,
mais aussi a une inhibition de I'apoptose. Cette inhibition de 'apoptose pourrait étre nécessaire
pour franchir la deuxiéme étape ("crise") décrite plus haut. Ce résultat permet aussi de suggérer
que le caractére immortel de nombreuses cellules cancéreuses résulte de leur aptitude a

échapper a l'apoptose qui est sélectionnée lors de la progression tumorale.

Apoptose, sénescence, vieillissement et mitochondries

Nous avons observé que l'engagement dans l'apoptose s'accompagne d'un défaut de
maturation des protéines mitochondriales synthétisées dans le cytoplasme [44] , d'un arrét
de la traduction mitochondriale et d'un découplage des phosphorylations oxydatives associés a
une chute du potentiel de membrane mitochondrial (DYm) [45] . Cette chute de potentiel
est un événement précoce du processus d'apoptose (figure 3). En collaboration avec I'équipe de
M.L. Gougeon (Institut Pasteur), nous avons montré qu'au cours de I'apoptose de thymocytes
immatures, modele classique pour 1'étude de I'apoptose, une chute du DYm s'observe aux
phases précoces du processus [46] . Un résultat similaire a aussi ét¢ obtenu en étudiant
l'apoptose de lymphocytes in vivo [47] . Par ailleurs, les données concernant I'oncogene
Bcl-2 soulignent le role de la mitochondrie dans l'apoptose. Deux observations soutiennent
cette hypothése. En premier lieu, les propriétés anti-apoptotiques de Bcl-2 nécessitent son
ancrage a la membrane mitochondriale externe [48] . En second lieu, la protéine Bcl-2
semblent agir en protégeant la cellule de l'action des radicaux libres produits par la
mitochondrie [49, 50] . Une relation entre les radicaux libres et chute du DYm peut étre
établie dans la mesure ou une accumulation de radicaux libres provoque une peroxydation des
lipides membranaires mitochondriaux pouvant entrainer une chute du potentiel. Inversement,
il est possible d'envisager que la chute de DYm s'accompagne de la production d'especes
oxydantes réactives. Cette derniere hypothése est confortée par le fait que les inhibiteurs de la
chaine respiratoire peuvent induire la mort par apoptose de différentes cellules [51]

Il a cependant ét¢ montré que Bcl-2 peut bloquer 'apoptose, induite par carence en
facteurs de croissance, de cellules dépourvues d'ADN mitochondrial (cellules r0) [52] . Ces
expériences montrent que dans ces cellules, qui ont subi une sélection complexe pour survivre
en absence de respiration, l'activité anti-apoptotique de Bcl-2 peut toujours s'exercer.
Cependant, elles n'excluent pas la possibilité que 'activité anti-apoptotique de Bcl-2 est liée au
DYm. Nous avons obtenu et étudié des cellules r0. Bien qu'étant déficientes pour la respiration,
elles contiennent des mitochondries qui maintiennent un DYm proche de la normale [53,

54] , probablement en important I'ATP fourni par la glycolyse grace au translocateur



ATP/ADP. Par ailleurs, il a ét¢ montré que des cellules dépourvues de noyau peuvent elles
aussi subir I'apoptose et étre sauvées par Bel-2  [55] et que les cellules dépourvues d'ADN
mitochondrial deviennent résistantes a l'apoptose induite par le TNF [56] . Enfin, les génes
Ced-9 (homologue de Bcl-2) de C. elegans et C. biggsae sont transcrits sous la forme d'un
messager polycistronique qui contient aussi le mRNA du cytochrome B560 [2] . Les génes
spécifiant Bcl-2 et le cytochrome B560 sont donc co-exprimés, ce qui suggere qu'il existe entre
eux un lien fonctionnel. De plus, le cytochrome B560 appartient au complexe II qui est
entiérement constitué de protéines codées par les génes nucléaires. Ce cytochrome peut donc
exister dans des mitochondries de cellules 10. Il reste a déterminer si de telles mitochondries

produisent des radicaux libres et si elles subissent une chute de DYm pendant I'apoptose.
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Figure 3 : Cinétique des événements observés au cours de 'apoptose de cellules immortalisées
par un mutant thermosensible de I'antigéne T de SV40. DYm : chute du potentiel de membrane
mitochondrial; ADN: fragmentation de 'ADN; M.P.: perte de l'intégrit¢ de la membrane
plasmique. D'apres Vayssiere et al.  [45]

De nombreux travaux suggerent que le vieillissement normal ou pathologique fait
intervenir les radicaux libres et des altérations mitochondriales (voir par exemple [57-66] ).
Ces observations pourraient s'expliquer, au moins en partie, par une perturbation dans le
controle du programme d'apoptose. Si des cellules endommagées ne peuvent plus entrer en
apoptose, cela pourrait conduire au vieillissement de 1'organisme. Inversement, une perte
progressive par apoptose de certaines cellules (en particulier les cellules post-mitotiques)
pourrait entrainer une dégénérescence du tissu, comme cela a ¢ét€¢ observé dans certaines

maladies neurodégénératives (telle la maladie d'Alzheimer). La recherche d'agents capables de

10



moduler spécifiquement l'apoptose de certains types cellulaires apparait donc maintenant
comme une voie de recherche thérapeutique de premicére importance. Les mitochondries

pourraient étre une cible pour de tels agents.

En conclusion la sénescence et I'apoptose sont deux formes irréversibles d'arrét de la
prolifération cellulaire. Certains des signaux conduisant a ces deux processus sont communs.
Des déréglements du contréle de 1'apoptose pourraient étre impliqués dans le vieillissement

normal et pathologique.
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