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Contréle telomérique de la sénescence

es résultats récents valident
Dpour la premiere fois I’hypo-

thése émise il y a 25 ans selon
laquelle la sénescence réplicative est
conditionnée par la perte progressive
des extrémités de chromosome (ou
télomeres) [1, 2]. La nature molécu-
laire des modifications télomériques
qui sont responsables de cette sénes-
cence devrait nous permettre de
mieux comprendre le controle de la
prolifération cellulaire et du vieillis-
sement.

Sénescence réplicative :
quelques rappels

Toute cellule somatique diploide de
métazoaire a une capacité limitée de
se diviser in wvitro [3]. Par exemple,
des fibroblastes humains mis en cul-
ture vont arréter de se diviser apres
30-70 doublements malgré la pré-
sence constante de stimulus mito-
genes [4, 5]. Cette limite des capaci-
tés de prolifération dépend du
nombre de divisions effectuées par la
cellule et non du temps qu’elle a
passé en culture ; ce processus a donc
été appelé sénescence réplicative. Sa
suppression est nécessaire pour
immortaliser les cellules et est corré-
léee a la progression tumorale in vivo
[6]. La sénescence réplicative peut
donc étre considérée comme un
mécanisme «anticancer » [7].

Une cellule sénescente, méme si elle
ne se divise plus, ne meurt pas et
conserve une activité métabolique.
L’état «sénescent» est, en fait,
accompagné de la reprogrammation
de certaines fonctions cellulaires.
Ainsi, I'existence d’un marqueur spé-
cifique de la sénescence a été mis en
évidence: une B-galactosidase lysoso-
male active a pH 6 [8]. In vivo, cette
activité enzymatique n’est détectée
que dans des tissus agés, montrant

messsssss |’accumulation de cellules sénes-
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centes avec I’dge et suggérant forte-
ment un role direct de la sénescence
réplicative dans le vieillissement de
I’organisme.

La télomérase, une transcriptase
inverse indispensable

au maintien des extrémités

des chromosomes

Dés 1971, Olovnikov proposait que
les cellules perdaient une partie de
leur ADN télomérique apres chaque
cycle de réplication jusqu’a atteindre
une taille critique qui déclencherait
un signal d’arrét de la prolifération
cellulaire [1, 9]. On sait maintenant
que les télomeres sont des structures
particulieres constituées, chez les ver-
tébrés, par des répétitions non
codantes de la séquence TTAGGG
associées a un complexe de protéines
spécifiques [10]. Ces répétitions sont
synthétisées par la télomérase, une
transcriptase inverse spécialisée.
Cette enzyme est constituée d’une
sous-unité catalytique et d’'un ARN
matrice qui contient la séquence
complémentaire de la répétition
d’ADN télomérique a synthétiser
(figure 1) [11]. La prédiction d’Olov-
nikov, c’est-a-dire 1’érosion progres-
sive de ’ADN terminal, s’est révélée
exacte dans la plupart des cellules
somatiques humaines du fait de
I’absence de télomérase [10]. La
perte d’ADN télomérique est estimée
a 40-200nucléotides par division in
vitro et 15-50 nucléotides par an in
vivo. Contrairement aux cellules
somatiques, la télomérase est pré-
sente dans les cellules germinales et
compense la perte de TADN télomé-
rique. L’étude de souris possédant
une télomérase rendue non fonction-
nelle par inactivation du constituant
ARN montre que I’enzyme est néces-
saire au renouvellement de ’ADN
télomérique, génération apres géné-

ration, mais qu’elle n’est pas indis-
pensable a la survie des six premieres
générations de souris [12].

Il a fallu attendre 1997 pour identi-
fier la sous-unité catalytique de la
télomérase humaine, la protéine
hTRT [13, 14]. In vitro, le mélange
de la protéine hTRT et de I’ARN
matrice (ATER) est suffisant pour
reconstituer une activité télomérase
[15] (figure 1). C’est la quantité
d’hTRT qui est limitante pour I'acti-
vité télomérase dans les cellules
somatiques, puisque 1’expression
«forcée » de cette protéine dans des
cultures primaires de cellules
humaines est suffisante pour recons-
tituer une télomérase active [2, 15,
16]. L’activité de I’enzyme est réglée
par des constituants de la chroma-
tine télomérique [17] et, chez les
mammiféres, TRF1 [18], une pro-
téine affine de ’ADN télomérique
[19-21] semble y étre impliquée
(figure 1).

Télomeres, sénescence
et immortalisation

De nombreuses études ont permis
d’établir d’incontestables corréla-
tions entre le devenir des télomeres,
la sénescence réplicative et I'immor-
talisation [10, 11]. On a donc pro-
posé que la taille des télomeres
conditionne les capacités réplicatives
des cellules (m/s n°5, vol. 14, p. 668)
[22]. Citons trois exemples particu-
lierement frappants.

* Corrélations taille/age/capacités
réplicatives

Les cellules somatiques issues de
donneurs jeunes possedent des télo-
meres plus longs que celles issues de
donneurs agés. Il est d’ailleurs pos-
sible d’évaluer a partir de la taille de
ses télomeres le nombre de divisions
qu’effectuera une cellule primaire in
vitro [23].
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Figure 1. Elongation des téloméres humains par la télomérase. La réplication
conventionnelle d’une molécule d’ADN linéaire est incomplete: la synthese
du brin discontinu nécessite une amorce ARN, dont la dégradation laisse une
extension 3’ simple-brin sur I'une des deux molécules filles. La réplication du
brin a synthése continue laisse une extrémité franche qui est probablement
convertie en extension simple brin 3’ par I’action de nucléases 5" - 3’. Le
cceur de la télomérase est constitué d’'un ARN matrice hTER et de la protéine
hTRT qui est I'analogue des transcriptases inverses [13, 14]. Un contréle de
l'activité de la télomérase est assuré par les protéines de la chromatine télo-
mérique. Il s’agit de TRF1 qui interagit avec la partie double brin de ’ADN
télomérique [19, 20], et dont la perte de fonction augmente la taille des télo-
meres de cellules humaines immortelles en culture [18]. TRF2, une autre pro-
téine affine de I’ADN télomérique et apparentée & TRF1 [19, 37], pourrait
jouer un réle déterminant dans la stabilité de I'extrémité simple brin [38]. La
boite rose encadrant le télomére symbolise |’association d’autres facteurs
nécessaires a l'intégrité fonctionnelle du télomere.

® Maladies génétiques du vieillissement
Les enfants nés avec le syndrome de

e Corrélations stress réplicatif/taille/cancer
Les télomeres des cellules hémato-

la progéria de Hutchinson-Gilford
ont des télomeres plus courts que
ceux d’enfants sains du méme age.
Dans d’autres maladies génétiques
provoquant un vieillissement accé-
léré (syndrome de Werner, ataxie-
télangiectasie et trisomie 21), les cel-
lules perdent leurs télomeéres a un
rythme plus élevé que les cellules
témoins.
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poiétiques de patients ayant subi une
transplantation de moelle osseuse
sont plus courts que ceux des cellules
des donneurs [24, 25]. Cette diminu-
tion résulte probablement de la pro-
lifération accrue des cellules lors de
la transplantation (m/s n°3, wvol. 14,
p. 358). La fréquence anormalement
élevée de leucémies secondaires chez
les transplantés pourrait s’expliquer

par le raccourcissement des télo-
meres puisque la perte anormale
d’ADN télomérique entraine une
instabilité génétique et un risque
élevé de mutations.

L’entrée «normale» en sénescence
réplicative est supprimée par
I’expression de nombreuses oncopro-
téines virales, probablement en inac-
tivant les protéines Rb et pb3 [7].
Cependant, ces cellules transformées
ne sont pas immortelles pour autant:
on les qualifie de préimmortelles. La
taille moyenne de leurs télomeres
continue de diminuer au fur et a
mesure de leurs divisions et leurs
chromosomes accumulent des réar-
rangements, notamment la forma-
tion de nombreux dicentriques [26].
Les cellules préimmortelles vont
alors subir une «crise» correspon-
dant a une perte massive de leur via-
bilité. Certaines vont survivre et pour-
suivre leurs divisions en culture, elles
sont «immortalisées» et possedent
des télomeres de taille stable voire
augmentée. La stabilisation des extré-
mités télomériques est directement
liée a une diminution de I'instabilité
de leur caryotype, renforcant l'idée
que les télomeres sont indispensables
a l'intégrité du génome [26]. L’acti-
vité télomérase est détectée dans la
majorité de ces lignées [27] et dans
plus de 90 % des tissus cancéreux,
toutes origines confondues [28]. De
plus, le niveau d’expression de
I’enzyme semble étre corrélé a la
sévérité de la maladie [29]. Cepen-
dant, il n’est pas encore été établi
que la réactivation de la télomérase
soit directement impliquée dans
I'immortalisation cellulaire et la pro-
gression tumorale.

La causalité révélée

La possibilité de forcer I'expression
d’une télomérase active dans des cel-
lules primaires a permis de tester
directement la théorie d’Olovnikov
[2] (figure 2). Des cellules primaires
humaines ont donc été transfectées
par un vecteur d’expression d’hTRT.
Cela permet d’augmenter considéra-
blement leur capacité réplicative nor-
male. Elles ne présentent pas de phé-
notype «sénescent» ou «transformé »
et ne montrent pas d’anomalies

majeures de leur caryotype. Logique- mm—
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Figure 2. Contréle de la sénescence par la télomérase. A. Une cellule pri-
maire humaine (noyau en bistre) effectue un nombre limité de divisions
avant d’entrer en sénescence. En I'absence d’hTRT, la taille de ses télomeéres
diminue (boite rouge). B. Si le géne déterminant la synthése d’hTRT est
introduit dans des cultures primaires de cellules somatiques humaines, une
activité télomérase est reconstituée, la taille des téloméres est maintenue et
les cellules échappent au contréle normal de la sénescence réplicative [2]. Le
nombre de divisions que peuvent effectuer ces cellules n’est pas encore

déterminé.

ment, alors que la taille moyenne des
télomeéres des cellules témoins dimi-
nue, celle des cellules pour la télo-
mérase positives augmente. Il reste
cependant a déterminer si cette sup-
pression de la sénescence «normale »
par Iexpression d’hTRT est directe-
ment liée a 'expression de la télomé-
rase ou si, en d’autres termes,
Ientrée en sénescence reste possible
apres l'inactivation d’hTRT. Pour le
moment, on ne sait pas encore s’il est
possible d’établir des lignées a partir
de ces cellules primaires synthétisant
la télomérase. Si tel était le cas, il
serait alors montré que I’expression
de la télomérase controle non seule-
ment la sénescence réplicative mais
aussi 'immortalisation.

A la recherche des signaux
télomériques de sénescence

Il est maintenant établi que I’absence
de télomérase provoque une accu-
mulation d’événements au cours des

s divisions cellulaires qui conduit a un
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signal d’entrée en sénescence répli-
cative. Comme l’absence de télomé-
rase s’accompagne d’une diminution
progressive de la taille des télomeres,
il est vraisemblable que le nombre de
mitoses a effectuer par une cellule
donnée est limité par la quantité
d’ADN télomérique résiduelle.
Cependant, les signaux télomériques
qui déclenchent la sénescence sont
encore bien mystérieux (figure 3).

Il est tout d’abord possible que la
perte d’intégrité télomérique soit
reconnue directement comme une
lésion, probablement de type «cas-
sure double-brin», activant le point
de controle de ’ADN endommagé
(figure 3). Effectivement, I’entrée en
sénescence dépend de p53 [30] et un
état proche de la sénescence est
induit apres irradiation de fibro-
blastes humains par des rayons Yy
[31]. Cependant, chez la levure, la
perte d’un seul télomere déclenche
un signal antiprolifératif transitoire
qui ne ressemble pas a la sénescence
induite par inactivation de la télomé-

rase [32]. La présence simultanée de
nombreuses extrémités endomma-
gées pourrait donc étre nécessaire
pour provoquer une activation «per-
manente » des points de controle.
Comme une diminution des fonc-
tions télomériques peut entrainer la
formation de chromosomes dicen-
triques suivie de véritables cassures
lors de I’anaphase, des activations
«secondaires » d’un point de
controle de TADN endommagé pour-
raient amplifier 'effet dG a la perte
d’un seul télomere.

On peut également envisager 1’exis-
tence d’'un point de contrdle spéci-
fique de l'intégrité télomérique. En
fait, 'entrée en sénescence réplica-
tive des fibroblastes humains s’effec-
tue alors que la taille moyenne des
ADN télomériques est encore de
2000 a 3000 nucléotides. La pré-
sence d’une quantité significative
d’ADN télomérique résiduel est éga-
lement observée dans les cellules de
Saccharomyces cerevisiae qui rentrent
en sénescence a la suite de 'inactiva-
tion de la télomérase [33]. Ces obser-
vations suggerent que les extrémités
présentant une quantité réduite
d’ADN télomérique sont reconnues
comme des structures télomériques
modifiées et non comme d’authen-
tiques cassures de la double-hélice.
Un télomeére anormalement court
pourrait donc provoquer un arrét du
cycle avant que tout le stock d’ADN
télomérique ne soit perdu. Des résul-
tats suggérant ’existence de tels
points de controle télomériques du
cycle cellulaire ont été récemment
publiés. (1) Des modifications de la
séquence incorporée dans I’ADN
télomérique par la télomérase chez
le cilié Tetrahymena [34] ainsi que la
mutation UbcDI™ chez la drosophile
[35] entrainent des défauts de sépa-
ration des chromatides socurs au
niveau des télomeres, suggérant un
controle télomérique de 'anaphase.
(2) Dans des cellules humaines
immortalisées, la surexpression
d’une forme particuliere de TRF1
(Pin2) entraine une accumulation
des cellules en G2 + M [36]; il est
intéressant de constater que Pin2
interagit avec la kinase NIMA qui est
essentielle a la mitose chez Aspergillus
nidulans. (3) La surexpression dans
des cellules humaines immortelles
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Noyau «jeune»

Trois modes possibles de détection d'un défaut télomérique
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ADN endommagé

Excés de protéines
télomériques «libres»

Transition structurale
d'un télomere

Figure 3. Trois hypothéses de détection d'un défaut télomérique. Cette
figure présente le devenir d’'un noyau imaginaire (cercle bistre), composé de
six chromosomes dont les répétitions d’ADN télomériques sont indiquées en
rouge. Aprés prolifération, les télomeres résiduels peuvent étre détectés de
différentes fagons. En I'absence totale ou quasi totale d’ADN télomérique,
I’'extrémité de chromosome est reconnue comme une cassure « accidentelle »
de I’ADN et active le point de contréle de 'ADN endommagé (étoile noire).
En conséquence du raccourcissement, les protéines détachées du télomere
pourraient agir sur I'expression de genes réglant la sénescence (points
rouges). Au-dessous d’une taille critique, un télomére adopterait une struc-
ture modifiée qui serait reconnue comme signal d’entrée en sénescence par
la cellule (étoile rouge). La contribution et les interconnexions de ces diffé-
rentes voies possibles dans le déclenchement de la sénescence ne sont pas

encore connues.

d’une forme de la protéine TRF2
[87] écourtée du domaine amino-ter-
minal provoque un arrét irréversible
de la croissance des cellules dans un
état proche de la sénescence [38]. Il
faut noter que cet arrét ne s’accom-
pagne ni de réduction notable de la
taille des télomeres, ni de réarrange-
ments chromosomiques détectables.

Il semble donc que des variations
quantitatives et/ou qualitatives des
protéines télomériques jouent un
role majeur dans le contrdle télomé-

m/s n°6-7, vol. 14, juin-juillet 98

rique de la sénescence réplicative.
Deux types de signal peuvent alors
étre envisagés.

® Un exces de protéines télomériques
«libres», c’est-a-dire détachées de ’ADN
télomérique

Chez la levure, des sites de nucléation
d’hétérochromatine (silencers) nécessi-
tent la proximité d’'un télomére pour
étre fonctionnels [39, 40]. Il existe
donc un compartiment télomérique
qui serait caractérisé par une forte
concentration de facteurs hétérochro-

matiques attirés spécifiquement par
des protéines télomériques [41]. La
capacité réplicative limitée (vieillisse-
ment) d’une cellule mére de levure
s’accompagne de la libération des
télomeres de certains facteurs hétéro-
chromatiques [42]. De plus, une
mutation d’un de ces facteurs [43] ou
des mutations entrainant des modifi-
cations de la longueur des télomeres
[44] modifient le vieillissement de ces
cellules, suggérant que des change-
ments fonctionnels du compartiment
télomérique jouent un réle dans le
contrdle de la prolifération des cel-
lules. Chez I’homme, il serait donc
possible que des modifications de la
structure des télomeres (par exemple
un raccourcissement qui entrainerait
la libération de facteurs séquestrés)
puissent controler la sénescence
et/ou I'immortalisation. Par exemple,
la diminution de taille des télomeéres
pourrait entrainer une modification
de la programmation transcription-
nelle de certaines régions du génome,
comme celle observée avec les silencers
de levure localisés a l'intérieur des
chromosomes lorsque les facteurs
hétérochromatiques sont libérés des
télomeres. En conséquence, la délo-
calisation quantitative de certaines
protéines télomériques pourrait
régler des génes controlant le cycle
cellulaire et constituer un signal
d’entrée en sénescence.

* Un défaut de protéines télomériques
«liées», c’est-a-dire présentes aux
télomeres

La structure de la chromatine des
télomeres est probablement tres sen-
sible au dosage des protéines qui la
composent. Il doit donc exister une
quantité «critique» d’ADN télomé-
rique et/ou de protéines associées
au-dessous de laquelle I'organisation
du télomere est profondément modi-
fiée. Cette transition structurale au
niveau d’un ou de plusieurs télo-
meres pourrait étre détectée par la
cellule comme un signal d’entrée en
sénescence (figure 3). Dans ce
contexte, il est intéressant de noter
que la surexpression d’'une portion
interne de TRF2 induit la formation
de nombreux chromosomes dicen-
triques avec perte de I'extrémité télo-
mérique simple brin et conservation
de sa partie double brin [38]. Le
nombre de protéines TRF2 a une e
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extrémité de chromosome pourrait
donc contréler la structure de
Iextrémité simple brin (figurel). La
perte de cette extrémité constituerait
alors le signal d’entrée en sénes-
cence. Il est donc treés important
d’évaluer le role des protéines asso-
ciées a cette extrémité et des confor-
mations particulieres que peut adop-
ter son ADN (G-quartet).

Conclusions

L’absence somatique de la télomé-
rase, et probablement le raccourcis-
sement des télomeéres, semblent donc
bien imposer une limite aux capaci-
tés réplicatives des cellules humaines.
La réactivation de la télomérase dans
les cellules tumorales pourrait jouer
un role prépondérant dans ’appari-
tion et/ou le développement des
cancers. Le signal de sénescence
induit par le raccourcissement des
télomeres n’est pas connu mais pour-
rait résulter de l'activation du point
de controle de PADN endommagé
et/ou de signaux spécifiques de télo-
meres anormalement courts. Notam-
ment, un signal antiprolifératif
immédiat, sans perte massive du
stock d’ADN télomérique, a pu étre
induit par la modification de 'acti-
vité de certaines protéines télomé-
riques humaines. Provoquer «a
facon » des signaux télomériques de
sénescence pourrait donc constituer
une nouvelle approche de thérapie
antiproliférative qui pourrait étre
couplée aux stratégies «antitélomé-
rases». La connaissance moléculaire
de ces signaux, ainsi que la maitrise
de leur activité, apparaissent donc
étre des enjeux de premiéere impor-
tance pour les recherches futures ®
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