Chapitre 3. La sénescence métabolique

~ CHAPITRE 3
LA SENESCENCE METABOLIQUE

Les cellules somatiques souffrent d'étre exposées en permanence aux dérivés agressifs de I'oxygene qui se
forment dans les mitochondries. Elles se protégent tant bien que mal contre les dégats provoqués par ces
dérivés. Pourtant, les cellules germinales résistent a ce type de lésion. Si ce n'était pas le cas, toutes les lignées
d’animaux se seraient éteintes depuis longtemps. Dans plusieurs groupes zoologiques, deux protéines
antagonistes organisent la protection contre la sénescence : P53, qui a un effet accélérateur, et la sirtuine, qui a

un effet retardateur.
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hez les métazoaires, beaucoup de cellules cessent proliférer quand elles se différencient et ne

reprennent jamais - sauf accident - le fil interrompu de leurs divisions. Les cellules qui ne se
divisent plus restent bloquées en phase GO (annexe XIll). Elles renouvellent moins vite leurs
éléments constitutifs que lorsqu’elles étaient en période de multiplication rapide. Certains de ces
éléments se détériorent peu a peu, ce qui compromet le fonctionnement de I'organisme.

Pour étudier les effets de cette dégradation, on ne peut pas mesurer la durée de vie des
cellules in vitro, parce que les cultures sénescentes dégénerent au bout d'un certain temps. |l faut
recourir a des tests de longévité sur des animaux de laboratoire. On recherche quelles modifications
du génome peuvent prolonger ou écourter la vie, puis on essaie de déterminer quels mécanismes

sont perturbés.

3.1. METHODES D'ANALYSE

Les travaux les plus importants ont été menés sur des organismes qui se prétent bien a l'analyse
génétique. La levure a été d'un grand secours, parce que son métabolisme de base differe assez peu
de celui des animaux. Parmi ces derniers, C. elegans, la drosophile et la souris sont les plus utilisés,
parce qu'ils sont faciles a élever et que leur vie est breve : environ 25 jours chez C. elegans, 40 jours
chez la drosophile et 27 mois chez la souris.

Chez toutes les especes étudiées, et méme chez 'hnomme, les courbes de survie présentent
une forme caractéristique, due a un accroissement exponentiel du taux de mortalité (annexe XIX).

Toutefois, ce taux tend a décroitre vers la fin de la vie, pour des raisons difficiles a expliquer.
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3.1.1. PROBLEMES POSES PAR L'ANALYSE GENETIQUE

Il est difficile de repérer les mutations qui affectent spécifiquement la durée de la vie, parce que la
plupart d’entre elles ont des effets néfastes, qui diminuent la vitalité des animaux et les font mourir
prématurément. A premiére vue, il semble impossible de faire la distinction entre les mutations qui
touchent les génes de longévité et celles qui perturbent les fonctions essentielles des cellules.

Il faut donc trouver des mutations qui prolongent la vie. Jusqu'il y a quelques années, l'espoir
d'y parvenir paraissait bien mince, a cause de la maniére dont les mutations influencent le phénotype
des animaux. Comme ce sont des événements rares, les mutations spontanées ou induites ne
touchent qu'un seul allele. Comme elles entrainent en général des pertes de fonction, elles
présentent le plus souvent un caractéere récessif. Pour en observer les conséquences, on doit les
faire passer a I'état homozygote, en réalisant des croisements consanguins. Mais ces croisements
diminuent la viabilité des animaux, car tous les génes délétéres, dont la présence était masquée en
raison de leur caractére récessif, manifestent leurs effets et abrégent la vie. Les mutations

susceptibles d'accroitre la longévité ont donc toutes les chances de passer inapergues.
3.1.2. AVANTAGES DE Caenorhabditis

Pour éviter les probléemes que posent les croisements consanguins, plusieurs groupes de chercheurs
se sont mis a travailler sur C. elegans, parce que les populations de ce ver se composent pour
I'essentiel d'hermaphrodites capables de se féconder eux-mémes, sans l'aide des males, qui
représentent moins de 1 % de la descendance des animaux bisexués. On pouvait donc espérer que
les lignées d'hermaphrodites s'étaient depuis longtemps purgées des génes délétéres qui pourraient
réduire leur vitalité. L'idée était bonne, car les cribles destinés a isoler des mutants a vie prolongée
ont été efficaces.

C. elegans a beaucoup d'autres avantages. L'animal est trés petit (+ 1 mm de long) et se nourrit
exclusivement de bactéries, qu'il aspire grace a une pompe localisée dans son pharynx. On peut
donc élever a peu de frais beaucoup d'individus. Les progrés de la sénescence sont faciles a
observer, car les vers accumulent des matiéres fluorescentes au niveau de leur intestin. Une mutation
qui abrége la vie sans accélérer la sénescence naturelle n‘accroit pas l'intensité de la pigmentation
intestinale, tandis qu'une mutation qui ralentit la sénescence retarde l'apparition de ce symptéme. C.
elegans offre un troisieme avantage. Le développement de I'embryon et la croissance de la larve se
déroulent d’'une maniére stéréotypée. En se divisant, chaque cellule donne naissance a un clone dont
les éléments adoptent trois destinées possibles : (1) continuer a se diviser ; (2) cesser de se diviser et
se différencier ; (3) mourir par apoptose. Les mitoses s’arrétent avant la transformation de la larve en
adulte, si bien que le soma de ce dernier comporte un nombre fixe de cellules, qui sont en repos
mitotique et ne peuvent donc pas souffrir de sénescence réplicative. La situation est moins favorable
chez la drosophile, car certaines cellules du systéme digestif et des gonades continuent a se
multiplier pendant toute la vie. Elle I'est encore moins chez la souris, parce que beaucoup d'organes

contiennent des cellules en prolifération permanente. C. elegans présente un dernier avantage : il se



Chapitre 3. La sénescence métabolique

préte particulierement bien a l'interférence par 'ARN (annexe XVII), comme nous allons le voir dans
la section suivante.
3.1.3. NOUVELLES METHODES D'ANALYSE

La biologie moléculaire peut aider a vaincre les difficultés que pose la génétique traditionnelle. En
quelques années, I'ADN de plusieurs animaux de laboratoire a été séquencé entierement, ce qui a
permis de dénombrer les génes que renferment leurs chromosomes et de les regrouper par familles.
On estime que C. elegans posséde un peu plus de 18 000 génes, répartis entre cing autosomes et un
chromosome sexuel (X). La drosophile en posséde un peu moins de 15 000, distribués sur trois
autosomes et deux chromosomes sexuels (X et Y). La souris en a environ 21 000, portés par 19
autosomes et deux chromosomes sexuels (X et Y). La plupart des génes que l'on a identifiés chez la
souris existent également chez 'homme.

Le séquencage du génome fournit l'information nécessaire pour mesurer l'activité des genes,
grace a la technique des biopuces (annexe XX). Par ce moyen, il est possible de mesurer rapidement
I'activité de tous les génes en utilisant un nombre restreint de cellules.

Le séquencage a facilité le développement d'une autre technique, permettant, en principe,
d’inhiber I'action de n'importe quel géne dans les cellules d'un animal, donc de mesurer son impact
sur le phénotype : l'interférence par 'ARN (annexe XVII). Chez C. elegans, il suffit pour éteindre un
géne dans toutes ses cellules de le nourrir avec des bactéries qui synthétisent I'ARN interférent. La

drosophile et la souris n'offrent pas de telles facilités.

3.2. CAUSES DE LA SENESCENCE METABOLIQUE

Parmi les mutations qui retardent la sénescence métabolique, aucune ne semble accroitre la
précision des systemes de traitement de l'information génétique. L'amélioration concerne plutdt les
mécanismes qui permettent de conjurer les périls que présente I'utilisation de I'oxygéne. C'est une
découverte tout a fait inattendue, car rien ne semble plus vital pour les animaux que l'air qu'ils
respirent. En fait, I'oxygéne est la meilleure et la pire des choses : une source de vie, mais aussi un
poison. C'est pour les animaux un poison d'autant plus violent qu'ils en consomment beaucoup.

Les dérivés nocifs de I'oxygene ne sont pas les seuls a pouvoir endommager les composants
des cellules et compromettre leur viabilité. Un excés de chaleur (hyperthermie) dénature les
protéines, qui perdent leur conformation native et s’agrégent en amas insolubles. Mais ce type de
facteur a sur les progrés de la sénescence un effet moins général que le stress oxydatif. Beaucoup
d'animaux ne sont jamais exposés au cours de leur existence a des températures trop élevées. En

revanche, tous doivent manipuler I'oxygene pour se procurer I'énergie dont ils ont besoin.
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3.2.1. DANGERS DE L'OXYGENE

L'oxygéne doit sa toxicité a son avidité pour les électrons, qu'il tend a enlever a d'autres molécules.
Toutefois, la molécule d'oxygéne (O>) est stable et assez peu réactive, contrairement a I'ozone* (03),
qui peut apparaitre dans certaines conditions. Le danger vient plutdt de ses dérivés incompletement
réduits, qui endommagent divers composants des cellules en se fixant sur eux, les plus fortement
affectés étant I'ADN, les lipides et les protéines. Les dérivés nocifs de I'oxygéne peuvent infliger a
I'ADN une centaine de lésions différentes : cassures sb et db, perte et amplification de fragments,
perte et modification de bases, telle que la transformation de la guanine en 8-oxoguanine. Les
dommages infligés a 'ADN nucléaire sont particulierement graves, parce qu’il n'existe dans une
cellule diploide que deux copies de chaque molécule d’ADN et que ces copies ne peuvent pas étre
remplacées. Les dérivés de 'oxygene tendent aussi a dénaturer les protéines, donc a les rendre
incapables de remplir leurs fonctions.

Les dégats résultent de la maniére dont les animaux obtiennent I'énergie dont ils ont besoin
pour vivre. Pour bien comprendre ce qui se passe, il convient de fournir quelques détails sur les

réactions biochimiques ou I'oxygéne intervient.

3.2.2. UTILITE DE L'OXYGENE

Les animaux sont des organismes hétérotrophes*. lls tirent de la respiration* I'énergie qui leur est
nécessaire. Cette opération consiste a transférer a I'oxygéne des protons et des électrons prélevés
sur des combustibles organiques. Elle dégage une grande quantité d'énergie, dont les cellules
récupérent une fraction. Le combustible principal est le glucose, un glucide comportant six atomes de

carbone. Le glucose réagit avec I'oxygéne pour donner du gaz carbonique et de l'eau :

CeH1206+6 02 6 CO2 + 6 HO (réact. 1)

Lorsque la combustion a lieu dans un tube a essai, I'’énergie qu’elle produit est dissipée en
chaleur. La violence de cette réaction apparait quand on fait briler du papier ou du bois, qui sont
essentiellement formés par un polymere du glucose (la cellulose). L'oxygene s'empare des électrons
de valence qui unissent les atomes de carbone et d'hydrogéne dans le glucose pour se lier a ces
atomes.

En respirant, les organismes hétérotrophes détruisent les molécules que les autotrophes*
assemblent par différents moyens, et principalement par la photosynthése. Celle-ci est doublement
utile pour les organismes hétérotrophes, parce qu'elle leur fournit a la fois le combustible et le

comburant (I'oxygene) indispensables a la production d'énergie.
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3.2.3. ORIGINE DES COMBUSTIBLES ORGANIQUES

Pour synthétiser les glucides, les organismes photosynthétiques captent les photons solaires, grace a
des pigments chlorophylliens. L'énergie recueillie par les capteurs sert a réaliser 'une des réactions
les plus difficiles que peuvent accomplir les étres vivants : oxyder I'eau, c’est-a-dire lui enlever des

équivalents réducteurs, sous la forme de protons (H*) et d’électrons (e), et libérer I'oxygéne :

2HO 4H*+4e +0o (réact. 2)

Les protons et les électrons se combinent au carbone du gaz carbonique (CO») présent dans le
milieu pour former des glucides, dont la formule générique est (CH20)p.
Au total, la photosynthése libére une molécule d’'oxygéne par atome de carbone incorporé dans

les glucides :
HoO + CO2 (CH20) + 0> (réact. 3)

Contrairement a ce que parait indiquer cette équation, tout I'oxygéne libéré provient de I'eau, et non
du COa».
3.2.4. PROVENANCE DE L'OXYGENE ATMOSPHERIQUE

A l'origine, 'atmosphére terrestre était dépourvue d’oxygéne. En fait, ce gaz est un sous-produit de
l'activité des organismes photosynthétiques. On estime que les premiéres cellules capables de
réaliser la photosynthése (les cyanobactéries) sont apparues il y a prés de trois milliards d'années et
ont commencé deés cette époque a libérer de I'oxygéne. Toutefois, la concentration de ce gaz dans
I'air serait restée faible jusqu'il y a environ 2,5 milliards d'années, puis aurait augmenté peu a peu. De
fortes fluctuations ont eu lieu a la fin de I'ére primaire et durant le secondaire. Le taux d’oxygene
aurait atteint presque 30 % il y a quelque 300 millions d’années, puis baissé jusqu’'a 10 - 12 %, pour
croitre de nouveau jusqu’aux valeurs actuelles (x 20 %).

L'accumulation de l'oxygéne a provoqué une catastrophe écologique d'une extréme gravité. Il
aurait réagi avec le méthane (CHg4) présent dans I'atmosphére primitive et l'aurait fait disparaitre,
réduisant ainsi I'effet de serre que cet hydrocarbure contribuait & entretenir, et transformant notre
planéte en une boule de glace. Au surplus, l'oxygéne était et reste un poison pour tous les étres
vivants. On pense que la plupart d'entre eux ont succombé au froid causé par l'accumulation
d'oxygéne et a la toxicité intrinséque de cette molécule.

Pour résister aux effets nocifs de l'oxygéene, certains organismes se sont réfugiés dans des
milieux ou ce gaz ne pénétrait pas. D'autres ont transformé cet ennemi en allié et sont devenus
aérobies, c'est-a-dire capables de respirer I'oxygéne. lls font réagir les molécules organiques
synthétisées par les phototrophes et I'oxygene libéré par ceux-ci. La réaction alimente un feu intérieur
qui procure aux cellules aérobies I'essentiel de I'énergie dont elles ont besoin. Mais le feu les
consume et pourrait rapidement les faire périr si elles ne prenaient pas des mesures pour s’en
protéger. L'oxygéene est donc bien un cadeau empoisonné que les prototrophes ont fait a tous les

organismes qui vivent dans les milieux ou I'air peut pénétrer.
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3.2.5. LA CHAINE RESPIRATOIRE

Le glucose alimente le métabolisme énergétique* grace a une série de réactions faisant intervenir de
nombreuses protéines localisées dans la membrane plasmique, dans le cytosol*, a la surface et a
l'intérieur des mitochondries (annexe XXI). Chez les animaux, le glucose contenu dans les aliments
est apporté aux cellules, puis introduit dans le cytoplasme par une protéine transmembranaire*,
appelée GluT**, Il est ensuite décomposé de telle fagon que ses atomes de carbone sont libérés sous
la forme de CO», tandis qu'une partie de ses électrons de valence est prise en charge par deux
transporteurs (le NAD et le FAD**).

Les transporteurs réduits (NADH et FADH,) ne cédent pas directement leurs électrons a
I'oxygéne. lls les font transiter par une cascade de transporteurs, appelée chaine respiratoire, qui se
trouve dans les mitochondries. Le systéme tire parti de la force réductrice des électrons pour
synthétiser de nombreuses molécules d'ATP.

La chaine respiratoire comporte cing complexes de protéines logés dans la membrane
mitochondriale, et deux transporteurs libres, qui jouent un réle essentiel dans les phénomenes de
mort cellulaire : le coenzyme Q* (aussi appelé ubiquinone) et le cytochrome c*. Le coenzyme Q peut

prendre en charge deux protons et deux électrons. Il passe alors sous forme réduite :

Q+2H*+2e QH» (réact. 4)

Le cytochrome ¢ ne capte qu'un électron. L'ion fer qu'il contient passe alors de la forme oxydée

(ferrique) a la forme réduite (ferreuse) :

Cyt.c-Fe3* + e~ Cyt.c-Fe2* (réact. 5)

Au total, la chaine respiratoire produit de I'ATP et de I'eau. Elle convertit sous forme chimique environ
40 % de I'énergie que dégage la combustion du glucose. Le reste se perd en chaleur.

Le transfert des électrons a la chaine respiratoire n'a lieu qu'en présence d'oxygéne. En son
absence, les cellules peuvent recourir a la fermentation*. Ce n'est qu'un pis-aller, car ce processus ne

permet d'extraire qu'une petite fraction de I'énergie contenue dans le glucose.
3.2.6. CONTROLE DU METABOLISME DU GLUCOSE

Comme nous l'avons déja vu (chapitre 1, section 1.1.3) les cellules de levure utilisent différemment le
glucose suivant sa concentration dans le milieu de culture. Lorsqu’il est abondant, elles recourent a la
fermentation. S'il devient rare, elles recourent a la respiration*. Le passage de I'un a l'autre type de
métabolisme dépend de deux voies de transduction*, 'une passant par la kinase PKA** et 'autre par
la kinase PKB** (aussi appelée Akt** chez les animaux).

Chez les animaux, le métabolisme du glucose est soumis a une régulation hormonale exercée
par linsuline* et les ILP**. Ces hormones appartiennent a une vaste famille de peptides qui
gouvernent, non seulement l'utilisation du glucose et le stockage de ses atomes dans des molécules

de réserve (glycogéne, lipides), mais aussi beaucoup d'aspects de l'activité cellulaire, tels que la
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synthése des ribosomes et des protéines, I'entrée en division et la résistance aux dérivés agressifs de
I'oxygéne (annexe XXII). Les ILP fonctionnant comme facteurs de croissance sont appelés IGF**,
Les mammiféres en possedent deux (I'lGF1 et I''GF2). L'insuline et I'GF1 stimulent I'adipogenése* et
la lipogenése*. Ces deux processus entrainent I'accumulation des lipides, en particulier dans le tissu
adipeux* blanc, ce qui tend a réduire la longévité.

Chez les mammiféres, l'insuline est sécrétée par les cellules des flots de Langerhans, inclus
dans le pancréas, tandis que I'GF1 est sécrétée principalement par les cellules du foie. Le glucose
stimule indirectement la sécrétion d'insuline. L’hormone se répand dans tout l'organisme et fait

pénétrer le glucose dans les cellules qui en ont besoin :

Cellules

Glu::lcse _}du pancréas_, Insuline | —» CellulesT cibles (mécan. 3.1)

Ce systéme fonctionne mal chez les personnes souffrant de diabéte sucré, si bien que leurs cellules

ne sont pas correctement approvisionnées en glucose.
3.2.7. VOIES OUVERTES PAR LES RECEPTEURS DE L'INSUL INE ET DES ILP

L'insuline et I'IGF1 activent deux récepteurs de structure voisine, appelés collectivement INR**
(annexe XXII.B). Le récepteur de linsuline (IR**) et celui de I'lGF1 (IGF1R**) sont des tyrosine
kinases*, localisées dans la membrane plasmique des cellules cibles. lls ouvrent plusieurs voies de
transduction, dont les deux principales sont la voie PKB/Akt, déja utilisée par le levure, et la voie des
Erk**, qui est une Map kinase**. Comme nous allons le voir, la fermeture partielle de la voie PKB/Akt
peut retarder la sénescence métabolique et prolonger la vie des animaux. Elle nous intéresse donc
particulierement.

Quand ils sont activés, les récepteurs INR favorisent l'insertion dans la membrane plasmique
du transporteur GluT**, qui est en grande partie enfermé dans les endosomes* quand la cellule n'est
pas exposée a linsuline. L'inclusion du récepteur dans la membrane des cellules cibles stimule

I'entrée du glucose :

— GluT » Entrée du glucocse {mécan. 3.2)

Les récepteurs INR ne controlent pas seulement I'approvisionnement des cellules en glucose.
lls contr6lent également son utilisation. lls stimulent aussi les mitoses en faisant baisser la
concentration intracellulaire des protéines P21**, P27 et P53, mais croitre celle de la cycline D
(annexe XXII.H et K). De son coté, la protéine P53 peut fermer les voies de transduction contrlées

par les récepteurs, notamment parce qu’elle inhibe leur synthése.
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3.2.8. LA VOIE PKB/AKT

La voie PKB/Akt** comporte cing éléments (annexe XXII.B) : deux substrats phosphorylables (la
protéine IRS** et le lipide membranaire PIP**) et trois kinases (PI3K**, PDK1** et PKB). La voie peut
étre fermée par la phosphatase PTEN**, qui convertit la forme active du PIP (PIP3) en forme inactive
(PIP2), et annule I'action de la kinase PI3K.

La kinase terminale de la voie (PKB) agit en synergie avec une autre kinase, appelée SGK1**,
Ces deux kinases influencent de nombreux processus physiologiques, en modifiant I'activité de toute
une série d'effecteurs, dont l'ubiquitine ligase* MDM2, la kinase Tor**, ainsi que les facteurs de
transcription AP1**, PPAR ** et FOXO3**.

L'ubiquitine ligase MDM2 et le facteur AP1 incitent les cellules a se diviser (annexe XXII.H et
K). La kinase Tor stimule la croissance des cellules en inhibant I'autophagie et en accélérant la
synthése des ribosomes et des protéines. Elle agit par l'intermédiaire des protéines ATG1**
(annexe IV.C), TIF-IA** S6K1** et PDCD4** (annexe XXII.LF et K). Les deux dernieres de ces
protéines ont notamment comme cible le facteur elF4A**, qui participe a 'amorcage des chaines
peptidiques. Le facteur PPAR stimule I'adipogenése et I'adipogenése (annexe XXII.G et K). Le
facteur FoxO3 a un effet inverse a celui de Tor : il inhibe a la fois la croissance et la prolifération
cellulaires (annexe XXII.H et K). Comme nous le verrons plus loin, la kinase Tor et le facteur FoxO3
contrdlent plusieurs aspects de la sénescence métabolique. En particulier, le facteur FoxO3 rend les

cellules capables d’éliminer certains dérivés nocifs de I'oxygéne.

3.2.9. LAVOIE ERK

La voie Erk** comporte huit éléments (annexe XXII.B) : un substrat phosphorylable (une protéine
SHC**), une protéine adaptatrice (GRB2**), deux facteurs d’échange (Sos“ et Gap**), une GTPase
(Ras**) et trois kinases (une Map KKK, une Map KK, et une Map K), dont la derniere a de
nombreuses cibles, parmi lesquelles figure la variété mitogéne du facteur de transcription AP1**,

Les cellules animales posséedent, non pas une, mais plusieurs voies des Map kinases : Erk,
JNK** et P38 (annexe XIV F). Globalement, la voie Erk a un effet favorable sur la survie des cellules,

tandis que les deux autres ont plutét un effet défavorable.
3.2.10. DEGATS PROVOQUES PAR LES RADICAUX DERIVES D E L'OXYGENE

Dans les mitochondries des mammiféres, 0,2 a 0,4 % des électrons transitant par la chaine
respiratoire sont captés prématurément par l'oxygéne, ce qui crée des dérivés tres nocifs. Il faut
surtout incriminer la semiquinone*, produit de réduction partielle du coenzyme Q (annexe XXI.D).

La semiquinone (notée *QH) est un radical* libre, transportant un seul électron (représenté par
un point). Elle n'a recu qu'un seul électron du complexe | de la chaine respiratoire, ou n'en a transmis
gu'un au complexe lll. La semiquinone céde facilement son électron a une molécule d'oxygéne, qui

se transforme en anion superoxyde* (noté O5*), libéré dans la matrice mitochondriale et dans

I'espace intermembranaire :
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‘QH+ 02 Q+H*+ 05" (réact. 6)

L'anion superoxyde peut se convertir en radical hydroxyperoxyle en captant un proton :

O +HT  HOy* (réact. 7)

Il peut aussi réagir avec le monoxyde d’azote* ("NO) produit dans certaines cellules pour former un

autre dérivé tres réactif (le peroxynitrite) :

02 +°*NO ONOO- (réact. 8)

Ces divers radicaux endommagent toutes sortes de molécules en leur enlevant I'électron qui
leur manque. L’ADN et les protéines contenus dans les mitochondries sont particulierement affectés.
Par allleurs, les radicaux oxydants peuvent aussi déclencher I'apoptose en détériorant la membrane

mitochondriale externe, qui libére divers facteurs pro-apoptotiques (annexe 111.C.3).

3.2.11. DEGATS PROVOQUES PAR LE PEROXYDE D'HYDROGEN E

Les cellules éliminent I'anion O»* en le convertissant en peroxyde d'hydrogéne et oxygéne :

2H*+202" HyO2+ 02 (réact. 9)

Le peroxyde d’hydrogéne peut étre produit d’'une autre maniére. La protéine P66**, dont il sera
guestion ci-apres (sections 3.9.1, 3.9.3 et 3.10) soustrait une partie électrons transportés par la

chaine respiratoire et les transfere du cytochrome c réduit a 'oxygene :

2 Cyt.c-Fe2* +2 H* + Op 2 Cyt.c-Fe3* + Hy0» (réact. 10)

Le peroxyde d'hydrogéne n'est pas trés nocif. Mais en présence d'ions ferreux, il capte un
électron de ce dernier et se scinde en ion hydroxyle (OH") et en radical hydroxyle ("OH), tandis que le

fer ferreux s'oxyde en fer ferrique :

HoO, + Fe2*  OH™ + *OH + Fe3* (réact. 11, dite de Fenton)

Le radical *OH est encore plus réactif que I'anion superoxyde. C’est un bactéricide trés puissant.

Il faut toutefois noter que le peroxyde d’hydrogéne n’est pas nécessairement un sous-produit
nocif du métabolisme cellulaire. Une oxydase localisée dans les membranes le synthétise en
transférant a I'oxygéne les électrons portés par le NADPH (un dérivé phosphorylé du NADH). Le
peroxyde ainsi généré affecte diverses voies de signalisation intracellulaires, en inactivant certaines

protéine kinases et phosphatases.
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3.2.12. RADICAUX OXYDANTS PRODUITS EN DEHORS DES MITOCHONDRIES

Les mitochondries n’ont pas le monopole de la production des radicaux oxydants. Ces derniers
peuvent aussi apparaitre dans le réticulum endoplasmique, ou résident diverses monooxygénases
non spécifiques, telles que cytochrome P450*. Ces enzymes sont capables d’oxyder de nombreuses
molécules, dont le cholestérol* (annexe XXIII). Mais au lieu de prélever un atome sur une molécule
d’'oxygene et de le transférer a leurs substrats, il leur arrive de réduire I'oxygeéne pour former un anion
superoxyde* :

Or+e  Op™ (réact. 12)
3.2.13. DERIVES NOCIFS DE L'OXYGENE PRODUITS EN DEHORS DES CELLULES

Des dérivés agressifs de l'oxygéne apparaissent aussi a l'extérieur des cellules. Chez les
mammiféres en général et 'homme en particulier, ils se forment dans le plasma sanguin.

Les macrophages, qui contribuent au nettoyage des fluides corporels grace a la phagocytose
gu'ils pratiquent avec vigueur, produisent des anions superoxyde en fournissant des électrons a des
molécules d'oxygéne dissoutes dans le plasma. Un enzyme de structure complexe, localisé dans leur
membrane plasmique (la phagocyte oxydase), réalise cette opération en prélevant des électrons sur

le NADPH présent dans le cytosol :
202+ NADPH 203" + NADP* + H* (réact. 13)

Le peroxyde d'hydrogéne peut aussi étre produit en dehors des cellules par un mécanisme
dont la découverte a dii étonner beaucoup d'immunologistes quand elle fut annoncée en 2001. Il se
fait que les anticorps ne se contentent pas de se fixer aux antigénes et de contribuer ainsi a leur
élimination. lls ménent aussi une guerre chimique contre les bactéries. En fait, les immunoglobulines

se comportent comme des enzymes. Elles peuvent notamment convertir une forme réactive de
l'oxygéne moléculaire, appelée oxygéne singulet* (noté 10,*) en peroxyde d'hydrogéne et en
oxygéne triplet (la forme normale de la molécule, notée 30,*) :

3 102* +2HO 2Hy05+2 302* (réact. 14)

Dans les expériences initiales réalisées in vitro avec diverses immunoglobulines, I'oxygene singulet
était obtenu par irradiation UV de la solution contenant les anticorps. Le processus fait intervenir
plusieurs intermédiaires instables, dont le radical hydroxyperoxyle (HO2®).

Les immunoglobulines peuvent aussi produire de I'ozone a partir d'oxygéne singulet :

210o* +HyO H»05 4+ 03 (réact. 15)

L'ozone est un oxydant instable, mais trés vigoureux. Il est capable de modifier la structure du
cholestérol* (section 3.2.12), de dénaturer les protéines et de tuer les bactéries.
Il reste a découvrir la provenance de I'oxygéne singulet. Dans l'atmosphére, il est produit par

les rayons UV. Dans le sang, il pourrait I'étre par les phagocytes activés, et notamment par les
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monocytes et les neutrophiles polynucléaires, grace a une série de réactions ou interviennent le

peroxyde d’hydrogéne et I'acide hypochloreux (HOCI).
3.2.14. DEGATS INFLIGES PAR L'OZONE AU CHOLESTEROL

L'ozone ne contribue pas seulement a I'élimination des éléments étrangers par le systéme
immunitaire. Il a une activit¢ moins recommandable, parce qu'il favorise le développement de
I'athérosclérose*. On a constaté que les plaques d'athérosclérose enlevées a des artéres malades
produisent de I'ozone quand on les met en présence d'un systéeme générateur d'oxygene singulet.

Les plaques d'athérosclérose* sont riches en cholestérol (annexe XXIII). Celui-ci est synthétisé
par les hépatocytes grace a une voie complexe contrélée en partie par le facteur SREBP1**. Il est
véhiculé dans le sang par plusieurs types de particules, dont les plus importantes sont les LDL* et les
HDL**. Ces transporteurs portent en surface diverses variétés d'apolipoprotéines*, qui sont
reconnues par des récepteurs localisés dans la membrane des cellules aptes a prélever les lipides
sanguins pour les intégrer a leur propre substance ou les transformer.

L'ozone produit au sein des plaques d'athérosclérose oxyde le cholestérol. Les dérivés oxydés
sont trés nocifs. lls modifient la conformation de I'apolipoprotéine apoB100**, I'élément protéique des
LDL, qui sont de ce fait activement incorporées par les macrophages. Les phagocytes engorgés
contribuent a la formation des plaques et renforcent I'inflammation responsable du mauvais état des

parois artérielles.

3.3. PROTECTION CONTRE LA SENESCENCE

Divers agents peuvent accroitre dans les cellules la production de radicaux oxydants et provoquer un
stress oxydatif. Citons les rayons UV et les facteurs de croissance, qui activent le métabolisme
général. L’hyperthermie soumet également les cellules a rude épreuve, parce qu'elle rend non
fonctionnelles les protéines les plus fragiles. Mais les cellules ont élaboré divers mécanismes pour se

protéger contre les dégats provoqués par les diverses agressions qu’elles subissent.

3.3.1. EVALUATION DES DEGATS INFLIGES AUX CELLULES

Pour évaluer les effets des radicaux oxydants ou de la chaleur, trois méthodes principales peuvent
étre utilisées.

La premiére méthode, non expérimentale, cherche a établir des corrélations entre la durée de
vie des animaux et la gravité des dégats que subissent ou sont censées subir leurs cellules.

La deuxieme méthode vise a aggraver ou atténuer les agressions imposées aux cellules et a
en mesurer les effets. Pour augmenter la production des radicaux, on peut, soit détériorer le
fonctionnement de la chaine respiratoire, soit traiter les cellules ou les animaux par des substances
oxydantes, telles que le peroxyde d'hydrogéne (eau oxygénée) ou le paraquat, un herbicide qui fait
apparaitre des anions superoxyde dans le cytoplasme. Une dose massive de ces agents est létale.

Une dose modérée permet d'évaluer la réponse au stress oxydatif. Les effets de I'hyperthermie sont
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faciles a mesurer, puisqu'il suffit d'exposer les animaux en permanence, ou pendant une période
limitée, a une température supérieure a celle qui regne dans leur milieu naturel.

La troisitme méthode consiste a réduire ou accroitre l'efficacité des systémes de protection
contre les oxydants ou la chaleur et a évaluer les conséquences de ces maodifications sur la

sénescence des cellules ou la longévité des animaux
3.3.2. PROTECTION CONTRE LES DEGATS INTERNES

Les cellules peuvent se protéger contre I'agression des radicaux oxydants en limitant la production de
ces agents nocifs. C'est ce que fait, tout au moins chez la drosophile, le produit du géne nfl, qui
spécifie la neurofibromine*. Cette protéine stimule 'activité de I'adénylate cyclase*, ce qui accroit la
production d’AMP cyclique, donc I'activité de la protéine kinase A (PKA**). Celle-ci agit sur la chaine
respiratoire au niveau de complexe |, peut-étre en phosphorylant plusieurs sous-unités de ce
complexe, (annexe XXI.D). Cette modification réduirait la production de semiquinone*, génératrice de
radicaux oxydants.

D’'une maniére générale, I'élimination des dérivés nocifs de I'oxygéne a lieu dans les
mitochondries elles-mémes et dans le cytosol. Les cellules possedent aussi des organites, appelés
peroxysomes*, qui sont spécialisés dans la désintoxication. Celle-ci est assurée en grande partie par
une classe d’enzymes, appelés superoxydes dismutases ou Sod**, qui catalysent la conversion des
anions superoxyde produits par la chaine respiratoire en peroxyde d’hydrogene (réact. 9). Il existe
trois variétés de dismutase. La premiére (Sodl) est localisée dans les peroxysomes et le cytosol. La
deuxiéme (Sod2) se trouve dans les peroxysomes et la matrice des mitochondries. La troisieme
(Sod3) est sécrétée dans les espaces intercellulaires.

La conversion de I'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene n’écarte pas tout danger, car

celui-ci peut donner naissance a des radicaux hydroxyle, qui sont trés avides d’électrons (réact. 11).

Les cellules ont érigé divers systemes de défense visant a détruire le peroxyde d'hydrogene, donc a

empécher la formation de radicaux hydroxyle. La catalase, ou CTL**, contenue principalement dans
les peroxysomes, décompose le peroxyde d'hydrogéne :

2Hy02 2H50 + 02 (réact. 16)

Diverses peroxydases parviennent au méme résultat, mais elles ont besoin d'un réducteur

(RH>») pour obtenir les électrons nécessaires a la réaction :

H>O2+RHy  2H20+R (réact. 17)

Les animaux emploient la glutathion peroxydase*, qui décompose le peroxyde d'hydrogene ainsi que
divers peroxydes organiques en utilisant comme donneur d'électron le glutathion. Ce dernier passe
alors de la forme réduite (GSH) a la forme oxydée (GSSG), comportant deux molécules unies par un

pont disulfure (-SS-) :

Hy02+2GSH 2 Hy0 + GSSG (réact. 18)
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Une troisieme classe d'enzymes contribue a éliminer les peroxydes. Il s'agit des
peroxyrédoxines*, qui existent chez tous les organismes aérobies. Au lieu d'utiliser le glutathion
comme donneur d'électrons, ces enzymes utilisent une petite protéine (la thiorédoxine).

Les cellules eucaryotes ne se contentent pas détruire les radicaux oxydants grace a des
enzymes de désintoxication. Elles ont érigé une seconde ligne de défense, qui consiste a réparer les
dégats quand ils ont été commis. Les Parp** amorcent ce processus, en déclenchant la remise en
état de 'ADN endommagé par les radicaux oxydants (annexe VIII.B).

Les cellules savent aussi se protéger contre I'accumulation de protéines dénaturées par
'oxydation ou la chaleur. Quand les dégats deviennent trop importants, elles synthétisent en
abondance des protéines de choc thermique (HSP). Les plus petites de ces protéines (SHSP**)
empéchent les protéines dénaturées de former des agrégats insolubles, ou désagregent ces
agrégats. Les HSP de haut poids moléculaire (Hsp60; Hsp70) les aident a recouvrer leur

conformation native et leur fonction normale.
3.3.3. COORDINATION DES SYSTEMES DE PROTECTION

Les cellules coordonnent la réponse aux agressions qu'elles subissent grace aux voies de
transduction contrblées par les INR** : la voie PKB/Akt** et la voie des Map kinases (annexe XXII.B).
Le systeme de coordination a fait I'objet de nombreuses études chez les mammiféres.

La kinase terminale de la voie PKB inactive le facteur de transcription FoxO3**. Celui-ci ne peut
plus stimuler la transcription des génes sod2 et ct**l, dont les produits contribuent a protéger les
cellules contre deux dérivés agressifs de I'oxygéne : I'anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne.

Par conséquent, I'ouverture de la voie PKB/Akt a comme effet d'affaiblir la défense des cellules
contre dérivés nocifs de I'oxygéne (O2*", HO2*, *OH et H>O») produits par la chaine respiratoire. Le

facteur FoxO3 peut étre inactivé d’une autre maniére : il est acétylé par la protéine P300, qui est elle-
méme activée par le stress oxydatif (annexe XIV.B). Tout cela fait que les cellules éliminent moins

efficacement les radicaux oxydants lorsqu’elles ouvrent la voie PKB ou sont exposées a un stress :

~Voie des Map K-, * Réponse au stress
Stress y» JNE » AP1 — (mScan. 3.4)
_|_ 3 Puc
|

La Map kinase JNK**, qui est aussi activée par le stress, a de nombreuses cibles, qui ne sont
pas toutes identifiées. Elle active le facteur AP1** (section 3.2.9), qui stimule la synthése de divers
enzymes de désintoxication, ainsi que diverses protéines de choc thermique. Chez les mammiféres,
les mécanismes de défense commandés par cette kinase sont difficiles a analyser, parce qu'il existe
trois génes jnk, produisant au total plus de 10 variétés différentes de protéines. Chez la drosophile,
les choses sont plus simples. Toutefois, la réponse au stress fait intervenir une boucle de rétroaction
passant par le produit du géne puc**. La protéine Puc est une phosphatase qui déphosphoryle la Map

kinase JNK et la rend inactive :
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3.3.4. CORRELATION ENTRE LES DEGATS INFLIGES AUX CE LLULES ET LA LONGEVITE

Pour les animaux, le moyen le plus simple de se protéger contre les radicaux oxydants consiste a
réduire leur production par la chaine respiratoire. Certains auteurs pensent que la chaine fonctionne
mieux chez les mammiféres a vie longue que chez les mammiféres a vie bréve, parce qu'elle
laisserait « fuir » moins d’électrons et produirait donc moins de semiquinone, génératrice de radicaux
libres. L'amélioration concernerait en particulier le complexe lll, qui joue le role le plus important dans
la formation des radicaux, du fait qu'elle les largue dans l'espace intermembranaire des
mitochondries (annexe XXI.D), qui est dépourvu d’enzymes de désintoxication.

Les radicaux oxydants provoquent de nombreuses lésions dans I'ADN, qui doivent étre
réparées, faute de quoi les fonctions des cellules se détériorent rapidement. Les Parp interviennent
dans la remise en état de 'ADN endommagé, en facilitant I'acces de la région Iésée aux enzymes
réparateurs (annexe VIII.B). Une étude comparative a montré que les Parp des mammiféres a vie
courte sont moins actives que celles des mammiféeres a vie longue (tabl. 3.1). Les cellules des
premiers types d’animaux devraient donc accumuler davantage de lésions dans leur ADN et souffrir

plus rapidement de sénescence métabolique.

Tabl. 3.1. Activité des Parp dans les leucocytes de différents mammiféres

Espéce Longévité maximale Activité de I'enzyme !
Rat 4 ans 1,0
Cobaye T ans 15
Lapin 13 ans 08
Ouistiti 16 ans 15
Mouton 20 ans 1,8
Vache 30 ans 20
Chimpanzé 45 ans 22
Cheval 45 ans 26
Ane 50 ans 28
Gorille 55 ans 45
Eléphant 70 ans 58
Homme 120 ans 48

1. On a mesuré la quantité de NAD radioactif transféré aux protéines de 2 x 10° cellules en présence d’'un
ADN sb de huit bases, qui stimule d’activité de I'enzyme. L’activité de la Parp de rat est arbitrairement fixée
a une unité. Les valeurs reprises dans le tableau représentent la moyenne de 3 a 33 mesures réalisées sur
des individus différents. Malgré une certaine dispersion des résultats, les différences entre espéces sont
significatives. (D’aprés Gruber K et al. Proc. Natl Acad Sci USA 1992 ; 89 : 11759-63).
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3.3.5. INFLUENCE DE LA GRAVITE DES DEGATS SUR LA LO NGEVITE

Chez C. elegans, une mutation dans le gene mev1**, qui spécifie une protéine du complexe Il de la
chaine respiratoire, compromet le transfert des électrons du FADH»> au coenzyme Q (annexe XXI.D),
ce qui tend a accroitre la quantité d'anions superoxyde apparaissant dans les cellules. Les mutants
ont une sensibilité accrue au paraquat et meurent prématurément. Mais on peut supprimer les effets
de la mutation en traitant les animaux par des substances, telles que EUK-8 ou EUK-134, qui miment
I'action de la superoxyde dismutase (Sod) et de la catalase (réact. 9 et 16). Le traitement est aussi
bénéfique pour les adultes normaux, car il prolonge leur vie d'environ 40 %. On obtient des résultats
semblables en élevant les animaux dans une atmosphére appauvrie en oxygene.

Les protéines de choc thermique (HSP) contribuent aussi a maintenir les cellules en bon état.
De fait, les adultes de C. elegans vivent moins longtemps si I'on inhibe au moyen de l'interférence par
I'ARN (annexe XVII) la syntheése du facteur HSF1**, qui contrdle la transcription des génes spécifiant
les petites protéines de choc thermique (SHSP**). Inversement, on peut accroitre de 40 % la
longévité des animaux en introduisant dans leurs cellules des copies supplémentaires du gene hsfl.
Les SHSP maintiennent les protéines dénaturées en solution, ce qui réduit les dégats provoqués par
I'oxydation ou la chaleur.

Une autre maniére de prolonger la vie de C. elegans et de la drosophile consiste a soumettre
pendant quelques heures les adultes a des températures excessives (>30° C). L'effet bénéfique,
appelé hormésie ou acclimatation, est probablement di a 'activation des génes hsp, et en particulier
de hsp70, dont les produits protégent les cellules contre différentes formes de stress. L'exposition a
un stress oxydatif modéré peut aussi accroitre la durée moyenne de la vie.

Puisque les radicaux oxydants ont un effet dévastateur sur I'état des cellules, toute réduction
de leur production devrait avoir un effet bénéfique sur la longévité des animaux. C'est effectivement
ce qu’a montré chez la drosophile 'augmentation du nombre de copies du géne de la neurofibromine*
(nfl). Les mouches transformées* par ce géne ont une durée de vie accrue de 50 a 70 % Leur chaine
respiratoire produit moins de radicaux oxydants que celle des témoins. Leur fécondité est augmentée,
ainsi que leur résistance au paraquat. C'est bien la voie de transduction aboutissant a la kinase PKA
qui est partiellement fermée chez les animaux transformés (section 3.3.2), puisque l'ajout a la
nourriture de dibutyryl-cAMP (un analogue de 'AMP cyclique pouvant traverser les membranes) a

également effet positif sur la longévité des animaux.
3.3.6. INFLUENCE DES SYSTEMES DE PROTECTION SUR LA LONGEVITE

Chez la drosophile, les mutants dépourvus de superoxyde dismutase cytosolique (sodl”') sont
hypersensibles au paraquat et meurent peu de temps apres la métamorphose. Il en va de méme pour
les mouches dont le géne de la dismutase mitochondriale (sod2) est rendu inopérant grace a
l'interférence par I'ARN. En revanche, lintroduction dans les cellules des mouches de copies
supplémentaires du gene sodl entraine une augmentation notable (40-50%) de la durée de vie des

animaux transgéniques. De méme, les mouches transformées par les génes spécifiant la protéine de
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choc thermique HSP70 ou des petites protéines de cette catégorie (HSP22, HSP26, HSP27) ont une
longévité moyenne accrue de 10 a 30 %.

La superoxyde dismutase des mammiferes joue également un réle crucial dans les
mécanismes de défense contre les radicaux oxydants. Chez 'homme, une mutation dans le géne
SODL1 est responsable de 20 a 25 % des cas recensés de sclérose amyotrophique latérale d’origine
héréditaire. Cette maladie mortelle est causée par la dégénérescence des neurones moteurs,
entrainant une paralysie progressive.

Les cellules de souris ne semblent pas profondément affectées par I'inactivation du géne sod1.
Les animaux dont les deux alléles du gene ont été invalidés (sodl”') ne souffrent pas d’anomalies
trés graves. Mais la méme opération visant le gene sod2 a des conséquences désastreuses. Les
homozygotes sod2” meurent peu apres la naissance. lls souffrent notamment de cardiomyopathie et
d'une surcharge en lipides. Mais leur état peut étre amélioré par des injections journalieres d'une
substance mimant l'action de la superoxyde dismutase : le MNTBAP, un dérivé de porphyrine*.

L'invalidation du géne de la peroxyrédoxine (prdx1) abrége notablement la vie des souris. Les
animaux vieillissants souffrent d'anémie hémolytique et de diverses formes de cancer (lymphomes,
sarcomes, carcinomes). L'anémie résulte de la destruction accélérée des érythrocytes, due aux
dégats infligés a I'némoglobine par les radicaux oxydants. Les cancers résultent probablement des
Iésions que ces mémes radicaux produisent dans I'ADN.

Une des rares manipulations qui allonge notablement la vie des souris consiste a introduire la
catalase (CTL**) dans les mitochondries de leurs cellules. Cet enzyme réside normalement dans le
cytosol. On accroit d’environ 20 % la longévité moyenne des animaux en les transformant par un
vecteur d’expression* portant le géne CTL humain, modifi€ de maniére que son produit pénétre dans
les mitochondries grace a un signal d’adressage adéquat. L'enzyme décompose le peroxyde

d’hydrogéne (réact. 16), ce qui réduit les dégats causés par les radicaux hydroxyle.

3.4. MOYENS INDIRECTS DE RALENTIR LA SENESCENCE

Un moyen général de ralentir la sénescence consiste a restreindre la quantité de calories que
recoivent les cellules. Le régime est efficace chez de nombreux organismes hétérotrophes*, et
notamment chez la levure et les animaux. A premiére vue, la restriction calorique a pour effet de
limiter 'approvisionnement des cellules en glucose, donc de ralentir le métabolisme énergétique et de
diminuer la production de radicaux libres (O2°- et *OH) par la chaine respiratoire.

Mais les choses ne sont pas aussi simples, car la restriction calorique tend a accélérer le
métabolisme, plutdt qu’a le ralentir. Par ailleurs, il est possible de prolonger la vie des animaux sans
modifier leur métabolisme, par exemple en abaissant leur température corporelle, comme cela a pu
étre réalisé chez la souris. Apparemment, la restriction agit sur la longévité d’'une maniére indirecte,
par I'intermédiaire du systéme hormonal, qui coordonne la résistance aux dérivés nocifs de I'oxygéne.
Diverses substances, parfois découvertes par hasard, peuvent également prolonger la vie des

animaux. C’est notamment le cas pour le resvératrol*, pour plusieurs anticonvulsifs* et
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antidépresseurs*. Chez Caenorhabditis et la drosophile, la stérilisation a également comme effet de

ralentir la sénescence.
3.4.1. EFFET DU RATIONNEMENT CHEZ LA LEVURE

L'approvisionnement en glucose détermine le nombre de divisions que les cellules de levure peuvent
accomplir avant de devenir sénescentes. Il suffit d'abaisser de 2 % a 0,5 % la concentration du
glucose dans le milieu de culture pour accroitre de 30 a 40 % le nombre de bourgeons que produisent
les cellules méres. La restriction calorique a donc pour effet de retarder la sénescence réplicative. On
pourrait penser que la privation de glucose augmente la vitalité des cellules méres parce qu'elle
restreint la production de radicaux oxydants. En fait, il n’en est rien. Comme nous le verrons par la
suite (section 3.6.2), I'appauvrissement du milieu nutritif a pour effet d’activer la respiration*, donc
d’'accroitre la production de dérivés agressifs de I'oxygéne. Les cellules résistent mieux au stress
oxydatif, du fait que leurs enzymes de désintoxication sont plus efficaces.

La sénescence chronologique est également influencée par les conditions du milieu ou les
cellules sont maintenues durant la phase stationnaire. Si les cellules sont transférées entre le premier
et le cinquieme jour apres l'arrét des divisions dans un milieu dépourvu de glucose et d'éthanol
(en fait de I'eau distillée), elles survivent deux a trois fois plus longtemps que si elles disposaient
encore d'une source de carbone. Comme il faut s'y attendre, la restriction entraine une baisse du
métabolisme énergétique.

La levure posséde plusieurs moyens pour percevoir la concentration de nutriments (glucose,
acides aminés) dans le milieu. Un premier systéme fait intervenir la voie de signalisation activant la
protéine kinase PKB**, Il inclut notamment le produit du géne sch9**, qui est homologue* de la kinase
PKB des animaux. Si le glucose devient rare dans le milieu de culture, la voie PKB se referme. Un
deuxieme systeme fait intervenir la voie de signalisation PKA**. || comporte un récepteur
membranaire de type GPCR**, qui active I'adénylate cyclase spécifiée par le géne cyrl**. Celle-ci
catalyse la synthése de I'AMP cyclique, lequel active a son tour la kinase PKA. Une carence en
glucose entraine la fermeture de la voie PKA. Un troisieme systéme recourt a la kinase Tor**. Nous
verrons plus loin que chez les animaux, cette kinase est activée par les acides aminés (section 3.4.4).
Les choses se passent de la méme maniere chez la levure. Une baisse de I'approvisionnement en

azote organique a pour effet d’'inhiber la kinase Tor.

3.4.2. EFFET DU RATIONNEMENT CHEZ Caenorhabditis

La restriction calorique ralentit la croissance de cet animal. Aprés I'éclosion, la larve passe par quatre
stades (L1 a L4), entrecoupés de mues, avant de se transformer en adulte. Le passage d'un stade a l'autre est
régi par des mécanismes complexes faisant intervenir de nombreux geénes, dont l'inactivation engendre des
hétérochronies*. En particulier, le passage du premier au deuxiéme stade dépend de linteraction
entre les produits de deux génes de la catégorie lin**; lin4 et lin14. L’ARN lin4 interfére avec la

traduction du 'ARN messager linl4, ce qui bloque la synthése de la protéine correspondante
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(annexe XVII.G). Il convient de s'intéresser a ces genes parce que des changements dans leur
niveau d’expression peuvent prolonger la vie des adultes.

Les larves qui viennent d’éclore ne commencent a croitre que si elles peuvent trouver de la
nourriture, faute de quoi elles restent bloquées au stade L1. Si la croissance démarre, mais que la
quantité de nourriture disponible soit insuffisante, ou que la densité de population devienne trop forte,
les larves cessent de grossir et entrent dans une phase de sommeil métabolique appelé diapause
(fig. 3.1). Si I'abondance revient, les larves se remettent a croitre et se transforment en adultes. Au
total, la privation de nourriture peut multiplier par 20 a 30 la durée de la croissance.

La réaction des larves a la disette dépend de certains neurones sensoriels, qui évaluent le
nombre de bactéries présentes dans le milieu. Les neurones réagissent également a la surpopulation
parce qu'ils sont sensibles a une phéromone* inhibitrice, répandue par les larves dans le milieu en
quantités d'autant plus grandes qu'elles sont plus nombreuses. L’hormone, appelée daumone*, a été
identifiee en 2005. L’ensemble du processus est gouverné par les genes du groupe daf**,

Les larves en diapause résistent mieux que les larves en croissance a la chaleur et a la
dessiccation, ainsi qu'au stress oxydatif, car leurs cellules contiennent des enzymes de

désintoxication (superoxyde dismutase, catalase) plus efficaces.

Mue Mue Mue

Eclosion Mue - L3 —}l— L4 —1' Adulte
(Euf — Embryon' — L1—'— 12—

\'~>| —4—— L arve durable —l;.—;l— L4 — Adulte
Mue Mue

Fig. 3.1. Développement et croissance de  C. elegans.

En quelques heures, I'ceuf donne naissance a une larve de premier stade (L1), qui se met tout de suite a
manger. La croissance dure environ 2,5 jours a 20T . Si la nourriture est trop rare, la larve L1 déclenche un
mécanisme qui provoque apres la deuxiéme mue un arrét de la croissance, appelé diapause. La larve en
diapause ou larve durable peut survivre plus de deux mois dans un environnement hostile, grace a des
modifications affectant son ectoderme, son pharynx, qui s’allonge, et son intestin, qui se charge de granules
fortement pigmentés. Le métabolisme ralentit et s'oriente vers une fermentation, probablement de type acéto-
propionique (annexe XXI.C), ce qui se traduit par une forte baisse de la consommation d'oxygéne. Le
comportement de la larve change, car elle tend a s'éloigner de ses congéneéres, ce qui l'aide a trouver de
nouvelles sources d'alimentation. Lorsque la nourriture redevient abondante, la larve se remet a croitre et
donne naissance aprés une derniére mue a un adulte qui a une longévité normale. Il faut en conclure que la
larve durable ne vieillit pas. En quelque sorte, la diapause arréte le temps.

La privation de nourriture prolonge également la vie des adultes (fig. 3.2). Mais elle a un effet
beaucoup moins important que si est imposée durant la croissance. L’augmentation de longévité fait
intervenir des mécanismes différents de ceux qui opérent pendant la diapause. En particulier, la
restriction calorique ne ralentit pas le métabolisme énergétique. Au contraire, elle accroit la

consommation d’oxygéne, donc probablement la production de radicaux oxydants
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Fig. 3.2. Effet du rationnement sur la longévité de s adultes de C.elegans.

Lorsque le milieu d’élevage contient plus de 10° bactéries par mL, les vers peuvent se nourrir a satiété. La
durée moyenne de leur vie est alors d’environ 25 jours. Si la milieu est progressivement dilué, on observe une
augmentation rapide, puis une diminution plus lente de la longévité. La décroissance est probablement due a

une carence alimentaire de plus en plus grave, compromettant la survie des animaux.
D’apres Bishop NA et Guarente L. Nature 2007 ; 447 : 545-9.

3.4.3. EFFET DU RATIONNEMENT CHEZ LA DROSOPHILE

La diete est tres efficace chez la drosophile. Les mouches rationnées a partir de la métamorphose
vivent en moyenne deux fois plus longtemps que les mouches nourries normalement (fig. 3.3). Les
régimes pauvres en levure sont plus efficaces que les régimes appauvris en glucose, méme s'ils
fournissent des quantités égales de calories aux animaux. La raison de cette différence serait due au
fait que le régime pauvre en levure contient moins de protéines et de lipides. La diéte ne diminue pas
de maniére notable la consommation d’oxygéne, ni le métabolisme énergétique des animaux. Mais il
un effet défavorable sur les femelles, dont il réduit la fertilité. C'est assez compréhensible, parce que
les mouches ne peuvent pas se procurer les matiéres premiéres indispensables a la formation de
leurs ceufs. Des expériences détaillées ont montré qu'il n'est pas nécessaire de rationner les
mouches dés la métamorphose pour accroitre leur espérance de vie. Si le régime restrictif est
instauré durant la deuxieme ou la troisieme semaine aprés I'éclosion des adultes, le taux de mortalité
diminue et devient en deux jours égal a celui des mouches rationnées en permanence (fig. 3.4).
Inversement, une alimentation riche accordée a des animaux rationnés leur fait acquérir un taux de
mortalité semblable & celui des animaux bien nourris.
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Fig. 3.3. Effet du rationnement sur la longévité de s drosophiles .

Les mouches ont une durée de vie moyenne de 30 a 40 jours. Mais on peut les faire vivre environ un mois de
plus en diminuant la valeur énergétique de leur nourriture. Dans I'expérience décrite, les mouches ont été
élevées a partir de la métamorphose (temps 0) dans un milieu normal ou dans un milieu dilué, contenant trois
fois moins d'éléments nutritifs (glucose et levure).

(D'aprés Pletcher SD et al. Curr Biol 2002 ; 12 : 712-23 et Rose MR et Long AD lbid : R311-12)

Ces observations quelque peu déconcertantes montrent qu'un régime riche en calories accroit
le risque de mort a court terme et qu'un régime pauvre le fait rapidement diminuer. Donc, le taux de
mortalité des drosophiles a tout moment de leur vie dépend uniquement de leur age et de la
nourriture gu'elles on recue dans les quelques jours qui précedent. Les mouches ne gardent pas

longtemps le « souvenir » de ce qu'elles ont mangé jusqu'alors.
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Fig. 3.4. Effet du rationnement sur le taux de mort  alité des drosophiles
Deux lots de femelles ont été élevés dans un milieu riche ou pauvre en éléments nutritifs. Le taux de mortalité
augmente beaucoup plus rapidement chez les mouches bien nourries que chez les mouches rationnées. Si la
restriction est imposée avec retard, il suffit de deux jours pour que les mouches acquierent le méme taux de
mortalité que celles qui ont été rationnées depuis la métamorphose.
On remarquera que le taux de mortalité augmente moins vite a partir de la quatrieme semaine.

(D’apres Mayr W et al. Science 2003 ; 301 : 1731-3, modifié)
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3.4.4. EFFET DU RATIONNEMENT CHEZ LES MAMMIFERES

La diéte a été également expérimentée chez la souris. Elle accroit la durée de la vie de 30 a 60 %,
selon les expériences et la sévérité du régime. Des essais de méme nature sont en cours chez les
singes, et notamment les macaques. La restriction retarde certaines manifestations du vieillissement.
Chez les rongeurs, elle réduit fortement le taux sanguin d'insuline, et dans une moindre mesure, celui
de I''GF1**,

L'influence du rationnement sur le métabolisme énergétique a fait I'objet de nombreuses
discussions entre chercheurs. Aprés plusieurs d’années d'incertitude, il s'est avéré que la restriction
calorique ne ralentit pas le métabolisme, comme on pourrait s’y attendre, mais I'accélére, ce qui
devrait accroitre la production de radicaux oxydants. Cette stimulation fait intervenir un curieux
systeme de communication entre cellules, dont il sera question plus loin (section 3.9.2).

Des travaux menées sur des cellules en culture ont montré que la privation d'éléments nutritifs,
et en particulier d'acides aminés, ralentit la synthése des ribosomes et des protéines. C'est la kinase
Tor et son régulateur Raptor** qui sont responsables de cet effet (annexe XXII.F). Le rationnement
inhibe I'activité du complexe Tor-Raptor. Lorsqu’ils sont abondants, les acides aminés provoquent,
par un mécanisme en partie inconnu, un changement dans la structure du complexe, si bien que la
kinase devient capable de phosphoryler ses différentes cibles, ce qui a pour effet de stimuler la
synthése des ribosomes et des protéines, donc la croissance cellulaire. Nous avons vu que Tor peut
aussi étre activée par la kinase terminale de la voie PKB/Akt (section 3.2.8). Par ce moyen, l'insuline

et les IGF stimulent la croissance quand le glucose est abondant, mais I'inhibent en cas de privation :

RC — -3 PEB -w3 Tor-Raptor -w» Crolssance cellulalrs (mScan. 3.5)

3.4.5. EFFET DE LA SYNTHESE PROTEIQUE

Nous venons de voir que chez les mammiféres, la restriction calorique ralentit la synthese des
protéines par l'intermédiaire du facteur Tor. On peut se demander si le simple fait d’inhiber ce
processus peut avoir un effet sur la sénescence. La question est pertinente, car ce processus
consomme une grande quantité d’énergie, estimée a environ 50 % du total qu'utilisent les cellules
des animaux.

On a obtenu un élément de réponse chez C.elegans : il suffit d'inactiver le géne eif4a**, qui est
une cible du facteur Tor (section 3.2.8), pour prolonger notablement la vie de cet animal.
L'interférence par 'ARN produit le méme effet. Nous reviendrons plus loin sur les observations

recueillies par cette méthode (section 3.7.16).
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3.4.6. EFFET DU REGIME ALIMENTAIRE

Une simple modification du régime alimentaire peut accroitre de maniére significative la longévité de
C. elegans.

En laboratoire, les larves et les adultes recoivent normalement comme nourriture des bactéries
d'origine fécale (Escherichia coli). S'ils sont nourris au moyen de Bacillus subtilis (une bactérie du sol,
leur lieu de vie naturel), les adultes ont une longévité accrue d'environ 50 %. Il se fait que les animaux
digérent de moins en moins bien a mesure qu'ils vieillissent, de sorte que les bactéries proliferent
dans leur intestin et finissent par les tuer. Apparemment, les bactéries du sol sont moins toxiques ou
plus digestes que celles qui constituent l'ordinaire des laboratoires. On peut aussi prolonger la vie des
vers en leur donnant une nourriture axénique, ou les bactéries sont remplacées par des nutriments
dissous (extrait de levure, peptone de soja, hémoglobine).

La nature des souches alimentaires a également une importance. Les adultes de C. elegans
ont une longévité moyenne accrue d'environ 60 % si on leur donne a manger des mutants d'E. coli
qui ne synthétisent pas de coenzyme Q. On suppose que la membrane mitochondriale interne des
animaux contient moins de coenzyme Q, ce qui réduit la production d'anions superoxyde (réact. 6) et
retarde la sénescence.

3.4.7. EFFET DE L'HYPOTHERMIE

Un moyen efficace de prolonger la vie des animaux consiste a abaisser leur température corporelle.
C'est facile a réaliser chez les poecilothermes. De fait, les adultes de C. elegans vivent en moyenne
six jours de plus quand on les éléve a 15C, au lieu de 20C. De méme, les drosophiles élevées a
18<C vivent environ deux semaines de plus que les d rosophiles élevés a 25<C.

Chez la souris, la température corporelle peut étre abaissée s par une manipulation génétique.
Il faut perturber le systéme qui maintient 'homéothermie* chez les mammiferes, et en particulier chez
ceux qui sont exposés a une forte déperdition de chaleur due a leur petite taille. Ce systeme fait
intervenir I'’hypothalamus, le tissu adipeux* brun et la protéine UCP**, On a réussi a « refroidir » des
souris en les transformant* par un gene ucp2 gouverné par un promoteur fonctionnant dans les
neurones «thermogenes » de [I'hypothalamus. Il en résulte une augmentation locale de la
température, qui a pour effet d’activer les neurones antagonistes, situés a proximité. Les animaux
transformés ont une température corporelle inférieure de 0,3 a 0,5C a celle des témoins. Leur
longévité moyenne est accrue de 10 a 20 %. lls absorbent la méme quantité de nourriture que leurs
congéneres normaux, mais deviennent plus gros, bien que leur activité physique ne soit pas
diminuée.

3.4.8. EFFET DU SYSTEME PRODUCTEUR D’ENERGIE

Dans certains cas, le dysfonctionnement des mitochondries peut accroitre la longévité des animaux,
en limitant la production des radicaux oxydants. Par exemple, I'antimycine A, qui bloque le transfert
des électrons au niveau du complexe Il de la chaine respiratoire, prolonge d’environ 15 % la durée
de vie moyenne de C. elegans.

Le fonctionnement des mitochondries peut aussi étre perturbé grace a l'interférence par I'ARN.

C. elegans se préte particulierement bien a ce genre d’opération. Comme nous le verrons plus loin
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(section 3.7.16), l'interférence a permis de découvrir plusieurs génes dont l'extinction entraine un

dysfonctionnement des mitochondries et prolonge de maniére notable la vie de cet animal.

3.4.9. EFFET DU RESVERATROL

Le resvératrol est un polyphénol* qui appartient a la famille des Stacs**. Il est réputé pour son effet
protecteur contre diverses maladies humaines, et notamment contre le cancer. Il a pour effet d’activer
la sirtuine, un modulateur important de la sénescence chez la levure et les animaux, comme nous le
verrons plus loin. Disons dés a présent que la sirtuine appartient a une famille dhistone
désacétylases*. Elle accroit I'affinité des histones pour 'ADN et rend la chromatine plus compacte. En
activant la sirtuine, le resvératrol aurait donc comme effet de réprimer la transcription.

L'effet du resvératrol sur la sénescence réplicative de la levure est sujet a controverse. Suivant
certains auteurs, les cellules meres cultivées en présence de resvératrol produisent davantage de
bourgeons. Selon d’autres, cette substance n’a aucun effet.

Chez C. elegans, il parait établi que le resvératrol a un effet sur la sénescence métabolique, car
il suffit d’en ajouter a la nourriture pour prolonger la vie des animaux. A la concentration de 100 M,
ce composé accroit de 10 a 15 % la longévité moyenne des adultes.

Le resvératrol est également efficace chez la drosophile, puisque son adjonction a la nourriture
a la concentration 100 M accroit d’environ 30 % la durée de vie moyenne des mouches. L'ajout de
4-phénylbutyrate a un effet similaire, mais difficile a expliquer, car cette substance inhibe les histone
désacétylases, contrairement au resvératrol. Le phénylbutyrate devrait donc rendre la chromatine
moins compacte, donc stimuler I'activité de nombreux génes. Parmi les génes affectés, figure en tout
cas celui de la superoxyde dismutase cytosolique (Sod1).

Le resvératrol retarde aussi la sénescence des vertébrés. Il accroit de plus de moitié la
longévité moyenne d'un poisson a vie courte (Nothobranchius furzeri). Son influence a été aussi
étudiée sur des souris soumises a un régime hypercalorique (riche en lipides), qui les rend obéses. A
une dose journaliere de 22,4 mg par kilogramme de poids corporel, le resvératrol améliore I'état de
santé des animaux. Ce régime particulier ne les fait pas maigrir, mais atténue les effets désastreux de
'excés de graisses sur l'aspect cytologique des cellules du foie, du coeur et des muscles. Le
resvératrol améliore aussi les performances physiques des animaux. Il est possible que le resvératrol
ralentisse également la dégénérescence des neurones, qui est accélérée chez les étres humains
souffrant de diverses maladies cérébrales, telles que la chorée de Huntington*. En tout cas, le
resvératrol prolonge in vitro la survie des neurones de souris, dont on a perturbé le fonctionnement
en y introduisant un géne de la huntingtine défectueux, parce que son ADN contient, comme celui

des malades, un nombre excessif de répétitions CAG/CTG.

3.4.10. EFFET DES ANTICONVULSIFS ET DES ANTIDEPRESS EURS

Certains chercheurs se sont dit que dans la panoplie de médicaments disponibles pour soigner les
étres humains, il devrait bien y en avoir quelques-uns qui pourraient prolonger la vie des animaux. lls
ont donc essayé diverses molécules sur C. elegans, le matériel le plus favorable pour les recherches

sur la sénescence.
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Certains anticonvulsifs* ont un effet favorable sur la longévité de C. elegans. La triméthadione
prolonge d’environ un quart la durée de vie moyenne des adultes. Une substance de structure
analogue (la succinimide), mais dépourvue de pouvoir anticonvulsif, n’a aucun effet sur la longévité
des vers. Les animaux traités ont une fécondité normale, mais sont hyperactifs. Le fonctionnement de
leur systéme nerveux est donc modifié. Chez I'homme, les anticonvulsifs influencent l'activité de
certains neurones en agissant sur les canaux calciques. La raison pour laquelle ces médicaments
prolongent la vie des vers demeure mystérieuse. En tout cas, ils ne semblent pas ralentir le
métabolisme énergétique, mais tendraient plutét a I'accélérer.

Une autre étude portant sur 88 000 composés (!) a permis d'identifier plusieurs autres
substances capables de prolonger la durée de vie moyenne de C. elegans. Une des plus efficaces
est la miansérine, qui accroit d’environ 30 % la longévité des animaux adultes. La miansérine est un
médicament utilisé chez I'homme comme antidépresseur*, du fait qu’elle bloque la voie
sérotoninergique. Chez C. elegans, cette voie signale la présence de nourriture. Elle devrait étre
inopérante lorsque les animaux sont soumis a la restriction calorique. Ne pouvant agir sur une voie
déja fermée, la miansérine ne devrait donc pas renforcer I'effet de la restriction sur la longévité. C'est
bien ce que I'on observe. Par ailleurs, la miansérine ne diminue pas la prise de nourriture des
animaux traités. Il se pourrait qu'elle agisse sur un mécanisme (inconnu) transmettant I'effet de la
restriction calorique sur la prolongation de la vie. Signalons encore que la miansérine a un effet
secondaire chez 'homme, qui est de stimuler I'appétit des patients. Mais rien ne permet d'affirmer

gu’elle a un effet positif sur leur longévité.
3.4.11. EFFET DE LA REPRODUCTION

Quand elle éclét, la larve de C. elegans ne comporte que deux cellules germinales. Si I'on détruit ces
cellules par irradiation laser, les adultes sont stériles, mais ont une durée de vie accrue d'environ
60 % par rapport aux témoins et résistent mieux au stress oxydatif. Le germen émet donc des
signaux qui accélérent la sénescence. Quand il est en bon état, la vie des animaux est abrégée.
Toutefois, la longévité redevient normale si la partie somatique de la gonade est également
éliminée. Ce n'est donc pas la stérilité en elle-méme qui prolonge la vie. C'est plutét I'absence de
prolifération des cellules germinales chez l'adulte, car le blocage de I'oogenése par une mutation
produit le méme effet que I'élimination du germen. De tout cela, il faut conclure que les deux types de
cellules qui composent la gonade émettent des signaux contradictoires. Ceux qui émanent du
germen tendent a accélérer la sénescence ; ceux qui émanent du soma tendent au contraire a la

ralentir :

Germen ——+ GSé&nescence (mScan. 3.6)

Partie somatique de la gonade

Chez la drosophile, la reproduction a également un effet sur la longévité. Les femelles dépourvues
d'ovaires ou rendues stériles par une mutation vivent plus longtemps que celles qui peuvent se

reproduire normalement.
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3.5. CONTROLE GENETIQUE DE LA SENESCENCE

Pour connaitre les causes de la sénescence, les généticiens ont d’abord utilisé les méthodes

classiques de leur discipline (sélection, mutagenese). |l s’agissait de voir s'il est possible d'accroitre la
longévité potentielle des animaux en manipulant leur génome. Un autre moyen consiste a rechercher
des génes dont l'activité augmente ou diminue chez les animaux vieillissants. Ce type d'étude ne
s'est développé que depuis peu, grace a la mise au point de la technique des biopuces
(annexe XX).

3.5.1. EFFET DE LA SELECTION SUR LA DUREE DE LA VIE

Depuis longtemps, les généticiens se sont efforcés d'accroitre la longévité des animaux de
laboratoire en croisant génération apres génération les individus les plus agés qui peuvent encore se
reproduire. Par ce moyen, on a pu obtenir des souches de drosophile qui vivent environ 20 jours de
plus que celles qui n'ont pas été soumises a la sélection (fig. 3.5).

Le succés de l'expérience démontre, si c'était nécessaire, que la longévité dépend de
facteurs génétiques. Les génes impliqués sont difficiles a identifier. Plusieurs d'entre eux ont comme
fonction de contréler la résistance des mouches aux radicaux oxydants et a une chaleur excessive.
En effet, les drosophiles a sénescence retardée supportent mieux que les témoins le stress oxydatif
causé par le paraquat. Elles résistent mieux a I'hyperthermie du fait qu'elles synthétisent des

guantités accrues de protéines de choc thermique (HSP), et en particulier de HSP22.

100
804 .. .
Mouches a sensescence retardee
60 Mouches normales
Pour-cent de
mouches
restant en vie 40 -
204
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Fig. 3.5. Effet de la sélection sur la longévité de s drosophiles .
On peut accroitre la longévité moyenne des mouches en ne laissant se reproduire que les individus les plus
agés. On crée de la sorte des souches a sénescence retardée, dont les représentants ont une fécondité plus
faible que les témoins durant la période initiale de leur vie.

(D'aprés Tower J. BioEssays 1996 ; 18 : 799-807, modifi€)
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3.5.2. DECOUVERTE DES GERONTOGENES

Plusieurs mutations aptes a prolonger la vie ont été découvertes dans les années 1980.
Contrairement a ce que I'on pensait jusqu'alors, il existe donc des génes dont l'activité contribue a
faire mourir les animaux prématurément. Ces gérontogénes ont été caractérisés en premier lieu chez
C. elegans, puis chez la drosophile et la souris. Chez les mutants, tous les mécanismes qui
permettent a I'animal de se maintenir en vie semblent fonctionner plus efficacement que chez les
témoins. Par exemple, les vers a vie prolongée résistent mieux aux infections, ainsi qu'aux
contraintes mécaniques imposées par leur maniere de manger et de se reproduire. lls évacuent aussi
plus efficacement les déchets de leur métabolisme. En quelque sorte, le temps parait s’écouler moins
vite pour les animaux a sénescence ralentie.

La découverte des gérontogénes a permis de mieux comprendre comment le régime
alimentaire peut accroitre ou réduire la longévité. Chez la levure, I'analyse génétique a également

révélé un mécanisme couplant la restriction calorique a la sénescence des cellules.

3.5.3. VARIATION DE L'ACTIVITE DES GENES EN FONCTIO N DE L'AGE DES ANIMAUX

La technique des biopuces (annexe XX) a été utilisée pour mesurer I'expression de tous les génes
d'un animal a différents stades de sa vie. Les analyses réalisées jusqu'a présent font ressortir un
point essentiel : I'age ne modifie que de facon assez mineure l'activité des génes. Il n'y a donc pas
vers la fin de la vie de dysfonctionnement global du systéme de régulation. Toutefois, les études
divergent a propos du nombre et de la nature des genes dont l'activité croit ou décroit chez les
animaux ages.

Trois études menées chez C. elegans, la drosophile et la souris ont donné des résultats assez
concordants en ce qui concerne la proportion de genes affectés, qui n‘excéderait pas 2 % du total.
Une quatrieme évalue chez la drosophile cette proportion a 7 %, et une cinquieme a plus de 20%.

Les génes dont l'activité varie de maniére significative contrélent de nombreux mécanismes
cellulaires. Une analyse réalisée chez C. elegans fait apparaitre une réduction de l'activité de deux
génes spécifiant des protéines de choc thermique (HSP) chez les animaux vieillissants. Les trois
séries de travaux menés a bien sur la drosophile font apparaitre un accroissement pour certains
genes de cette classe, mais une diminution pour d'autres. Chez la souris, quatre génes spécifiant des
petites protéines HSP (SHSP**) ont une activité qui se renforce au cours de la vie.

Chez la drosophile, on a constaté qu’'environ 40% des genes dont I'activité augmente ou
diminue avec I'age ont une activité qui varie dans le méme sens chez les mouches soumises a un
stress oxydatif, consistant a les faire vivre pendant sept jours dans une atmosphére contenant 100 %
d’'oxygéne. Plusieurs parmi ces genes spécifient des protéines HSP. Une corrélation inverse a été
observée chez les mouches privées de nourriture. Il semble donc bien que les changements d’activité
génique survenant vers la fin de la vie sont accentuées par les traitements qui accélérent la
sénescence, mais ralenties par les traitements qui la retardent, et en particulier par une réduction de

I'apport en calories.
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En dépit de leur intérét, ces travaux descriptifs peuvent difficlement identifier les genes qui
contrdlent réellement la sénescence des cellules. Des résultats plus révélateurs ont été obtenus en
essayant d'établir des corrélations entre la perte de l'activité d'un géne et une modification de la
longévité. Cette méthode a également ses limites, car elle ne peut révéler que des effets importants.

Une augmentation de la longévité inférieure a 5 % serait indétectable.

3.6. CONTROLE DE LA SENESCENCE CHEZ LA LEVURE

Diverses manipulations génétiques ont révélé gque certains facteurs agissent de facon similaire sur
les deux formes de sénescence, tandis que d'autres agissent de maniére de maniere divergente.
Ainsi, la fermeture de la voie de transduction PKB** tend a retarder a la fois la sénescence réplicative
et la sénescence chronologique. En revanche, la perte de la sirtuine a des effets différents sur les

deux formes de sénescence : accélérateur sur la premiére, mais retardateur sur la seconde.

3.6.1. CAUSES DE LA SENESCENCE REPLICATIVE

Plusieurs facteurs peuvent déclencher la sénescence. L'un d'entre eux agit dans le nucléole. Des
molécules circulaires d'ADN ribosomique s'excisent de I'organisateur nucléolaire* par recombinaison
homologue (annexe VI.B), puis se répliquent de maniére autonome. Lors de chaque mitose, la cellule
mere tend a conserver I'ADN ribosomique en excédent, si bien que son nucléole gonfle et se
fragmente peu a peu. Le phénoméne est accéléré par une mutation dans le géne sgsl (chapitre 2,
section 2.8.6). On pense que les genes ribosomiques accumulés dans le noyau interferent avec le
fonctionnement des autres génes en mobilisant les protéines indispensables a leur activité.

Les cellules méres ne se contentent pas d'amasser dans leur noyau des cercles d'ADN
ribosomique. Elles tendent aussi a retenir les protéines devenues non fonctionnelles, du fait qu'elles
ont été longtemps exposées aux dérivés nocifs de I'oxygene, qui endommagent toutes sortes de
molécules organiques (section 3.2.10). Il se pourrait également que les cellules méres évitent de
transmettre aux bourgeons les mitochondries qui sont endommagées.

Ces observations donnent a penser que les cellules cessent de bourgeonner quand trop de
génes, de protéines ou d’organites ne fonctionnent plus correctement. En conservant les éléments de
leur noyau et de leur cytoplasme qui sont en excédent ou qui fonctionnent mal, elles se condamnent
a devenir stériles. En évitant de transmettre ces éléments aux bourgeons, elles préservent la vitalité
de ceux-ci (fig. 3.6). Cette distribution inégale des molécules nocives semble propre a la levure. On

ne peut pas étre invoquée pour expliquer la sénescence du soma chez les animaux.
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3.6.2. MODE D’ACTION DE LA RESTRICTION CALORIQUE SU R LA SENESCENCE REPLICATIVE

Nous avons vu que les cellules meéres s’adaptent a la privation de glucose en augmentant le nombre
de divisions qu’elles peuvent exécuter et que cette adaptation fait intervenir les voies de signalisation
PKB/Akt** et PKA** (section 3.4.1).

Les voies PKB/Akt et PKA controlent toutes sortes de mécanismes cellulaires. Quand le
glucose est abondant, elles stimulent la croissance et les divisions, mais diminuent la résistance au
stress conférée notamment par la superoxyde dismutase Sod2, la catalase ‘CTL**) et diverses
protéines HSP. La kinase PKA inhibe la synthése du glycogéne et oriente le métabolisme
énergétique des cellules vers la fermentation* alcoolique, plutdt que vers la respiration* (annexe
XXI.C). Puisqu’elle ferme la voie PKA, la raréfaction du glucose incite donc les cellules a oxyder
complétement cette source vitale de carbone. La commutation est compréhensible, parce que la
levure a intérét a tirer le maximum d'énergie d'un nutriment devenu rare. Les mutations entrainant la
fermeture des voies PKB et PKA ont le méme effet que la restriction calorique : elles permettent aux
cellules d’émettre davantage de bourgeons. Les mutants sch9** et cyrl** ont une production accrue
d’environ 20 % et cette augmentation n’est pas accrue davantage par la restriction calorique (RC), ce

qui confirme que celle-ci retarde la sénescence en fermant les voies PKB et PKA :

Mutation........... achd
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w
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RC ~|:: » Sénescence réplicative (mégan. 3.7)
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3.6.3. EFFET DE LA RESTRICTION SUR LA PRODUCTION DE S RADICAUX OXYDANTS

Du fait qu’elle inactive la kinase PKA, la mutation cyrl** incite les cellules a recourir a la respiration.
Elle devrait donc promouvoir la production de radicaux oxydants, donc accélérer, plutbt que ralentir la
sénescence réplicative (section 3.5.1). Cette observation paradoxale peut s’expliquer de plusieurs
maniéres. Il se pourrait que I'accroissement de la respiration augmente |'efficacité des systemes
d’élimination des radicaux oxydants ou des molécules endommagées par eux. Cette hypothése est a
exclure, parce que la restriction calorique n'augmente pas l'activité des enzymes de désintoxication. I
se pourrait aussi que les radicaux n'aient pas d’effet notable sur la sénescence réplicative, le rdle
principal étant joué par I'accumulation de cercles d’ADN ribosomique (section 3.6.1). Il resterait alors
a comprendre pourquoi les cellules meéres prennent soin d'éviter de transmettre aux bourgeons les
protéines dénaturées par les radicaux.

Diverses manipulations génétiques n’ont pas permis d’éclaircir entierement la situation. Il se fait
gue la restriction calorique ne ralentit pas la sénescence des cellules incapables de respirer a la suite
d'une mutation dans un géne spécifiant une protéine de la chaine respiratoire. Il faut donc que
respiration soit stimulée pour que la sénescence puisse étre ralentie. Par conséquent,
'accroissement de la respiration provoqué par la restriction calorique fait partie du mécanisme

couplant les disponibilités en glucose a la sénescence réplicative :

RC —* Hespiration — sénescence réplicative {mécan. 3.8)

3.6.4. MODE D’ACTION DU RATIONNEMENT SUR LA SENESCE NCE CHRONOLOGIQUE

La méthode utilisée pour restreindre I'apport en élément nutritifs est radicale : les cellules en phase
stationnaire sont transférés dans I'eau, ce qui les prive de tout apport de carbone et d'azote
organique. Du fait qu’il entraine une baisse du métabolisme énergétique (section 3.4.1), ce traitement
devrait restreindre la production de radicaux oxydants. Mais cet effet n'a pas été vérifié.

Les mutations ayant pour effet de fermer les voies de transduction PKB/Akt ou PKA retardent
plus efficacement la sénescence chronologique que la sénescence réplicative. En phase stationnaire,
les cellules dont le géne sch9 est délété (sch9 ) survivent environ trois fois plus longtemps que les
cellules normales. Les mutants cyrl** ont une longévité accrue d’environ 90 %.

La privation de certains acides aminés prolonge également la survie des cellules en phase
stationnaire. Si glutamate ou I'asparagine sont retirés du milieu de culture, la longévité des cellules
est augmentée de 30 a 60 %. C’'est probablement la voie de signalisation passant par le facteur Tor**
qui en cause, car la durée de vie des cellules est accrue d’environ 50 % lorsque le milieu de culture

contient une dose méme modeste (1 ng/mL) de rapamycine, qui supprime les effets de la kinase Tor.
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3.6.5. EFFET DE LA SIRTUINE SUR LA SENESCENCE REPLI CATIVE

La sénescence des cellules méres est accélérée par une mutation dans le géne de la sirtuine (sir2**),
mais retardée par l'acquisition d'une deuxiéme copie du géne. La sirtuine a donc un effet retardateur
sur la sénescence réplicative :

Sirtuine — sénescence réplicativa (mécan. 3.9)

N

La sirtuine appartient a une famille de protéines qui est présente chez de nombreux
eucaryotes. Son mode d’action est bien connu. Elle enléve des groupements acétyle (Ac) fixés aux
histones H3 et H4 de la chromatine et les transfére au NAD. Celui-ci est coupé en nicotinamide et

ADP-ribose, qui recoit le groupement acétyle libéré par les histones (annexe I1X) :

Ac-histones + NAD — Histones + Nicotinamide + Ac-ADP-ribose (mScan. 3.10)

La sirtuine possede une propriété importante : la forme réduite du NAD (NADH) inhibe son
fonctionnement. Un des produits de la réaction (le nicotinamide) a le méme effet. Ces deux
métabolites peuvent donc accélérer la sénescence :

NADH

:|—{ girtuine —w-| Sénescence réplicative (mécan. 3.11)
Nicotinamide

En revanche, le NAD" accroit I'activité de la sirtuine. Il est possible d’accroitre la concentration
intracellulaire de ce métabolite en ajoutant un de ses précurseurs au milieu de culture: le
nicotinamide riboside (annexe IX). A la concentration de 10 M, ce composé augmente de presque
deux fois le nombre de divisions que les cellules sont capables d’accomplir. Les autres précurseurs
du NAD, tels que le nicotinate et le nicotinamide, n'ont pas ce pouvoir.

Grace a son activité d’histone désacétylase, la sirtuine modifie la structure de la chromatine au
niveau de certains sites chromosomiques, et notamment de I'organisateur nucléolaire*. Elle rendrait
I'ADN moins accessible a 'ARN polymérase I*, ce qui réduit au silence les génes ribosomiques. Elle
soustrait aussi 'ADN a l'action des génes responsables de la recombinaison, ce qui réduit la
production de cercles d'ADN ribosomique dans le nucléole et retarde la sénescence (section 3.6.1).

La sirtuine exerce une autre action au cours de la phase de croissance exponentielle. Si le
géne sir2 est muté, les cellules méres ne séquestrent plus les protéines oxydées, de sorte que les
bourgeons en recoivent une partie (section 3.6.1, fig. 3.6). On ne sait pas comment la sirtuine
gouverne ce partage inégal. On ne comprend pas bien non plus I'avantage que la levure tire de ce
mécanisme, puisque les radicaux oxydants ne semblent pas réduire la viabilité des cellules méres
(section 3.6.2).

Pendant quelque temps, on a pensé que l'activation de la sirtuine était responsable du
ralentissement qu’exerce la restriction calorique sur la capacité de prolifération des cellules. Mais
cette proposition est contestée, car la perte du géne sir2 n'’empéche pas la restriction de retarder la

sénescence réplicative.
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3.6.6. EFFET DE LA SIRTUINE SUR LA SENESCENCE CHRON OLOGIQUE

Au lieu d’accélérer la sénescence chronologique, la perte de la sirtuine la retarde, tout au moins
lorsque les cellules sont cultivées en I'absence d’éthanol ou que leurs genes sch9** ou cyrl** ne sont
plus fonctionnels. Les cellules sch9 ; sir2 restent en vie cing fois plus longtemps que les cellules de
génotype normal. Les cellules cyrl"'; sir2 ont une durée de vie multipliée par trois. Les unes et les
autres offrent une meilleure résistance aux chocs oxydatif et thermique, causés par I'exposition au
peroxyde d’hydrogéne ou a une température de 55°C. La fonction normale de la sirtuine serait donc
d’empécher le ralentissement de la sénescence chronologique provoqué notamment par la fermeture

des voies PKB/Akt ou PKA. Elle a donc pour effet d’accélérer la sénescence :
Sirtuine — Sénescence chronologique fmécan. 3.12)

Les cellules sir2 métabolisent I'éthanol plus rapidement que les cellules normales, en partie
parce qu’'elles possedent une alcool déshydrogénase (ADH2**) plus efficace. L'activité de cet enzyme
est donc inhibée par la sirtuine. De ce fait, les cellules sir2 en phase stationnaire font baisser plus
rapidement la concentration en éthanol du milieu de culture, qui devient moins toxique. Il reste a
comprendre comment la sirtuine peut exercer des effets différents sur les cellules, suivant qu’elles se

divisent activement ou ont cessé de le faire.

3.7. CONTROLE DE LA SENESCENCE CHEZ Caenorhabditis

La briéveté de sa vie fait de cet animal un modéle de choix pour I'étude de la sénescence. Comme

nous l'avons déja signalé, c'est chez lui que les premiers gérontogénes ont été découverts. C'est

également chez lui que I'analyse génétique de la sénescence est la plus avancée.
3.7.1. PRINCIPAUX GERONTOGENES

De nombreuses mutations peuvent prolonger la vie de cet animal. Certaines ont été nommées
d'aprés le phénotype des mutants, plutdt qu'a la fonction des génes affectés, qui n'était pas connue
lors de la mutagenése initiale : daf**, age**, lin**, clk** et eat**. D'autres mutations, telles que pdk1**,
sgk1**, tor**, rlel**, ispl** et elf4** ont recu des noms correspondant a la fonction des protéines
inactivées.

Beaucoup de mutants offrent une résistance accrue au stress oxydatif provoqué par
l'accroissement de la concentration en oxygene dans l'air, par lirradiation UV ou l'exposition au
paraquat, et supportent mieux les températures excessives.

L'effet de certaines mutations sur la durée de la vie peut étre annihilé par I'inactivation d’autres
genes (tabl. 3.2). Ainsi, les doubles mutants daf2;daf16 et daf2;daf18 ont une longévité normale. I

faut en conclure que les produits de daf2, daf16 et daf18 font partie de la méme chaine d’interaction.
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3.7.2. FONCTIONS DES GERONTOGENES

Les mutations daf** sont nombreuses. Elles perturbent la formation des larves durables (dauer

larvae). Certaines arrétent la croissance des larves au troisieme stade, quelles que soient les

conditions du milieu, ce qui confere le phénotype Daf constitutif ou Daf-c (tabl. 3.3). D'autres

empéchent les larves d'entrer en diapause, méme en cas de surpopulation (phénotype Daf

défectueux ou Daf-d). D’autres enfin, telles que dafl2, dont difficiles a classer, parce qu’elles peuvent

conférer, soit le phénotype Daf-c, soit le phénotype Daf-d. Parmi mutations daf, seules quelques-

unes, dont daf2, dafl5, daf23 et daf28 peuvent accroitre la longévité de maniére significative, tout au

moins si elles ne suppriment pas totalement la fonction des génes, sinon elles bloquent la croissance

des larves.
Tabl. 3.3. Phénotype de quelques mutants daf de C.elegans
waaion | Prénoypepar | Aoemtementdeacurie devie | Nt e e protine ot

dar2 11 Constitutif (daf-c) ++ Récepteur de linsuline
aarsm | constituit | - | Réguistour de la kinasa Tor |
3™ | comsttwr | o+ | Kknse
. car2s™ | constrt |  + | Peplideapparentsrinsuine

daffé Déficient (daf-d) - Facteur de transcription

dafi1g Déficient - Phosphatase

1. Suivant la sévérité des mutations, les animaux cessent de croitre au troisieme stade larvaire (phénotype Daf-c) ou se
transforment en adultes qui ont une longévité accrue par rapport aux témoins.
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Comme nous allons le voir (section 3.7.6), les mutations daf2, daf23 et daf28 rendent moins
efficace un systeme de communication entre cellules, assuré par linsuline ou des peptides
apparentés. La mutation agel** a le méme effet, car elle touche le méme gene que daf23. Le produit
du gene dafl5 exécute les ordres donnés par le systéme de communication. Ceux des geénes dafl6
et dafl8 sont aussi des agents d’exécution, mais ont des effets antagonistes par rapport aux
précédents. La protéine Dafl6 est mise hors d’état de fonctionner par le systéeme de communication,
tandis que la protéine Dafl8 réduit son efficacité. C’est pourquoi les mutations dafl6 et dafl8
suppriment I'accroissement de longévité produit par la mutation daf2 (section 3.7.1, tabl. 3.2). Enfin,
les produits des genes daf9 et dafl2 contrdlent un systéeme de communication cellulaire différent de
celui que commande I'insuline.

Parmi les mutations du groupe lin, une seule (lin14) prolonge de maniére significative la vie des
adultes. La fonction de cette protéine n’est pas connue, mais on sait qu’elle s’associe a I'ADN et
interfere avec les ordres donnés par le systeme de communication géré par le produit du gene daf2.

Les mutations clk** forment un ensemble disparate. On les a isolées grace a un crible destiné a
découvrir des perturbations de I'embryogenése modifiant la morphologie ou le comportement des
animaux. Toutes ne prolongent pas la vie. Celles qui le font ralentissent également la croissance des
larves et le métabolisme des adultes.

Les mutations eat empéchent les animaux de se nourrir normalement, parce les muscles de
leur pharynx ne fonctionnent pas bien. Les mutations pdkl, sgkl et tor affaiblissent la réponse des
cellules aux signaux véhiculés par le systéme de communication contr6lé par les produits des génes
daf2, agel/daf23 et daf28. La mutation ispl compromet le fonctionnement du complexe Ill de la

chaine respiratoire, ce qui réduit la production de radicaux oxydants.

3.7.3. EFFET DU GENE daf2 SUR LA LONGEVITE

Pendant plus d’'une décennie, les génes daf** n'ont intéressé que les spécialistes de la diapause
chez C. elegans. Depuis 1993, ils attirent I'attention de beaucoup d’autres chercheurs. A cette date,
on s'est apercu que les larves portant deux alleles partiellement inactivés (hypomorphes*) du gene
daf2 (daf2 *’i) n’'entrent pas en diapause, mais que les adultes vivent plus longtemps que les témains.
En revanche, les mutants amorphes (daf2"') ont un phénotype daf-c : ils restent bloqués au troisiéme
stade larvaire (section 3.7.2, tabl. 3.3). L'effet des mutations daf2 sur la longévité varie d'une mutation
a l'autre. Les alleles les plus efficaces prolongent d'environ 80 jours la durée de vie des males (fig.
3.7), et de 20 jours celle des hermaphrodites.

Les mutants daf2** ont une taille qui reste dans la norme, mais certains d'entre eux souffrent
de léthargie. Au surplus, la fécondité, mesurée par le nombre d'ceufs que les hermaphrodites pondent
durant leur vie, est réduite d'environ 25 %.

Les mutants daf2 a vie prolongée supportent mieux que les animaux de génotype normal
l'introduction dans leur nourriture de bactéries pathogénes, telles que Enterococcus faecalis. lls
offrent aussi une résistance accrue au stress oxydatif et thermique. A cet égard, ils se comportent

comme les larves durables, qui restent en bon état tant que dure la diapause. De fait, les mutants
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possedent une superoxyde dismutase (Sod) et une catalase (CTL**) plus actives que celles les
individus normaux. Les mutants daf2 présentent aussi une résistance accrue aux tumeurs de la
lignée germinale femelle, causées par I'inactivation du gene gld1**,

Notons encore qu'en dépit de la torpeur qui frappent certains mutants daf2, le métabolisme
énergétiqgue des animaux ne semble pas systématiquement affecté par les mutations daf2 et
agel/daf23. En particulier, les mutants daf2** ne consomment pas moins d'oxygene que les vers
normaux. Il ne semble donc pas qu'ils recourent a la fermentation* pour se procurer I'énergie dont ils

ont besoin, contrairement a ce que font les larves durables (section 3.4.2, fig. 3.1).

Fig. 3.7. Effet d'une mutation dans le géne  daf2 sur la longévité de C. elegans.
Cette mutation augmente de presque six fois la longévité des males adultes. Elle est due au remplacement
d'une seule base par une autre dans I'ADN du gene daf2.

(D'aprés Partridge L et Gems D. Nature Rev Genet 2002 ; 3 : 165-75)

3.7.4. EFFET DU GENE lin14 SUR LA LONGEVITE

Comme pour daf2, I'effet du géne lin14 sur la croissance de la larve était connu bien avant son effet
sur la longévité de I'adulte (annexe XVII.G). L'inactivation partielle de ce gene est moins efficace que

+/+

celle de daf2 : les mutants lin14™~ ont une longévité moyenne augmentée d’environ 30% par rapport
aux témoins. Les animaux surexprimant le géne lin4 ont aussi une durée de vie accrue. Les géenes
lind et linl4 agissent donc de maniére antagoniste : I'ARN lin4 détruit ’'ARN messager de la protéine

Lin14 et 'empéche de promouvoir la sénescence :

+/+

Par ailleurs, 'augmentation de longévité observée chez mutants daf2™~ n’est pas augmentée
par l'inactivation partielle de linl4. Les protéines Daf2 et Linl4 agissent donc de concert pour
restreindre la longévité. Toutes deux concourent a accroitre la résistance des animaux au choc

thermique, contrélée par le facteur HSF1**,
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3.7.5. CONTROLE DE L'ENTREE EN DIAPAUSE

Puisqu’il inhibe la formation des larves durables (section 3.7.2, tabl. 3.3), le produit du géne daf2 a
comme fonction de promouvoir la croissance jusqu'au stade adulte. Il le fait en inhibant I'action du

produit de dafl16, qui arréte la croissance des larves quand les conditions I'exigent :

La protéine Daf2 présente une homologie de structure et de fonction avec les récepteurs INR**
des vertébrés (annexe XXII.B). La protéine Daf9 appartient a la famille du cytochrome P450*, qui
intervient dans la synthése des hormones stéroides chez les insectes et les vertébrés. La protéine
Dafl2 appartient a celles des récepteurs nucléaires*. La protéine Dafl5 est un régulateur de Tor,
appelé Raptor** chez les mammiféres. La protéine Dafl6 figure parmi les nombreuses cibles de la
kinase PKB**. C'est un facteur de transcription de la famille FoxO. La protéine Dafl8 est une
phosphatase de la famille PTEN**, capable de déphosphoryler le lipide PIP3**, donc de fermer la voie
PKB/Akt. La protéine Agel /Daf23 constitue la sous-unité catalytique de la kinase PI3K**, qui peut
étre activée par le récepteur. Enfin, le produit du géne daf28 est un peptide apparenté a l'insuline
(ILP**).

Les produits des genes daf** conditionnent la réponse de la larve aux conditions du milieu. Si
elles sont favorables, un groupe de 16 neurones sensoriels localisés dans la téte réagit en
empéchant la larve d’entrer en diapause. Ces neurones sécrétent une ou plusieurs hormones de
nature peptidique, appartenant a la famille des ILP. Le signal ILP active le récepteur Daf2/INR porté
par des cellules localisées a différents endroits, et en particulier dans I'intestin, ce qui ouvre la voie
PKB/Akt (fig. 3.8). La kinase terminale de cette voie (PKB) comporte trois protéines apparentées
(Aktl, Akt2 et SGK1), qui agissent de concert au sein d’un complexe de trés grande taille. L'ouverture
de la voie PKB/Akt a pour effet de rendre le facteur Dafl6/FoxO incapable de réprimer dans les
cellules cibles les génes les produits font croitre la larve sans interruption, c’est-a-dire sans qu’'elle
entre en diapause. Par conséquent, l'activité du facteur Dafl6/FoxO tend a prolonger la vie des
animaux. Sa mise hors service a I'effet inverse : la longévité des adultes daf16™ est réduite d’environ
20% par rapport a celle des témoins.

La restriction calorique a donc un triple effet sur le cycle vital de C. elegans. Elle fait intervenir
une phéromone (la daumone*) et une hormone apparentée a l'insuline (encadrée), ce qui a pour effet
d’interrompre la croissance de la larve, de retarder la reproduction et de protéger la larve durable

contre la sénescence :
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Fig. 3.8. Contréle de I'entrée en diapause de lala rve de C. elegans.

A. Lorsque les larves sont nourries normalement, quelques-uns de leurs neurones sécretent une hormone
apparentée a l'insuline (ILP) : le peptide Daf28. L’hormone active le récepteur Daf2/INR inséré dans la
membrane de cellules cibles, localisées principalement dans l'intestin. Le récepteur ouvre la voie de
transduction PKB/Akt, qui inclut trois kinases (PI3K, PDK1 et PKB), dont la derniere phosphoryle le facteur de
transcription Daf16/FoxO. Celui-ci est expulsé du noyau des cellules cibles et retenu dans le cytoplasme par la
protéine 14-3-3**, comme cela se passe chez les mammiféres (annexe XXII.E). Il s’ensuit que le facteur
Daf16/FoxO devient incapable de remplir sa fonction, qui consiste a réprimer dans le noyau plusieurs génes
dont les produits font croitre la larve de maniére ininterrompue.

B. Lorsque les larves sont nourries de maniére insuffisante, leurs neurones sensoriels ne produisent pas d'ILP.
Le récepteur Daf2/INR n'est pas activé dans les cellules cibles et le facteur Daf16/FoxO n'est pas phosphorylé,
si bien qu'il peut pénétrer dans le noyau, ou il réprime les genes dont les produits empéchent I'entrée des larves
en diapause.

3.7.6. CONTROLE DE LA SENESCENCE ET DE LA TUMORIGEN ESE PAR LA VOIE DAF2-DAF16

L'action de la kinase PKB peut étre affaiblie et la sénescence retardée par une mutation dans le géne
dafl5/raptor, ainsi que par d’autres mutations n'appartenant pas a la catégorie daf**, telles que pdk1,
sgkl et tor. Comparés aux adultes normaux, les mutants daf15"" ont une durée de vie prolongée de
15 a 45%, suivant les souches utilisées pour les expériences. Les mutants pdk”’ vivent en moyenne
60 % plus longtemps, mais ils sont presque stériles. Les mutants sgkl”' ont une longévité accrue de
65 % et une fécondité réduite d’environ un tiers. lls résistent mieux au stress oxydatif causé par le
paraguat ou I'eau oxygénée. Les mutants tor”” ont durée de vie accrue d’environ 30 %.

L'inactivation du géne daf16 supprime, non seulement I'effet de la mutation daf2 (section 3.7.1),

mais également celui des mutations pdkl, sgkl et dafl5. De fait, le facteur Dafl6 peut réprimer le
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géne dafl5/raptor in vitro et in vivo. Il faut en conclure que la fermeture partielle de la voie PKB/AKT a
la suite d’'une mutation dans le géne daf2/inr ralentit la sénescence en permettant a la protéine

Daf16/FoxO d'inhiber la synthése du cofacteur Raptor, donc de restreindre I'activité de la kinase Tor :

Ces observations confirment I'importance de la voie PKB/Akt et du facteur Daf16/FoxO en ce qui
concerne la détermination de la longévité. Ce facteur renforce la résistance des cellules aux radicaux
oxydants, notamment parce qu'il stimule la synthése de plusieurs enzymes de désintoxication, et
notamment de la superoxyde dismutase mitochondriale (Sod 2). On comprend moins bien comment
agissent la kinase Tor et son régulateur Raptor, qui sont également des cibles de Dafl6
(mécan. 3.16).

Au total, la voie PKB/Akt comporte au moins quatre éléments dont l'inactivation peut retarder la
sénescence, donc prolonger la vie (le récepteur INR, les kinases PI3K, PDK1 et PKB), et un

cinquieme (la phosphatase Daf18/PTEN), dont I'inactivation peut, au contraire, I'abréger :

La voie PKB/Akt contrdle non seulement la sénescence, mais aussi la formation de tumeurs de
I'ovaire chez les hermaphrodites. De telles tumeurs apparaissent chez les mutants gld1 et abregent
leur vie (section 3.7.3). Mais les doubles mutants gldl;daf2 sont protégés. Cet effet résulte d’'une
intensification de I'apoptose, qui fait intervenir le facteur Daf16/FoxO et la protéine P53 (annexe Ill.A).

Il reste a comprendre comment la protéine P53 est activée par le facteur Daf16/FoxO.

3.7.7. CONTROLE DE LA SENESCENCE INDEPENDANTE DU FA CTEUR DAF16/FOXO

Le récepteur Daf2/INR contréle d’'une autre fagon les progrés de la sénescence. L'augmentation de
longévité observée chez les mutants daf2 est supprimée quand on détruit grace a l'interférence par
I'ARN le produit du géne becl, qui est homologue* de la bécline* des mammiféres. Cette protéine
joue un réle décisif dans le déclenchement de I'autophagie (annexe IV.D). De la sorte, elle protége
les cellules contre la sénescence. La fonction normale du récepteur Daf2/INR serait donc d'inhiber la

synthése ou l'activité de la protéine Becl :

De fait, certaines cellules des mutants daf2 présentent des signes d'une autophagie plus efficace que

celles des animaux de génotype normal.
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Le récepteur Daf2/INR controle aussi la synthése de plusieurs protéines de choc thermique
(HSP), car l'accroissement de longévité observée chez les mutants daf2 est aboli par une mutation
dans le géne hsfl, qui gouverne la synthése de ces protéines. Le produit du géne daf2 a donc pour
effet d’'inhiber cette synthése. Les protéines concernées désagrégent les amas insolubles de peptides
A 42 apparaissant chez les animaux transformés* par un minigéne humain spécifiant ce peptide, qui

est en grande partie responsable de I'apparition de la maladie d’Alzheimer (annexe XXIV) :

3.7.8. CONTROLE DE LA SENESCENCE INDEPENDANTE DU RE CEPTEUR DAF2/INR

Le facteur Dafl6/FoxO est I'agent d’exécution principal des instructions données par le récepteur
Daf2/INR. Mais il est soumis a d’autres influences.

L'ubiquitine ligase* RLE peut déclencher la destruction de Daf16/FoxO lorsque ce dernier est
retenu dans le cytoplasme (fig. 3.8). L'activit¢ de la ligase a donc le pouvoir d'accélérer la

sénescence :

Cette propriété fait de rlel** un gérontogene. De fait, son inactivation prolonge la vie des animaux
d’environ 20 %, mais cet effet ne s'observe pas lorsque le géne dafl6 est également muté. Les
mutants rlel” offrent une meilleure résistance au stress provoqué par l'exposition a une chaleur
excessive ou par lirradiation ultraviolette.

Le produit du géne linl4** a le méme pouvoir que celui de rlel: il empéche le facteur

Daf16/FoxO de ralentir la sénescence :

En effet, I'accroissement de longévité conféré par l'inactivation partielle de linl14 n'est pas observé
chez les mutants daf16”. Ce n'est pas étonnant, puisque la protéine Linl4 fait partie de la méme
chaine d'interaction que le récepteur Daf2/INR, qui controle I'activité du facteur Daf16/FoxO (section
3.7.4).

3.7.9. MODE D’ACTION DE LA RESTRICTION CALORIQUE CH EZ L’ADULTE

Puisque la restriction calorique prolonge la vie des larves en ralentissant leur métabolisme, on
pourrait s’attendre a ce qu'il en soit de méme chez I'adulte. En fait, il n'en est rien. Les vers privés de
nourriture consomment davantage d’oxygéne que les témoins, mais se défendent mieux contre les
radicaux oxydants parce gu’ils synthétisent davantage de superoxyde dismutase cytosolique (Sod1l).
Par ailleurs, la restriction calorique n’agit pas sur la longévité comme le fait la mutation daf2, c’est-a-
dire en fermant partiellement la voie PKB/AKT (section 3.7.5). En effet, la restriction accroit encore la

+/+

longévité des mutants daf2 =~.
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Chez l'adulte, la restriction calorique mobilise notamment les génes sknl** et phad**,
L'inactivation totale du géne sknl empéche la privation de nourriture de prolonger la vie des animaux.

L’inactivation partielle (limitée a la vie adulte) du géne pha4 a le méme effet :

Les mutants sknl ont une durée de vie moyenne réduite d’environ un tiers par rapport aux
témoins et sont exagérément sensibles au stress oxydatif provoqué par le paraquat. La restriction
calorique active le géne sknl dans deux neurones sensibles au stress, appelés ASI**. Le produit de
ce gene contribue a accélérer le métabolisme énergétique, mesuré par la consommation d'oxygene,
dans les autres cellules de I'organisme. Elle contribue aussi a renforcer la résistance au stress d’une
maniére qui reste a déterminer, mais qui dépendrait de I'activité sécrétrice des neurones ASI.

La restriction calorique accroit I'activité du gene pha4 dans les cellules de l'intestin. Une des
fonctions du facteur Pha4 serait d’'augmenter a son tour I'activité du gene sod1l, car cette stimulation

n'a pas lieu chez les mutants pha4"'.
3.7.10. MODE D’ACTION DU SYSTEME REPRODUCTEUR

Le facteur Daf16/FoxO transmet aussi les signaux accélérateurs de sénescence émis par les cellules
germinales (section 3.4.11, mécan. 3.6), car l'accroissement de longévité obtenu par I'ablation du
germen ne s'observe pas chez les mutants dafl6, ni d’ailleurs chez les mutants daf9 et daf12. Les
protéines Daf9, Daf12 et Dafl6 font donc partie de la méme chaine d'interaction. L'interférence par
I'ARN a permis d'identifier un quatrieme géne (kril**) dont le produit est indispensable pour que la
stérilisation puisse accroitre la longévité. En revanche, I'ablation du germen ne supprime pas I'effet
favorable de la mutation daf2 sur la durée de vie des animaux, mais le renforce encore. Le germen
doit donc agir sur la longévité par une voie distincte de la voie Daf2-Daf16.

On pense que les cellules germinales empéchent la gonade de synthétiser une hormone
stéroide grace au *cytochrome P450/Daf9. Cette hormone est normalement captée par un récepteur
nucléaire* (le produit du gene dafl2) contenu dans les cellules de l'intestin. Si le germen est détruit,
la gonade peut sécréter I’hormone en question, qui active le récepteur Dafl2, qui active a son tour

par l'intermédiaire de la protéine Kril le facteur Daf16/FoxO, en le faisant pénétrer dans le noyau :

Nous avons vu qu’en détruisant la totalité de la gonade, on abolit I'effet favorable qu’exerce
I'élimination du germen sur la longévité (section 3.4.11, mécan. 3.6). Ayant disparu, la partie

somatique de la glande ne pourrait plus sécréter 'hormone qui inhibe les progrées de la sénescence :
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Si cette interprétation est correcte, il faudrait considérer la voie de transmission Daf9-Daf16 comme
un moyen utilisé par les animaux pour prolonger leur vie si leurs gonades ne sont pas peuplées en
temps utile par les gonocytes apparus tout au début du développement.

La protéine Dafl6/FoxO est donc capable d'intégrer les ordres contradictoires émanant du
systeme reproducteur. Elle se trouve au point de convergence de deux voies de transduction*
indépendantes. La premiere émane du soma et fait intervenir une hormone peptidique (section 3.7.5,
mécan. 3.15). La seconde émane du germen et fait intervenir une hormone stéroide non encore

identifiée (mécan. 3.24).
3.7.11. MODE D’ACTION DE LA SIRTUINE

L'importance du facteur Dafl6/FoxO en tant que régulateur de la longévité apparait encore a
I'examen du mode d’action de la sirtuine. La sénescence des vers peut étre retardée par le produit du
géene sir2.1** qui est I'nomologue le plus proche du gene sir2 de la levure et posséde la méme
fonction. Les animaux portant une duplication du géne sir2.1 ont une longévité accrue d'environ 50 %
par rapport aux témoins. lls résistent mieux que ces derniers au stress oxydatif provoqué par le
paraquat. Le géne de la sirtuine n'est pas essentiel, car les mutants sir2.1” sont viables, mais ont
une durée de vie réduite. L'effet de la duplication sur la durée de la vie est annulé par une mutation

dans le gene dafl6. Le produit de ce gene sert donc d’intermédiaire a I'action de la sirtuine :

Il est probable que la sirtuine interagit directement avec le facteur Daf16/FoxO dans le noyau. Le
complexe ainsi formé fonctionnerait comme activateur de transcription (section 3.7.5, fig. 3.8).
L'accroissement de longévité produit par la perte d’'activité du géne daf2 ne requiert pas la

+/+

présence de la sirtuine, car les doubles mutants sir2.1 ;daf2™" vivent aussi longtemps que les

+/+

mutants daf2™". C’est donc que la sirtuine n’agit pas en aval du récepteur Daf2/INR et qu’elle active le
facteur Daf16/FoxO de maniére indépendante. Il y aurait donc au moins trois moyens d’activer ce
facteur et de ralentir la sénescence : en fermant partiellement la voie PKB/AKT (section 3.7.6, mécan.
3.7.10), en stérilisant les animaux (section 3.7.10, mécan. 3.24), ou en renforcant de I'activité de la

sirtuine :

Nous verrons que chez les mammiféres, la sirtuine retarde la sénescence en stimulant, par
I'intermédiaire du facteur FoxO3 (un homologue de Dafl6), la synthése de la superoxyde dismutase
mitochondriale (Sod2) et de la catalase (section 3.9.3). De fait, 'emploi de la technique des biopuces
a montré que chez C. elegans, les génes sod2 et ct** figurent parmi les cibles du facteur
Daf16/FoxO :
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Cependant, la sirtuine ne stimule pas la synthése de tous les facteurs de protection. En fait, elle inhibe

la synthése de certains d’entre eux, comme il apparaitra par la suite (section 3.7.13).

3.7.12. GENES CONTROLES PAR LA VOIE DAF2-DAF16

En comparant par la technique des biopuces I'expression des genes chez les mutants daf2 et les
doubles mutants daf2;daf16, on peut identifier ceux dont l'activité est controlée par le récepteur Daf2
par l'intermédiaire de Daf16. Environ 300 génes ont une expression modifiée chez les mutants daf2.

La majorité des génes cibles (60 %) ont une activité plus forte chez les mutants daf2 que chez
les vers normaux ou les doubles mutants. C'est donc que dafl6 stimule leur transcription et que leurs
produits ont pour effet de retarder la sénescence. Ces produits ont des fonctions variées, parfois sans
rapport direct avec la sénescence. Plusieurs sont des enzymes qui participent a divers processus
métaboliques. Une dizaine d'entre eux contribue a accroitre la résistance des cellules a différentes
formes de stress. Cette série inclut la superoxyde dismutase mitochondriale (Sod2), deux catalases
(CTL*) et six petites protéines HSP (SHSP**), dont la synthése dépend du facteur HSF1**. La liste
comporte aussi plusieurs protéines bactéricides, qui protégent les animaux contre le blocage
intestinal qui finit par les tuer, plus ou moins rapidement selon les souches bactériennes utilisées
pour les nourrir.

Parmi les quelque 100 gérontogénes potentiels dont I'activité est plus faible chez les mutants
daf2, il faut retenir les génes des vitellogénines* vit2 et vit5. Cela pourrait expliquer pourquoi les
mutants daf2 pondent moins d'ceufs que les hermaphrodites normaux : ils ne peuvent pas faire
croitre leurs oocytes assez rapidement. Un autre gene intéressant est ins7**, qui spécifie un peptide
apparenté a l'insuline (ILP**). Ce géne est réprimé par le produit de dafl6. Si la nourriture abonde, le
facteur Daf16/FoxO ne peut pas agir (section 3.7.5, fig. 3.8), ce qui autoriserait I'émission du peptide
INS7 par les cellules intestinales de la larve. Le peptide INS7 agirait de maniére autocrine* sur le
récepteur Daf2/INR présent dans la membrane des cellules émettrices. Il agirait aussi sur le
récepteur d'autres cellules, ce qui aurait pour conséquence de le rendre encore plus actif. Le
récepteur peut donc étre activé par deux hormones apparentées a l'insuline, la premiére (le produit
du gene daf28) étant sécrétée par les neurones (fig. 3.8), la seconde (le produit du géne ins7) par les

cellules de l'intestin :

3.7.13. MODE D’ACTION DU RESVERATROL

La longévité des vers est quelque peu augmentée par l'ajout de resvératrol a leur nourriture
(section 3.4.9). L'action du resvératrol dépend de la sirtuine, car ce composé n‘augmente pas la

durée de vie des mutants dont le gene sir2.1 est délété (sir2.1 ):

Le resvératrol activerait la sirtuine en augmentant son affinité pour le NAD, un des substrats de la

réaction qu’elle catalyse (section 3.6.5). En revanche, I'action du resvératrol ne dépend pas du géne
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dafl6, car le resvératrol prolonge la vie des animaux daflé . Le resvératrol retarde donc la
sénescence par une voie indépendante du facteur Daf16/FoxO.

Comme venons de le voir (section 3.7.12), la voie Daf2-Daf16 stimule la synthése de plusieurs
enzymes de désintoxication, de plusieurs protéines HSP et de plusieurs agents bactéricides. On
pouvait s’attendre le resvératrol agisse d’'une facon similaire. Mais il n’en est rien. Une analyse par
biopuces a révélé que le traitement par le resvératrol stimule 'activité de plusieurs génes spécifiant
des protéines de la famille PQN**, qui ont un effet protecteur contre le stress dans le réticulum
endoplasmique. Contre toute attente, on s’est apercu que les génes pgn sont beaucoup plus actifs
chez les mutants sir2.1 que chez les témoins. Par conséquent, la sirtuine a pour fonction normale de
réprimer ces geénes, ce qui peut sembler paradoxal. Apparemment, le resvératrol ralentit la
sénescence en empéchant la sirtuine d’inhiber I'action de certains facteurs de protection, tels que
PON :

Il semble donc que le resvératrol exerce deux effets contradictoires sur I'activité de la sirtuine.
3.7.14. ROLE DES GERONTOGENES clk1, eat2, ispl ET eifde

Les mutants clk1** vivent en moyenne moitié plus longtemps que les témoins. Apparemment, le
produit du géne clkl a quelque chose a voir avec le stress oxydatif, car il intervient dans la synthése
du coenzyme Q. En son absence, le transporteur ne peut pas étre synthétisé et doit étre fourni dans
la nourriture. Chez les mutants, I'assemblage du coenzyme s’arréte a l'avant-derniere étape. La
molécule inachevée (la déméthoxyubiquinone) porte une queue hydrophobe comprenant huit unités
isoprénoides, au lieu de neuf. La fonction digestive des mutants clkl est ralentie et leur fécondité
réduite, mais la respiration* de leurs cellules n’est pas affectée. L'accroissement de longévité n’est
donc pas di a un ralentissement du métabolisme énergétique. Mais leurs cellules contiennent moins
de dérivés agressifs de I'oxygéne que celles des témoins, pour une raison qui reste inconnue.

Les vers portant une mutation dans le géne eat2 ont une durée de vie moyenne augmentée de
quelque 50 % par rapport aux témoins. D'autres mutations eat ont un effet plus modéré. Certaines
n'ont aucune répercussion sur la longévité. Les animaux eat2” montrent tous les signes de
sous-alimentation, parce qu'ils ne peuvent pas ingurgiter suffisamment de nourriture.

Les mutants isp1** ont une longévité accrue d'environ 60 % et résistent mieux que les témoins
au stress oxydatif provoqué par le paraquat, du fait que leurs mitochondries contiennent davantage
de superoxyde dismutase. Leur développement et leur croissance sont notablement ralentis. La
fécondité est également affectée : les hermaphrodites ispl"' pondent quatre fois moins d'ceufs que
leurs congéneres normaux.

L'inactivation du géne spécifiant la forme du facteur elF4E** (ife) qui est active dans les cellules
somatiques prolonge de 20 a 25 % la durée de vie moyenne des vers. Les mutants ife2” ont une
résistance accrue vis-a-vis de paraquat et ne présentent aucune anomalie morphologique ou

fonctionnelle. En particulier, leur fécondité n’est pas du tout diminuée.
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L'inactivation du géne dafl6 ne supprime pas l'effet des mutations eat2 ou ispl. Il existe donc
au moins quatre moyens de prolonger la vie des animaux. Le premier passe par la voie de
transduction contrélée par le récepteur Daf2/INR, que relaient le facteur de transcription Daf16/FoxO
et la kinase Tor** (mécan. 3.16). Les deux autres agissent indépendamment de la voie Daf2-Daf16.
lIs font intervenir les protéines Eat2 et Ispl. Le facteur elF4E** offre peut-étre un quatriéeme moyen de
prolonger la vie des vers, car la longévité des mutants ife2” n'est pas modifée par une seconde
mutation dans les génes daf2 ou dafl6. Mais elle est accrue par l'inactivation des genes clkl, eat2 et
tor, Le facteur elF4E agirait donc indépendamment des protéines CLK1 et Eat2, ce qui semble
normal, mais aussi de Tor, ce qui est plus difficle a comprendre, puisque I'activité de la protéine

elF4E est stimulée par Tor (section 3.2.8).
3.7.15. VERIFICATIONS OBTENUES GRACE A L'INTERFEREN CE PAR L’ARN

L'interférence par I'ARN (annexe XVII.B et C) a confirmé les résultats obtenus par la mutagenése
classique. Il suffit pour prolonger de maniére notable la longévité des adultes de nourrir les larves
avec des bactéries synthétisant un ARN qui réduit au silence un gérontogene, tel que daf2/inr ou
agel/daf23*. D'une maniere générale, l'interférence par I'ARN a des effets moins prononcés que
linactivation des génes obtenue par mutagenese. Certaines interférences n'ont aucun effet
mesurable, comme par exemple celles qui visent les génes clk1** ou eat.

Le recours a linterférence a également confirmé le caractére des génes dont l'activité est
gouvernée par les produits de daf2 et de daf16. Appliquée aux genes dont I'expression est renforcée
chez les mutants (section 3.7.12), l'interférence tend a réduire la longévité des adultes. Elle tend au
contraire a l'accroitre quand elle vise les génes, tels que vit2 et vit5, dont l'activité est diminuée chez
les mutants. Les effets observés sont assez modestes, mais se renforcent, ce qui explique l'impact
important que l'inactivation partielle de daf2 peut avoir sur la durée de la vie (section 3.7.3, fig. 3.7),
car le produit de ce géne gouverne le systtme hormonal qui contréle les progrés de la sénescence
(section 3.7.5, mécan. 3.15). De méme, la mise hors service d'un autre gene coordonnateur (ins7)

suffit pour accroitre de 90 % la longévité moyenne des adultes (section 3.7.12, mécan. 3.29).

3.7.16. NOUVEAUX GERONTOGENES IDENTIFIES GRACE A L' INTERFERENCE PAR L'ARN

Des chercheurs intrépides ont entrepris de rendre inopérant chaque géne de C. elegans et de
déterminer quelle interférence accroit de maniere significative la longévité de I'animal. Environ 15 000
genes, sur les 19 000 que posséde C. elegans, ont déja été testés. Au total, prés de 100 interférences
prolongent de facon significative la vie des adultes. Les gérontogénes révélés grace a linterférence
par ’ARN contrdlent toutes sortes de processus : production d’énergie, transcription, transduction des
signaux, réponse au stress oxydatif et thermique, maturation* et dégradation des protéines, etc.
Curieusement, la liste n'inclut aucun des gérontogénes identifiés par mutagenése, tels que daf2,
agel/daf23, pdkl** et sgk1** (section 3.7.6, mécan. 3.17).

Parmi les gérontogénes nouvellement identifiés, deux catégories doivent retenir I'attention. Il

s’agit en premier lieu des génes dont les produits contr6lent le métabolisme énergétique et contribuent
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donc a fournir des transporteurs réduits (NADH et FADH>) a la chaine respiratoire. Il s’agit ensuite des

génes spécifiant des protéines qui participent a la construction ou au fonctionnement des
mitochondries. Huit gérontogenes de cette nature ont été découverts. Leurs produits sont intégrés a
tous les complexes de la chaine respiratoire, sauf le complexe Il. Si la synthése d'une seule de ces
protéines est inhibée durant la croissance des larves, la vie des adultes est prolongée de 5 a 60 %. Le
dysfonctionnement des mitochondries diminue la production d'ATP et probablement de radicaux
oxydants. La coupure partielle de la chaine respiratoire agit sur la croissance, qui est ralentie, et sur la
fécondité des adultes, qui sont pour la plupart stériles.

Une minorité (x 6 %) des interférences capables d’accroitre la longévité des animaux exige que
le gene sir2.1** soit fonctionnel. Elles n'ont aucun effet si ce géne est inactif. En revanche, une large
majorité des interférences efficaces (+ 75 %) dépend de l'intégrité du géne dafl6. Cette observation
souligne encore le role central que joue le facteur Daf16 dans la détermination de la longévité.

Chose étonnante, le blocage partiel de la chaine respiratoire n’accroit pas la longévité quand
elle est imposée apres la fin de la vie larvaire. Il faut en conclure que I'animal juvénile peut mesurer
I'état de ses mitochondries et moduler en conséquence la durée de vie de l'adulte. Les mécanismes
impliqués restent inconnus, mais confirment l'importance de la respiration* en tant que modulateur de

la longévité.

3.8. CONTROLE DE LA SENESCENCE CHEZ LA DROSOPHILE

Comme cest le cas chez C. elegans, les gérontogénes de la drosophile ont été découverts par

hasard. Leur étude a révélé que plusieurs d’entre eux contrdlent les mémes processus chez les deux

animaux, a savoir l'utilisation du glucose par les cellules, gouvernée par I'insuline.
3.8.1. LES GERONTOGENES inr ET chico

La longévité de la drosophile peut étre augmentée par la fermeture partielle de la voie PKB/AKT**,
Les mutations inactivant le géne du récepteur de linsuline (inr**) sont létales. Les mutations
hypomorphes* affectent la croissance des larves, dont les cellules sont plus petites et moins

+/+

nombreuses, si bien que les adultes inr = ont une taille réduite de moitié. Les femelles inr™* ont une
longévité accrue de 85 % par rapport aux mouches normales. Les mutations inactivant le géne chico
ont un effet moins marqué. Les femelles chico” restent petites, mais leur longévité est accrue
d'environ 50 %. La protéine Chico est un substrat du récepteur INR: la protéine IRS**
(annexe XXII.B). Les cellules des deux mutants possédent une superoxyde dismutase plus efficace
que celle des témoins.

Les mutations inr et chicolirs ne semblent pas affecter le métabolisme des animaux, qui ont une
activité normale, mesurée par la vitesse de leurs mouvements. En revanche, elles perturbent la

+/+

reproduction : les mouches inr — et chico” sont peu fécondes ou stériles. En fait, les mutants inr et
chicolirs se trouvent dans un état de diapause semblable a celui qu'adoptent les mouches pendant

I'hiver. Durant cette saison, l'accroissement des oocytes dans les ovaires des femelles est bloqué ;
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les mouches vieillissent plus lentement et sont moins sensibles au stress oxydatif. Le froid, I'obscurité
et le manque de nourriture ont donc le méme effet que les mutations inr et chicolirs : ils ferment les
voies de transduction (PKB/Akt et Map kinases) contrélées par le récepteur INR, ce qui empéche les

animaux de se reproduire, mais prolonge leur vie :

3.8.2. IMPORTANCE DE LA VOIE INR-FOXO

Pour vérifier si les choses se passent chez la drosophile comme chez C. elegans, on a modifié
I'expression de plusieurs génes dont les produits sont sous l'influence de la kinase PKB. Il s’agit de
voir si la sénescence est ralentie quand le facteur FoxO** (I'orthologue de Dafl6) et la kinase Tor**
sont produits en quantité trop forte ou trop faible. De fait, les mouches transformées* par un géne
foxO piloté par un promoteur actif dans les corps gras ont une durée de vie moyenne accrue de 20 a
50 % par rapport aux témoins. Inversement, il est possible de réduire I'activité de la protéine Tor en
transformant les mouches au moyen d'une copie inactivée in vitro du géne tor. Cette derniere exerce
un effet un dominant négatif*, parce son produit s’associe avec celui du géne normal. Les animaux
ainsi traités ont une longévité moyenne augmentée d’environ 25 %. Il en va de méme pour celles ou
la transformation vise a réduire l'activité du géne de la kinase S6K1**, qui est une cible de Tor
(annexe XXII.F). Par conséquent, la restriction calorique ralentit la sénescence en stimulant la

synthése de la protéine FoxO, et en réduisant celle de la protéine Tor :

Pour prolonger la vie des mouches, il ne faut pas nécessairement les affamer. Comme nous
venons de le voir, on arrive au méme résultat en endommageant par des mutations la voie PKB/AKT,
ou en renforgant par transformation I'activité de la protéine FoxO, ou encore en réduisant celle de la

kinase Tor :

3.8.3. RELAIS HORMONAUX

Selon toute vraisemblance, la diapause hivernale réduit la sécrétion par une zone spécialisée du
cerveau d’hormones peptidiques apparentées a l'insuline (ILP**). L'un de ces peptides (ILP2) active
le récepteur INR porté par de nombreux types de cellules, ce qui ralentit la sénescence. L'ILP2
stimulerait également la sécrétion d'hormone juvénile (JH**) par deux glandes rétrocérébrales (qui
sont soudées chez la drosophile) : les corps allates (aussi appelés corpora allata). L'hormone
empéche la larve de se métamorphoser, ce qui prolonge sa croissance. Elle stimule aussi
l'accroissement des oocytes dans les ovaires des femelles adultes, mais fait mourir plus vite les

animaux des deux sexes. De fait, I'ablation des corps allates chez différents insectes (papillons,
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criguets) rend les adultes stériles et prolonge leur vie, comme le fait la fermeture partielle des voies
contrdlées par le récepteur INR. Inversement, les mouches inr”* traitées par un analogue de
I'hnormone juvénile (le méthopréne) retrouvent une longévité proche de la normale. L'hormone
sécrétée par les cellules du cerveau (ILP2) activerait donc le récepteur INR des corps allates, ce qui
déclencherait la sécrétion d’hormone juvénile, ce qui a pour effet de ralentir la croissance de la larve,

de retarder la reproduction et de ralentir la sénescence :

Au cours de la vie larvaire, I'hormone juvénile agit en synergie avec I'ecdysone*, une hormone
stéroide sécrétée par les glandes prothoraciques. L'ecdysone déclenche les mues et la
métamorphose. Si les deux hormones sont sécrétées simultanément, la larve se contente de muer. Si
I’'hormone juvénile est absente, elle se transforme en adulte. L'action de I'ecdysone ne se limite pas a
la vie larvaire. Chez I'adulte, sa présence est indispensable au déroulement de la spermatogenése et
de 'oogeneése. Elle tend aussi a abréger la vie des animaux, car les mouches hétérozygotes pour une
mutation dans le gene spécifiant 'TECR** (le récepteur de I'ecdysone) vivent plus longtemps que les
témoins. Les animaux ecr” ont une taille et une fécondité normales, mais offrent une meilleure

résistance au stress oxydatif et thermique.

3.8.4. POUVOIR INTEGRATEUR DE LA PROTEINE FOXO

Le facteur FoxO intégre les signaux quelque peu contradictoires délivrés par la privation de nourriture
et par le stress oxydatif. La restriction calorique tend a ralentir la sénescence, tandis que les radicaux
oxydants I'accélérent, tout au moins a forte dose (section 3.3.5). La restriction ferme la voie contrélée
par le récepteur INR, si bien que la kinase terminale de la voie (PKB) ne peut plus phosphoryler le
facteur FoxO. Celui-ci pénétre dans le noyau, ou il stimule I'expression des génes spécifiant plusieurs
enzymes de désintoxication, mais réprime celle du gene raptor**, dont le produit est un régulateur
positif de I'activité de la protéine Tor. En revanche, le stress ouvre la voie des Map K (section 3.3.3,
mécan. 3.4), dont le dernier élément (la protéine JNK**) favorise la pénétration du facteur FoxO dans

le noyau :

La kinase JNK doit donc avoir un effet favorable sur la longévité des animaux. De fait, les
mouches dont les cellules portent des copies supplémentaires du géne JNK ont une durée moyenne
de vie accrue de 10 a 20% par rapport aux témoins. Elles résistent mieux au stress oxydatif provoqué

par le paraquat et leurs cellules ont des genes SHSP** plus actifs.
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3.8.5. MODE D’ACTION DE LA SIRTUINE

En introduisant des copies supplémentaires du gene sir2** piloté par un promoteur puissant, on peut
multiplier par quatre I'activité de la sirtuine dans les cellules. Les mouches transformées* de cette
maniére ont une longévité moyenne augmentée de preés de 60 %. La restriction calorique ne prolonge
pas davantage la vie des mutants, ce qui semble indiquer que la privation de nourriture et la sirtuine
agissent sur les mémes mécanismes cellulaires. De fait, la restriction stimule I'activité du géne sir2.

Il existe d’autres moyens d’accroitre I'activité ou la concentration de la sirtuine dans les cellules.
Le resvératrol est un activateur efficace de la sirtuine. Effectivement, I'accroissement de longévité
causée par le resvératrol (section 3.4.9) ne s’observe pas chez les mouches dont le géne sir2 est
délété (sir2 ), ce qui confirme les observations faites chez C. elegans (section 3.7.13).

La production de sirtuine peut étre augmentée par une mutation dans le géne rpd3**. Les
cellules des mutants hétérozygotes rpd3+" contiennent deux fois plus d’ARN sir2 que celles des
témoins. C’est donc que le géne sir2 y est surexprimé. Les mouches rpd3+" ont une durée de vie
accrue d’environ 45 %. Comme la sirtuine, la protéine RPD3 est une désacétylase ayant comme cible
les histones. Il est probable qu’elle agit sur la structure de la chromatine au niveau du géne sir2 et
stimule la transcription, ce qui peut paraitre curieux, car les désacétylases ont un effet globalement

négatif sur I'activité des genes.

3.8.6. ROLE DE LA PROTEINE P53

Les mouches dépourvues de géne dmp53 fonctionnel sont viables, mais peu robustes, et ont une
longévité réduite par rapport aux témoins. Il est possible d'inactiver le géne de maniére conditionnelle
par la méthode des génes dominants négatifs*, en plagant la copie manipulée in vitro sous les ordres
d’'un promoteur actif seulement dans certains types de cellules. Les mouches transformées par un
géne dmp53 ne s’exprimant que dans les cellules nerveuses ont une longévité moyenne accrue de
30 a 60%. Elles ont une activité et une fécondité normales. L’accroissement de longévité est
attribuable a une meilleure résistance au stress oxydatif, mesurée par I'exposition au paraquat.
L'influence du systéme nerveux sur la sénescence de I'ensemble du corps peut s’expliquer par
le fait que certaines cellules cérébrales sécretent une hormone apparentée a I'insuline (I'lLP2**), qui
agit peut-étre sur le systéme de désintoxication dans tout I'organisme (section 3.8.3, mécan. 3.35).
En tout cas, l'inactivation partielle du géne dmp53 ne peut pas ralentir la sénescence réplicative,
parce que la protéine DMP53 n’agit pas sur ce processus chez la drosophile (chapitre 1, section 1.8).
De ce fait, elle n’accroit pas non plus le risque de cancer. Tout semble aussi indiquer qu’elle n'a

aucun effet sur I'apoptose des cellules nerveuses.
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3.8.7. AUTRES GERONTOGENES

Les mutations inr et chicol/irs ne sont pas les seules a pouvoir prolonger la vie des drosophiles. Les
mouches hétérozygotes pour une mutation dans le géne puc** ont une durée de vie accrue de
40 a 80 % par rapport aux témoins et résistent mieux au stress oxydatif déclenché par le paraquat.
Leurs cellules contiennent moins de phosphatase Puc, capable d'inactiver la Map kinase JNK**. Elles

devraient donc produire davantage d'enzymes de désintoxication et de protéines de choc thermique :

De fait, les protéines des mouches puc”’ accumulent moins de dommages dus aux radicaux oxydants
que celles des mouches de génotype normal. La mutation ne modifie ni la vitesse de croissance des
larves, ni la taille des adultes, ni leur fécondité.

Les mouches hétérozygotes pour une mutation dans le gene Indy** vivent en moyenne deux
fois plus longtemps que les témoins. On pense que la protéine Indy intervient dans le transport a
travers les membranes de plusieurs métabolites produits par la dégradation du glucose. L'intestin et
le corps gras des mutants Indy"" utiliseraient moins efficacement ces métabolites pour la production
d'énergie. En quelque sorte, la mutation crée un état permanent de restriction calorique, sans que les
animaux soient privés de nourriture. Malgré cela, les mouches ont un métabolisme normal. Leur taille
et leur fécondité restent également dans la norme.

Une autre mutation, baptisée un peu abusivement methuselah (mth**) par ses découvreurs,

+/+

prolonge la vie des mouches d'environ un tiers. Les mouches mth™~ résistent mieux que les témoins
au stress oxydatif imposé par le paraquat. La mutation ne réduit pas la taille des mouches, mais tend
plutdét a I'accroitre. La protéine MTH est un récepteur de la famille GPCR**, dont le ligand est le
produit du géne sun** Ce géne spécifie deux peptides intégrés au complexe V de la chaine
respiratoire (annexe XXI.D). Les mouches sun*" ont une durée de vie moyenne accrue de 25 a 50 %
par rapport aux témoins. Elles offrent une meilleure résistance au paraquat et leur chaine respiratoire
fonctionne apparemment de maniére normale. On ne comprend pas bien comment les peptides Sun
peuvent a la fois étre intégrés a la membrane des mitochondries et fonctionner comme signaux
extracellulaires captés par le récepteur MTH. En tout cas, cette découverte inattendue souligne une
fois encore I'importance de la chaine respiratoire pour la détermination de la longévité.

Il existe au moins un gérontogéne qui ne gouverne pas l'utilisation par I'organisme de la
nourriture qu’il recoit, mais la perception de sa qualité. Il s’agit du géne or83b**, qui spécifie un
récepteur des odeurs, et en particulier de celles qui émanent de la levure, la principale ressource
alimentaire des drosophiles. Les mouches orb83b™ ont une longévité moyenne augmentée de 20 a
40 %, selon les souches et le sexe des animaux utilisés pour les expériences. La mutation ne
supprime pas tout a fait I'effet exercé par la restriction calorique sur la durée de la vie, ce qui donne a
penser que la fourniture des aliments et leur détection agissent par des voies différentes. Les

animaux orb83b™ mangent tout autant que les témoins, mais résistent mieux au stress oxydatif
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provoqué par I'’hyperoxie, c’est-a-dire par la respiration d'un air enrichi en oxygene. Leur fécondité est

a peine réduite.

3.9. CONTROLE DE LA SENESCENCE CHEZ LES MAMMIFERES

Jusqu'a présent, le nombre de gérontogénes identifiés chez cet animal reste encore limité. La plupart

d’entre eux contrélent d’'une maniére ou d’'une autre la réception du signal véhiculé par l'insuline.
3.9.1. PRINCIPAUX GERONTOGENES DE LA SOURIS

Comme celle de C. elegans et de la drosophile, la longévité des souris peut étre accrue par des
mutations aléatoires ou dirigées touchant le systéme qui adapte la réponse de l'organisme a la
fourniture de glucose.

Deux mutations spontanées (pitl** et propl**) perturbent le développement de I'hypophyse, qui
sécrete des quantités insuffisantes d'hormones, et en particulier d'hormone de croissance (GH**).
Une troisieme invalide le récepteur de cette hormone (GHR**), ce qui rend les cellules insensibles a
son action. Les mutants pitl"', propl'/' et ghr"' souffrent de nanisme, ont une fécondité réduite ou
retardée, mais une longévité accrue de 40 a 60 %. Les deux premiers possedent des enzymes de
désintoxication plus actifs que ceux des souris normales.

Deux mutations ciblées accroissent la longévité des souris en atténuant la réponse des cellules
a l'insuline et a 'IGF1**, La premiére invalide le récepteur de l'insuline (IR**) dans les cellules du tissu
adipeux blanc, grace a un systeme de recombinaison limité a ce type de cellules. Les souris ir" sont
plus maigres que les souris normales, mais ont une durée de vie accrue de quelque 20 %, bien
gu’elles aient apparemment un métabolisme énergétique plus intense. La seconde mutation rend non

" ont

fonctionnel le géne igfir dans toutes les cellules de I'animal. Les animaux hétérozygotes igfir™
une vie prolongée d'environ un quart. lls résistent mieux que les témoins au stress oxydatif provoqué
par le paraquat. Les chercheurs qui les ont obtenus ne signalent aucune diminution significative de
leur taille, de leur métabolisme ou de leur fécondité.

Une troisieme mutation ciblée modifie le géne shcl**, de sorte qu'il ne peut plus produire par
épissage différentiel la forme la plus longue (P66**) de la protéine correspondante, qui intervient
apparemment dans la formation des radicaux oxydants. Les animaux p66'/' ont une vie prolongée
d'environ un tiers. Leurs cellules résistent mieux que celles des témoins au stress oxydatif provoqué
par le peroxyde d’hydrogéne, mais leur taille et leur fécondité sont apparemment normales.

Il existe au moins un gérontogene qui n'a rien a voir avec la réponse des cellules a la fourniture
de glucose. Il s’agit de I'hnomologue* du géne clk1** de C. elegans, appelé mclkl (mouse clkl) chez la

souris. La protéine MCLK1 intervient dans la synthése du coenzyme Q.



Chapitre 3. La sénescence métabolique

3.9.2. MODE D’ACTION DE LA RESTRICTION CALORIQUE

La restriction calorique produit les mémes effets que les mutations pitl, propl et ghr**. Les animaux
soumis a la diéte restent petits, atteignent leur maturité sexuelle plus tardivement que leurs
congéneéres nourris a satiété, mais vivent plus longtemps et développent moins de maladies (cancers,
pneumonies chroniques, etc.), sans doute parce que leur systéme immunitaire reste en meilleur état.
Le régime diminue la teneur en glucose du sang. La raréfaction du glucose agit sur certaines cellules
de I'hypothalamus, qui sécrétent moins de GHRF**, réduisant ainsi la quantité de GH** libérée par
I'hypophyse. L'abaissement du taux de GH circulante diminue la production d'IGFl1 par les
hépatocytes, si bien que les voies commandées par le récepteur de I''GF1 (IGF1R) restent
partiellement fermées dans les cellules de différents organes, ce qui freine la croissance, retarde la

reproduction et prolonge la vie :

Bien que les cellules des animaux soumis a la diéte regoivent moins de glucose que celles des
animaux nourris a satiété, elles ont un métabolisme énergétique plus intense et produisent davantage
d’ATP (section 3.4.4). Les animaux ont aussi une activité physique plus forte. Tout se passe comme
si les souris rationnées utilisaient leurs maigres rations de maniéere plus efficace. En fait, la restriction

calorique inhibe la dégradation du glucose (glycolyse), mais stimule la biogenése des mitochondries.

La stimulation fait intervenir le monoxyde d'azote* (*"NO) et I'enzyme (eNOS**) qui préside a sa
synthése. Elle accroit I'activité du géne enos, par un mécanisme qui reste inconnu. Les souris

dépourvues de ce géne (enos"') vivent moins longtemps que les témoins.
3.9.3. IMPORTANCE DE LA VOIE PKB/AKT

Presque toutes les mutations qui prolongent la vie des souris perturbent d'une maniére ou d'une autre
l'action de I'hormone de croissance sécrétée par I'hypophyse. Elles peuvent se ranger en deux
catégories, suivant qu'elles inhibent a la fois la croissance, la reproduction et la sénescence (pitl,

propl et ghr**), ou seulement ce dernier processus (igflr et shcl) :

On remarquera que la seule mutation agissant en aval du récepteur IGF1R (shcl) affecte une
protéine faisant partie de la voie des Map kinases (annexe XXII.B). Mais ce n’est sans doute pas en
perturbant cette voie que la mutation prolonge la vie des souris. Selon toute vraisemblance, elle agit
en empéchant le produit du géne muté (la protéine P66**) de susciter la formation de radicaux
oxydants dans les mitochondries (section 3.2.10), ce qui empéche les cellules de se suicider

(annexe I11.C.3) et réduit I'effet néfaste de I'apoptose sur la durée de la vie :
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En fait, la production de radicaux oxydants par protéine P66 dépend de la kinase PKC **, qui est
activée notamment par le peroxyde d’hydrogéne. La kinase phosphoryle la protéine P66, qui se lie a

un transporteur apte a la faire pénétrer dans les mitochondries, ou elle déclenche I'apoptose :

L'importance de la voie PKB/AKT apparait nettement chez les souris dont la protéine P53
fonctionne de maniére anormale, parce que leurs cellules synthétisent des quantités excessives de la
forme tronquée (P44**) de la protéine (chapitre 2, section 2.7.5). Au lieu de fermer les voies PKB/Akt
et Map, kinases, en stimulant la synthése du récepteur IGF1R, comme le fait la protéine P53 (annexe
XXI1.J), le complexe P44-P53 les ouvre trop largement, de sorte que la synthese des enzymes de

désintoxication est inhibée (section 3.3.3, mécan. 3.3), ce qui fait vieillir les animaux prématurément :

3.9.4. INFLUENCE DE LA SIRTUINE SUR LA SENESCENCE

L’homme et la souris possedent sept homologues*, appelés Sirt**, des genes sir2 de la levure et
sir2.1 de C. elegans. Ces sirtuines ont des fonctions trés variées (annexe XXV). La sirtuine la plus
proche de Sir2 et de Sir2.1 est la variété Sirtl. Son importance vient du fait que sa synthése est
stimulée par la restriction calorique, d'une maniére qui reste a préciser. |l est possible que la
restriction calorique accroit la concentration intracellulaire du NAD, un des substrat de la sirtuine,
comme cela été observé dans le foie aprés un jeline de 24 heures.

La sirtuine 1 (Sirtl) enléve des groupements acétyle a nombreuses protéines, a commencer
par les histones, mais les effets de cette modification restent assez mal compris. Elle agit également
sur le facteur FoxO3, sans doute en renfor¢cant son activité en tant que facteur de transcription vis-a-
vis des genes sod2** et ctl**. La syntheése de la superoxyde dismutase mitochondriale et de la

catalase serait donc accélérée, ce qui protégerait les cellules contre la sénescence métabolique :

La sirtuine 1 a d'autres cibles que les histones et FoxO3. Le facteur PPAR ** en est une
troisieme. La sirtuine empéche ce facteur de stimuler la transcription de plusieurs génes dont les
produits favorisent I'adipogenéese*. Elle accélére également la lipolyse dans les adipocytes, par un
mécanisme qui reste inconnu. Puisqu’elle freine I'accumulation des lipides dans le tissu adipeux
blanc, ce qui tend a ralentir la sénescence et a prolonger la vie des animaux (section 3.9.1), le facteur
PPAR compléte I'action des enzymes de désintoxication en tant que médiateurs des effets de la

sirtuine :
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Le mode d’'action de la sirtuine n’est pas connu avec précision. Elle pourrait désacétyler directement

le facteur PPAR ou les histones au niveau des génes cibles de ce facteur.
3.9.5. INFLUENCE DE LA SIRTUINE SUR LE METABOLISME

La sirtuine 1 a une quatrieme cible, qui est le facteur PGC1 **. Ce dernier joue un réle crucial en tant
gue régulateur du métabolisme, et en particulier du métabolisme énergétique. Il stimule la biogenése
des mitochondries dans le muscle, par un mécanisme qui reste assez mal compris. Il stimule

également la gluconéogenese dans le foie, mais inhibe la glycolyse (annexe XXI.B et F) :

La sirtuine 1 contrdle d'une autre maniére le métabolisme du glucose : elle stimule la sécrétion
d’insuline, parce qu’elle inhibe I'activité de la protéine UCP2**. Normalement, celle-ci a le pouvoir de
rendre perméable aux protons la membrane mitochondriale interne dans les cellules  du pancréas,
qui sécretent l'insuline. Le découplage de la chaine respiratoire réduit la production d’ATP. En
rendant inopérante la perméase UCP2** la sirtuine 1 fait en sorte que la chaine respiratoire
fonctionne normalement et maintienne élevé le rapport de concentration entre 'ATP et I'ADP, qui est

un régulateur positif de la sécrétion d’insuline (annexe XII.A) :

La sirtuine 1 ne se contente pas d'influencer la production d’énergie dans les cellules. Elle agit
également sur le métabolisme du cholestérol. Elle le fait en désacétylant le facteur de transcription
LXR**, ce qui contribue a stimuler le transport rétrograde du cholestérol* des tissus périphériques
vers le foie, ou il peut étre éliminé. Ce processus limite 'accumulation du cholestérol et de ses

produits oxydés dans les plaques d’athérome (annexe XXIII E) :

Par conséquent, la sirtuine atténue le risque de souffrir d'une maladie vasculaire.
3.9.6. INFLUENCE DE LA SIRTUINE SUR LA SURVIE DES C ELLULES

La sirtuine 1 agit également sur la protéine P53. En enlevant une partie des groupements acétyle qui

contribuent a 'activer, elle la rend moins apte a déclencher I'apoptose :

En effet, les cellules de souris produisant trop de sirtuine parce qu’elles ont été transformées* par un
vecteur d'expression* contenant le géne sirtl ne peuvent plus entrer en apoptose quand leur ADN est

gravement endommagé. Mais la sirtuine inhibe I'apoptose d'une autre maniére. Elle rend la protéine
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Ku70** apte a se lier au facteur Bax**. En séquestrant celui-ci, la protéine Ku70 I'empéche de
s’associer aux mitochondries et de promouvoir la libération de divers facteurs pro-apoptotiques, dont

le cytochrome c (annexe III.C.2) :

Puisqgu’elle retarde la sénescence (mécan. 3.43 et 3.44) et inhibe I'apoptose (mécan. 3.48 et
3.49), la sirtuine 1 se comporte comme un facteur de survie pour les cellules. Puisqu’elle peut aussi
accroitre la longévité de C. elegans et de la drosophile (sections 3.7.8 et 3.8.5), elle doit étre
considérée comme le produit d'un gene de jouvence, un « juvénogene ».

La sirtuine 1 a peut-étre encore une autre vertu : elle prolongerait la vie des neurones. Cette
amélioration pourrait étre due a accroissement de la concentration nucléaire du NAD, un substrat de
la sirtuine. Un remaniement chromosomique découvert en 1989 chez la souris produit cet effet, parce
qgu'il triple le nombre de génes spécifiant la transférase NMNAT1**, un enzyme qui participe a la
synthése du NAD dans le noyau (annexe IX). Les cellules des mutants contiennent davantage de
transférase que celles des témoins. Le remaniement retarde la dégénérescence des axones apres
gue le corps cellulaire des neurones, qui contient le noyau, a été sectionné. La dégénérescence
axonale est un processus d’autodestruction, qui précéde souvent la mort des neurones chez les
personnes souffrant de maladies neurodégénératives, comme celles de Parkinson et d’Alzheimer
(annexe XXIV). De fait, la dégénérescence s’accompagne d'une baisse de la concentration du NAD,
donc probablement d’'une diminution de I'activité de la sirtuine. L'importance de la cette protéine sur
la survie des axones est encore soulignée par le fait qu’un inhibiteur de I'enzyme (le sirtinol) supprime

I'avantage conféré par la mutation.
3.9.7. CONTROLE DE L’ACTIVITE DE LA SIRTUINE

Nous avons vu que la restriction calorique stimule la synthése de la sirtuine 1 (section 3.9.4). D'autres
facteurs renforcent son activité. Par exemple, la fixation d’'une unité Sumo sur une lysine accroit le
pouvoir inhibiteur de la sirtuine vis-a-vis de la protéine P53 (annexe X.D), ce qui réduit I'aptitude de

celle-ci a déclencher I'apoptose (mécan. 3.48 et 3.49).
3.9.8. MODE D’ACTION DU RESVERATROL

Certaines des actions biologiques attribuées au resvératrol (section 3.4.9) sont dues au fait qu'il agit
sur la sirtuine 1. De fait, le resvératrol est sans effet sur les cellules sirt1™. In vitro, il active la sirtuine
humaine, en augmentant son affinité pour deux de ses substrats : le NAD et la protéine P53 acétylée.
Mais on ne sait pas encore si cette substance ralentit la sénescence des cellules. On a cependant
constaté qu’'a une concentration relativement faible (0,5 M), elle réduit la proportion de cellules qui
se suicident aprés avoir été exposées aux rayons UV, sans doute parce que la sirtuine inactive la

protéine P53 (mécan. 3.47).
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Chez les souris obéses, le resvératrol modifie un ensemble de parameétres physiologiques ou
cellulaires qui sont également influencés par la sirtuine 1 (mécan. 3.45 et 3.46). Il entraine
notamment une réduction de la lipogenése dans le foie, une perte de groupements acétyle par le
facteur PGC1 ** et un accroissement du nombre de mitochondries dans le muscle. Une analyse par
biopuces a montré que chez les animaux obeéses, les génes contrdlant environ 150 voies
métaboliques sont surexprimés ou sous-exprimés. Chez les animaux recevant du resvératrol dans
leur nourriture, les génes contrélant la plupart de ces voies ont un fonctionnement plus normal. C’est
le cas par exemple pour ceux dont les produits interviennent dans la glycolyse, que le resvératrol
tend a réprimer. Le resvératrol accroit aussi la sensibilité des cellules a l'insuline, qui se rapproche de
celle des souris nourries normalement.

L'activation de la sirtuine 1 par le resvératrol peut aussi étre invoquée pour expliquer pourquoi
cette substance améliore le fonctionnement des neurones de souris « humanisés » par un géne de la
huntingtine* défectueux (section 3.4.9), et retarde la dégénérescence des axones de souris de
génotype normale aprés ablation du corps cellulaire, tout au moins s'il est administré avant
I'opération.

3.9.9. ROLE DU GERONTOGENE mclkl

Les feetus de souris dont les deux alleles du gene mclkl (I'orthologue du géne clk1** de C. elegans)
ont été invalidés ne sont pas viables. Toutefois, il est possible d'obtenir des cellules ES a partir
d’embryons mclk”".Ces cellules opposent une résistance renforcée au stress oxydatif et génotoxique.
Les souris hétérozygotes mclk™” sont viables et ont une durée de vie accrue de 15 & 30 % par
rapport aux témoins. Elles ont aussi une fécondité normale. L'accroissement de la longévité pourrait
étre d0 au fait que les cellules contiennent moins de protéine MCLK, ce qui réduirait la quantité de
coenzyme Q que contiennent les cellules et augmenterait aussi leur résistance aux dommages

causés par les dérivés nocifs de I'oxygéne, par un mécanisme qui reste mal compris.

3.9.10. MUTATIONS ACCELERANT LA SENESCENCE

Il existe peu de mutations spontanées ou induites qui peuvent notablement prolonger la vie des
animaux. La plupart des mutations entrainent des dysfonctionnements anatomiques ou fonctionnels
qui les font mourir prématurément et ne présentent pas beaucoup d'intérét pour les recherches sur la
sénescence. Cependant, quelques-unes ont attiré l'attention des chercheurs parce qu’elles
provoquent des manifestations de sénescence semblables a celles qui affectent les étres humains
trées agés. Ces mutations n'agissent pas sur la production, ni sur la résistance de I'organisme aux
dérivés agressifs de I'oxygéne.

Les souris dont les deux alléles du géne klotho* ont été partiellement invalidés (kI*/kI*) meurent
prématurément parce qu’elles souffrent d’athérosclérose*, d’'ostéoporose et d’'emphyseme, affections
fréquentes chez les personnes agées. Le produit du gene est une protéine transmembranaire* dont la
partie externe peut se détacher et fonctionner comme une hormone. Le peptide Klotho se lie a un
récepteur membranaire, ce qui entrainerait par un mécanisme inconnu la fermeture partielle des

voies de transduction commandées par l'insuline et I'lGF1**. La protéine Klotho pourrait aussi
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intervenir dans 'homéostasie du calcium dans les cellules qui gouvernent ce processus, en particulier
dans le rein et les glandes parathyroides. Elle agirait en s’associant a une autre protéine
membranaire ('ATPase sodico-potassique), dont I'activité contrdle le transport transéphithélial du
calcium. On a réussi a prolonger de 20 a 30% la vie des souris en introduisant dans leurs cellules des
copies supplémentaires du géne klotho. Ces animaux ont une taille normale, mais une fécondité plus
faible que les témoins. Leurs cellules présentent une résistance accrue vis-a-vis de l'insuline, qui
conduit a une incorporation moins efficace de glucose. Signalons encore que chez les étres humains,
certains alleles du géne KLOTHO sont associés a un risque accru de développer diverses
pathologies, telles que I'ostéoporose et I'insuffisance coronarienne.

Certains auteurs pensent que I'accumulation de mutations dans I’ADN mitochondrial contribue
au vieillissement de l'organisme. lls ont créé chez la souris une mutation dans le géne de 'ADN
polymérase , qui opéere dans les mitochondries, mais est spécifiée par un géne du noyau. L'enzyme
perd son activité de vérification-correction, si bien 'ADN mitochondrial se détériore peu a peu a
mesure qu’il se réplique, en accumulant mutations et délétions. Dés I'age de 25 semaines, les
animaux présentent plusieurs symptdomes de vieillissement typique, tels que perte des poils, lordose
et diminution de la fécondité. Mais d'autres chercheurs nient I'existence d’'une relation de cause a
effet entre le dysfonctionnement des mitochondries et le vieillissement du soma. lls font notamment
remarquer que les souris hétérozygotes pour la mutation précitée ont un taux de mutation dans I’ADN
mitochondrial presque aussi élevé que les homozygotes. Pourtant, elles ne présentent aucun signe

de vieillissement accéléré.

3.10. COMPARAISONS INTERSPECIFIQUES

La nature des mécanismes controlant la sénescence métabolique a été étudiée de deux fagons :
(1) en recherchant quels traitements ou interventions peuvent prolonger la vie sans affecter le
génome (tabl. 3.4 et 3.5) ; (2) en observant les effets sur la longévité de modifications intentionnelles
ou spontanées de la structure ou de I'activité des génes (tabl. 3.4, 3.6 et 3.7). Les deux approches
ont révélé que les facteurs aptes a prolonger la vie peuvent avoir trois types de conséquences pour
les cellules : (1) fermer une ou plusieurs voies de transduction sensibles directement ou indirectement
a la fourniture de glucose (colonnes A) ; (2) réduire la production des radicaux oxydants par la chaine
respiratoire (colonnes B) ; (3) renforcer les défenses contre ces mémes radicaux (colonnes C).
Certains facteurs sont capables de retarder la sénescence de tous les organismes étudiés,
depuis la levure jusqu'aux mammiferes. Parmi ces facteurs, il faut citer la restriction calorique
(tabl. 3.5) et la sirtuine 1. L'abaissement de la température corporelle a un effet général sur tous les

animaux examinés, aussi bien poecilothermes gu’homéothermes*.
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1. Le signe - signifie que la production de radicaux oxydants reste constante ou n'a pas été mesurée.

2. Ce systéeme se compose essentiellement d’enzymes de désintoxication (superoxyde dismutase, catalase) et de protéines
HSP.

3. Nicotinamide riboside.



Chapitre 3. La sénescence métabolique

1. Grand papillon migrateur d’Amérique du Nord.
2. En raison de leur grande taille, ces insectes se prétent mieux que la drosophile aux opérations de microdissection.
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1. Ce géne contrdle la synthése des petites protéines de choc thermique (SHSP).

2. L'effet de la transformation ne se manifeste que si les mouches sont exposées a un bref choc thermique (369, qui active
les genes hsp.

3. Le produit de ce gene (la catalase humaine) est normalement localisé dans le cytoplasme. Mais I'enzyme a été introduit
dans les mitochondries en transforment les animaux par un géne manipulé de telle maniére que la protéine qu'il spécifie
porte un signal de localisation dans ces organites.

3.10.1. ROLE DE LA RESTRICTION CALORIQUE

Contrairement a ce que I'on pourrait penser, la privation de nourriture ne ralentit pas le métabolisme
énergétique, donc la production de radicaux oxydants. Au contraire, elle a tendance a I'accélérer.

Chez la levure, la privation de glucose ralentit les deux formes de sénescence. Elle agit
directement sur la ou les voies de signalisation (PKB/Akt** et PKA**) qui privilégient le recours a la
respiration* plutdt qu’a la fermentation* en tant que systeme générateur d’énergie. Cette commutation
est indispensable pour que la sénescence réplicative soit retardée, bien qu’elle entraine un
accroissement de la production de radicaux oxydants (section 3.6.3, mécan. 3.8).

Chez les animaux, la restriction calorique agit sur les voies transduction commandées par le
récepteur INR**, qui percoit, non pas I'apport en glucose, mais la concentration de l'insuline dans les
fluides corporels. La restriction calorique entraine la fermeture partielle de ces voies, ce qui modifie
l'activité de plusieurs genes et de plusieurs enzymes, dont certains contribuent a désintoxiquer les
cellules. Pour accroitre la longévité, il ne semble pas indispensable d'imposer la restriction calorique
dés le début de la vie : quelques jours de diéte suffisent pour faire baisser le taux de mortalité des
drosophiles, sans doute parce que le régime accélére rapidement la réparation des dégats infligés
aux cellules par les radicaux oxydants (section 3.4.3, fig. 3.4).

Le couplage entre la nutrition et la sénescence ne fait pas seulement intervenir 'insuline. Chez

les insectes et les vertébrés, d'autres hormones, agissant en amont ou en aval du ou des récepteurs



Chapitre 3. La sénescence métabolique

INR, permettent de coordonner la réponse des cellules aux variations de I'environnement, et en
particulier des ressources alimentaires (section 3.8.3, mécan. 3.35 et 3.9.2, mécan. 3.38). Ces
hormones ne sont pas les mémes dans les deux groupes. Le nombre de récepteurs INR varie
également. C. elegans et la drosophile n’en possedent qu’un seul, qui contréle a la fois I'utilisation de
la nourriture et la durée de la vie. Les vertébrés possédent trois récepteurs de ce type, qui sont
activés lorsque le glucose est abondant. La voie insuline/INR est spécialisée dans l'utilisation des
nutriments, puisqu'elle contrble la pénétration du glucose dans les cellules et l'intégration de ses
atomes dans des molécules de réserve. La voie IGF1/IGF1R contrdle la croissance. C'est aussi un
régulateur de longévité, puisqu'elle retarde la sénescence quand l'apport en nourriture devient
insuffisant (sections 3.7.9, 3.8.4 et 3.9.4).

3.10.2. ROLE DE LA SIRTUINE

La sirtuine apparait comme un régulateur général de la longévité (tabl. 3.4 et 3.7). Pourtant, elle n'agit
pas partout de la méme facon. Chez la levure, le produit du géne sir2** ralentit la sénescence
réplicative en inhibant la formation de cercles d’ADN ribosomique dans le nucléole (section 3.6.4,
mécan. 3.9). Mais il a un effet accélérateur sur la sénescence chronologique (section 3.6.6, mécan.
3.12).

La sirtuine des animaux, et en particulier des mammiféres ralentit les deux formes de
sénescence (sections 3.9.4 et 3.9.5). Elle agit par I'intermédiaire de toute une série de protéines, dont
certaines, telles que P53, n'ont pas d’équivalent chez la levure. Le mode d’action de la sirtuine
semble différer d’'un animal a l'autre. Chez C. elegans, la sirtuine et la restriction calorique prolongent
la vie par des mécanismes indépendants, lI'une par l'intermédiaire de la voie PKB/AKT (section
3.7.11, mécan. 3.26), et I'autre non (section 3.7.9). Ce n’est peut-étre pas le cas chez la drosophile et
la souris, puisque la privation de nourriture stimule la synthése de la sirtuine (sections 3.8.5 et 3.9.4).
Ces deux facteurs pourraient donc faire partie de la méme voie d'interaction. Cette conjecture reste a
vérifier.

3.10.3. ROLE DE L'HYPOTHERMIE
La température corporelle peut étre abaissée dans des proportions bien plus importantes chez les
animaux poecilothermes, tels que Caenorhabditis et la drosophile que chez les homéothermes*,
comme la souris (tabl. 3.5). Chez celle-ci, une diminution de 0,5 € de la tem pérature suffit pour
entrainer un accroissement, certes assez faible, mais significatif quand méme, de la longévité.

Il parait raisonnable de penser que poecilothermes élevés a basse température vivent plus
vieux parce que leur métabolisme est ralenti, ce qui devrait réduire la consommation d’oxygene et la
production de radicaux oxydants a l'intérieur des mitochondries. Cependant, cette explication n’est
peut étre pas valable. Elle ne I'est certainement pas chez les homéothermes, telles que la souris,
puisque les animaux « refroidis» par une manipulation du géne ucp2 ont un métabolisme
énergétique apparemment normal. Remarquons par ailleurs que les mammiféres ont une température
corporelle qui est a peu preés constante d’'une espéce a l'autre. Pourtant, leur longévité varie de

maniére considérable (section 3.3.3). Signalons pour terminer que les oiseaux vivent en moyenne
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plus longtemps que les mammiféres de taille comparable, bien que leur température corporelle soit

plus élevée et leur métabolisme énergétique plus intense.

3.11. CONCLUSION

Peu de mutations prolongent sensiblement la vie des animaux. Ce n'est guére étonnant, a cause de
la méthode utilisée pour les découvrir. On ne peut détecter que les mutations les plus efficaces,
puisque le paramétre mesuré présente une forte variabilité individuelle. Les génes identifiés par ce
moyen ont pour fonction de coordonner les effets des différents systéemes de défense, en réduisant
I'efficacité de ceux-ci. lls ont été découverts parce que leur inactivation partielle ou totale accroit
notablement la longévité des animaux, du fait que leurs produits ont un effet cumulatif sur l'activité ou
la synthése de plusieurs protéines. Des méthodes plus affinées ont permis de caractériser de
nombreux gérontogenes a effet plus restreint, dont les effets s'additionnent.

Malgré les découvertes récentes concernant le mécanisme de la sénescence, tous les
problémes sont loin d'étre résolus. Par exemple il peut sembler paradoxal que chez les mammiféres,
une faible sécrétion d’'insuline ait un effet favorable sur la santé, parce qu’elle ralentit les progrés de
la sénescence métabolique, alors qu'une réponse insuffisante des cellules a I'insuline a un effet
défavorable, parce qu’elle provoque le diabéte. Un probleme beaucoup plus général concerne la
résistance au vieilissement des cellules reproductrices. Quel que soit leur age, les animaux
produisent des gameétes dont les macromolécules (ADN, lipides, protéines) paraissent indemnes de
tout dommage oxydatif, alors que les composants des cellules somatiques ne cessent d'accumuler
les dégats, ce qui compromet leur fonctionnement et les conduit, & plus ou moins bréve échéance, a
la mort.
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