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I. MORT CELLULAIRE

1. Types de mort cellulaire

Schématiquement : 4 types de mort cellulaire
Définition par changements morphologiques spécé&gju

1 Nécrose :

Seul type de mort cellulaire dans laquelle les mamds (cytoplasmique et celles des organelles) vor
étre rompues. La cellule va gonfler. On a une vhlsation, une dégénérescence des organelles et |
gonflement des mitochondries. La chromatine n'emt ppécialement dégradée autours de la membra
nucléaire.

Tout le contenu de la cellule est relargué (++#¢xérieur de la cellule aboutissant a destructiartissu
autour de la cellule® une réaction inflammatoire.

Mort accidentelle, aléatoire, fonction d’un événetrextérieur a la cellule

2 Apoptose :

La membrane plasmique forme des vésicules = blebsrps apoptotiques lorsqu’ils s’individualisent
(comprennent des fragments de noyau et de cytoplasm

La chromatine se condense autour de la membramspéct de 'ADN nucléaire se fait sous forme
d’échelles d’ADN lors de sa migration sur un gelghrose

C’est une mort programmeée, un mécanisme actif gpédd des caspases.

Aucune inflammation car pas de relarguage a I'eetiérde la cellule.

3 Autophagie :

C’est une fagon pour la cellule de survivre dangnvironnement défavorable. Aboutit a mort celkilse
prolonge.
Nombreuses vésicules autophagiques plus ou magirsegl Il y a condensation partielle de la chroneati
mais pas de formation d’échelles d’ADN. L'autopleagst indépendante des caspases.

4 Sénescence :

Arrét de la réplication qui aboutit a la mort deckllule. Changement morphologiques minimes (plus
d’hétérochromatine ; cytoplasme est amoindri, esgioe d’enzyme a activife Gal).

- la nécrose cellulaire: processus non programmé dépendant d’'un procesdghelogique : Infection
ischémie, inflammation

- apoptose et autophagigorocessus régulés sans inflammation.

- Quand on veut dégrader des protéines anormalesy@ns :
- l'ubiquitination : fixation ubiquitine & une protéine, qui sera @élgre pades protéases dans le
protéasome a pH neutre.

- lautophagie : la cellule dégrade a l'intérieur d’elle-méme @estéines et organelles entiéres



Différence entre les 2 : pendant l'ubiquitinatidm’ a pas de membrane qui sépare le protéasome
reste de la cellule alors que pendant 'autophdgiprocessus de dégradation s’effectue dans dedraees
a l'intérieur de la cellule.

2. Autophagie: survie cellulaire
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L’autophagie est un processus de survie cellulgitiese déclenche lorsque la cellule n'a plus déefas
de croissance, ou de nutriments.

Morphologie : matériel cytosolique va étre détrGie matériel (fragments de mitochondries, de Go)jge.
met a l'intérieur d'une membrane provenant du RE’isble donnant I'autophagosome. Il fusionne awec
pré-lysosome et devient un autolysosome. Le maestedégradé par phosphatases acides = libéeatidas
aminés, acides gras ..., qui vont servir a synthéseodo et permettre la survie de la cellule. (= btoyge
dégrader les « vieilles choses » pour en fairecdeelles)

Lorsque dépasse son réle = mort cellulaire par-digfestion.



3. Apoptose

3.1. Physiologie

3 exemples :

- au cours du développement : éliminer les tissumgont pas nécessaires.
Ex : mains d’un feetus = élimination du tissu interdigita

- immunologie : pour éliminer les lymphocytes quiagecaissent le soi (acquisition du répertoire),

- éliminer les cellules infectées, cellules endomreagé

3.2. Caspases

Dépend des caspases = protéases qui hydrolyseptatémes aprés un acide aspartique.
Elles entrainent

une diminution des protéines impliquées dans laredon de 'ADN.

l'activation d’'une endonuclease appe@&D (caspase activated DNAse).

la destruction de protéines nucléaires laesines

la destruction de composants du cytosquelditeaténine, filament d’actine, FAK,...

= Destruction des structures indispensables au reaidg la morphologie et de la structure cellulaire.

3.3. Fragmentation de I'ADN apoptotique

Nucléosome = 200pb (enroulement ADN autour detomés). L'endonuclease clive 'ADN entre les
nucléosomes donc en fragments qui sont des mdtg#e200pb = aspect eréehelles »(alors que lors de
nécrose, 'ADN est coupé de facon aléatoire = dspre& smear »).
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Caspase
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Endonucléase

} Nucléosome

ADN de laison
(200 paives de bases)

3.4. Activation des Caspases

Les caspases dans la cellule ne sont jamais & #ét@é : elles sont a I'état de pro enzympre caspase

inactive.
Il faut que ce soit une autre caspase, ou une prdtéine qui les active : cela consiste a cliagpdrtie NH
terminale (= pro domaine).



Les deux parties centrales peuvent alors se liedes: liaisons ponts di-sulfure SH--SH aux parG&OH
terminales: ce sont des homodimeres

Pro-caspase mactive

HN | cooH

| Cys |

Caspase active

= Doncnécessité d’un clivage pour étre actives

3.5. Apoptose: les 2 voies

- Voie « interne » ou voie de la mitochondrie:
La mitochondrie libere daytochrome Cqui induit le facteuAPAF 1 qui se lie a uneaspase 9Un autre

facteurAlIF (Apoptose Inducing Factor : AIF est une protéind’éspace inter membranairegt la caspase
9 vont étre capable d’activer les caspases eftesti3, 6 et 7

- Voie « externe » :

Signal extra-cellulaire. Intervention d’'un réceptda mort. Ce sont des récepteurs transmembrarmpires
fixent un ligand et qui possedent dans leur domaima cellulaire un domaine de mort. L’inter donsi
permet la reconnaissance de la protéine adaptatride les caspases et les activent.

‘yand

N

DD

FADD

Caspases i
Death domain DD effectrices Caspases
permettant la reconnaissance effectrices
De protéines adaptatrices l l
qui vont lier les caspases

Apoptose Apoptose

2 principaux récepteurs de la mort :

- Récepteur du TNF

- Récepteur Fagq FasL = ligand)
Ces récepteurs ont le méme domaine. lIs lient degipes adaptatrices FADD et TRAQpas important
détails) capables de lier la pro caspase 8. Dés quealrdigst lié au récepteurastivation de la pro

caspase inactive en caspase active.



3.6. Relargage de la mitochondrie

Sa permeéabilité va changée
Il existe deux familles de protéines liées a la tmeme des mitochondries :
- BAX : protéines de la mort (pro apoptotique) :
- BCL : protéines de la survie (anti apoptotique).

Elles sont capables de former des homo ou hétééndim BAX-BAX / BAX-BCL, leur ratio détermine la
perméabilité de la mitochondrie
- Excésde BAX, il y a relargage de CytoC et
AlF = apoptose
- Exceésde BCL, pas relargage survie cellulaire




Résumé apoptose
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Lien entre les 2 voies

La voie externe active Ila

caspase 8, qui active un facteur
qui induit la perméabilisation

de la mitochondrie, donc active
en plus la voie interne.

Il existe des facteurs de

croissance et survie cellulaire
AKT (PKB), MAPK, PKC.



3.7. Inhibiteur physiologique de I'apoptose :

- IAP (inhibiteur de I'apoptose chez le baculovirfanille de virus en batonnets)

- Survivine (présente uniguement dans les cellules tidsus en développement et cellules
cancéreuses. Elle appartient a la famille des 1AP)

- XIAP

On les retrouve dans les cellules qui n'ont pasubmap d'apoptose: les cellules cancéreuse

(Prolifération = pas beaucoup d’apoptose).

3.8. p53 protéine pro apoptotique

- Elle se fixe sur le promoteur d’'une CDI qui p&tl.

- Elle induit aussi la transcription de BAX, qui intllapoptose

- Elle induit la transcription de Alfaute dans diapo, AlF et pas AlBY)des récepteurs de la
mort.

L’ADN qui a subi des modifications exprime p53, @8oit :
- arrét du cycle cellulaire avec transcription de pRd ralentit le cycle jusqu'a réparation de
'ADN
- mort cellulaire si les dégats sont irréversiblesxpression de BAX, FasL...

N b
cellcycle DINA it
/‘ arrest * repair * P il
t \'
Ireversable o pax h
-~ w B2 Apoptosis
e W

A AFas % ‘
Other
mechanisms
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3.9. Apoptose et cancer

Trop de cellules proliféerent mais il n'y a pas asde cellules apoptotiques, ce qui participe autant
gu’une proliféeration excessive a la survenue deean
Des arguments moléculaires vont dans ce sens :
- Bcl facteur de survie est augmenté trés souvent des tissus cancéreux, il favorise la
prolifération, il a donc umdle d’oncogene
- Il'y a aussi une diminution de I'expression de p53

= Essais thérapeutiques pour favoriser apoptoseienathérapie anti-cancéreuse

Il existe des mutations de génes dans certainesunsngui agissent dans la voie de l'apoptdse.
genes mutésinhibiteur de I'activation de I'apoptose, casp8sécl2, p53 (50% cancers), FasL...Ce
ne sont pas des mutations germinales mais desiomgaans la tumeug(maladies génétiques)



L'analyse moléculaire des mutations somatiques présentes dans les tumeurs a révélé que de nombreux
génes agissant sur les voies de signalisation et d'exécution de 'apoptose sont affectés dans les tumeurs.
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Tumeurs solides
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- IR N
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TMSL — %\_‘3‘5 — Caspase-9 — Caspase-3
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Mélanomes
meétastatiques

P53 » Bax | Bel-2
50% des Cancers Lymphomes
cancers digestifs folliculaires

3.10. Apoptose et vieillissement

Le lien le plus évident entre apoptose et viedlieent se trouve au niveau du systéme nerveux
central.L’apoptose des neurones augmente avec I'agey a augmentation des cancers avec l'age
due en partie & un manque de défenses apoptotiques.

II. BIOLOGIE CELLULAIRE DU VIEILLISSEMENT

1. Généralités

Il y a quelque chose de génétique dans le viesltient : la durée de vie est différente suivant les
especes (homme, tortue, souris, mouche ...). Il yexnessemblance familiale de la durée de vie
(famille de centenaires par exemplél y a des maladies humaines monogénique (duemea
mutation dans un seul gene) responsable de \seiltient accéléré et ou prémature.

Il y a un contrble génétique du vieillissement @eh du vieillissement ?) qui prédit quelle durée
de vie on va avoir. Mais il ne faut pas oubliemi@onnement qui va favoriser le vieillissement
(essentiellement 'accumulation des radicaux lipres

2. Les modeéles de vieilissement

- modele en culture : si 'on prend des celluleshines, la prolifération cellulaire va varier en
fonction de 'age du donneur : d’autant plus deleypie le sujet est plus jeune. Ce sont des
cultures de fibroblastes cutanés : modele de sénesaéplicative : modele Hayflick

- modeéles des animaux in vivo

- maladies humaines monogéniques avec vieillisseprématuré
- modéles de souris invalidées pour un géne oaaede souris avec vieillissement prématuré



10

3. Les télomeres

telomeres

Simple brin -3’

telomerase
Parties aux extrémités des chromosomes. Régiowitbanl0/15 kb. Dans la partie 3'OH, il y a un

bY

seul brin d’ADN. Donc a chaque réplication, 'ADNenal au niveau des télomeres quelques
nucléotides : une enzyme, la télomérase, essapeajbater pour limiter le raccourcissement.

Les téloméres sont des ségquences répétées qui dentcpour aucune protéine: il s’agit
d’hétérochromatine constitutive (extrémement cosdeh L’histone H3 est méthylé, ce qui induit
une protéine, HP1, spécifigue de I'hétérochromatipei vient se fixer sur 'H3 méthylé : la
chromatine est donc tres condensée.

En lI'absence de télomérase, il y a normalementagoourcissement chez 'lhomme de 15 a 50
nucléotides a I'extrémité de chacun des chromosgraedivision. Télomérase = fonction de reverse
transcriptase. Présente en grande quantité eteagdtias cellules a fort pouvoir mitotique (cellules
germinale, cancéreuses et cellules souches) masnent peu dans les cellules somatiques.

Il existe des complexes protéiques associés (TRREZ2...): dans ces complexes accrochés a
'ADN des télomeres, des protéines servent a lhilgéaet réparation de 'ADN en encadrant les
séquences répétées TTAGGG. Si les genes de cémpmosont mutés : vieillissement, cancer

Le géne de la télomérase : Htert. La télomérasthétise le brin 3’ 5’ grace a une amorce d’ARN
(TERC). Au cours du vieillissement, dans les ceBusomatiques, la taille des télomeéres diminue.
Dans les maladies ou il y a un vieillissement pcécda taille des télomeres raccourcit plus vita. P
contre ils restent identiques dans les cellulesmgees. Si pas assez de télomérase =
raccourcissement des télomeres. Altération de I'AfINes téloméres sont trop petits = Instabilité
géneétique.
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4. ROle de la télomérase in vivo

Les souris invalidées pour le géne de la télomemge
- une longévité diminuée
- une perte de fertilité
- une atrophie de plusieurs tissus
- moins de cancer, a la différence du vieillissehoez I'homme
- une augmentation de p53 dans les tissus

5. Sénescence cellulaire et télomére

Fibroblastes en culture proliferent d’autant modgue le sujet est agé. Si on transfecte ces cellules
avec Htert, gene de la télomerase, elles prolifegegrnellement, elles deviennent immortelles mais
non cancereuses.

Par contre lorsque le raccourcissement atteineur sritique, cela est reconnu comme une cassure
de 'ADN, donc il y a activation de p53, donc ardét cycle cellulaire et/ou apoptose...

CDI= inhibiteur de CDK
Il'y en a 2 impliqués dans la sénescence :

- p21
- plé
TGFB 053
sénescence AMFC e snescence
Inhibition iy
TGFB ? de contact |Quiescence

lli’

cdk2-cycline E

cdkd-cycline D cdk2-cycline A cdc2-cycline B
64 [T T C e Tl
]

; =
M G1 S G2 M
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6. Génes suppresseurs de tumeurs, sénescenceoatdéts

Quand les cellules ont des télomeres qui raccagnisil y a induction de p53, donc une barriere
qui fait que les cellules arrétent de proliférerrettrent en apoptose. Certaines cellules arrigent
passer cette barriere p53 et entrent dans ce @ppelle une « crise » et continuent de proliférer
malgré leur ADN altéré car leurs télomeéres ont alisp ce qui induit une instabilité génétique.
Cependant elles vont tout de méme mourir, par noueeau de p53. Mais si on ajoute a ce moment
la télomérase et un oncogene, il y a induction ddamcer. Si ces barrieres physiologiques ne
marchent pas bien = cancer

Télolgra Arrét de prolifération

{Sénescence réplicative des celles
Barriére p53- somatigues humaines, (
télomérique

Téit%ase
5

Instabilité génétique élevée
Crise

(Cellules post-sénescentes humafnes,\
Telomérase DN-hTERT v + mutations

Apoptose transformantes Cancer
(Ras, INK4a ...

p53

(1D~(D

Apoptose

Immortalisation .
(Cellules post-crise humaines,
cellules somationes humaines exprimant hTERT,

7. Maladies humaines monogéniques et vieillissempr@maturé

7.1. Syndrome de Werner : vieillissement prématuré

Homme de 37 ans, arthrose, athérosclerose ... meagea
prématuré.

Mutation d'un géne dune helicase nécessaire au
développement de 'ADN pendant sa réparation, dbnty a
pas de réparation physiologique de 'ADN (mutatidvi...), ce
qui induit le vieillissement prématuré.

7.2. Progeria (vieillissement précoce)

Vieillissement encore plus précoce que Sd de Werner
- Autosomique dominant : 100 cas rapportés
- Diagnostique vers 2 ans, vieillissement tres acéélédes, arthrose, pertes de cheveux. Mort
vers 13 ans d’insuffisance cardiaque (pas de cancer
- Mutation dans le gene deli@amine A: LMNA



13

[ll. ENVIRONNEMENT ET VIEILLISSEMENT

1. restriction calorique et vieillissement

= '*\H.'AMM )
poids Y i P,
#1i1 § . H
o HINLY, i

50 ke abwk

. b

Body Weight (g)
w

= °

- of 2

survie

Survival (%)

30 40 B
Souris C3B soumises a une restriction Asime) Souris C3B soumises a une restricti
Calorique depuis la naissance calorique depuis I'’age de 12 mois

Un moyen d’augmenter la durée de vie des souridesditniter leurs apports alimentaires. On met
des souris dés leur plus jeune age en restricadorique. Elles peuvent vivre jusqu’a 60 mois (5
ans), comparé a 35 mois pour celles qui ont mang@éalement. Dans le cas de souris adulte, on a
aussi une durée de vie augmentée.

Mécanismes
- Diminution des dégats oxydatifs
- Diminution des produits de glycation (sucres patigrs sur protéines)
- Diminution des fonctions
- Diminution des taux d’ IGF (Insulin Growth Factor)
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2. Les radicaux libres

2.1. Consommation d’oxygene

Les souris qui mangent moins consomment moins demg donc elles produisent moins de
radicaux libres. On pense que c’est un des moyangquel la restriction calorique intervient ser |
vieillissement.

2.2. Production et cibles

On ajoute un électron a 'oxygene ce qui formeibarsuper oxyde. Il s’associe a 2 H+ pour former
le peroxyde d’hydrogéne capable de se transformeadical hydroxyle.

+ Radicaux libres de 'oxygéne : O, _ Anion
superoxide

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

Ces radicaux vont :
- oxydes les lipides = diminution de la fluidité deembranes
- Oxyder les bases de 'ADN = lésion de 'ADN
- oxydes les protéines = inactivation de certaineymes

2.3. Production et défenses

La génération des radicaux libres se fait par:

- Transport d’électrons de la mitochondrie

- B Oxydation des acides gras dans les peroxysomes
- Cytochrome P450

- Les phagocytes activés

s
3 W SOD! overexpression

\

\

Contro!

Surnvivorship (%)

Adult age (days)

2.4. Radicaux libres et sénescence
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Les moyens de défense contre les radicaux lisoes,:
- Lasuperoxyde dismutas€SOD) permet de transformep-CGen HO,
- Laglutathion peroxydasetransforme I' HO, en H0
- Des radicaux hydrophiles : vitamine C, lipophiledtamine E et aussi flavonoide, caroténe,
glutathion réductase.

2.4. Télomeres et antioxydants : lien in vitro

Les lésions de 'ADN dues a son oxydation peuverd g&sponsables du raccourcissement des
télomeres et du phénomene de sénescence réplicatiite.
On peut mettre cela en évidence dans une boitaltlee :
- Soit exposition bréve a I'#D,
- Soit une culture avec 40% O

- Diminution de la longueur des télomeres
- Arrét de croissance In vitro, la production de cadi libres induit un vieillissement

3. Vieillissement : théorie générale

Le raccourcissement des télomeéres, ainsi que thsara libres entrainent 'augmentation de p53
et p16 qui induisent une diminution du cycle celitd.

La tortue a 3 orteils peut se reproduire jusqu’af®. Rouget de roche : 205 ans.
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