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Abstract

Senescence is a non proliferative state that occurs in response to telomere shortening,
oxidative stress or oncogenic activation. Whereas senescence is generally considered as
an irreversible growth arrest, we recently reported, using Normal Human Epidermal
Keratinocytes (NHEKs), that few senescent cells can spontaneously reactivate a mitotic
process to generate so-called post-senescence emergent cells which are transformed

and able to form skin hyperplasia in nude mice.

In the first part of this work, we have investigated the outcome of the majority of
senescent cells that do not generate emergent cells. We highlighted that senescent cells
massively die during the growth arrest. Interestingly, the death is not associated with
apoptotic or necrotic features, but involves the elimination of numerous vital cell

components by macroautophagy.

We next investigated the mechanism that activates the autophagic programmed cell
death in senescent keratinocytes. We show that oxidative stress occuring during
senescence causes numerous cellular damages, notably to nucleus and mitochondria,

which activate the macroautophagic process to ultimately lead to the death.

In the last part of this work, we have investigated the relationship between oxidative
stress and macroautophagy during the generation of post-senescence emergent cells.
We show that progenitors of these neoplastic cells display less reactive oxygen species
(ROS) production than other senescent keratinocytes, and hence escape autophagic cell
death. However, in order to generate post-senescence emergent cells, they have to

maintain a housekeeping autophagic activity.

Taken together, these results indicate that the outcome of a senescent cell is driven by
its ROS level. A high ROS level induces a high and lethal activation of autophagy. At a
lower ROS level, the cell activates a moderate autophagy that fails to induce death but
favors the elimination of oxidized proteins and organelles. By this way, this cell becomes
permissive to neoplastic evolution consecutively to the putative oxidative alteration of

oncogenes, tumor suppressor genes or other crucial cell regulators.
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Résumé

La senescence est un état d’arrét prolifératif mis en place par les cellules en
réponse a différents stress (raccourcissement des télomeres, stress oxydant, ou
activation d’oncogénes). Bien que la sénescence soit considérée comme irréversible,
nous avons récemment montré, en utilisant des kératinocytes humains normaux
d’épiderme, que certaines cellules sénescentes réactivent spontanément le processus
mitotique pour générer des cellules proliférantes, baptisées émergentes post-

sénescence, qui sont transformées et tumorigénes en souris nude.

Nous avons montré dans la premiere partie de ce travail que les cellules
sénescentes qui ne génerent pas de cellules émergentes meurent. La mort engagée a la
sénescence n’est ni apoptotique ni nécrotique, mais implique I’élimination par

macroautophagie de nombreux composés cellulaires vitaux.

Nous avons ensuite démontré que le stress oxydant, via les dommages qu’il crée,
notamment aux niveaux nucléaire et mitochondrial, est responsable de I'activation de la
mort cellulaire programmée par macroautophagie. Les cellules sénescentes
progénitrices des cellules néoplasiques générent quant a elles moins d’espéces réactives
de I'oxygene (ROS) que le reste des cellules sénescentes, ce qui leur permet d’échapper
a la mort. Cependant, pour générer les cellules émergentes, elles doivent maintenir une

activité macroautophagique de ménage.

L’'ensemble de ces travaux démontre donc que le devenir des kératinocytes
sénescents dépend de leur niveau de ROS. Un haut niveau de ROS induirait une activité
macroautophagique élevée et létale, alors qu’un niveau plus bas induirait une activité
trop faible pour induire la mort, mais suffisante pour éliminer les composés cellulaires
oxydés. Dans cette situation, les cellules deviendraient permissives a I’évolution
néoplasique si les dommages oxydants touchent I’ADN et affectent des oncogenes, des

suppresseurs de tumeurs, ou d’autres régulateurs fondamentaux.
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1.1 Lasénescence

Au début des années 1960, Léonard Hayflick décrit les propriétés prolifératives
de fibroblastes extraits d’embryons humains. Il met alors en évidence qu’a la différence
des lignées cellulaires qui sont immortalisées in vitro, les cellules normales ont un

potentiel prolifératif limité a un nombre fini de divisions 12,

Il décrit que le
comportement de cellules normales en culture se divise en trois phases : la phase | qui
initie la culture et correspond a I'activation de la prolifération des cellules apres leur
décongélation; la phase Il durant laquelle les cellules croissent de maniere
exponentielle et nécessitent de nombreux passages ; et la phase Ill (ou phase terminale)
qui se caractérise par un arrét de la prolifération des cellules (Figure 1). Cette derniere
phase, appelée sénescence, n’est pas spécifique aux fibroblastes et sera par la suite
décrite pour de nombreux types cellulaires normaux issus de différentes especes

animales comme par exemple les kératinocytes 3 les cellules musculaires lisses *, les

cellules endothéliales °, les lymphocytes °, etc.

301

20}

Phase I11

Phase 11

B NDWO
T

Cells (X10%)

2 Phase |

2 i L 1 1 1 1 1 1
iz 3 4 5 8 7 8 9
Time in Days

Figure 1 : Observation de la sénescence in vitro. Courbe de croissance réalisée a partir
d’une culture de WI-I (fibroblastes embryonnaires humains normaux de poumon)

montrant les trois phases décrites par Hayflick et Moorhead. Adaptée de I’article original
2
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Outre l'arrét prolifératif, les cellules sénescentes présentent un certain nombre
de modifications phénotypiques et moléculaires qui les distinguent des cellules en
croissance exponentielle (Figure 2). Elles augmentent en taille, s’étalent sur leur support
et diminuent leurs interactions cellule-cellule au profit d’'une adhérence accrue a la
matrice extracellulaire ". Leurs noyaux et nucléoles sont plus gros que ceux des cellules
en phase exponentielle de croissance, la structure de leur chromatine change % et on
met souvent en évidence une fraction non négligeable de cellules polynucléées dans la

1011 a5t notamment le cas des cultures de kératinocytes au

population sénescente
sein desquelles on dénombre environ 20% de cellules polynucléées durant I'arrét de

croissance (donnée du laboratoire). L'augmentation de la charge lysosomiale fait

12,13

également partie des caractéristiques de la sénescence

Figure 2: Observation de la sénescence in vitro. Image de gauche : kératinocytes
humains normaux en phase Il (croissance exponentielle) ; image de droite : kératinocytes
en phase lll (sénescence). Les noyaux ont été marqués au Hoechst 33342 (vital) et les
cellules ont été observées en microscopie photonique. La barre représente 10um.

Au niveau moléculaire, les cellules sénescentes expriment un transcriptome 1 et
, 15 epr s . , .
un protéome ~ différents de ceux des cellules en croissance et ne répondent ni aux

1620 pe maniere intéressante, elles

stimuli mitotiques, ni aux inducteurs d’apoptose
accumulent un nombre important de dommages oxydants aux macromolécules qui
conduiront notamment a la formation d’agrégats lipido-protéiques appelés lipofuscine

. . 21
qui s"accumulent dans les lysosomes (voir pour revue “°).
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En 1995, Dimri et al mettent au point une méthode de discrimination des cellules
sénescentes basée sur I'augmentation de I'activité d’'une enzyme lysosomiale (la beta-
galactosidase) dont le pH optimal se situe a 4-4.5 et qui devient détectable a pH 6 lors
de la sénescence ?°. Les travaux de Lee et al montreront par la suite que cette
augmentation reflete I'augmentation de la charge lysosomiale associée a la sénescence
2 Cette méthode, nommée test SA.beta-gal (pour Senescence Associated beta-

galactosidase) est I'une des plus utilisées, car la plus universelle, pour détecter la

sénescence dans les différents types cellulaires, in vitro comme in vivo.

Les voies moléculaires engagées dans l'induction de I'arrét du cycle qui
caractérise la sénescence mettent en jeu les protéines oncosuppressives p53 et Rb. Les
expériences d’inactivation de l'un et/ou l'autre de ces génes suppresseurs de tumeur
conduisent a des conclusions complexes quant a leurs roles respectifs durant la
sénescence. Concernant p53, les données obtenues dans des fibroblastes
embryonnaires murins (MEFs) montrent que son inactivation durant la phase de
croissance exponentielle suffit a prévenir I'entrée en sénescence des cellules et a les
immortaliser. L’inactivation de p53 durant la phase de sénescence promeut la
réactivation de la prolifération et la sortie du plateau de sénescence, ce qui suggere que
I'activité de p53 doit étre maintenue dans les cellules sénescentes pour maintenir |’état
non prolifératif **. La portée de ces conclusions est malgré tout 3 modérer puisque
I'inactivation de p53 ne s’est révélée efficace pour repousser la survenue de la
sénescence que dans les fibroblastes et non dans d’autres types cellulaires. Rb est quant
a elle trouvée sous sa forme hypophosphorylée (active) durant la sénescence, ce qui lui
permet d’interagir avec le facteur de transcription E2F pour en inhiber I'activité. Cela
aboutit a la répression transcriptionnelle des génes cibles de E2F, notamment ceux
impliqués dans la progression du cycle °. La seule inhibition de Rb n’a cependant pas
d’effet sur la survenue du plateau de sénescence. En effet, son expression peut étre
compensée par les autres membres de la famille des protéines a poche, p107 et p130;

I'inhibition conjointe de ces protéines repousse la survenue de la sénescence 226 p

e
plus, comme pour p53, I'inhibition d’expression des protéines de la famille Rb durant la

, ; iy . 27
sénescence peut restaurer le phénotype prolifératif des cellules .
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télomérique

Stress oxydant

Lésions

Activation 3 PADN
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Figure 3 : Les voies d’activation de I'arrét du cycle cellulaire associé la sénescence.
Adaptée de %,
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L’état de phosphorylation de Rb pouvant étre contr6lé par des complexes cycline/CDK
(Cyclin-Dependent Kinase) comme le complexe cycline E/CDK2, la CKI p21°P*** (cpk
Inhibitor), géne cible de p53 %, pourrait étre un intermédiaire d’activation de la voie Rb
par la voie p53. Et en effet, I'inhibition de p219°**?™ dans des fibroblastes humains s’est

révélée efficace pour repousser la sénescence, démontrant qu’une activation de Rb par

cipl/wafl 30,31

p53 via p21 est possible chez I’'Homme . Il s’avére néanmoins que l'inhibition

ipl f1 . . / . .
de p21°" Mafl '3 aucun impact sur I'entrée en sénescence de fibroblastes murins,

cipl/wafl

suggérant donc que p21 n’est pas un intermédiaire crucial et gqu’il existe des voies

d’activation de Rb paralleles 32 D’autres travaux effectués sur des fibroblastes humains
montreront que l'inhibition indépendante de p53 ou Rb ne permet que de repousser la

sénescence, alors que leur inactivation conjointe est nécessaire pour prévenir I'entrée

33-35

en sénescence des cellules , suggérant ainsi la présence d’'une voie paralléle

d’activation de Rb indépendante de p53/p21°P/*af 3¢,

INK4a

La protéine p16 est également un inhibiteur majeur du cycle cellulaire qui

agit sur la voie Rb via I'inhibition des complexes cycline D/CDK4, 6 3 Son expression est

induite dans les cellules en réponse a divers stress et notamment lors de la

38-40

s . . . INK4 . s . ,
sénescence™ . l'inactivation de p16 " dans les cellules humaines prévient leur entrée

41-44 INK4a

en sénescence Cependant, linactivation de pl6 n‘a pas d’impact sur la

45

sénescence de cellules murines ™. Il est également intéressant de constater qu’a la

INK4a

différence des fibroblastes, p16 est particulierement impliquée dans I'induction de Ia

sénescence des cellules épithéliales humaines *4#450,

Deux voies moléculaires agissant en parallele ou de facon interdépendante
permettent donc aux cellules d’initier et de maintenir I'arrét de prolifération
caractéristique de la sénescence (Figure 3). Les divers travaux effectués a ce sujet
montrent que l'engagement dans l'une ou l'autre des voies est déterminé par le

. P . . P . 28,51
contexte cellulaire et/ou le mécanisme inducteur de sénescence (voir pour revue “°7).
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1.1.1 Les mécanismes inducteurs de sénescence

Depuis la description du processus de sénescence par Hayflick, de nombreux
travaux ont tenté d’en déterminer le mécanisme inducteur. |l s'avere aujourd’hui que ce
mécanisme n’est pas unique et qu’il faille considérer la sénescence comme un processus
mis en place par les cellules en réponse a différents stress. Ces différents stress sont
généralement regroupés en trois grandes catégories: ceux conduisant a un
dysfonctionnement télomérique, le stress oxydant, et le stress consécutif a I'activation

d’oncogeénes.

1.1.1.1 Raccourcissement et dysfonctionnement télomérique

1.1.1.1.1 Structure des télomeres

Les télomeéres (du grec telos « fin » et meros « partie ») représentent la partie
terminale de [I'extrémité des chromosomes. Ills sont composés de complexes
nucléoprotéiques dont la principale fonction est de préserver les extrémités libres de
'ADN de l'action des exonucléases ainsi que des systemes de signalisation et de
réparation des cassures double-brin. Outre ces fonctions de protection de l'intégrité du
génome, les télomeres sont également impliqués dans la localisation des chromosomes
dans le noyau, leur ségrégation durant I'anaphase et la réparation des cassures double-
brin en permettant a la cellule de distinguer la fin d’'une molécule d’ADN d’une cassure

double-brin (voir pour revue *% et >3).

L'’ADN télomérique est un ADN double-brin composé de séquences répétées
riches en guanine. Chez 'Homme, il s’agit d’un hexanucléotide (TTAGGG), répété sur
une longueur allant de 5 a 15kb >**°. Causé par I'incapacité de I’ADN polymérase a
répliquer le brin retardé dans sa totalité, la toute extrémité du télomeére se termine par

. Le bout débordant permet a I’ADN

une portion simple-brin débordant en 3’
télomérique de se replier sur lui-méme pour former une structure en boucle, appelée
boucle T, stabilisée par appariement de séquence dans la boucle D et par association a
des protéines télomériques. C'est cette structure qui masque les extrémités

chromosomiques >”*® (Figure 4 A, B).
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A. Télomére humain normal (taille 5-15kb) B.Boucle T

130-210 nt

— A —
Centromere .:-

Shelterm

Figure 4 : Organisation des téloméres humains. Adaptée de °>*°. A. Représentation

linéaire d’un télomére mettant en évidence la séquence répétée (TTAGGG)n ainsi que
I'extrémité débordante en 3’. B. Organisation du télomere en boucle T. C. Représentation
du complexe protéique télomérique « shelterin » et organisation des protéines
télomériques sur I'extrémité de I’ADN.

Les télomeéres sont recouverts de complexes protéiques spécifiques. L'un de ces
complexes, nommé « shelterin », se lie directement a I’ADN télomérique. |l se compose

6162 TRF1 (Telomere Repeat-binding

chez les mammiféres de six protéines télomériques
Factor-1) ®*°* TRF2 ®>® RAP1 (Repressor/Activator protein 1) ®, Tin2 (TRF1-interacting
nuclear factor2) % TPP1 (aussi appelé TINT1/PTOP/PIP1) % et Potl (Protection Of
Telomere 1) 70 qui stabilisent la boucle T et protégent les extrémités libres. Ces
différentes protéines sont également importantes lors de la réplication et I'élongation

"173) TRF1 et TRF2 forment des homodimeéres qui fixent

des télomeres (voir pour revue
I’ADN télomérique sur toute sa partie double-brin. RAP1 est associé spécifiquement a
TRF2. TIN2 joue le role de pont protéique entre les homodiméres de TRF1 et TRF2. Il est
également associé a TPP1 ce qui permet de recruter Potl au complexe. Enfin, Potl est
associé a TPP1 et fixe spécifiguement I’ADN télomérique simple-brin, notament au

niveau de la boucle D 7 (Figure 4 C).
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TTAGGGTTAGGGTTAG
AATCCC

Fixation de |la télomérase au brin3’ TTAGGGTTAGGGTTAG
sortantdu télomére AATCC CAAUCCCAAUC
hTERT
o
G

TTAGGGTTAGGGTTAG
AATCC CAAUCCCAAUC
hTERT
Allongementdu brin 3’ sortantpar hTR
transcriptioninverse
TTAGGGTTAGGGTTAG
AATCCC CAAUCCCAAUC
hTERT
|G

hTR

TTAGGGTTAGGGTTAG

AATCCC
Synthése du brin complémentaire -

par ’ADN polymérase o

TTAGGGTTAGGGTTAG
AATCCC

Figure 5 : Allongement des téloméres par la télomérase. Adaptée de .
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Mises a part celles-ci, d’autres protéines sont associées aux télomeres mais ne
font pas partie des shelterins, comme par exemple Rad50 ou PARP-2 "®. Associées aux
shelterins, elles ont des fonctions dans la maintenance et la stabilité des télomeres mais
ont également des fonctions indépendantes des télomeéres lors de la mitose, pour la

détection du dommage a I’ADN et dans les mécanismes de réparation de ’ADN.

1.1.1.1.2 Maintenance de la longueur des télomeéres
Si le défaut de réplication par I’ADN polymérase alpha est inévitable, il peut
néanmoins étre compensé par 'activité transcriptase inverse d’'une enzyme spécifique :

la télomérase ’"'"®

. Cette enzyme est une ribonucléoprotéine composée d’une sous-unité
protéique (appelée hTERT chez I’'Homme) qui porte I'activité catalytiqgue et d’'une sous-
unité ribonucléotidique longue de 451 nucléotides (hTR). Cette derniére sous-unité
contient une séquence nucléotidique complémentaire a la séquence télomérique qui
apporte la spécificité de I'enzyme pour les télomeres. Une fois hybridée a I'extrémité 3’
sortante du télomere, cette séquence sert de matrice a la sous-unité catalytique pour

» 79,80

rallonger le brin 3 . L'ADN polymérase alpha génere ensuite le brin télomérique

complémentaire (Figure 5).

Un mécanisme alternatif d’élongation des télomeres appelé ALT (Alternative
Lengthening of Telomeres) a plus récemment été décrit dans des cellules tumorales ou
immortalisées en lignée qui n’expriment pas la télomérase. Basé sur la conservation de
la séquence télomérique a I'extrémité de tous les chromosomes, ce mécanisme permet
aux cellules d’entretenir la taille de leurs télomeres par recombinaison homologue

interchromosomique >,

1.1.1.1.3 Role des télomeéres dans I'induction de la sénescence

Lors de la réplication, la synthése du brin retardé est initiée par I’hybridation
d’amorces ARN espacées de 200pb environ qui serviront a I’ADN polymérase pour
générer le brin complémentaire bout par bout (également appelés fragments d’Okazaki)

8 Ppar conséquent, si la distance entre le dernier fragment d’Okazaki généré et
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I'extrémité de I'ADN est inférieure a 200pb, I’ADN polymérase sera, faute d’amorce,
incapable de répliquer I'extrémité de I’ADN, entrainant un raccourcissement en 5’ de
200pb ou moins a chaques cycle de réplication et générant un brin 3’ sortant a

82,83 . s A . oy , \
=%, Arrivés a une taille critique, les télomeéres ne pourront plus

I’extremité télomérique
former la boucle T. Les extrémités libres de I’ADN seront alors détectées comme des
cassures double-brin qui initieront I'activation d’une voie de réponse au dommage a
’ADN (DDR - DNA Damage Response) et 'entrée des cellules en sénescence ®*. L’érosion
des télomeres a chaque cycle de division a donc conduit au développement du concept
d’horloge mitotique qui détermine le nombre de divisions maximum qu’une cellule peut

effectuer en I'absence d’une activation de la télomérase ou du systéme ALT 88 p

e
maniére intéressante, la télomérase n’est exprimée chez 'Homme que dans les cellules
germinales, les cellules embryonnaires, les cellules souches et les cellules cancéreuses et
le systeme ALT n’a lui été décrit que dans les cellules cancéreuses et les cellules
embryonnaires ¥’. Lexpression ectopique de la télomérase dans des cellules normales

88-90

est suffisante pour prévenir de l'activation de la sénescence et parfois pour les

91-94 95

immortaliser in vitro voire méme pour acquérir un phénotype pré-malin
Cependant, I'expression de hTERT ne suffit pas toujours a immortaliser les cellules,
notamment dans le cas des cellules épithéliales, ce qui suggére que d’autres
mécanismes inducteurs de sénescence sont mis en jeu dans ces cellules

indépendamment de la taille des télomeres 347,96

Par ailleurs, les shelterins jouent également un role important dans le contréle de
I’entrée en sénescence des cellules. En effet, en I'absence des protéines télomériques,
les extrémités de I’ADN seraient percues par la cellule comme des cassures double-brin
qui activeraient les voies de signalisation impliguant ATM et ATR et conduiraient a
I'induction de la sénescence ¥/, ainsi gu’a l'activation des systemes de réparation, soit
par fusion non homologue des extrémités chromosomiques NHEJ (Non Homologous End
Joining) ce qui causerait des fusions chromosomiques dites end to end, soit par des
recombinaisons homologues HDR (Homology Directed Repair) (voir pour revue ’*). De
plus, les protéines TRF2 et Potl sont également capables d’inhiber respectivement

'activité de ATM et ATR et d’en bloquer la signalisation *.
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1.1.1.2 Stress oxydant

Le stress oxydant est I'une des conséquences majeures de la vie aérobie des
cellules et de l'utilisation du dioxygene (O,) dans les diverses réactions d’oxydoréduction
essentielles au fonctionnement cellulaire, notamment lors de la synthése d’ATP par la
chaine respiratoire mitochondriale. En effet, la réduction du dioxygéne en eau dans
I'organite n’est pas parfaite et on estime a 4-5% la quantité d’O, qui sera partiellement
réduite en especes moléculaires dites réactives de I'oxygene (ou ROS - Reactive Oxygen
Species). Si a faible concentration, les ROS sont nécessaires a la cellule et participent a
certaines voies de signalisation, une trop forte accumulation constitue un stress
constant dans la cellule, appelé stress oxydant, qui endommage les macromolécules et

N . . . -101
altére les fonctions cellulaires (voir pour revue %),

1.1.1.2.1 Les espéces réactives de I'oxygene

Il existe plusieurs de types de ROS dont I'anion superoxyde (0,%), le radical
hydroxyl (°OH), et le peroxyde d’hydrogene (H,0,). Ces espéces hautement réactives
peuvent oxyder toutes les macromolécules (lipides, protéines et acides nucléiques) qui
composent la cellule. La majorité de la production endogéene de ROS est réalisée par la
chaine respiratoire mitochondriale. Cette chaine est composée de quatre complexes

. s . . . . . . 102
multiprotéiques localisés au niveau de la membrane interne de la mitochondrie ~°. L

a
fonction de cette chaine est de transporter des électrons d’un complexe a l'autre tout en
générant un gradient de protons entre I'espace inter-membranaire et la matrice qui sera
utilisé par une ATP synthase pour générer de I’ATP (Figure 6). Les électrons transportés
par les différents complexes protéiques sont utilisés pour réduire 'O, en H,0 au niveau

du complexe IV (cytochrome C oxydase) selon la réaction suivante :

0, +4H" +4e > 2 H,0 (1)
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Figure 6: Schéma simplifié de la chaine respiratoire mitochondriale mettant en
évidence les quatre complexes protéiques composant la chaine de transport des
électrons et les zones de production d’anions superoxydes.
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En 2002 et 2003, les équipes de Andreyev et Lesnefsky mettent respectivement
en évidence que la production d’anion superoxyde se fait au niveau des complexes |

103,104 (Figure

(NADH coenzyme Q reductase) et Il (ubiquinol cytochrome C reductase)
6). L'anion superoxyde étant chargé, il n’est pas capable de passer les membranes
mitochondriales par diffusion simple mais peut toutefois emprunter les canaux VDACs

(Voltage Dependent Anion Channels) de la membrane externe pour rejoindre le cytosol.

L’anion superoxyde, trés réactif, peut étre réduit en présence de H* pour
produire du H,0, (Figure 7 réactions 3 et 4). A la différence de I'anion superoxyde, le
peroxyde d’hydrogene (H,0,) n’est pas chargé et a des propriétés physico-chimiques
proches de celles de I'eau, ce qui le rend diffusible au travers des membranes cellulaires
105107 | & H,0, peut ainsi réagir avec toutes les macromolécules partout dans la cellule.
Le H,0, peut de plus générer le radical hydroxyle (°OH) via la réaction de Fenton (Figure
7 réactions 7 et 8) qui nécessite des transferts d’électrons avec des métaux (Fe?* et

Cu2+). Cette espece oxydante est hautement réactive et d’autant plus dangereuse gu’il

n’existe pas d’enzyme capable de la détoxifier 108

Génération des espéces réactives de I'oxygéne
0O, + e — 0,° (anion superoxyde) (2)
0,° + H,O — HO,° (radical hydroperoxyl) (3)
HO,® + e + H" — H,0, (peroxyde d’hydrogéne) (4)
0, + e + 2H" — H,0, (peroxyde d’hydrogéne) (5)
H,O, + e — OH + °OH (radical hydroxyl) (6)

Réaction de Fenton

H,0, + Fe** — OH + °OH + Fe** (7)
H,0, + Cu** — OH + °OH + Cu** (8)

Figure 7 : Génération des espéces réactives de I'oxygéne (adaptée de'®)
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Figure 8 : Les différentes sources de ROS et systémes antioxydants. Adaptée de **°.
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Méme si elles en sont la principale source, les mitochondries ne sont pas le seul
site de production de ROS. En effet, toutes les oxydases et hydrolases cellulaires comme
les acyl-CoA oxydase et xanthine oxydase des peroxysomes ou le cytochrome P450 du
réticulum endoplasmique ainsi que de nombreuses réactions du métabolisme sont

capables de produire du peroxyde d’hydrogéne et de I’anion superoxyde (Figure 8)**%*,

Les cellules inflammatoires (neutrophiles, éosinophiles et macrophages) peuvent
également générer des ROS pour leurs propriétés cytotoxiques envers les bactéries et
les parasites. Dans ce cas, c’est une NADPH oxydase qui, sous stimulation, réduit le
dioxygéne en 0,° qui sera a son tour pris en charge par une superoxyde dismutase

112,113

(SOD) pour générer du H,0,

Les ROS sont également produits dans certaines voies de signalisation comme
par exemple dans celle du TNFalfa ou ils sont produits par une NADPH oxydase
membranaire et agissent comme des messagers secondaires. Les voies moléculaires en
aval de l'activation du TNFalfa sont complexes car peuvent promouvoir la mort comme
la survie. La réponse cellulaire a I'activation du TNFalfa est en effet déterminée par un
équilibre entre des signaux de survie (via I'activation de la signalisation NFkappaB) et des
signaux apoptotiques. De maniere intéressante, les ROS ont, dans cette signalisation,

I’effet d’inhibiteurs des signaux prosurvie, favorisant I'induction de I'apoptose 14,

Outre les sources internes inhérentes au fonctionnement normal d’une cellule,
les ROS peuvent étre générées par des sources externes. C'est le cas des radiations
ionisantes, des radiations UV, des agents xénotoxiques environnementaux ou de
certains traitements thérapeutiques (notamment anticancéreux) qui augmentent la

production de ROS directement ou indirectement en activant des sources endogenes 109,

1.1.1.2.2 Les défenses antioxydantes

Pour se prémunir des dommages oxydants faits par les ROS aux macromolécules,
les cellules utilisent différents systemes antioxydants. Certains sont non enzymatiques,
comme par exemple l'acide ascorbique (Vitamine C), I'a-tocophérol (Vitamine E), le

glutathion (GSH), les caroténoides, ou les flavonoides, qui agissent comme piegeurs de
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ROS ou comme réductants d’autres especes radicalaires ~. Les cellules peuvent aussi

utiliser des systémes antioxydants enzymatiques (voir pour revue °+**).

La dismutation de I'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne est catalysée par
une famille de métalloprotéines appelées superoxydes dimutases (SODs). Il existe quatre
types de SODs (CuZnSOD, MnSOD, FeSOD et NiSOD) qui se différencient notamment par

f 1 Seules deux SODs sont

le métal co-facteur qu’elles utilisent dans leur site acti
présentes chez I’'Homme, la CuZnSOD (ou SOD1 - localisée dans le cytoplasme, le noyau
et les peroxysomes) et la MnSOD (ou SOD2 - localisée dans la mitochondrie). Ces
dismutases sont respectivement organisées en homodimére et homotétramere pour

, . . . . 101
réduire I'anion superoxyde selon la réaction 9~ :

20,° + 2H" — H,0, + O, (9)
Le peroxyde d’hydrogene formé peut ensuite étre pris en charge par diverses
enzymes antioxydantes qui le réduiront en eau. La catalase est une dismutase organisée
en homotétramere d’'une masse moléculaire d’environ 240kDa. Elle est principalement

localisée dans les peroxysomes et les mitochondries ou elle réduit le H,0, (réaction 10).

2H,0, — 2H,0 + O, (10)
Les glutathion peroxydases (GPx) sont une famille de réductases qui utilisent des
donneurs d’électrons pour réduire le H,0, en 2H,0. Les GPx sont des homotétrameéres
d’environ 80kDa qui contiennent 4 sélénocystéines. Elles utilisent deux molécules de
glutathion (GSH) comme accepteur d’électron qu’elles oxydent en GSSG pour réduire le
peroxyde d’hydrogene en eau. Cette réaction est couplée au cycle du glutathion dans
lequel le GSSG est régénéré en GSH par une glutathion reductase qui utilise le NADPH
comme réductant (réactions 11 a 13). De maniére intéressante, les GPx peuvent
également réduire des composés oxydés protéiques et lipidiques (ROOH et LOOH) en

eau et en alcool.

2GSH + H202 — GSSG + H20 (11)
2GSH + ROOH — GSSG + H,0 + ROH (12)
GSSG + 2NADPH — 2GSH + 2NADP" (13)
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De la méme maniere que les GPx, les peroxyredoxines forment une famille d’enzymes
antioxydantes qui réduisent le H,0, en H,O en utilisant un cofacteur, la thioredoxine

(TrxS,) (réaction 14).

TrX82 + H202 - TrX(SH)2 + Hzo (14)

1.1.1.2.3 Les dommages oxydants

Les espéces réactives de I'oxygéne sont capables de réagir avec toutes les
macromolécules (acides nucléiques, lipides, et protéines). D’'une maniére générale,
I'oxydation de ces molécules altérera non seulement leur fonction dans la cellule mais
pourra également en faire des intermédiaires réactifs qui amplifieront et propageront le
stress oxydant. De plus, l'altération de ces composants primaires de l'architecture
cellulaire  endommagera le fonctionnement des cellules et de leurs organites,
nécessitant la mise en place de systemes de réparation spécifiques, voire I'activation de

la mort cellulaire.

1.1.1.2.3.1 L’oxydation des protéines

D’une maniére générale, tous les acides aminés peuvent étre oxydés par les ROS.
Cependant, la présence d’un atome de soufre dans les cystéines et méthionines en font
les cibles les plus sensibles. En effet, I'oxydation des cystéines conduit a la formation de
dérivés soufrés qui peuvent réagir entre eux et former des ponts disulfures intrachaines,
modifiant ainsi considérablement la conformation protéique, ou interchaines,
conduisant a la formation d’agrégats protéiques. L’oxydation des méthionines entraine
guant a elle des changements dans les propriétés physico-chimiques de la protéine,
notamment en réduisant son hydrophobie et sa flexibilité *’. Il n’existe que trés peu de
systeme de détoxification des protéines. Il s’agit des méthionine-sulfoxyde-réductases

qui peuvent réduire les méthionines oxydées *'*

, ainsi que les thiorédoxines et
, . .. . 12 , . N ,

glutarédoxines qui ciblent les ponts disulfures %, Néanmoins, plutot que de réparer, la

cellule éliminera généralement les protéines oxydées via le protéasome ou |'activation

de I'autophagie (voir pour revue 119) avant de les néo-synthétiser.
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Initiation
LH+R*—>RH+L"°
Propagation
L° + 02 — LOO°
LOO® + LH — LOOH +L°

Figure 9 : Etapes d’initiation et de propagation de la peroxydation lipidique. Adaptée
de ™' LH, lipide; L°, radical lipidique; LOO°®, radical peroxyl lipidique; LOOH,
hydroperoxyde lipidique ; R®, radical oxydant (par exemple °OH) ; RH, radical réduit.

4-ONE Crotonaldéhyde
\ O
W\O \N
0
Acroléine
0]
4-HHE a4
OH K’ 2-Hexenal
VAVA VAN
4-HNE
QoH MDA

Pont AIP

Lys /\/\ Lys
\NH NH/

Figure 10 : Produits secondaires de la peroxydation lipidique issus de la réactivité de
I’hydroperoxyde lipidique. Adaptée de ?>'?. LOOH, hydroperoxyde lipidique ; MDA,
malondialdéhyde ; HNE, 4-hydroxynonenal ; Lys-NH,, lysine ; Pont AIP, pont 1-amino-3-
iminopropéne
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1.1.1.2.3.2 L’oxydation des lipides

La peroxydation lipidique est un processus complexe qui met en jeu les radicaux
libres (0,° et °OH) et les acides gras polyinsaturés et qui se déroule en deux étapes. Une
premiere étape (dite d’initiation) conduit a I'oxydation d’un lipide (LH) en radical
lipidique (L°). Dans la seconde étape (dite de propagation), I'oxygene réagit avec L° pour
former un radical peroxyl lipidique (LOO®). Ce dernier produit d’oxydation pourra réagir
avec d’autres macromolécules et les oxyder. Il pourra notamment réagir avec un lipide
voisin pour former un hydroperoxyde lipidique (LOOH) et un radical lipidique (L°).
Commence alors une réaction en chaine qui ne nécessite plus d’apport en ROS et qui
propage les dommages oxydants au sein des membranes *** (Figure 9). La propagation
de la peroxydation lipidique peut toutefois étre enrayée par I'a-tocophérol (vitamine E)

qui réduit les radicaux lipidiques et stoppe la réaction en chaine 124125

L’hydroperoxyde lipidique formé au terme de ces réactions a des conséquences
déléteres pour la cellule. En effet, sa présence dans les bicouches lipidiques va perturber
les proprietés de fluidité et de perméabilité des membranes. De plus, I'hydroperoxyde
lipidigue est une molécule instable qui conduit a la formation d’aldhéhydes, les
principaux étant le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonenal (HNE) (Figure 10) *%°.
Ces produits secondaires de la peroxydation lipidique sont également des éléments

122

hautement réactifs envers les autres constituants cellulaires ~**. Le MDA est décrit pour

former des adduits a I’ADN sur les bases adénines, guanines et cytosines pouvant étre

mutagenes 127

. Le MDA peut également réagir avec les acides aminés des protéines. Leur
interaction au niveau des lysines et arginines entraine la formation de ponts inter-
protéines comme par exemple les ponts 1-amino-3-iminopropénes (AIP). En
interagissant de la sorte avec les protéines, les produits de peroxydation lipidique
peuvent entrainer la formation d’agrégats lipido-protéiques regroupés sous le nom de

128-130

lipofuscine La lipofuscine est difficilement dégradable par les cellules qui

I"accumulent dans leurs lysosomes ce qui en perturbe le fonctionnement 129,

©2012 Tous droits réservés: http://doc.univ-lille1 fr



Thése d'Emeric Deruy, Lille 1, 2011

Intrwoduction

N . HN N oH
HN | \> + OH —> /l\\ | >< oxidation /k \>—0H
H,N N HNT NN H
2 H H
guanine (G) C8-OH-adduct radical

of guanine

8—hydroxyguanine
(8-OH-G)

Figure 11 : Formation de la 8-hydroxyguanine. Adaptée de '*

....................

Figure 12 : Mécanisme de transversion mis en place aprés I’oxydation d’une guanine.

Adaptée de 1!

. L'oxydation d’une guanine en 8-OH-G (G°) peut conduire lors de la

réplication 1 a un mésappariement avec une adénine (A) qui sera responsable d’une
transversion G : Cvers T : A au cours de la réplication suivante.
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1.1.1.2.3.3 L’oxydation de 'ADN
Les dommages oxydants a ’ADN sont I'une des sources majeures de mutation
chez les organismes vivants. On estime a environ 10 000 le nombre de dommages

132 plus d’une centaine de modifications

oxydants a I'ADN par cellule et par jour
oxydatives de ’ADN différentes ont été décrites touchant tant les bases que le squelette
sucre-phosphate (voir pour revue **!). Une fois encore, le radical hydroxyle est la cause
principale de I'oxydation de I’ADN. Cependant, les propriétés de diffusion du H,0, et sa
capacité a générer du °OH via la réaction de Fenton en font un acteur majeur dans
I’oxydation de I’ADN. En formant des adduits sur les bases, le MDA lui aussi est impliqué

dans les lésions oxydatives de 'ADN **3

. Les effets de I'oxydation de I’ADN sont
multiples : cassures simple-brin qui non réparées générent des cassures double-brin ou
modifications de bases pouvant induire des erreurs de réplication (mutations
ponctuelles), voire déstabiliser le chromosome altérant le fonctionnement cellulaire

. .. . . 134,135
jusqu’a induire la mort ou la transformation des cellules ~"~>.

Le dommage a I’ADN le plus abondant cible la base G et génere de la 8-
hydroxyguanine (8-OH-G) (Figure 11). La propriété la plus délétere de cette base vient

136

du fait qu’elle peut s’apparier avec les cytosines comme les adénines Par

conséquent, l'appariement d’une 8-OH-G avec une adénine pourra causer une

. R . 137
transversion G: C vers T: A au cycle de réplication suivant

(Figure 12). Les
désoxyguanosines libres peuvent également étre oxydées avant d’étre incorporées et

mésappariées dans I’ADN.

1.1.1.2.4 Role du stress oxydant dans I'induction de la sénescence

Le stress oxydant peut étre considéré comme une cause de la sénescence
indépendante et parallele au raccourcissement des télomeres. En effet, résultant de
I"'utilisation du O, dans leur fonctionnement normal, les ROS sont générées tout au long

de la vie des cellules. Il en résulte alors un stress oxydant constant et chronique.

Le role des ROS dans I'induction de la sénescence a particulierement bien été mis

en évidence dans les fibroblastes embryonnaires murins (MEFs) qui présentent une
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expression endogene de la télomérase . Le raccourcissement des télomeres n’a donc
pas d’impact sur la survenue de la sénescence dans ces cellules qui ont un potentiel
prolifératif illimité qui les immortalise in vitro. Les MEFs passent néanmoins par un court

plateau de sénescence peu de temps apres leur mise en culture avant de s'immortaliser

139 Les travaux de Parrinello en 2003 ont mis en évidence gue réduire le stress oxydant

gue subissent ces cellules en réduisant la concentration en O, de 20% a 3% inhibe la

140

survenue de la sénescence “*. De la méme maniére, de nombreuses études, dont celles

de mon laboratoire d’accueil, ont mis en évidence que la culture des cellules en

141,142

présence d’antioxydants repousse la survenue de la sénescence et qu’a l'inverse,

provoquer le stress oxydant en augmentant la pression en 0, ** ou par traitement au
142,144 . . , , , , . . . , .
H,0, ~*“~* induit une sénescence prématurée phénotypiquement indifférenciable de la

sénescence normale 1°1%,

De facon étonante, il n’existe pourtant a ce jour que peu de données concernant
le mécanisme moléculaire par lequel le stress oxydant induit la sénescence. On estime
généralement de maniére assez logique que les dommages cellulaires causés par les ROS

sont les inducteurs de I'arrét dans le cycle et de la sénescence ; les dommages a ’ADN

84,97

entrainant I'activation des voies de DDR et I'oxydation des lipides et des protéines

entrainant la formation d’agrégats (lipofuscine) perturbant le fonctionnement cellulaire

128139 | es travaux de Frippiat et al en 2002 ont dégagé un réle important de la protéine

kinase P38MAPK '*. Activée par le stress oxydant **, P38MAPK active par
phosphorylation le facteur de transcription ATF2 dont I’expression des genes cibles
(notamment du TGFPB1 et de son récepteur) est nécessaire a I'établissement de la

147

sénescence induite par les ROS “*’. De maniere intéressante, I'activation des voies de

signalisation du TGFB1 conduit en retour a l'activation de la P38MAPK ainsi qu’a la

149

production de ROS par une NADH oxydase membranaire Cette boucle

d’autoactivation contribue au maintien de I'état sénescent.

Les études portant sur les cellules en sénescence réplicative ont montré que le
raccourcissement des télomeéres s’accompagne de la production de ROS et de
dommages oxydants a I'ADN, aux lipides et aux protéines (8-OH-G, MDA, HNE,

150,151

lipofuscine...) Ce stress oxydant a été décrit comme pouvant accélérer le
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raccourcissement des télomeéres, suggérant que les deux causes puissent agir

conjointement dans l'induction de la sénescence 143

. Comme décrit précédemment, les
guanines, qui sont les bases les plus sensibles aux ROS, sont également majoritaires dans
la séquence télomérique. De fait, les téloméres peuvent donc étre considérés comme
une cible privilégiée des ROS. Il s’avere que les protéines télomériques TRF1 et TRF2 ont
une faible tolérance pour les modifications de leur séquence consensus de fixation a
’ADN *™* par conséquent, les transversions G: C vers T: A causées par les ROS
peuvent induire un défaut de fixation des protéines télomériques, entrainer la

déstabilisation des télomeéres et accélérer la survenue de la sénescence *°

. De plus, des
travaux réalisés sur les fibroblastes humains ont mis en évidence qu’un stress oxydant
chronique entraine une augmentation des cassures simple-brin au niveau des télomeres

entrainant leur raccourcissement précoce >,

1.1.1.3 Sénescence induite par les oncogenes
Cause la plus récemment décrite, la sénescence peut également étre induite en
réponse a l'activation d’oncogénes. Cette sénescence est alors appelée OIS pour

oncogene-induced senescence.

Les oncogénes appartiennent a une catégorie de genes fréquemment mutés dans
les cancers et dont l'effet sur la protéine produite apporte un gain de fonction
(augmentation d’activité, surexpression...). In vitro, un géne est considéré comme un
oncogene quand I'expression ectopique de sa forme modifiée accroit les propriétés de
transformation et de tumorigénicité de cellules immortalisées et/ou prétransformées
entretenues en lignée. Il est intéressant de noter que dans le cas des cellules normales,
I’expression d’un oncogene seul ne suffit pas a les transformer. Plusieurs équipes ont en
effet mis en évidence qu’une cellule normale doit subir plusieurs modifications
génétiques affectant des oncogenes et genes suppresseurs de tumeur, pour acquérir les
proprietés d’une cellule pleinement cancéreuse et métastatique qui échappera

158-160

notamment a I'induction de la mort cellulaire et 3 la sénescence .
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C'est initialement via la surexpression de l'oncogéne ras ou de l'un des

effecteurs en aval de sa voie d’activation (RAF, MAP kinase, C/EBPbetal et PML '31¢%)
gue I'OIS a été découverte et est principalement étudiée. La mise en évidence d’un tel
mécanisme inducteur de sénescence est d’autant plus intéressante qu’il semble avoir
lieu in vivo dans certains contextes précancéreux comme c’est le cas des nevi (plus
communément appelés grains de beauté). Ces tumeurs bénignes issues de mélanocytes
cutanés ont la caractéristique de souvent présenter une mutation activatrice de
I'oncogéne BRAF (V600E). Malgré cela, ces tumeurs ne se développeront que trés
rarement et plusieurs années plus tard sous la forme de mélanomes extrémement
agressifs. Les travaux de Michaloglou ont notamment montré que durant la phase nevi,
les cellules qui composent I’hyperplasie sont positives pour le marqueur SA.beta-gal *°°.
Ces travaux, bien que discutables (car [I'activité SA.beta-gal ne reflete que

I'accroissement de la masse lysosomiale '°7*%°

), suggerent que les mélanocytes normaux
entrent en sénescence apres |'activation de BRAF. Depuis ces travaux, quelques autres
oncogenes ont été décrits activant I’OIS. C'est le cas de E2F3 170 RUNX2 "%, snoN 7,

STATSA 3 ou encore NFkappaB mis en évidence au laboratoire 142

Plusieurs équipes ont cherché a comprendre comment une cellule normale peut
détecter le déreglement cellulaire causé par I’expression d’'un oncogene. Il apparait dans
la plupart de ces études que les ROS sont une fois de plus au centre du processus.
L’activation de Ras par exemple conduit a I'augmentation de la production de ROS par la

174,175
cellule ~'™

. Les travaux précédant mon arrivée au laboratoire montrent également que
la surexpression de I'oncogéne c-rel (un facteur de transcription de la famille NFkappaB)
induit une surexpression de la MnSOD. L'augmentation de I’expression de cette
superoxyde dismutase spécifique des mitochondries conduit a I'augmentation de la

142,176,177
=2 Un second

production de H,0, et a I'entrée en sénescence des cellules
mécanisme d’activation de I'OIS a été décrit pour ras suggérant que l'accroissement de
la prolifération induite initialement par I'expression de cet oncogéne s’accompagne
d’une augmentation du nombre de fourches de réplication ce qui causerait un stress

réplicatif suffisant pour activer la sénescence 178,
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La notion d’OIS n’est cependant pas généralisable a tous les oncogéenes. En effet,
plusieurs études mettent en évidence que l'activation de certains oncogéenes n’induit
pas la sénescence mais pourrait au contraire en inhiber I'activation. C’est notamment ce

79 Myc 180 1BXx2 B! Bcle ¥ et KLF4 '® dont I'activation

qui a été décrit pour Jun
stimule la prolifération et repousse la sénescence alors que leur inhibition induit une
sénescence prématurée. De maniére intéressante, il apparait que l'inactivation de Jun
s’accompagne également d’une surproduction de ROS contrdlant I'entrée des cellules en

sénescence ®,

La sénescence induite par l'activation d’oncogenes est donc un processus
complexe qui dépend de la nature de l'oncogene et probablement en partie de sa

susceptibilité a induire ou non la production de ROS.

1.1.2 Sénescence réplicative versus sénescence induite par des stress

Le raccourcissement des télomeres a chaque cycle de réplication a conduit au
développement du concept de sénescence réplicative. Dans ce contexte, en I'absence
d’expression de la télomérase ou de I'activation du systeme ALT, les cellules atteignent
la sénescence aprés un certain nombre de divisions (la limite de Hayflick) que I'on peut
donc considérer comme représentant I'espérance de vie de la cellule. Dans le cas des
sénescences induites par le stress oxydant ou par I'expression d’oncogéenes, les données
expérimentales suggerent que la sénescence constituerait une réponse adaptative qui
permet a une cellule de survivre plutét que d’activer un processus de mort cellulaire
programmeée. Ainsi, malgré la similarité phénotypique, il est important de discriminer
sénescence réplicative de sénescence induite par des stress (ou SIPS Stress-Induced
Premature Senescence *®°). Les travaux de Dierick et al en 2002 ont d’ailleurs conforté
cette idée en mettant en évidence des différences dans les profils protéomiques de

fibroblastes en sénescence réplicative et en SIPS 186

Les mécanismes moléculaires mis en jeu dans chacun des deux types de
sénescence pourraient avoir des impacts trés différents sur le devenir des cellules

sénescentes, notamment dans certaines pathologies comme les cancers ou les cellules
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doivent surmonter des mécanismes qui limitent leur prolifération. Dans le cas de la
sénescence réplicative, la taille critique des téloméres conduit a I'activation des voies de
réponse au dommage a I’ADN qui bloquent la progression des cellules dans le cycle
cellulaire. Une cellule en sénescence réplicative doit donc acquérir un grand nombre de
modifications lui permettant de stabiliser la longueur de ses télomeéres ainsi que
d’outrepasser I'induction des voies DDR, afin de lui permettre de s'immortaliser et de se
transformer suffisamment pour former une tumeur. Ces cellules doivent en effet activer
un systeme d’élongation des télomeres, en induisant par exemple la réexpression de la
télomérase ou l'activation du systeme ALT, ainsi qu’inactiver les voies DDR, par

inactivation des acteurs moléculaires engagés (comme par exemple BRCA1 187,188

ou
mettre en place des systemes de réparation inadéquats par fusion chromosomique end
to end, générateurs d’instabilité génétique. Dans le cas de la sénescence induite par les
stress, les télomeéres sont encore assez longs ce qui laisse théoriquement aux cellules
sénescentes un certain potentiel prolifératif. Cumulé au fait que les stress inducteurs de

sénescence sont de puissants agents carcinogenes (ROS et oncogénes), une cellule qui

s’échapperait du plateau de sénescence pourrait donc devenir promotrice de tumeur.

1.1.3 Sénescence et vieillissement

Le vieillissement est un processus complexe généralement défini comme
résultant de l'accumulation de changements délétéres aux niveaux tissulaire et
cellulaire, qui accroit la susceptibilité d’'un organisme a développer des pathologies

189

pouvant conduire a la mort . A la suite de ses travaux sur le comportement prolifératif

in vitro des fibroblastes embryonnaires humains, Hayflick écrit que le vieillissement

pourrait étre la conséquence de I'accumulation de cellules en sénescence dans les tissus

1

Ce lien causal potentiel entre sénescence et vieillissement est notamment

appuyé par la mise en évidence d’une augmentation du nombre de cellules présentant

une activité SA.betagalactosidase dans des tissus provenant de patients agés 22190195 pe

plus, quelques équipes ont mis en évidence qu’une réduction sensible de la taille des

196-200

télomeéres pouvait étre corrélée au vieillissement d’un individu . Cependant, iln’y a
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pas de différences claires de capacités prolifératives in vitro entre les cellules issues de

201,202

patients jeunes ou agés . Pourtant, l'inactivation de I'expression de la télomérase

chez la souris entraine un vieillissement prématuré des animaux ainsi que des

203-206 , n . .
. Par conséquent, méme s’il n’en est pas la cause majeure, le

pathologies associées.
raccourcissement des télomeres peut induire le vieillissement d’'un organisme, ce qui
confirme que le vieillissement et la sénescence sont bien deux processus étroitement
liés.

De nombreuses études ont également mis en évidence que le vieillissement des
tissus s"accompagne de I'augmentation de la production de ROS par les cellules 207-209,
Source majeure de leur production, la mitochondrie en est également la premiere cible
et l'accumulation de mutations dans I’ADN mitochondrial avec I'dge a aussi été
rapportée. Ces altérations du génome mitochondrial endommagent alors le
fonctionnement de [l'organite et amplifient la production de ROS, initiant en
conséquence un cercle vicieux qui accentue le stress oxydant avec le vieillissement 210-
213 De nombreuses expérimentations in vivo décrivent aussi que réduire le stress
oxydant par I'expression d’antioxydants tels que les SODs et la catalase repousse le
vieillissement des animaux. Inversement, I'induction d’un stress oxydant (par traitement
au H,0, ou par mutageneéses dirigées dans la chaine respiratoire) avance la survenue du
processus 2. || est également intéressant de noter que les animaux dits a durée de
vie allongée, induite par une restriction calorique ou par des invalidations de génes
n’ayant aucun impact sur le stress oxydant (affectant par exemple les voies de I'lGF), se

sont souvent révélés résistants au stress oxydant 218222

L'augmentation du stress
oxydant avec I'age s’accompagne de I'accumulation de dommages aux macromolécules
cellulaires. L'une des manifestations bien connues de ces altérations cellulaires concerne
I'apparition des « plaques de vieillesse », taches brunes tissulaires qui résultent de
I'accumulation de lipofuscine dans les cellules 130 Au niveau nucléaire, de nombreuses
études ont mis en évidence que le vieillissement s’accompagne de I'accumulation de

bases modifiées (adduits, oxydations) ?**?*°

probablement causée par I'augmentation de
la production de ROS paralléle a une diminution d’efficacité des systemes de réparation

de |IADN 226-231
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Il apparait ainsi nettement que sénescence et vieillissement sont deux processus
dont les causes sont communes (dysfonction télomérique, ROS, dommages a I’ADN). De
maniére intéressante, ces données expérimentales sont confirmées par I'étude des
syndrémes progéroides. Ces pathologies, qui se manifestent par I'apparition d’un
vieillissement prématuré des individus, résultent généralement de mutations
monogéniques affectant un géne impliqué dans la réplication et/ou la réparation de

232,2 4z / ~
32233) || a notamment été montré pour le syndréme de Werner

I’ADN (voir pour revue
(résultant de la mutation du gene WRN codant une ADN hélicase impliquée dans la
réparation et la réplication de ’ADN) que des fibroblastes de patients remis en culture
entrent en sénescence prématurément 3 Le syndrome de Down (ou trisomie 21)
entraine lui aussi un vieillissement prématuré. Il s’accompagne d’une augmentation
d’expression de la SOD cytoplasmique (CuZnSOD) dont le géne est localisé sur le
chromosome surnumeéraire, ce qui abouti a la surproduction de ROS et notamment du
H,0, 2%**. Néanmoins, toutes les études portant sur ce sujet ne permettent pour le

moment que de corréler sénescence et vieillissement sans pouvoir établir formellement

le lien causal de I'un des processus sur l'autre.

1.1.4 Sénescence et tumorigenese
La grande majorité des travaux portant sur la sénescence la définit comme un
processus suppresseur de tumeur qui bloque irrémédiablement la prolifération des

2% Différents types de données

cellules pour en prévenir la transformation maligne
permettent cependant de partiellement remettre en cause le rble strictement

suppresseur de tumeur de la sénescence.

Premiérement, il est intéressant de constater que tous les inducteurs de
sénescence décrits précédemment sont de potentiels stimulants oncogéniques
susceptibles de favoriser I'instabilité génomique et de promouvoir le développement
tumoral. Parmi ceux-ci, plusieurs études ont mis en évidence que les dommages
oxydants a I’ADN, particulierement dans les génes suppresseurs de tumeur ou les

oncogénes, sont clairement impliqués dans la tumorigenése 23",
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Deuxiéemement, les données épidémiologiques du cancer montrent que
I'incidence globale de survenue des cancers chez I’'Homme s’accroit avec I’age du patient
(données issues du NCI - Natinal Cancer Institute). |l s’avere cependant que ces
statistiques ne s’appliquent pas a tous les types de cancers et que ceux qui présentent
I'incidence la plus liée au vieillissement sont les carcinomes (cancers épithéliaux). Or, la
majorité des études visant a définir le role suppresseur de tumeur de la sénescence
s'appuient sur des travaux effectués avec des fibroblastes, qui dans un contexte
oncogénique, génerent des sarcomes dont l'incidence est tres faible et n’est pas

influencée par le vieillissement (Figure 13).

B Carcinomes de peau non mélanocytaires
30 - m Carcinomes du sein
M Os et articulations

Tissus mous

15 -
10
5 I .
0 -

20-34 3544 4554 5564 6574 7584 85et+
age

%

Figure 13 : Distribution des cancers par tranches d’dge (d’apreés les données statistiques
du NCI) montrant que les carcinomes (peau et sein) sont diagnostiqués
préférentiellement entre 35 et 84 ans alors que les sarcomes (os, articulations et tissus
mous) sont diagnostiqués de facon équivalente dans toutes les tranches d’dge, voire
préférentiellement chez les individus de moins de 20 ans.

Il existe donc un paradoxe entre les données épidémiologiques du cancer en lien
avec le vieillissement et les études expérimentales définissant la sénescence comme un
processus suppresseur de tumeur. En effet, si le nombre de cellules épithéliales

22,190-195

sénescentes dans les tissus augmente avec le vieillissement et si ces cellules sont
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bien bloquées irréversiblement dans le cycle cellulaire, il est difficile de comprendre
pourquoi l'incidence des carcinomes augmente avec I'dge. Des données récentes
permettent toutefois d’avancer un mécanisme qui pourrait lever ce paradoxe. Il a en
effet été montré que le profil de sécrétion des fibroblastes en sénescence réplicative ou
induite par ras change au profit d’'un sécrétome proche de celui de fibroblastes

240'241, conditionnés

péritumoraux dits activés ou CAFs (Cancer Associated Fibroblasts)
par les échanges tumeur-fibroblastes a sécréter des facteurs propices au développement
du cancer **2. On retrouve par exemple la sécrétion de facteurs inflammatoires comme
certaines interleukines et chimiokines, de facteurs de croissance et angiogenes, de
métalloprotéases (protéases impliquées dans la dégradation de la matrice

. 243,244
extracellulaire), etc “*7™,

A coté de ce mécanisme paracrine lié au vieillissement du microenvironnement
des tissus épithéliaux, des mécanismes intrinséques et autonomes aux cellules
épithéliales pourraient intervenir pour permettre aux cellules sénescentes de s’échapper
de l'arrét dans le cycle cellulaire. Les travaux de Romanov en 2001 ont les premiers mis

24 )
> en décrivant que des cellules

en évidence I'existence d’une telle possibilité
épithéliales mammaires humaines (HMECs Human Mammary Epithelial Cells) sont
capables de s’échapper du plateau de sénescence. Ces cellules présentent d’importantes
altérations génétiques acquises spontannément et de facon autonome. Ces travaux
suggerent donc que non seulement la sénescence puisse ne pas étre un processus
suffisamment puissant pour prévenir les cellules épithéliales de la transformation
cancéreuse, mais également qu’elle puisse en étre responsable. Il est d’ailleurs
intéressant de rappeler que les cellules sénescentes et les cellules cancéreuses ont des
caractéristiques communes : stress oxydant élevé, altérations oncogéniques, télomeéres

raccourcis, instabilité génétique, résistance a I'apoptose, ce qui appuie I'idée que la

sénescence pourrait étre, dans certains cas, un préalable a la transformation.

La relation entre sénescence et tumorigenese est donc bien plus complexe qu’un
« simple blocage » de la prolifération de cellules susceptibles d’évoluer vers une

transformation cancéreuse. L'importance du role suppresseur de tumeur de la
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sénescence est donc a modérer en fonction des contextes cellulaires et tissulaires au

sein d’un organisme.

1.2 Autophagie et mort cellulaire programmée

Pour maintenir un fonctionnement optimal, les cellules doivent en permanence
renouveler leurs constituants en les dégradant et en les néosynthétisant. Pour ce faire,
elles utilisent des systemes de dégradation adaptés au type, au degré d’altération et a la
localisation du composé a éliminer. Le protéasome est le systéme de dégradation le plus
connu. Ce systéeme protéasique permet de dégrader des protéines mal conformées ou

246-249
).

oxydées dans le cytoplasme et le noyau (voir pour revue Aux niveaux

mitochondrial et peroxysomal, les protéines altérées sont dégradées par les Lon
protéases associées en homo-oligoméres de 4 & 8 composants (selon I'organisme) 2%2>2,
L'autophagie est un mécanisme de dégradation beaucoup plus large qui permet de
dégrader macromolécules et organites cytoplasmiques en faisant intervenir la

machinerie lysosomiale.

1.2.1 Macro-, micro- et autophagie médiée par les chaperonnes
Terme dérivé du grec qui signifie « se manger soi-méme », I"autophagie a été
initialement mise en évidence par Christian de Duve qui observe en 1966 que les

2 . . A
>3, Un regain d’intérét pour ce

organites peuvent étre dégradés par les lysosomes
processus a été suscité ces dernieres années par l'identification chez la levure des
molécules le régulant. On reconnait aujourd’hui a l'autophagie une importance
fondamentale dans la maintenance de I'homéostasie cellulaire et tissulaire normale. Son
déreglement est impliqué dans de multiples pathologies comme par exemple les cancers

ou les maladies neurodégénératives >*.

Il existe trois types d’autophagie : la macroautophagie (généralement nommée
simplement autophagie), la microautophagie, et I'autophagie médiée par des

chaperonnes (ou CMA Chaperon mediated autophagy) (voir pour revue *>°). Ces types
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d’autophagie se distinguent principalement par les cibles qu’elles visent et le moyen par

lequel elles vont les diriger vers les lysosomes.

Des trois types d’autophagie, la CMA est probablement celle qui présente le plus
de spécificité envers son substrat. La CMA ne dégrade en effet que les protéines prises
en charge par HSC70, une chaperonne de la famille des Heat Shock Proteins (HSP), qui

reconnait un motif peptidique spécifique KFERQ *>***’

. Ce pentapeptide est présent sur
au moins 30% des protéines cytoplasmiques 28 mais n’est accessible que lors de leur
altération (oxydation, perte de conformation, dissociation d’'un complexe protéique...)

259,260

dans certaines conditions de stress . Une fois reconnue, la protéine est dirigée vers

un lysosome grace a linteraction spécifique de HSC70 avec LAMP2A (Lysosomal

Associated Membrane Protein 2A) *°*.

Comparées a la CMA, la micro- et la macroautophagie sont deux processus
capables de dégrader les protéines comme les organites. Le mécanisme de
reconnaissance des éléments a dégrader étant encore aujourd’hui peu compris, ils sont
souvent considérés comme des processus de dégradation non spécifiques. Chez la
levure, la dégradation d’un organite ou d’une protéine par microautophagie implique sa
capture directement par la vacuole. Ce type d’autophagie n’a pas clairement été
identifié chez 'Homme. La macroautophagie est un processus conservé jusque
I'Homme ; la capture du composé cytoplasmique est réalisée par une vésicule spécifique
qui fusionnera dans un second temps avec un lysosome afin d’en dégrader le contenu.

N’ayant travaillé que sur la macroautophagie, je ne développerai ici que ce mécanisme.

1.2.2 Les mécanismes de la macroautophagie
La macroautophagie commence par la formation d’'une double membrane
appelée membrane d’isolation ou phagophore. Chez Saccharomyces cerevisae, le

phagophore se forme a partir d’une structure cytoplasmique dite préautophagosomale

262-264

qui n’existe pas chez 'Homme . L'origine exacte de la membrane d’isolation chez

les mammiféres est aujourd’hui controversée, mais il semble qu’elle dérive du réticulum

265,266

endoplasmique et/ou de I'appareil de Golgi . Une fois générée, la membrane
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d’isolation s’étend autour d’une portion cytoplasmique pouvant contenir organites et
macromolécules et se referme pour former une vésicule a double membrane appelée
autophagosome. La fusion de cette vésicule avec un endosome et/ou lysosome formera
ensuite un autolysosome, forme mature de la vésicule autophagique dans laquelle le

contenu séquestré sera dégradé par les enzymes lysosomiales 2>’

. Les produits de
dégradation pourront étre recyclés et réutilisés par la cellule comme matieres premiéres

pour des néosynthéses 2% (Figure 14).

Autophagosome Autolysosome

(J Acid hydrolase

0OOO00

{3 Permease

OO0
OO0

Lysosome

Figure 14 : Déroulement de la macroautophagie. Adaptée de ***.

La macroautophagie est un processus régulé par l'expression de génes
spécifiques, appelés Atg (Autophagy related genes), conservés pour la majorité de la
levure a ’'Homme. Ces génes, au nombre d’une trentaine, régulent toutes les étapes du
processus, de la nucléation et I’élongation de la membrane d’isolation a la cloture et |a

maturation de la vésicule autophagique (voir tableau 1 - voir pour revue 269).
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Initiation

Elongation

Tableau 1 : Protéines impliquées dans les différentes phases de la

chez ’Homme. Adapté de

SR T Y

ULKs
mATG13
FIP200

Atg101

Atgl2-
Atg5

Atgl6
Atg8/LC3B
Atgl0

Atg7

Atg4d

Atg3

ULK3 est impliquée dans I'OIS

Muté dans la maladie de Crohn

Souris Atg4C-/- développent des fibrosarcomes en
réponse a des traitements carcinogeénes

299

PTEN

AMPK

DAPK

PI3K

AKT

mTOR

macroautophagie

270-274

286-294
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L’initiation de la macroautophagie

Beaucoup des signaux inducteurs d’autophagie (restriction en acides aminés, en
facteurs de croissance et en glucose, augmentation du ratio AMP/ATP et du stress
oxydant) activent des voies de signalisation, notamment la voie Pl3kinase/Akt, qui
convergent au niveau de la protéine sérine-thréonine kinase TOR (Target Of Rapamycin)
300301 Chez 'Homme, la voie mTOR (mammalian TOR) agit sur 'activité des orthologues
humains de Atgl (Ulk1 et 2 - Unc5h1 like kinase), Atgl3 et Atgl7 (FIP200 - 200kDa focal

adesion kinase familly interacting protein) 302

. MTOR fonctionne au sein d’un complexe
protéique appelé mTORC1 (mTOR complex 1) composé de RAPTOR, GBL/mLst8, PRAS40
et DEPTOR. En condition normale, ce complexe inactive la macroautophagie en inhibant
I'activité des ULKs et mAtgl13 par phosphorylation. Les voies de signalisation mises en
jeu en réponse a un stimulus activateur d’autophagie conduiront a l'inhibition de
I'activité de ce complexe. S’ensuivra alors I'autophosphorylation activatrice des ULKs qui

phosphoryleront FIP200 et Atgl3 pour induire la macroautophagie 273,303

Un second complexe appelé mTORC2 (composé de RICTOR, GPL/mLst8,
PRR5/PROTOR et DEPTOR) a également été décrit. MTORC2 a une action indirecte sur le

processus autophagique en phosphorylant la sérine 473 de Akt >°***

. Une fois activée,
Akt phosphoryle le facteur de transcription FoxO3 pour en inhiber I'activité. Ce facteur
de transcription pouvant induire I'expression d’un certain nombre d’Atg essentiels a la
macroautophagie (Atg6/Beclinl, Atg8/LC3B, Atgdb, Atgl2, hVps34, etc) >°*°, mTORC2 a

donc, comme mTORC1, une action inhibitrice sur le processus.

L’étape de nucléation

En aval du premier complexe ULK-mAtgl13-FIP200 entre en jeu l'activité de
Vps34, une PI3kinase de classe Il qui génére du PI3P (Phosphatidylinositol-3-phosphate)
a partir de PI (Phosphatidylinositol), une production essentielle a la formation de la

307

vésicule et au recrutement d’autres protéines Atg ~'. L'activité de Vps34 est régulée par

la présence de Atg6/Beclinl avec laquelle elle doit se complexer pour fonctionner 308,
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Figure 15 : Les systémes de conjugaison ubiquitin-like mis en place lors de la
macroautophagie. Adaptée de 309 pE = fragment membranaire contenant un
Phosphatidyléthanolamine.
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De maniere intéressante, la formation de ce complexe est régulée par Bcl2 et BcIXL
capables de se lier a Atg6/Beclinl via son domaine BH3 pour la séquestrer dans le

réticulum endoplasmique %3031

. En cas de stress nutritif, les voies de signalisation
activées conduisent a la phosphorylation de Bcl2 par Junkl, ce qui leve l'interaction
entre Atg6/Beclinl et Vps34 et initie la macroautophagie 312 D’autres protéines ont été
décrites pour se lier a et réguler le complexe PI3kinase. C'est notamment le cas de Bif-1,
Atgl4L et Ambral dont la présence stimule I'activité PI3kinase et favorise la formation

initiale de la membrane d’isolation 277297298313

Elongation de la membrane d’isolation et formation de I'autophagosome

L’expansion de la membrane d’isolation autour de la portion cytoplasmique a
dégrader est controlée par deux systémes ubiquitin-like. Le premier conduit a la
conjugaison de Atg5 sur Atgl2. Pour cela, Atg7 (enzyme E1-like) active le résidu glycine
de la partie carboxyterminale de Atgl2 en utilisant de I’ATP. La protéine est ensuite prise
en charge par AtglO (enzyme E2-like) qui catalysera la création d’une liaison covalente

entre Atgl2 et Atg5 au niveau de sa lysine 130 '3

. La protéine de fusion ainsi générée
recrute ensuite Atgl6L pour former un complexe multimérique Atgl2-Atg5-Atgl6L qui

intégre la membrane de la vésicule autophagique en formation > (Figure 15 A).

Parallelement a la formation de ce premier complexe, la protéine Atg8/LC3B (ou
MAP-LC3 pour Microtubule Associated Light Chain 3) est modifiée par un second

systéme ubiquitin-like 373

. LC3B est exprimée dans la cellule sous forme d’une
protéine inactive de pleine longueur de 18kDa. Sous induction de la macroautophagie,
LC3B est clivée par la cystéine protéase Atg4, conduisant a la formation d’une protéine
de 16kDa. Le clivage de LC3B met en exergue un résidu glycine en C-terminal qui sera
activé par Atg7. LC3B est alors transférée a Atg3, une enzyme E2-like qui conjugue la
protéine a un phosphatidyléthanolamine 320 (Figure 15 B). La protéine ainsi modifiée,
appelée LC3B I, est ensuite prise en charge par les complexes Atgl2-Atg5-Atgl6L et

321

intégrée a l'autophagosome en formation L'ensemble de ces partenaires

moléculaires contribue a I'expansion et a la courbure de I'autophagosome en formation.
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Deux autres protéines GABARAP (gamma-aminobutyric acid type A receptor associated
protein) et GATE16 (Golgi-Associated ATPase Enhancer of 16kDa) sont prises en charge
par la méme voie que LC3B et sont aussi intégrées a I'autophagosome, mais le role

. . , . 2 321-323
gu’elles y jouent n’est pas clairement déterminé .

L’étape de maturation en autolysosome

La derniere étape de la macroautophagie qui consiste en la fusion de
I’autophagosome avec un endosome et/ou lysosome n’est que peu étudiée. De maniére
. . . . oL + . ’ ;12
inattendue, la bafilomycine A1, un inhibiteur des pompes H™ lysosomiales, s’est révélée
étre un inhibiteur de la fusion autophagosome/lysosome, suggérant qu’un pH acide

324

puisse étre nécessaire a la fusion . Il apparait également que les protéines LC3B II

présentes sur la membrane externe de I'autophagosome doivent en étre extraites via

Iactivité protéasique de Atgd avant la fusion avec le lysosome *'73%

. Des protéines
endosomales et lysosomiales sont aussi nécessaires a la maturation de
I'autophagosome. C’est notamment le cas de LAMP1, LAMP2 (Lysosomial Associated
Membrane Protein 1 et 2) ainsi que de la GTPase Rab7 dont l'inhibition d’expression

295,325-328

blogue la fusion autophagosome/lysosome . Les microtubules jouent également

329-331 N
. De maniere

un réle essentiel dans la maturation des vésicules autophagiques
intéressante, le complexe Atg6/Beclin1-hVps34 régule également cette derniére étape :
associé a UVRAG, il favorise la maturation de l'autophagosome, alors qu’associé a

UVRAG et Rubicon il I'inhibe 2°"*%,

1.2.3 La macroautophagie, un processus de dégradation spécifique ?

Comme indiqué plus haut, la macroautophagie est un processus classiquement
décrit comme étant non spécifiqgue de son substrat, dégradant aléatoirement les
constituants cytoplasmiques. Cette notion s’appuie principalement sur des observations
en microscopie électronique ou I'on voit notamment des autophagosomes contenant

mitochondries, diverses petites vésicules, ribosomes, etc. Depuis quelques années, la
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meilleure compréhension du processus aux niveaux mécanistique et moléculaire

commence toutefois a remettre en cause I'aspécificité de la macroautophagie.

Jusque la, Atg8/LC3B était considérée comme une protéine structurant
I’autophagosome et permettant sa maturation. Il s’est récemment révélé que Atg8/LC3B
pouvait interagir avec la protéine p62/SQSTML1. L'intérét de p62 est qu’elle peut fixer les
protéines et agrégats ubiquitinylés. L'interaction p62/LC3B permet donc a la membrane

de I'autophagosome en formation de cibler spécifiguement ce type de substrat 332,333

La macroautophagie est également décrite comme étant spécifique de certains
organites. Elle est alors déclinée en fonction de son substrat : la mitophagie (pour les
mitochondries), la peroxyphagie (pour les peroxysomes), la réticulophagie (pour le

réticulum endoplasmique), etc 334,335

. Concernant la mitophagie, des données récentes
ont mis en évidence chez la levure un rble important de la protéine Atg32. Cette
protéine, localisée dans la membrane mitochondriale, est capable d’interagir avec
Atg8/LC3B et Atgll. Cette interaction permet donc a I'autophagosome en formation de

336338 Méme 'l n’existe pas d’orthologue de

cibler spécifiqguement les mitochondries
Atg32 connu chez 'Homme, la perspective d’une autophagie ciblée des mitochondries
chez les eucaryotes supérieurs est donc envisageable. C'est notamment ce qui ressort de
travaux menés chez le rat et 'Homme qui semblent indiquer que le relargage de ROS
associé a la perte de perméabilité mitochondriale puisse étre un stimulus suffisant pour

activer la dégradation spécifique des mitochondries altérées 339,340

1.2.4 Macroautophagie et mort cellulaire programmée

La macroautophagie est largement décrite comme un processus favorisant la
survie en permettant aux cellules de résister a différents stress. Elle leur permet
notamment de résister a des privations nutritives ou en facteurs de croissance en
dégradant des composés non essentiels ou altérés au profit de la production de
métabolites essentiels **'. L’activation de la macroautophagie permet également aux

342-344

cellules de résister au stress oxydant en éliminant les organites altérés et les
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345-347

agrégats protéiques qui pourraient affecter son fonctionnement. Elle défend aussi

348,349

la cellule contre les infections bactériennes , parasitaires 350, voire virales >,

Cependant, la macroautophagie est également décrite comme un processus de
mort cellulaire programmée, dit de type Il, en paralléle de I'apoptose dite de type | 32
La caractérisation de la mort par autophagie remonte aux travaux de Schweichel et
Merker en 1973 qui décrivent |'existence de plusieurs types de mort cellulaire lors du
développement embryonnaire, se caractérisant notamment par la présence ou non de

352-354

lysosomes . Cette mort par macroautophagie joue un réle crucial, notamment lors

de la morphogenése des membres des vertébrés 3 ou lors de la métamorphose de

352,353,356

I'insecte . La mort par macroautophagie peut également étre induite en réponse

a divers stimuli inducteurs de mort dans des contextes cellulaires variés (cellules

cancéreuses, neurones, etc) >>">*°,

Contrairement a I'apoptose dont le phénotype et la mécanistique sont trés bien
caractérisés, la mort par autophagie est moins bien décrite et nécessite encore
beaucoup d’investigations. C'est pourquoi I'existence méme d’un processus de mort
cellulaire programmée non apoptotique impliquant la macroautophagie est assez

30 Le principal point en suspens concerne le

controversée dans la littérature
mécanisme précis conduisant a la mort des cellules. C’est pourquoi, cette mort cellulaire
programmeée est souvent simplement décrite comme une mort indépendante de
I'activation des caspases et s’accompagnant de Il'accumulation de vésicules
autophagiques. De plus, que le processus macroautophagique débouche sur la survie ou
la mort cellulaire, les protéines impliquées dans la formation et la maturation des
vésicules autophagiques sont les mémes et aucun marqueur moléculaire permettant de
différencier les deux voies n’est actuellement connu. Deux hypothéses non exclusives se
dégagent toutefois de la littérature quant au mécanisme de mort par macroautophagie.
D’un cO6té, un certain nombre de travaux ont mis en évidence que la mort des cellules
peut résulter d’'une dégradation massive du cytoplasme par macroautophagie 352,361
C’est par exemple ce que décrivent les travaux de Lum et al dans lesquels ils mettent en

évidence qu’une privation en facteur de croissance prolongée induit une accumulation

massive de vésicules pouvant représenter un volume total supérieur ou égal au reste du
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cytoplasme %%, Il a également été montré que I'expression de la protéine Atg6/Beclinl
augmente lors de I'activation de la mort par macroautophagie induite par traitement a
I’étoposide, alors qu’elle n"augmente pas lors d’une privation en nutriments visant a
induire la macroautophagie de survie *®% Il se pourrait donc que la mort puisse résulter
d’'une augmentation massive de |’activité autophagique directement controlée par le
niveau d’expression de Atg6/Beclinl. D’un autre c6té, la macroautophagie peut aussi
dégrader plus spécifiquement des organites et/ou des protéines essentiels a la survie
cellulaire. Les travaux de Yu et al montrent par exemple que la mort cellulaire par

autophagie peut résulter de la dégradation spécifique de la catalase 363

. La dégradation
sélective de cette enzyme antioxydante conduit alors a une accumulation de H,0,,
potentiellement responsable de la mort des cellules. Une dégradation massive et
spécifique des mitochondries pourrait également étre un mécanisme conduisant a la

mort des cellules 3%,

Il est intéressant de constater qu’il existe un certain nombre d’interconnexions
entre apoptose et autophagie. Il s’avere par exemple que beaucoup des stimuli
inducteurs d’apoptose sont également inducteurs d’autophagie. C'est par exemple le cas

362

des traitements a I’étoposide ¢, interféron gamma 35 TRAIL **°, FADD 3%/, les

céramides 38

, etc. Il apparailt également que plusieurs acteurs moléculaires de
I'apoptose sont impliqués dans la régulation de la macroautophagie. C'est le cas des
protéines Bcl2 et BcIXL qui sont capables d’interagir avec le domaine BH3 de Beclinl
pour prévenir de sa complexation avec Vps34 23310311369 B3 ot BelXL inhibent donc
I'activation de la macroautophagie comme celle de I'apoptose. D’autres membres BH3-
only de la famille Bcl2 ont également été décrits pour influencer I'apoptose et la

. 370-372
macroautophagie

. Ainsi, les mémes acteurs conduisent au controle des deux types
de mort, suggérant que les deux processus sont interconnectés et qu’ils puissent étre
induits ou réprimés de maniére alternative ou simultanée, voire méme qu’ils puissent

influer I'un sur l'autre.

La simultanéité des deux processus de mort cellulaire programmée a par
exemple été mise en évidence lors de la morphogenése de l'intestin moyen et des

glandes salivaires de Drosophila melanogaster. En effet, la mise en place de ces tissus
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nécessite I'activation d’un processus de mort cellulaire présentant des criteres
morphologiques et moléculaires a la fois apoptotiques (fragmentation nucléaire) et

373376 prautres

autophagiques (présence de vésicules en microscopie électronique)
études ont montré que les deux processus de mort peuvent étre interdépendants et que
leur activation, mutuelle et différée dans le temps, est nécessaire a I'induction de la
mort. C’'est ce qu’ont mis en évidence les travaux de Xue et al qui décrivent que
I'induction de la mort par privation en NGF dans les neurones sympathiques active la
macroautophagie en amont de lI'apoptose. Dans ces travaux, les auteurs montrent

359, Inversement, les travaux de

également qu’inhiber 'autophagie repousse I'apoptose
Martin et Baehrecke décrivent que l'activation des caspases est un préalable a
I'induction de la mort macroautophagique induite par I'ecdysone durant Ia

377 Dans d’autres

morphogenese de la glande salivaire de Drosophila melanogaster
contextes, les deux processus peuvent compenser |'absence de l'autre. En effet,
I'induction de la mort cellulaire dans des cellules incapables d’activer I'apoptose
(déficientes pour la caspase 8) conduit a une mort cellulaire programmeée dépendante
de I'expression de Atg6/Beclinl et Atg7 et qui s’accompagne de I'accumulation de

vésicules autophagiques 378-380

Concernant les voies de signalisation moléculaire engagées, il apparait
notamment que certaines protéines kinases impliquées dans I'induction de I'apoptose
ont également un rble majeur dans le contréle de la macroautophagie. C'est par
exemple le cas des protéines kinases JNK et DAPK qui, une fois activées, phosphorylent
respectivement Bcl2 et Atg6/Beclinl pour en favoriser la dissociation et activer

12,381,382 . . . ;. . .
312,381,382 ) o5 travaux de Wei et al ont aussi mis en évidence que Iactivation

I’autophagie
de la voie INK en réponse a une privation en nutriments conduit dans un premier temps
a la dissociation des complexes Bcl2/Beclinl pour induire la macroautophagie avant

I’activation de I'apoptose en second lieu (par dissociation des complexes Bcl2/Bax) 381

Enfin, une relation antagoniste entre apoptose et macroautophagie a par
exemple été décrite dans des études montrant que les protéines Atg4 et Atg6/Beclinl
sont des cibles des caspases, suggérant donc que ces protéines puissent étre clivées

durant I'apoptose pour inhiber la macroautophagie ***°%°,
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1.2.5 Macroautophagie et cancer

L'implication de la macroautophagie dans la survie comme dans la mort cellulaire
lui confere un réle complexe vis-a-vis de certaines pathologies. Dans le cas des cancers,
on considére généralement que les cellules doivent résister a la mort et favoriser les
signaux promoteurs de survie. Quelles sont les données concernant le role de Ia

macroautophagie dans cette pathologie ?

Comme pour les cellules normales, la macroautophagie est activée dans les
cellules cancéreuses en réponse aux privations en nutriments, facteurs de croissance, et

oxygene généralement causées dans le contexte pathologique par le défaut

386,387

d’approvisionnement sanguin au sein des tumeurs . Activée dans ces contextes, la

macroautophagie permet aux cellules de survivre en limitant le stress métabolique

276

gu’elles subissent dans les zones hypoxiques tumorales Dans ce cas, la

macroautophagie pourrait étre considérée comme promoteur de tumeur %,

Pourtant, certains génes impliqués dans la macroautophagie sont fréguemment
mutés dans les cancers, suggérant que le processus puisse étre suppresseur de tumeur
(Tableau 1). C’est notamment le cas de Atg6/Beclinl, essentiel a l'initiation de la
macroautophagie **°, qui est souvent haplodélété dans les cancers humains du sein, de

310

I'ovaire et de la prostate *. De maniéere intéressante, une délétion biallélique de

atg6/beclinl n’a jamais été rapportée dans les cancers, suggérant que le gene puisse
étre un suppresseur de tumeur haploinsuffisant. La reconstruction d’une
haplodéficience atg6/beclin1+/' dans un modele murin conduit a un développement
spontané de carcinomes pulmonaires et prostatiques, d’hyperplasies mammaires et de

280,389

lymphomes chez les animaux Touchant le méme stade du processus

macroautophagique, il est intéressant de constater que I'expression de Bcl2, mise en

place dans les cellules cancéreuses pour les protéger de I'apoptose, réprime également

390

la macroautophagie *”". De plus, la voie PI3kinase/AKT est généralement mise en jeu

dans les cellules cancéreuses. En aval de cette voie, la macroautophagie est alors

391

inactivée via I'activité de mTOR . L'ensemble de ces études suggéere qu’une inhibition

partielle de la macroautophagie puisse étre bénéfique a la progression tumorale, par
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exemple en réduisant l'induction de la mort et en favorisant la survie de cellules

présentant une instabilité génétique 387,392,393

La relation entre autophagie et cancer apparait donc extrémement complexe. En
réduisant les stress cellulaires (notamment oxydants) potentiellement oncogéniques, la
macroautophagie promeut la survie des cellules cancéreuses mais bloque I’évolution

27
tumorale *’®

. La macroautophagie est donc un processus suppresseur de tumeur que les
cellules cancéreuses doivent réduire pour favoriser le développement tumoral. Un des
concepts qui ressort des différentes études pourrait également étre que les cellules
cancéreuses, qui doivent se prémunir des différents types de mort cellulaire, réduiraient
leur activité autophagique, patissant ainsi d’'une moins bonne élimination des composés

altérés, mais évitant une trop forte activité autophagique susceptible d’étre létale.
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1.3 Obijectifs de la these

La thématique générale de mon équipe d’accueil concerne I'étude des
mécanismes précoces mis en jeu lors de la transformation de cellules normales en
cellules cancéreuses, en lien avec le vieillissement. Dans ce cadre, nous utilisons un
modele in vitro de cellules épithéliales humaines, les kératinocytes de peau, qui nous
permet d’étudier les mécanismes de sénescence et les voies impliquées dans leur
échappement lors des phases tres initiales de carcinogenese. Il s'avere en effet que,
aprés avoir atteint le plateau de sénescence, ces cellules normales génerent

spontanément des cellules néoplasiques, transformées et tumorigenes.

L’acquisition d’une résistance a la mort cellulaire étant généralement considérée
comme une étape cruciale et précoce a la cancérisation, j’ai dans un premier temps
cherché a comprendre comment les kératinocytes sénescents meurent afin de
déterminer a quoi les cellules néoplasiques qui sont générées depuis la sénescence
doivent échapper. Une partie de mes travaux montrera notamment que les cellules
sénescentes ne meurent pas par apoptose mais que leur mort résulte d’une
hyperactivation de la macroautophagie en réponse a l'accumulation de dommages

oxydants.

Dans une seconde partie, jai axé mon travail sur la mise en évidence du
mécanisme mis en place par les cellules sénescentes qui généreront des cellules
néoplasiques pour échapper a la mort par autophagie. Il se dégagera de ces travaux la
notion d’une relation complexe entre macroautophagie et sénescence, qui remet en

cause les roles suppresseurs de tumeur des deux processus.
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Pour étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires trés initiaux impliqués
dans le développement cancéreux en lien avec le veillissement, nous utilisons un modele
de culture primaire de kératinocytes humains normaux d’épiderme (NHEKs Normal

Human Epidermal Keratinocytes) issus de donneurs sains.

Les travaux antérieurs a mon arrivée au laboratoire ont mis en évidence que la
sénescence in vitro des NHEKs est principalement causée par le stress oxydant. En effet,
elle résulte d’une augmentation de I'activité des facteurs de transcription de la famille
NFkappaB ainsi que de l'augmentation d’expression d’un de leurs genes cibles, la
MnSOD. Cette enzyme mitochondriale catalysant la dismutation de 0,° en H,0,, son
augmentation d’expression en [|'absence d’une corégulation des enzymes de
dégradation du H,0, comme la catalase ou les glutathion peroxydases, entraine une
accumulation de peroxyde d’hydrogene responsable de I'entrée des kératinocytes en

sénescence 176177

La sénescence des NHEKs induite, au moins partiellement, par cette
accumulation de H,0,, s’Taccompagne d’une augmentation de la taille des cellules, de
leur étalement sur le support, de I'accumulation de vésicules cytoplasmiques, d’une
augmentation de leur activité beta-galactosidase et également d’un arrét du cycle

cipl/WAF1

cellulaire en lien avec une augmentation significative d’expression de p21 , et tres

faible de p16™**. Cependant, dans le cas des kératinocytes, comme dans le cas des

2 cet arrét dans le cycle cellulaire n’est pas

cellules épithéliales mammaires
irréversible. En effet, les kératinocytes sénescents réactivent spontanément le processus
mitotique et générent une nouvelle population proliférante que nous avons baptisée
émergente post-sénescence. Ce phénomene est multiclonal et a lieu a une fréquence de
10 a4 10™, c'est-a-dire qu’environ 1 cellule sénescente sur 100 a 10 000 est capable de
générer des cellules émergentes. Nous avons montré que les cellules émergentes ne
sont pas issues de cellules déja transformées qui auraient pu étre présentes dans les
explants d’origine, ou des cellules souches normales de I'épiderme, mais sont bien
générées par des cellules pleinement sénescentes. De maniére intéressante, les cellules

émergentes sont produites par un mécanisme original de mitose par bourgeonnement,

a partir de cellules sénescentes polynucléées. Les cellules émergentes post-sénescence
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ne sont pas immortalisées et atteignent un second plateau de croissance, similaire mais
pas strictement identique a la sénescence, apres plusieurs cycles de division. Une autre
population proliférante a durée de vie trés allongée et morphologie plus transformée
encore est susceptible de ré-émerger de ce second plateau. Ces cellules ont été
baptisées IMKs, pour IMmortal Keratinocytes, mais contrairement a ce que nous
pensions historiguement lors de leur découverte, les IMKs ne sont pas non plus

immortalisées in vitro et atteignent un ultime plateau de croissance.

Les clones de cellules émergentes formés dans les deux stades d’arrét de
croissance sont phénotypiquement tres hétérogenes : ils sont le plus souvent composés
de cellules épithélioides qui restent localisées a proximité de la cellule sénescente qui les
a généré et plus rarement de cellules fibroblastoides qui se dispersent dans les cultures.
De plus, les cellules émergentes post-sénescence présentent un certain nombre de
critéres de transformation, avec par exemple la réduction d’expression de certains
marqueurs de différenciation (involucrine et kératinel4). Elles présentent également un
profil transcriptomique différent de celui des kératinocytes en croissance exponentielle.
Parmi les 100 génes dont I'expression est la plus fortement modulée dans les cellules
émergentes versus les cellules en croissance exponentielle, environ 50% codent des
protéines impliquées dans I'adhérence et la migration, la structure et la dynamique du
cytosquelette, la sénescence, le stress oxydant, le dommage a I’ADN, la progression dans
le cycle et la mort cellulaire, et/ou la cancérogenese. Les deux types de cellules
émergentes possédent encore des téloméres longs (sans réexpression de la télomérase)
et, de maniére intéressante, seules les IMKs présentent des aberrations caryotypiques
majeures, alors que les cellules émergentes post-sénescence ont un caryotype normal,
identique a celui des cellules issues de la phase de croissance exponentielle. Injectées en
souris nude, les cellules émergentes post-sénescence et les IMKs ne développent pas de
tumeur au site d’injection, mais conduisent a la formation d’hyperplasies et de petits
carcinomes cutanés apres un long délai post-injection (supérieur a 19 semaines). Les
cellules émergentes post-sénescence sont donc des cellules que I'on peut qualifier de

néoplasiques.
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Le stress oxydant étant le principal inducteur de la sénescence des kératinocytes,
nous avons ensuite cherché a déterminer si, de par leurs propriétés mutagenes, les ROS
pouvaient aussi étre responsables de I'émergence post-sénescence. Nous avons montré
que l'induction prématurée de la sénescence par traitement au peroxyde d’hydrogéne
ou aprés expression adénovirale de la MnSOD est également suivie d’'une émergence,
alors qu’a l'inverse, des traitements antioxydants repoussent la survenue du plateau de
sénescence et diminuent la fréquence d’émergence. Enfin, nous avons également mis en
évidence dans les cellules sénescentes des dommages oxydants a ’ADN comme des 8-
OH-G et des cassures simple-brin, susceptibles, si elles affectent des oncogénes ou des

genes suppresseurs de tumeur, d’étre responsables de I'émergence post-sénescence.

Le processus d’émergence était déja bien caractérisé a mon arrivée au
laboratoire et mon implication dans ce travail nous a notamment permis de montrer que
les phénomeénes et mécanismes mis en évidence n’étaient pas des particularités liés a un
donneur de kératinocytes particulier, mais généralisables a tous les donneurs que j’ai
manipulés. On peut cependant observer de petites différences entre les donneurs,
notamment sur la durée du plateau de sénescence, le degré de transformation des
cellules émergentes, la fréquence d’émergence, notamment de la seconde émergence,

absente chez certains donneurs.

Tous ces travaux montrent donc qu’a la différence des études qui décrivent
gu’une cellule doit échapper a la sénescence pour devenir tumorale, la sénescence peut
aussi étre, dans certains contextes cellulaires, une étape préalable et nécessaire a la

génération de cellules néoplasiques.

L'ensemble de ces travaux fait I'objet de I'article n°1: Senescence-associated

oxidative DNA damage promotes the generation of neoplastic cells.
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Résultats complémentaires

Comme décrit dans I'article n°1, I'émergence du plateau de sénescence nécessite
la production de ROS. Par conséquent, I'une des hypotheses les plus évidentes est que
les ROS puissent favoriser I'émergence via leurs propriétés mutagénes. Nous avons donc
recherché la présence de mutations dans les cellules émergentes post-sénescence.
Comme nous avions déja montré qu’elles ne présentent pas d’aberrations
caryotypiques, nous avons recherché des altérations génomiques plus fines. Nous avons
donc réalisé des analyses par array-CGH (Comparative Genomic Hybridization) qui
permettent de détecter des amplifications et des délétions de petite taille. Ce travail a
révélé que les cellules émergentes post-sénescence présentent un grand nombre de
microdélétions (inférieures a 35kb) réparties aléatoirement sur le génome. En recoupant
les données récoltées sur différents donneurs, nous avons mis en évidence que les
geénes les plus fréguemment touchés par ces délétions sont impliqués dans le controle
du cycle cellulaire, la transcription, le métabolisme et le cancer (oncogénes /

suppresseurs de tumeurs) (Figure 16 - données non publiées du laboratoire).

Régulation de
la transcription
25%

Oncogénes /
suppresseurs
de tumeurs
16%

Régulation du
cycle cellulaire

Transduction 11%

Métabolisme du signal
6% 19%

Figure 16 : Catégories de génes affectés par des microdélétions dans les cellules
émergentes post-sénescence (données non publiées du laboratoire). Les données
présentées ici correspondent aux genes retrouvés délétés dans au moins trois clones
d’émergence post-sénescence sur quatre issus de donneurs différents.
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Figure 17 : Purification des cellules sénescentes progénitrices de cellules émergentes
par FACS (données non publiées du laboratoire) A. Analyse du marquage au Hoechst vital
(33342) des kératinocytes sénescents. Les barres de sélection déterminent les cellules qui
seront triées par FACS. B. Vérification de la pureté du tri des cellules mono- et poly-
nucléées (respectivement orange et jaune). C. Estimation des fréquences d’émergence
des deux populations.
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Nous avons par ailleurs initié des recherches sur le mécanisme de mitose mis en
jeu dans la génération des cellules émergentes. En effet, ces cellules ne sont pas
générées par une mitose classique des cellules sénescentes qui donnerait deux cellules
filles identiques, mais par bourgeonnement de cellules sénescentes polynucléées. Ce
gue nous avons vu par vidéomicroscopie a contraste de phase en temps réel est que la
génération des cellules émergentes a partir d’une cellule sénescente se fait en deux
étapes : une étape de multiplication des noyaux dans le cytoplasme, suivie de |'étape de
bourgeonnement. Pour vérifier que les kératinocytes sénescents progéniteurs de
cellules émergentes sont bien polynucléés, nous avons tenté de trier spécifiquement les
cellules sénescentes par FACS en fonction de leur niveau de polynucléation (déterminé
par marquage au Hoechst vital 33342). Bien que |’histogramme montrant le marquage
Hoechst de la population sénescente ne corresponde pas a un histogramme classique de
cycle cellulaire, nous avons quand méme trié les populations sénescentes dont les
marquages au Hoechst étaient les plus extrémes, pour enrichir les populations
cellulaires récoltées en cellules mononucléées et polynucléées. Nous avons ensuite testé
la capacité des deux sous-populations a émerger. Les résultats préliminaires obtenus
semblent indiquer que les cellules polynucléées sont bien les cellules sénescentes les
plus enclines a générer des clones de cellules émergentes (Figure 17). Il reste néanmoins
a affiner les protocoles de marquage au Hoechst et de tri et a confirmer ces résultats
avec plusieurs donneurs. A terme, la mise au point d’'une telle méthode de purification
des cellules sénescentes progénitrices de cellules émergentes nous permettra d’étudier
spécifiguement les mécanismes d’émergence post-sénescence. Nous pourrons aussi
typer ces progéniteurs, ce qui nous permettrait potentiellement de dégager des

marqueurs précoces de la transformation cancéreuse en lien avec le vieillissement.

©2012 Tous droits réservés: http://doc.univ-lille1 fr



Thése d'Emeric Deruy, Lille 1, 2011

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése d'Emeric Deruy, Lille 1, 2011
Pautie 1 : Sénescence et émergence tumarale

Article n°l : Senescence-associated oxidative
DNA damage promotes the generation of

neoplastic cells

http://doc.(hiv-lillet.



Thése d'Emeric Deruy, Lille 1, 2011

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése d'Emeric Deruy, Lille 1, 2011

Senescence-Associated Oxidative DNA Damage Promotes the

Generation of Neoplastic Cells

. 1,2,3.4.,5 ’ . . 1,2,3,4,5 . . 1,2,3.4.,5 1,2,
Karo Gosselin, "~ Sébastien Martien, Albin Pourtier, ”"" Chantal Vercamer,

34,5

Peter Ostoich,7 Luc Morat,7 Laure Sab.'altier,7 Laurence Duprez,8
Claire T’Kint de Roodenbeke, Eric Gilson, Nicolas Malaquin,l'2’3’4’5 Nicolas Wernert,"

Predrag Slijepcevic,  Marjan Ashtari,” Fazia Chelli,”*"'
Bernard Vandenbunder,”* Yvan De Launoit,*"’ and Corinne Abbadie

W5 .
Emeric Deruy,

1,2,3,4,5

12,345

"Université Lille Nord de France; *CNRS, UMRS8161; *UDSL; ‘Institut Pasteur de Lille, Lille, France; *'USTL; °*CNRS, UMR3078,
Villeneuve d’Ascq, France; 'CEA Life Science Division, Fontenay-aux-Roses, France; *Laboratoire de Cytogénétique
Erasme-ULB-CHU Brugmann, Brussels, Belgium; °CNRS, UMR5239, Faculté de Médecine Lyon Sud, Université Lyon 1,
Pierre Bénite, France; “Institute of Pathology, University of Bonn, Bonn, Germany; "Brunel Institute of

Cancer Genetics and Pharmacogenomics, Brunel University, Uxbridge, Middlesex, United Kingdom

Abstract

Studies on human fibroblasts have led to viewing senescence
as a barrier against tumorigenesis. Using keratinocytes, we
show here that partially transformed and tumorigenic cells
systematically and spontaneously emerge from senescent
cultures. We show that these emerging cells are generated
from senescent cells, which are still competent for replication,
by an unusual budding-mitosis mechanism. We further
present data implicating reactive oxygen species that accu-
mulate during senescence as a potential mutagenic motor of
this post-senescence emergence. We conclude that senescence
and its associated oxidative stress could be a tumor-
promoting state for epithelial cells, potentially explaining
why the incidence of carcinogenesis dramatically increases
with advanced age. [Cancer Res 2009;69(20):7917-25]

Introduction

Both in vitro and in vivo, as a result of time and cumulative
divisions, normal cells enter senescence, characterized by an
enlarged morphology, lipofuscin accumulation, increased autopha-
gic activity, cell cycle arrest, and frequent polynucleation (1-5). It
is accepted that senescence results from cumulative oxidative
damage and telomere shortening, each probably acting to a
different degree according to cell type or environmental con-
ditions. Oxidative damage is due mainly to enhanced production of
reactive oxygen species and concerns all macromolecules.
Oxidation of proteins and lipids may explain accumulation of
lipofuscin and other damaged components (6, 7), and oxidative
DNA damage may be a signal for cell cycle arrest (8). Telomere
shortening is due primarily to the end-replication problem. It leads
to deprotected chromosome ends that behave like DNA breaks and
signal for cell cycle arrest (9, 10). Because of its associated cohort
of damage and irreversible cell cycle arrest, senescence has been
viewed as a tumor-suppressing mechanism that stops proliferation

Note: Supplementary data for this article are available at Cancer Research Online
(http://cancerres.aacrjournals.org/).
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of genetically altered cells (11). Consequently, it has been assumed
that, to become tumoral, a cell has to bypass senescence. Yet, this
assumption is questionable regarding in vivo data: the incidence of
carcinomas in humans is 2- to 3-fold higher in the 60 to 79 age
bracket than in the 40 to 59 age bracket; cancer is frequent in
patients suffering from progeroid syndromes (12); and when
ageing is delayed by caloric restriction, the incidence of cancer
decreases (13). Hence, aging and tumorigenesis are positively
linked, suggesting that senescence might precede and sustain
tumorigenesis.

Here, after monitoring long-term cultures of human primary
keratinocytes, we report the systematic and spontaneous emer-
gence from senescence of cells displaying some transformed and
tumorigenic characteristics, suggesting that senescence could
indeed be a tumor-promoting state per se. We show that post-
senescent—-emerging cells potentially originate from all initial cells
and not from a special subpopulation and that they have not
bypassed senescence but have been formed, on the contrary,
through division of cells with already senescent characteristics. We
present evidence that the molecular switches necessary for
emergence are set during senescence by reactive oxygen species
accumulated with senescence. This supports the view that
senescence-associated reactive oxygen species might be both a
cause of senescence through their deleterious effects and a cause of
emergence of pretumoral cells through their mutagenicity.

Materials and Methods

Cell culture and senescence-associated (3-galactosidase assays.
Normal human epidermal keratinocytes (NHEK) purchased from Clonetics
were obtained from eight female donors: five Caucasians (ages 60, 31, 18, 37,
and 19 years), one Black (age 33 years), and one Asian (age 40 years). They
were grown in KGM-2 BulletKit medium consisting of modified MCBD153
with 0.15 mmol/L calcium, supplemented with bovine pituitary extract,
epidermal growth factor, insulin, hydrocortisone, transferrin, and epineph-
rin (Clonetics). Such a serum-free low-calcium medium has been shown to
minimize keratinocyte terminal differentiation (14). The number of
population doublings was calculated as follows at each passage: population
doubling = In(number of collected cells / number of plated cells) / In2.
Senescence-associated P-galactosidase assays were done as initially
described (15).

Western blotting. Cells were lysed in 27.5 mmol/L HEPES (pH 7.6),
1.1 mol/L urea, 0.33 mol/L NaCl, 0.1 mol/L EGTA, 2 mmol/L EDTA,
60 mmol/L KCI, 1 mmol/L DTT, and 1.1% NP-40. The total protein
concentration was measured with the Bio-Rad protein assay. Proteins were
resolved by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes
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(Hybond-C extra; Amersham). Equal loading was checked by Ponceau red
staining. Primary antibodies were mouse anti-rat proliferating cell nuclear
antigen (DAKO), anti-human involucrin, anti-human cytokeratin 14
(Chemicon), anti-human E-cadherin (Transduction Labs), and anti-human
actin (Santa Cruz). The secondary antibody was a peroxidase-conjugated
anti-mouse IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories).

Karyotype analyses. Metaphase spreads were obtained using a standard
method. Briefly, cells were incubated 1 h in Karyomax Colcemid
(Invitrogen), trypsinized, and incubated in a 60 mmol/L KCl hypotonic
buffer. Cells were fixed with methanol/acetic acid solution (3:1, v/v), spread
onto frozen slides, and air-dried overnight. For MGG coloration, slides were
incubated in 0.035% trypsin diluted in PBS 1 min 40 at 4°C, washed, and
stained by 0.024% (w/v) Giemsa (Sigma) in Gurr’s buffer 3 min 25 at room
temperature. Metaphases were analyzed by the Cytovision software for
G-banding. For multiplex fluorescence in situ hybridization, slides were
fixed in 4% formaldehyde in PBS for 2 min, washed, and treated with pepsin
(Sigma) at 1 mg/mL for 10 min at 37°C at pH 2.0. After a wash in PBS,
formaldehyde fixation and washes were repeated and the slides were
dehydrated with ethanol and air-dried. They were then hybridized with
multiplex fluorescence in situ hybridization probes (MetaSystems) accord-
ing to the manufacturer’s recommendations.

Anatomopathologic analysis of tissue samples and in situ
hybridization with human Alu sequence probes. Tissue samples were
formalin-fixed, paraffin-embedded, sectioned, and processed for May-
Grunwald-Giemsa stainings according to standard procedures. Images were
recorded using an Axioplan2 Zeiss microscope using Axiovision Software.
For Alu in situ hybridization, sections were treated with proteinase K and
post-fixed. FITC-labeled Alu probe (BioGenex) was added and slides covered
with sealed coverslips were heated to 90°C for 5 min and then to 37°C
overnight. Post-hybridization washes were carried out at 40°C with 2x SSC/
0.1% SDS for 2 X 5 min, 0.1X SSC for 10 min, and 2 SSC/0.1% SDS for 5 min.
Unspecific binding sites were blocked with 3% bovine serum albumin in
PBS + 0.1% Tween 20 for 1 h at room temperature followed by an avidin-
biotin-blocker (Vector Laboratories). Probe detection was achieved by
incubation with a biotinylated anti-FITC antibody (Vector Laboratories)
followed by rhodamine RedX-conjugated streptavidin (Jackson ImmunoR-
esearch) and nuclei counterstaining with Hoechst 33258 (40 ng/mL). Slides
were examined under a Zeiss confocal microscope LSM70. Images were
recorded using the software Zen.

Adenoviral vector encoding MnSOD. The human MnSOD cDNA,
obtained after retrotranscription, was amplified by PCR and propagated in
pcDNA3.1. The cDNA was then digested with EcoRI and inserted into the
pAdCMV2 vector at the Xbal sites after filling with Klenow polymerase.
Recombinant adenovirus vectors were obtained by homologous recombi-
nation in Escherichia coli BJ5183 as described previously (16). Viral stocks
were amplified after infection of N52.E6 cells (17). Recombinant adenovi-
ruses were purified with the ViraBind Adenovirus purification kit (Cell
Biolabs) and titrated with the Adeno-X rapid titer kit (BD Biosciences
Clontech). Cells were infected by adding virus stocks directly to the culture
medium at an input multiplicity of 200 viral particles per cell.

Comet assays. Ten thousand cells were embedded in 80 puL of 0.5% low
melting point agarose at 37°C, and the suspension was immediately laid
onto a Trevigen cometslide. Agarose was allowed to solidify at 4°C for 30
min. The slides were then immersed in prechilled Lysis Solution [2.5 mol/L
NaCl, 100 mmol/L EDTA, 10 mmol/L Tris, 1% Triton (pH 10)] at 4°C for
60 min and equilibrated in the electrophoresis buffer for 20 min at
room temperature. The electrophoresis buffer was either 89 mmol/L Tris,
89 mmol/L boric acid, 2 mmol/L EDTA (pH 8) or 300 mmol/L NaOH,
1 mmol/L EDTA (pH 13). Migration was carried out at 1 V/cm for 20 min.
After migration, the slides were neutralized with 0.4 mol/L Tris (pH 7.5) and
stained with either SYBR Green I (Trevigen) according to the manufacturer’s
recommendations or propidium iodide (2.5 pg/mL). Tail moments were
analyzed with the Tritek Comet Score freeware.

Immunofluorescence staining of 8-oxoguanines. Cells were fixed in
4% paraformaldehyde for 15 min at 4°C, dehydrated at —20°C in 70% and
95% methanol for 3 min each followed by 99% methanol for 30 min, and
rehydrated for 3 min in 95% and 70% methanol at —20°C and three times in

PBS. The anti-8-o0xo0-7,8-dihydroguanine (8-oxoG) antibody is from
Trevigen. Because it recognizes 8-oxoG in both ribonucleotides and
deoxyribonucleotides, we performed a RNase A treatment, which did not
affect the percentage of positive cells or the intracellular localization of the
signal (data not shown).

Results

Keratinocytes spontaneously give rise to transformed and
tumorigenic cells. We monitored the behavior in culture of
NHEK from eight female adult donors of different ages and races.
Such cells first divided over ~3 weeks, making 15 to 20
population doublings, and then reached a plateau at which they
display the characteristics of senescence, including increased cell
size, polynucleation, accumulation of vacuoles and various
damaged components, senescence-associated [-galactosidase
activity, and decreased proliferating cell nuclear antigen expres-
sion (Fig. 1). After a few days to 3 weeks at this plateau, several
clones of small cells appeared spontaneously and systematically
in all cultures, whatever the donor, while most senescent cells
died. These cells (henceforth called “post-senescent-emerging
cells”) were found to have resumed expression of proliferating cell
nuclear antigen and to grow again for 5 to 15 population
doublings, after which they reached a second plateau from which
we observed a second emergence. The second emerging cells
appeared more transformed than the initial ones (Fig. 1B). We
first believed these cells were immortalized and named them
ImKs for immortal keratinocytes (numbered IMK, IMK2, IMK3,
..., to identify the donor). ImKs, however, underwent up to 60
population doublings but then stopped and died (data not
shown). Neither ImKs nor post-senescent-emerging cells showed
any resumption of telomerase activity (Supplementary Fig. S1).
We estimated the emergence frequency, that is, the number of
emerging clones generated per cell at the plateau, by plating
plateau cells at low density and counting the emerging clones.
Depending on the experiment, the frequency of the first wave of
emergence ranged from 107° to 107> and that of second wave
was 107° to 10", These frequencies are considerably higher than
1077, the frequency of immortalization of SV40-transformed
human fibroblasts (18, 19).

Post-senescent-emerging cells looked partly transformed, with
some clones displaying a fibroblastoid morphology associated
with a tendency to scatter (Supplementary Fig. S24). The
expression of involucrin and keratin 14, two markers of
keratinocyte differentiation, increased with senescence and
decreased again with emergence (Supplementary Fig. S2B). That
of E-cadherin, involved in cell-cell interaction, also slightly
decreased in post-senescent—-emerging cells (Supplementary Fig.
S2C). A transcriptomic analysis on DNA microarrays revealed
that, on the 50 most up-regulated and the 50 most down-
regulated genes in post-senescent—-emerging cells, 15 turned out
to be linked to adhesion or migration, 6 to cytoskeleton structure
or dynamics, 9 to senescence, oxidative stress, or DNA damage, 9
to cell cycle progression or cell death, and 10 to diverse cancer-
related pathways (Supplementary Table 1). Hence, ~50% of the
genes whose expression changes in emerging keratinocytes are
relevant to transformation. We also investigated the karyotypic of
post-senescent-emerging cells and ImKs by analyzing metaphases
by G-banding and multiplex fluorescence in situ hybridization.
Post-senescent—emerging cells displayed no karyotypic aberra-
tions. In contrast, 100% of ImK metaphases displayed various
aberrations, mainly translocations (Fig. 2).
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Finally, we investigated the tumorigenic potential of emerging
cells. Pre-senescent, post-senescent-emerging cells or ImKs were
injected in the flank of nude mice. MDA-MB-231 and NIH-3T3
were used as controls. As expected, MDA-MB-231-injected mice
showed significant tumors after 4 weeks. Tumors were also
recorded in NIH-3T3-injected mice but only after 17 weeks. In
mice injected with pre-senescent, post-senescent-emerging cells
and ImKs, the xenograft poorly developed. However, from the 19th
week onward, disseminated skin lesions appeared away from the
injection site in 4 of 5 and 6 of 6 mice injected with post-
senescent—emerging cells and ImKs, respectively (Fig. 34). Macro-
scopically, these lesions resembled early nonmelanoma skin
carcinomas (Fig. 3B). Anatomopathologic analyses indicated
hyperplasia, hyperkeratotic plaques, and actinic keratosis as most

frequent precancerous phenotypes. Important mastocytosis was
recorded facing hyperplasia and hyperkeratotic plaques, particu-
larly at sites of basal lamina ruptures (Fig. 3B). Because these
lesions developed very lately and away from the injection site, it
was necessary to prove they really derive from the injected cells.
We therefore performed the detection of primate-specific Alu
sequences by fluorescence in situ hybridization. The results
showed the presence of human cells within the epidermis, at the
lesion sites (Fig. 3C).

Taken together, these results suggest that the cell populations
present at both growth plateaus are able to generate partially
transformed and moderately tumorigenic cells able to disseminate,
with more and more marked phenotypes from the first emergence
wave to the second.
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Post-senescent-emerging cells are formed from a few case of keratinocytes, it has been shown that telomerase
senescent cells by an unusual budding mitosis mechanism. reexpression alone is insufficient to bypass senescence (20),
One of our concerns was to elucidate the origin of post-senescent- suggesting that telomere length is not a limiting factor in this
emerging cells. Our first hypothesis was they might come from an cell type. To confirm this point, we examined NHEK telomeres at
initial subpopulation of already transformed cells present in the senescence. Southern blot analysis showed that the telomere length
explants despite the healthy status of the donors. To test this continuously decreased from ~9 kb in young NHEKs to 6 kb at
hypothesis, we performed monoclonal cultures of young NHEKs, senescence and then 5 kb in emerging cells (Supplementary Fig.
which we conducted to senescence and then monitored for S4A4). However, teloFISH analysis revealed that most cells at both
emergence. Emerging clones appeared in ~75% of the cultures plateaus still had substantial telomeres on all their chromosomes
(Supplementary Table 2), indicating that emerging clones are not and that only a minority displayed some chromosomes with very
the progeny of a restricted initial subpopulation but rather that short to undetectable telomeres likely to cause irreversible cell
almost all initial young cells have the potential to yield emerging cycle arrest (Supplementary Fig. S4B and C). Senescent cells,
cells. This invalidated our initial hypothesis. We then reasoned that including keratinocytes, have also been described as irreversibly
emerging cells might be generated during senescence. To test this arrested through induction of cyclin-dependent kinase inhibitors
hypothesis, we sorted senescent cells by fluorescence-activated cell pl6 and p21 (20-22). A quantitative reverse transcription-PCR
sorting from a pre-senescent population as cells with the highest analysis showed, as expected, that both cyclin-dependent kinase
forward and scatter factors, that is, the largest and most granular. inhibitor mRNAs increased at the first plateau but decreased again
Sorted cells were plated and stained with fluorigenic filiation in post-senescent-emerging cells (Supplementary Fig. S5), indicat-
tracers (Vybrant dil or Vybrant CFDA SE). After ~1 week, ing that their up-regulation is only transient. Bromodeoxyuridine
emerging cells arose around some senescent cells and were stained incorporation assays indicated, as expected, that most typical
by the fluorigenic tracers (Supplementary Fig. S3), proving that polynucleated senescent cells were bromodeoxyuridine-negative
they are directly generated through division of fully senescent cells. but revealed that some were bromodeoxyuridine-positive (Supple-

The fact that senescent cells can divide was surprising, because mentary Fig. S64). Moreover, we observed some typical large
numerous studies have shown that proliferation of senescent cells polynucleated senescent cells with one nucleus in metaphase after
is irreversibly impaired by their short telomeres. However, in the a colcemid treatment (Supplementary Fig. S6B). Taken together,
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Figure 3. In vivo tumorigenicity of
post-senescent—emerging cells and ImKs.
Eight hundred thousand of either
pre-senescent, post-senescent
(PS)—emerging cells, ImKs, MDA-MB-231,
or NIH-3T3 embedded in a plug of
collagen/Matrigel were injected in the flank
of 18-week-old female BALB/c nude mice.
A, number of mice displaying disseminated
skin lesions 19 wk onward after injection.
B, macroscopic phenotypes of the
disseminated skin lesions (left column: top,
entire mouse; bottom, detail of an ear) and
corresponding May-Grunwald-Giemsa
staining of lesion sections (right column) of
ImK-injected animals. Most lesions display
epidermal hyperplasia (red star), actinic
keratosis (gray stars), and moderate to
very strong mastocytosis (white stars) at
the level of basal lamina ruptures (dotted
white line). C, confocal analysis of in situ
hybridization for Alu sequences of two
different lesions. The hybridization signal
(red spots or white spots when merged
with Hoechst staining) reveals the
presence of human cells inside the mouse
epidermis. When not specified, bar
represents 50 um.

these experiments indicate that, although overall growth of the
culture is arrested at the senescence plateau, senescent keratino-
cytes have still a division potential regarding their telomere length
and are cell cycle arrested but not irreversibly and some senescent
cells actually divide.

We next wondered by what cell division mechanism a senescent
cell, very enlarged and littered with damaged components, gives
rise to small cells with a clear cytoplasm. Multiple microscopic
examinations suggested that senescent cells generate emerging
cells by an unusual asymmetric mitosis mechanism, remaining
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budding yeast cells. First, on examining trypsin-dissociated
fluorescence-activated cell sorted senescent cells by phase-contrast
microscopy, we observed large cells with one, two, or three
attached buds (Supplementary Fig. S74). Second, in routine
cultures on plastic, emerging cells were almost always observed
gathered around a large senescent cell, to which some appeared
still attached by a pedicle (Supplementary Fig. S7B). To formally

evidence this attachment, we analyzed by confocal microscopy the
cytokeratin 14 network. Optical transverse sections revealed
cytoskeleton continuity between the senescent cell and some
surrounding emerging cells (Supplementary Fig. S7C). Finally,
despite the challenge due to the low fraction of senescing cells
actually producing emerging cells, we managed videomicroscopy
and succeeded in capturing three sequences of images showing two
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slightly different mechanisms of budding mitosis. In two cases, a
large multinucleated senescent cell generated several small
daughter cells by budding cytokinesis (data not shown). In the
third case, we observed a typical senescent cell with already several
nuclei, among which three underwent an additional full mitosis
generating a daughter cell budding out of the senescent mother
(Supplementary Fig. S8 and Supplementary Video).

NF-xkB > MnSOD > hydrogen peroxide pathway is causal in
both senescence and emergence. We have shown previously that
NHEK senescence arises in part through hydrogen peroxide (H,0,)
accumulation. This accumulation was shown to result from an
activation of NF-«kB and ensuing up-regulation of MnSOD,
responsible for the dismutation of O,-~ to H,0,. Without any co-
up-regulation of downstream H,0,-degrading enzymes, this leads
to H,0, accumulation (23). H,O, being mutagenic, we hypothe-
sized here that it might also contribute to emergence.

To test the involvement of the NF-«B > MnSOD > H,0, pathway
in emergence, we first treated young NHEKs with a concentration
of H,0, that we previously established as inducing premature
senescence (23), monitored cells until they all displayed the
senescent phenotype, and then stopped the treatment and waited
for potential emergence. Emerging clones did appear ~ 10 days
later at a frequency of ~ 10" (Fig. 44). We then examined whether
MnSOD overexpression might have the same effect. Young NHEKs
were infected with an adenoviral vector encoding MnSOD. A
premature senescence phenotype arose after ~ 3 days followed 10
days later by emergence. We checked that both senescence and
emergence occurred without any change in expression of several
other antioxidant enzymes (Fig. 4B). We finally examined whether
antioxidants or NF-kB inhibitors could inhibit emergence. As
antioxidant, we used catalase, which specifically degrades H,0,
and was already shown to delay keratinocyte senescence (23). We
also used N-tert-butyl-hydroxylamine, a more general antioxidant
shown to target mitochondria and to reduce nuclear DNA damage
(24). To inhibit NF-«B activity, we used sulfasalazine and gliotoxin,
two weak inhibitors we have shown previously to delay senescence
without inducing massive apoptosis (23). A few days after having
treated pre-senescent cells with one of these drugs, emerging
clones appeared in 85% of the control wells compared with 50%
of those treated by catalase, 0% of the wells with (10 pumol/L)
N-tert-butyl-hydroxylamine-treated cells, and 0% of the wells
containing NF-«B inhibitors (Fig. 5).

Taken together, these results show that a H,O, accumulation
resulting from an activation of NF-kB and an unbalanced
antioxidant enzyme expression is sufficient to induce a post-
senescence emergence similar to the spontaneous one.

To further test the hypothesis that H,0, induces emergence
through its mutagenicity, we searched for mutagenic oxidative
DNA damage in senescent cells. We first investigated DNA single-
strand breaks (SSB), which are known to be induced by H,0,
(25, 26), by comet assays that unable to distinguish SSB from
double-strand breaks (DSB). The results show that SSB were
predominant, increasing ~ 2-fold with senescence and affecting
~20% of cells. Cells displaying DSB were rare, even at senescence.
H,0, did not induce any change in DSB but induced a dramatic
increase in SSB (Fig. 64). Accordingly, a catalase treatment
decreased ~ 2-fold the number of SSB per cell (Fig. 6B). H,0, is
also known to induce oxidation of bases in nuclear and
mitochondrial DNA and in the nucleotide pool, the most common
being 8-0x0G (27). By immunofluorescence, ~20% of senescent
cells were found to display 8-0xoG, in their cytoplasm and nucleus,

compared with only 3% of young cells (Fig. 6C). When cells were
treated with catalase, the percentage of affected senescent cells
was reduced 4.25-fold (Fig. 6C). Conversely, treatment of young
cells with H,0, increased the percentage of 8-oxoG-positive cells
~ 5-fold (Fig. 6C). Thus, at least two types of oxidative mutagenic
damage, SSB and 8-oxoG, accumulate during senescence in
correlation with the H,0, level.

Discussion

Numerous studies have reported that senescence is an
irreversible growth arrest associated with telomere shortening.
This has led to viewing senescence as a tumor-suppressing
phenomenon. However, most of these studies were done with
human fibroblasts, which are not the most relevant cell model for
studying the molecular links between tumorigenesis and ageing,
because sarcomas are rare in humans and their incidence does not
depend on age (National Cancer Institute statistics). Using normal
human keratinocytes, we show that cells with moderate trans-
formed and tumorigenic characteristics systematically and spon-
taneously emerge from senescence. We have observed a similar
emergence with epithelial mammary cells, as already described by
others (28-30), although these emerging cells never gave rise to a
second emergence (data not shown). Therefore, we propose this
in vitro post-senescence emergence as a model for studying the
very first steps of carcinogenesis. However, it is not yet clear
whether this model can be generalized to all carcinomas, because
we never observed any emergence with prostatic epithelial cells
under standard culture conditions (data not shown).

It is often assumed that bypassing senescence is an obligatory
step for tumorigenesis. We show here that emerging cells have not
bypassed senescence but are instead generated from fully
senescent cells via an unusual budding-mitosis mechanism.
Although largely ignored by the scientific community, this kind of
cell division, specific to senescent or DNA-damaged cells, has
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Figure 5. Antioxidants and NF-xB inhibitors inhibit post-senescence
emergence. Pre-senescent NHEKs were seeded into 24-well culture plates at
the limit density for emergence (10,000 cells per well) and treated or not with
catalase (cat) at 100 units/mL, N-tert-butyl-hydroxylamine (NtBHA) at 1 or

10 pmol/L, sulfasalazine (sulfa) at 0.5 mmol/L, or gliotoxin (glio) at 0.05 pmol/L.
A few days later, the wells with emerging clones were counted and their
percentages were calculated.
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Figure 6. Post-senescence emergence is linked to the level of mutagenic oxidative DNA damage in senescent cells. A, comet assays on young and senescent NHEKs
treated or not with 30 umol/L H>O, done at pH 8 to detect DSB and at pH 13 to detect both DSB and SSB. Comet-positive cells were independently counted twice.
Mean + SD percentages of comet-positive cells. B, comet assays on senescent NHEKSs treated or not with 10, 100, or 500 units/mL catalase at pH 13. Tail moments
(a value taking into account the percentage of DNA in the tail and the length of the tail) of 56 to 72 cells in each case are given (in arbitrary unit) along with mean and
median values. C, NHEKSs at different stages, treated or not with 30 umol/L H,O, or 100 units/mL catalase, were subjected to immunofluorescence staining with an antibody
against 8-oxo-guanine. 8-Oxo-guanine—positive cells were counted in five independent microscopic fields. Mean + SD. P values were calculated using t tests.

already been described by two groups (31, 32) and called “neosis.”
We highlight here the importance of such a mechanism by showing
that cells generated in this way are tumorigenic. We have ruled out
the hypothesis that emerging cells come from an initial
subpopulation of already transformed cells. On this last point,
our results are in disagreement with those of Tlsty (33), suggesting,
in the case of epithelial mammary cells, that emerging cells come
from cells preexisting in explants and having a hypermethylated
p16 promoter. We show here that the decrease in p16 expression in
post-senescent-emerging keratinocytes is only transient, because
pl6 is again up-regulated at the second plateau. Only in ImKs does
expression of pl6 decrease to a very low level compatible with
epigenetic extinction.

Through this study and a preceding one (23), we show that the
NF-«B > MnSOD > H,0, oxidative stress pathway is causal in both
senescence and emergence. This conclusion is based on the
observations that NF-«B inhibitors and antioxidants delay the
occurrence of the senescence plateau and decrease the emergence

frequency, whereas, conversely, NF-xB or MnSOD overexpression or
H,0, treatment induces premature senescence followed by
emergence. We report the presence, in senescent cells, of at least
two types of oxidative DNA damage, SSB and 8-oxoG, both
potentially causing point mutations (27, 34, 35). That they play a
causal role in emergence is supported by the consistent correlation
between the percentage of cells affected by these damages and the
emergence frequency: this percentage rises on H,O treatment
(which triggers senescence and emergence) and drops after
senescence-delaying antioxidant treatments. Furthermore, the
proportion of cells with SSB and 8-oxoG was always much higher
than the proportion of emerging cells, making it statistically
possible for these alterations to affect a favorable cocktail of
oncogenes, tumor suppressor genes, and/or other crucial regu-
lators of adhesion, migration, cell cycle, or cell death, as suggested
by the transcriptomic changes observed in emerging cells. The
stochastic nature of the events leading to emergence is supported
by the fact that emergence is always multiclonal, each clone having
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its specificities as regards morphology, doubling time, and life span
(data not shown). In accordance with this mutagenic motor role of
oxidative stress for emergence, it was shown that the spontaneous
immortalization of mouse embryonic fibroblasts after senescence
is accompanied by a 3-fold increase in point mutations resulting
from oxidative stress (36). It was also reported that a mutation in
codon 61 of the Ha-ras gene spontaneously occurs in mouse
keratinocytes that, similarly to human keratinocytes, form
emerging foci at the senescence plateau (37). We checked for such
a mutation in four clones of post-senescent—emergent NHEKs but
did not find it (data not shown). This suggests that emergence
cannot rely on a unique mutation, even of a major oncogene, but
probably necessitates multiple genomic alterations.

In conclusion, the results presented here suggest that the
initiating events in tumorigenesis may result from the mutagenicity
of the oxidative stress to which senescing cells are subject. Hence,
senescence and its associated oxidative stress might be viewed as
endogenous carcinogens, this providing a molecular explanation of
the link between advanced age and increased cancer incidence. The
presence of cells with senescence markers has been evidenced in
some premalignant lesions of young people, such as congenital
naevi and benign prostate hyperplasia (38, 39). Thus, oxidative
stress, whether it results from normal aging, from a special local

hormonal environment as in the prostate, or from inherited
oncogene activation as in congenital naevi, may generate
(prematurely) senescent cells from which cancer-initiated cells
have a high risk of emerging.
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Supplementary Figure 1: Telomerase activity in NHEKs at the different growth stages

Young (1Y), P emergent (Em) and Imk MHEKS of three different donors (1F22%, 2F 1958,
and 4F031%) were analyzed for telomerase activity by TRAF assay. Each sample was
analyzed as a native extract and after heat inactivation, in duplicate. Results are given as
the difference of the mean absorbance of the native extract minus that of the heat inactive
extract +/- standard dewviation. TRSS is a positive internal control for PCR/ELISA. MEX E-15 a
negative control without cell extract.
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Supplementary Figure 2; Post-senescent emergent cells are partially transformed

(&) Observation by phase-contrast microscopy of 2 FS emerging clones representative of
many routine observations done with different donors. The clone of the left panel is the
most commonly observed; it has still an epithelioid morphology. That of the right panel is
rarer: it has a fibroblastold morphology. Bars represent 60um. (B and C) Western blot
analysis of some markers of keratinocyte differentiation, involucrin, cytolkeratin1d and E-
cadherin, in total cell extracts of young (Y), senescent (S), PS emergent (E) and 2™
plateau (2md P) NHEKS.
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Supplementary Fig.3: Evidence of filiation between senescent and PS emergent
cells

Senescent MNHEKSs were sorted by FACS as described in Experimental Procedures and
placed again in culture at low density. After plating, the quality of the sort was checked by
careful microscopic observation (not shown). The cells were then stained with the
fluorogenic tracer CRFDA SE or dil, washed, and monitored every day for emergence.
Emergence occurred after about a week. Emerging clones were analysed under an
epifluorescence microscope. One can see that emerging cells (arrows) are stained by the
tracers like the parental senescent cells. Bars represent 30um.
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Supplementay Figure 4: NHEKs at the growth plateaus have telomeres only slightly

shortened

(A) Young, senescent and PSS emergent MNHEKSs were processed for telomere length
analysis by southern-blot. The red arrowheads indicate the approximate median telomere
length. (B) Young, senescent, 2" plateau and Imk cells were processed for telomers
analysis by teloFISH. Representative results are illustrated. Chromosomes  without
telomeres are wery rare. (C) Thirty to 74 metaphases in each case were analysed for

chromosomes with undetectable telomeras.
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Supplementary Figure 5; Expression of p16 and p21 at the different growth phases

Total EMAS were extracted from NHEKS at different growth stages. EMNAs for PCHA, p16
and p21 were quantified by Rewverse Transcription and Quantitative-Folymerase Chain
Feaction and normalized to the geometric average of 3 internal controls, ARMNpolZ,
RPL13a and Actine b
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Supplementary Figure 6: Senescent keratinocytes are still able to divide

(A Representative images of Brdl) incorporation assays performed on a
senescent population of MHEKS. Arrowheads indicate binucleated senescent
cells. One is BrdlU-negative, the otheris Brdl-positive . Bars represent Gum. (B)
Images of a typical senescent cell treated by colcemid in order to block
metaphase plates. This cell displays 2 nuclel, two interphasic (arrowheads),
and one in metaphase (arrow). Bars represent 150m.
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Supplementary Fig.7: Senescent cells produce emergent cells by budding

(&) Phase-contrast images of trypsin-dissociated, FACS-sorted senescent cells. In panel 1, one cell has an

attached bud; in panels 2 and 3, one cell seems to have two attached buds; in panel 4, one cell seems to have at

least 3 attached buds. Bars represent 10 pm. (B) Representative phase-contrast images of routine NHEK

cultures on plastic dishes at the PS emergence stage. In panel 1, several emerging cells still seemn attached by a

pedicle to the senescent mother cell; in panel 2, the emerging cells seem to come from the inside of the

senescent mother cell. Bars represent 30 pm. (C) NHEKs at the P2 emergence stage were processed for

immunofluorescence with an antibody against cytokeratinl4, in order to stain the cytoskeletons of both

senescent and emerging cells, Panels 1 and 2 are general views of the staining pattern observed with an

epifluorescence microscope. Fanels 3 and 4 are optical cross-sections viewed with & confocal microscope. In

both panels; the continuity of the cytoskeleton between the large senescent cell with a large nucleus and two of
the emerging cells is marked by an arrowhead. Bars represent 20pm. http://doc.univ-lille.fr
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Supplementary Fig.8 : Time-lapse phase-contrast videomicroscopy of a senescent cell

producing emergent cells by budding mitosis

MHEK cultures at the PS emerging stage were maonitored by time-lapse phase-contrast videomicroscopy.
Pictures were taken at 5-min intervals. The timing is indicated on each photograph. The large senescent cell with
at least 3 wisible nuclei and some wvacuole-like structures undergoes three successive mitoses. The first
(metaphase plate at 55 min and telophase at 70 min highlighted in red) produces one daughter cell that will
individualize at 245 min and one daughter nucleus that will remain in the senescent mother cell. The second
mitosis (metaphase plate highlighted in yellow) occurs at 105 min; it produces two daughter cells that will hawe
individualized by 265 min. Mote that at 130 min, a lamellipodia is obhservable in frant of one daughter cell. The
third mitosis (metaphase plate highlighted in blue) occurs at the end of the video. Mote that throughout these
divisions, the senescent mother cell remains spread on the dish and its central nucleus with a large nucleolus
seems to remain gquiescent,  ©2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr
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Les kératinocytes sénescents meurent par autophagie

Il est communément admis que I'acquisition d’une résistance a la mort cellulaire
programmeée est une étape précoce et nécessaire a la transformation cancéreuse. Aucun
type de mort cellulaire n’ayant été clairement décrit associé a la sénescence, nous avons
cherché dans un premier temps a déterminer comment meurent les kératinocytes
sénescents qui n’évoluent pas vers une émergence néoplasique, afin de comprendre a

quoi les cellules émergentes post-sénescence doivent échapper.

Nous avons tout d’abord estimé la proportion de cellules mourantes au plateau
de sénescence par une approche classiqgue de marquage a I'annexine V et a l'iodure de
propidium, respectivement spécifiques de |'externalisation des phosphatidylsérines et
de la perméabilisation membranaire. Nous avons ainsi mis en évidence qu’environ 20%
des kératinocytes au plateau de sénescence étaient positifs pour I'un et/ou I'autre des
marqueurs, montrant ainsi qu’un mécanisme de mort apoptotique et/ou non

apoptotique était induit lors du plateau de sénescence.

Phénotypiquement, ces cellules mourantes se distinguent du reste des cellules
sénescentes : elles s’arrondissent et présentent une zone centrale réfringente en
microscopie a contraste de phase, accumulent de nombreuses vésicules et sont souvent
isolées des cellules sénescentes voisines. Pour évaluer la cinétique du processus de mort
impliqué, nous avons suivi des cellules sénescentes par vidéomicroscopie a contraste de
phase. L’analyse des résultats montre que les cellules réfringentes en contraste de phase
s’isolent progressivement de leurs voisines et relarguent de nombreux composés
denses, probablement par exocytose, avant de se détacher du support. Contrairement a
I'apoptose qui tue les cellules en quelques heures, le processus que nous avons

enregistré dure environ trois jours.

Nous avons ensuite examiné au microscope le marquage annexine V des cellules
mourantes. L’analyse a révélé que la membrane plasmique n’était pas la seule cible du
marquage comme c’est le cas lors de I'apoptose, mais qu’une structure intracellulaire

périnucléaire, correspondant a la limite externe de la zone réfringente, était également
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marquée. L’analyse du cytosquelette par immunofluorescence a révélé que cette zone
centrale comprenant le noyau et probablement une partie des organites est délimitée
par une cage de cytokératine. Aucun des marqueurs d’apoptose (activation des
caspases, relargage du cytochrome C par les mitochondries, fragmentation
internucléosomique de I’ADN...) ne s’est révélé mis en place durant la mort des NHEKs
sénescents. Enfin, I'utilisation d’inhibiteur d’apoptose comme le zVAD (un inhibiteur des
caspases) n’a pas eu d’effet sur l'incidence d’apparition de ces cellules mourantes.
L'ensemble de ces résultats indiquent que les kératinocytes sénescents ne meurent pas

par apoptose.

En revanche, [utilisation d’un inhibiteur de la macroautophagie, la 3-
méthyladénine, qui cible I'étape de nucléation de I'autophagosome en inhibant I'activité
de Vps34, s’est révélée efficace pour repousser I'apparition des cellules mourantes dans
les cultures, démontrant un réle important de la macroautophagie dans la mort des
NHEKs lors de la sénescence. Nous avons alors orienté nos recherches vers la mise en
évidence d’un processus de mort cellulaire programmeée impliquant la macroautophagie.
Nous avons dans un premier temps montré que les cellules sénescentes accumulent une
masse compacte de vésicules cytoplasmiques acides détectées par marquage au
Lysotracker et au monodansylcadavérine 394 L'analyse des cellules sénescentes par
microscopie électronique a transmission révélera ensuite que ces vésicules sont
principalement des autophagosomes et autolysosomes. L’analyse par microscopie
électronique nous a également permis de préciser I'anatomie tres particuliére des
cellules mourantes : elles présentent une aire corticale dépourvue d’organites, séparée
d’une aire centrale contenant noyau et organites par une cage de cytokératine. Nous
avons ensuite recherché I'expression de marqueurs moléculaires de la macroautophagie
lors de la mort des kératinocytes sénescents. Nous avons notamment mis en évidence
gque l'accumulation de vésicules autophagiques peut étre détectée par
immunofluorescence de Atg8/LC3. Nous avons aussi confirmé l'augmentation de
I’activation de I'autophagie par western blot en mettant notamment en évidence une
augmentation de I'expression des protéines Atg6/Beclinl et LAMP1 paralléle a une

diminution tres forte d’expression de I'inhibiteur d’autophagie Bcl2.
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Figure 18: Observation en microscopie électronique de [Fimpact de Ia
macroautophagie sur le noyau lors de la sénescence (données du laboratoire non
publiées). L’accumulation de vésicules autophagiques déforme le noyau sénescent (A)
allant jusqu’a créer des invaginations de son enveloppe (fleches blanches) (B).
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Nous avons donc conclu de cette étude que la sénescence s’accompagne d’une
hyperactivation de la macroautophagie qui conduira a la mort des cellules. Ces travaux
font I'objet de l'article n°2 : Senescent keratinocytes die by autophagic programmed cell

death.

Travaux complémentaires concernant le mécanisme de mort par autophagie

Si nous avons pu décrire que les kératinocytes sénescents meurent par
suractivation de la macroautophagie, aucune de ces expérimentations n’a cependant

clairement mis en évidence le mécanisme précis par lequel ce processus tue les cellules.

Une hypothese se dégage de I'analyse des informations structurales obtenues en
microscopie électronique pour les cellules mourantes dans lesquelles tous les organites
(notamment les vésicules autophagiques, les mitochondries altérées et le noyau) se
retrouvent concentrés au centre de la cellule, retenus par une cage de cytokératine. Le
noyau se retrouve alors en partie isolé du cytosol et comprimé par les vésicules
autophagiques (Figure 18 A). Cet isolement, en limitant les communications nucléo-
cytoplasmiques, pourrait suffire a entrainer la mort des cellules. Nous avons donc réalisé
un certain nombre de vidéomicroscopies en fluorescence visant a suivre la répartition
des vésicules autophagiques par marquage au Lysotracker durant la mort cellulaire
associée a la sénescence. Nous avons alors pu mettre en évidence que le noyau va étre
comprimé par les vésicules autophagiques dans la cage de cytokératine en parallele de
I'acquisition du phénotype cadavérique (Figure 19). Ce phénotype semble ensuite

relativement stable, du moins durant la durée d’observation.

Une autre hypothése, non exclusive de la premiére, provient également de
I'analyse attentive de [l'ultrastructure des cellules sénescentes par microscopie
électronique en transmission. On observe en effet que I'accumulation des vésicules
autour du noyau le déforme énormément, créant parfois des invaginations de
I’enveloppe nucléaire, invaginations dans lesquelles on retrouve des vésicules
autophagiques (Figure 18 B). Ces altérations physiques du noyau sénescent pourraient

aussi causer la mort des cellules.
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Figure 19 : Compression du noyau sénescent et des vésicules autophagiques lors de la
mort par autophagie (données non publiées). Observation en vidéomicroscopie en temps
réel d’une cellule sénescente mononuclée évoluant vers la mort. La chromatine et les
vésicules autophagiques ont respectivement été colorées au Hoechst vital 33342 (bleu) et
au Lysotracker (vert). A TO, la cellule sénescente étalée sur le support présente un noyau
altéré et un grand nombre de vésicules acides. Au cours du temps, les vésicules se
concentrent autour du noyau en parallele a I'acquisition du phénotype mourant
(arrondissement). A 225min, on observe parfaitement la délimitation entre la zone
corticale et la zone centrale contenant noyau et vésicules. Compressé par les vésicules au
sein de cette zone centrale, le noyau est de plus en plus altéré au cours du temps. La
cellule sénescente conservera ces caractéristiques phénotypiques de cellule mourante
jusqu’a T480min (non montré).
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Nous avons également suivi I'activité autophagique des cellules sénescentes
grace a la transfection d’une protéine de fusion Atg8/LC3B couplée a une eGFP et une

mRFP en N-Terminal 3%

. Dans cette protéine de fusion, seule la partie mRFP, rouge,
résiste au pH acide lysosomial. La protéine de fusion permet donc de suivre par imagerie
cellulaire la maturation des vésicules autophagiques au cours du temps, qui se manifeste
par une évolution d’'un double marquage vert-rouge (pour les autophagosomes) vers un
marquage rouge uniquement (pour les autolysosomes). Les cellules transfectées ont été
analysées par microscopie confocale. Nous avons alors pu mettre en évidence une
colocalisation des vésicules autophagiques matures (rouge) avec la chromatine (colorée
au Hoechst) (Figure 20), ce qui suggére la présence de vésicules autophagiques dans le

noyau. En plus de son isolement et de I'altération de sa structure, il pourrait donc y avoir

une dégradation directe du noyau par macroautophagie.

Ces hypotheses sont uniquement basées sur des observations et nécessitent
encore de nombreux travaux complémentaires pour étre confirmées ou infirmées. Elles
sont cependant appuyées par les travaux de deux équipes qui ont mis en évidence que
le noyau pouvait, comme les autres organites, étre la cible d’'une dégradation par

396397 Dans ces études, Kovacs et al ont en effet décrit en 2000 qu’un large

autophagie
autophagosome peut étre formé autour du noyau de cellules murines pour le dégrader,
et Roberts et al, en 2003, montrent chez Saccharomyces cerevisae que le noyau peut

étre dégradé portion par portion directement par la vacuole, par microautophagie.

L’'ensemble de ces travaux va a I'encontre des théories développées par I'équipe
de Brunk selon lesquelles les capacités de dégradation des lysosomes décroient avec la

sénescence et que c’est cette déficience qui entraine la mort cellulaire 21

. lci, avec
I'accumulation de vésicules autophagiques rouges dans les cellules exprimant Ia
protéine de fusion MRFPeGFPLC3 et avec les expériences d’inhibition a la 3-
méthyladénine, nous avons mis en évidence que non seulement la macroautophagie est
bien active dans les cellules sénescentes mais également qu’elle est responsable de la
mort des NHEKs. Quelques mois apres la publication de nos travaux, I'équipe de Narita

décrivait que la sénescence de fibroblastes induite par I'expression de ras s’accompagne

également d’une macroautophagie active, mise en évidence par I'augmentation de la
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Hoechst

Figure 20: Observation de [Iactivité autophagique dans une cellule mourante
exprimant la protéine de fusion eGFPmMRFPLC3 en microscopie confocale mettant en
évidence la présence d’autolysosomes (rouge) dans le noyau (bleu).
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Senescent Keratinocytes Die by Autophagic

Programmed Cell Death

Karo Gosselin,* Emeric Deruy,*

Sébastien Martien,* Chantal Vercamer,*
Fatima Bouali,” Thibault Dujardin,*

Christian Slomianny,’ Ludivine Houel-Renault,*
Fazia Chelli,* Yvan De Launoit,*

and Corinne Abbadie*
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the INSERM USOO Laboratoire de Physiologie Cellulaire,*
Université Lille 1, Villeneuve d’Ascq Cedex, France

Normal cells reach senescence after a specific time
and number of divisions, leading ultimately to cell
death. Although escape from this fate may be a req-
uisite step in neoplastic transformation, the mecha-
nisms governing senescent cell death have not been
well investigated. We show here, using normal hu-
man epidermal keratinocytes, that no apoptotic
markers appear with senescence. In contrast, the ex-
pression of several proteins involved in the regula-
tion of macroautophagy, notably Beclin-1 and Bcl-2,
was found to change with senescence. The corpses oc-
curring at the senescence growth plateau displayed a
large central area delimited by the cytokeratin network
that contained a huge quantity of autophagic vacuoles,
the damaged nucleus, and most mitochondria. 3-methy-
ladenine, an inhibitor of autophagosome formation,
but not the caspase inhibitor ZVAD, prevented senes-
cent cell death. We conclude that senescent cells do
not die by apoptosis, but as a result of high macro-
autophagic activity that targets the primary vital
cell components. (Am J Pathol 2009, 174:423—435; DOI:
10.2353/ajpath.2009.080332)

Senescence is described as a tumor suppressor mech-
anism that limits proliferation of altered cells.” It occurs in
vivo with advancing age, as well as in culture because of
both telomere erosion and increasing oxidative damage.?
Despite these alterations, senescent cells are not dead
cells: they maintain a metabolic activity, different from
that of young cells.® However, they remain in this state
only for a while, and finally die. Although escape from this

© 2012 Tous droits réservés.

fate could be a requisite step in neoplastic transforma-
tion, how cells die once they have become senescent has
not been much investigated, and the results remain
controversial.

Cell death can occur accidentally, in response to an
insult, or as the result of a genetic program, activated for
example during development or in response to a specific
signal. Death following senescence fits with the definition
of programmed cell death, because (i) it is time-sched-
uled and (ii) senescent cells express a genetic program
different from that of young cells.*~"" Two main types of
programmed cell death have been described: apoptosis
(type 1), and autophagic programmed cell death (type ).
Apoptosis involves characteristic morphological and bio-
chemical changes, including cytoplasmic and nuclear
condensation, blebbing, chromatin condensation, oligo-
nucleosomal DNA degradation, and final cell fragmenta-
tion into apoptotic bodies. Apoptosis is attributed mainly
to caspase activation.’® Autophagic programmed cell
death is accompanied by an increase in macroautoph-
agic activity and is believed to occur through the ensuing
degradation of many vital cell components.'®'* The mac-
roautophagic process starts with sequestration of a dam-
aged cell component by a double membrane whose
origin is controversial.'®~'” The autophagosome resulting
from closure of this membrane then fuses with lysosomes
to form an autophagolysosome, inside which the seques-
tered material is degraded by hydrolytic enzymes at
acidic pH. The formation and migration of all these ves-
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icles are orchestrated by about 30 Atg genes'”'® and
depend on the integrity of the cytoskeleton, which is in
contrast degraded during apoptosis.'® Caspase activa-
tion is not required®® and may even inhibit the autophagic
pathway.?' Necrosis, although originally described as
the process of accidental cell death, might be partly
programmed. It is defined as a type of cell death lacking
the characteristics of apoptosis and autophagy, but both
its cellular manifestations and its molecular pathways are
poorly described. It is generally recognized, however,
that necrosis involves early plasma membrane lysis, or-
ganelle swelling and lysis, and some vacuolization.?223

The purpose of this study was therefore to establish
whether senescent cells die by apoptosis, autophagic
programmed cell death, necrosis, or some other unde-
scribed or mixed type of cell death. Throughout this text,
we use the expression senescent-cell death to refer to the
mechanism of death following senescence.

Materials and Methods
Cell Culture

Normal human epidermal keratinocytes (NHEKs), pur-
chased from Clonetics (CC-2501), were collected from 6
different females of different races and ages. They were
grown at 37°C in an atmosphere of 5% CO, in KGM-2
BulletKit medium consisting of modified MCBD 153 with
0.15 mmol/L calcium, supplemented with bovine pituitary
extract, epidermal growth factor, insulin, hydrocortisone,
transferrin, and epinephrin (CC-3107, Clonetics). Such a
serum-free low-calcium medium has been shown to min-
imize keratinocyte terminal differentiation.®* Cells were
seeded as recommended by the supplier and split at
70% confluence. The number of population doublings
(PD) was calculated at each passage by means of the
following equation: PD = In(number of collected cells/
number of plated cells)/In2. For positive controls of apo-
ptosis, cells were treated for 6 to 18 hours with 20 ng/ml
tumor necrosis factor alpha (TNFa) + 10 wg/ml cyclohex-
imide (CHX), or 10 ng/ml tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) + 10 pg/ml CHX.

Flow Cytometry Analysis and Sorting,
Annexin-V/Propidium lodide Assays

NHEKs were analyzed on a Coulter EPICS XL-MCL
based on their forward and side scatter factor values
and, according to the experiment, subpopulations with
different forward and/or side scatter factor values were
electrostatically sorted in air. For Annexin-V/propidium
iodide staining, cells were processed with an Annexin-V-
Alexa 568 kit (Roche, Calbiochem) according to the man-
ufacturer’'s recommendations. The results were analyzed
with the WinMDI 2.9 software. Alternatively Annexin-V/
propidium iodide assays were performed with the same
kit on cells grown on glass slides.
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Videomicroscopy

Time-lapse videomicroscopy was done with a Zeiss Ax-
iovert 100M equipped with a warm stage. Cells were
maintained under 5% CO. in closed flasks. Images were
taken at 15-minute intervals for 24 to 48 hours.

Immunofluorescence

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS and
permeabilized with 0.2% Triton-X100. Slides were incu-
bated with the primary antibody: anti-active caspase-3
(Cell Signaling Technology), anti-keratin 14 (Chemicon
International), anti-cytochrome C (Pharmingen), anti-ap-
optosis inducing factor (AlF; Chemicon International), or
anti-MAPLCS3 (Santa-Cruz). They were then washed three
times with PBS and incubated with the secondary anti-
body: Rhodamine red-conjugated anti-Mouse 1gG or
Rhodamine red-conjugated anti-Rabbit IgG (Jackson Im-
munoResearch Laboratories). Nuclei were stained with
Hoechst 33258 at 1 ug/ml for 3 minutes. Slides were
analyzed with either a Zeiss AxioPlan2 epifluorescence
microscope, or a Zeiss Axio Imager Z1-ApoTome epiflu-
orescence microscope for optical sectioning.

Western Blotting

Cells were lysed in the following solution: 27.5 mmol/L
Hepes pH 7.6, 1.1 M/L urea, 0.33 M/L NaCl, 0.1 M/L
EGTA, 2 mmol/L EDTA, 60 mmol/L KCI, 1 mmol/L dithio-
threitol, and 1.1% NP40. The total protein concentration
was measured with the Bio-Rad protein assay. Proteins
were resolved by SDS-polyacrylamide gel electrophore-
sis and transferred to nitrocellulose membranes (Hy-
bond-C extra, Amersham). Equal loading was checked
after Ponceau red staining of the membranes. The pri-
mary antibodies used were: anti-active caspase-3 (Cell
Signaling Technology), anti- poly(ADP-ribose) polymer-
ase (PARP; Alexis Biochemical), anti Bcl-2 (Santa Cruz),
anti-keratin-14 (Chemicon International), anti-Beclin-1
(Santa Cruz), anti-Bid (Pharmingen), anti-lysosomal-as-
sociated membrane protein 1 (Santa Cruz), and anti-actin
(Santa-Cruz). The secondary antibody used was a per-
oxidase-conjugated rabbit anti-sheep IgG or a peroxi-
dase-conjugated goat anti-mouse IgG (Jackson Immu-
noResearch Laboratories). Peroxidase activity was
revealed with an enhanced chemiluminescence kit (Am-
ersham). The films were quantified by scanning with a
Syngene Chemi-Genius Bio Imaging System.

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP
Nick-End Labeling and Comet Assays

The terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end
labeling (TUNEL) assay was performed with the Apoptag
Kit (Intergen) according to the manufacturer's recom-
mendations. For comet assays, 10,000 cells were em-
bedded in 80 ul of 0.5% low-melting-point agarose at
37°C and the suspension was immediately pipetted onto
a TREVIGEN Inc. cometslide, which was then placed at
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4°C in the dark for at least 30 minutes. The slides were
immersed in prechilled Lysis Solution and left at 4°C for
60 minutes. They were then left in alkaline solution for 20
minutes at room temperature in the dark. The migration
was performed at pH = 8 or pH >13 in Tris borate-EDTA
buffer at 1 V/cm for 20 minutes. Quantitative analysis
(%DNA in the comet tail) was performed with the Tritek
Comet Score freeware.

Fluorescence Staining of Mitochondria,
Lysosomes, and Autophagic Vacuoles

Monodansylcadaverine, Lysotracker green, and Mito-
tracker red were from Molecular Probes. Living cells were
incubated at 37°C with monodansylcadaverine (MDC;
0.05 mmol/L), Lysotracker green (100 nmol/L), or Mito-
tracker red (25 nmol/L) added directly to the cell culture
medium (respective incubation times: 10 minutes, 2
hours, and 30 minutes). Nuclei were stained with vital
Hoechst 33342 at 1 ng/ml for 10 minutes at 37°C.

Transmission Electron Microscopy

Cell pellets were fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1
M/L cacodylate buffer, pH 7.4 for at least 30 minutes at
4°C. After fixation, the specimens were thoroughly
washed in 0.1 M/L cacodylate buffer and then postfixed
with 1% osmium tetroxide in the same buffer for 1 hour at
room temperature, stained en bloc with 2% uranyl acetate
in distilled water for 15 minutes, dehydrated in graded
acetonitrile, and embedded in Epon. Ultrathin sections
(80 to 100 nm thick) mounted on 150-mesh grids were
stained with 2% uranyl acetate solution and Reynolds
lead citrate solution.®®> The electron micrographs were
taken with a Hitachi H600 electron microscope at 75 kV.

Results

Kinetics of Senescence and Senescent-Cell
Death

We first investigated the kinetics of senescence and se-
nescent-cell death in two normal human cell types, der-
mal fibroblasts (NHDFs) and epidermal keratinocytes
(NHEKS). Fibroblasts are the most commonly used cell
type in senescence studies; keratinocytes are more rel-
evant to tumorigenesis studies. We have used fibroblasts
from three and keratinocytes from six different donors, all
female, of different ages and races. Dermal fibroblasts
grew for 50 to 60 PDs, according to the donor, and then
reached a senescence growth plateau where they re-
mained for several months, suggesting that the level and
speed of cell death in this cell type were very low (data
not shown). In contrast, keratinocytes reached a senes-
cence growth plateau after only 15 to 25 PDs (according
to the donor); this plateau lasted only a few days to 2 to
3 weeks (according to the donor), and then almost all
cells apparently died massively and detached from the
dish, while a few clones of partly transformed cells
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Figure 1. Growth curve and characteristics of young, senescent, and dying
keratinocytes. A: NHEK growth curve under standard conditions. B: SA-f3-
Gal assays. SA-B-Gal-positive cells in each phase were counted among about
a thousand cells in at least five microscopic fields. Results are given as means
*SD of all field counts. The percentages at 18 and 20 PD are statistically
different from those at 13 PD (P =6 X 107 and P = 4 X 10719, and the
percentages at 23 and 25 PD are statistically different from those at 20 PD
(P=5X10"%and P =3 X 107). C: Western-blot analysis of the CKI
p16™K4 Jevel in total cell extracts. Actin was used as a loading control. The
quantification of the film is given in supplemental Figure S1 at bip./ajp.
amjpathol.org. D: Cells during the exponential growth phase and at the
senescence plateau were stained with Hoechst and observed under phase
contrast and by epifluorescence microscopy. Senescent keratinocytes display
vacuole-like structures of different sizes generally close to the nucleus (red
arrows); they are often binucleated (green arrowhead). Scale bars = 20
pm. E: Flow cytometry analysis of the side-scatter (X) and forward-scatter (Y)
factors, ie, granularity and size respectively, of NHEKs during the exponential
growth phase and at the senescence plateau. The colors represent the point
densities. The two cursors help to see that at the senescent growth plateau
the overall population shifts in size and granularity and becomes very
heterogeneous. A subpopulation of cells of very low size but high granular-
ity, probably corpses, appears at the senescence plateau. The results from (A)
to (E) are representative of different experiments performed with cells from
six different donors.

emerged (Figure 1A). Since the death of senescent ker-
atinocytes was more massive and rapid than that of fi-
broblasts, and since emergence, possibly resulting from
senescent-cell escape from death, was observed only
with keratinocytes, we subsequently focused our studies
on senescent-keratinocyte death.

Keratinocytes at the growth plateau displayed all of the
characteristics of senescent cells: senescence-associ-
ated B-galactosidase activity at pH 6 (Figure 1B), up-
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Figure 2. Flow cytometric analysis of cell death occurrence during NHEK
culture. A: NHEKs grown under standard conditions were analyzed by flow
cytometry after an increasing number of population doublings for Annexin-V
(X) and PI (Y) staining. Colors represent point densities. Cursors were placed
after considering autofluorescence (not shown). Different subpopulations
are distinguishable: R1, AnV/PI-negative, ie, live cells, R2, AnV/PI-posi-
tive, ie, dead cells, R3, AnV-positive but PI-negative, ie, dying cells, and
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regulation of the CKI p16™ 4 (Figure 1C and supplemen-
tal Figure S1 at http://ajp.amjpathol.org), a 5- to 100-fold
larger size than young cells, numerous dense particles
(probably damaged components), and several vacuole-
like structures of different sizes (Figure 1D). After
Hoechst staining, their nuclei often appeared bigger than
those of young cells, and about 20% of the cells were
polynucleated (Figure 1D). Flow cytometry analysis of
forward and side scatter factors, ie, size and granularity
respectively, revealed dramatic changes in the cell pop-
ulation at the senescence plateau, with a global increase
of these two parameters, a great variability within the
population regarding these two parameters, and the ap-
pearance of a subpopulation of smaller cells with a high
granularity, probably corpses (Figure 1E).

Morphological and Kinetic Features of
Senescent-Keratinocyte Death

We then performed a more specific kinetic analysis of
keratinocyte death by recording all types of cell death
using Annexin-V/propidium iodide (AnV/PIl) assays. An-
nexin-V is an appropriate marker of any type of cell
death—apoptosis, autophagy, or necrosis—because
cells undergoing either apoptosis®® or autophagy?” have
been shown to externalize phosphatidylserines and be-
cause corpses generated by any mechanism ultimately
lose their plasma membrane integrity. Pl staining similarly
reveals cells having lost their membrane integrity.

We first used flow cytometry to quantify AnV- and
Pl-positive cells in the whole population as the number of
population doublings increased. The results revealed
from the presenescent stage onward a general shift of the
population toward an increase in AnV/PI staining, with the
formation of three subpopulations (Figure 2, A and B).
The first one is positive for both markers. It is composed
of the smaller cells with high granularity, proving they are
corpses. The second subpopulation is composed of AnV-
negative/Pl-positive cells. As the preceding ones, these
cells are generally small and have a high granularity.
They are therefore also corpses. The third subpopulation
consisted of AnV-positive but Pl-negative cells, and can
therefore be classified as dying cells. They are found in
all of the ranges of size and granularity, but mostly among
the largest cells. At the senescence plateau, the propor-
tion of dying and dead cells reached almost 20% of the
total population (Figure 2C).

We then examined more precisely the morphology of
the AnV-positive cells at the senescence plateau by a
microscopic analysis. For comparison with the morphol-
ogy of typical apoptotic cells, keratinocytes in the growth
phase were treated with TNFa+CHX. These cells ap-

R4, AnV-negative PI-positive, also dead cells. B: Forward scatter (Y) and side
scatter (X) factors of the four subpopulations R1, R2, R3 and R4. R1 (in green)
is the main cell population, with a wide range of forward and side scatter
factors values, ie, with a more or less developed senescent phenotype; they
are alive. R2 (in red) is a subpopulation with a smaller size and a wide range
of granularity; it appears with doubling and consists of corpses. R3 cells (in
blue) are found in the whole population and display all sizes and granulari-
ties. They are senescent cells in the process of dying. R4 (in pink), like R2,
consists of corpses. C: Proportions of cells in the different subpopulations.
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Figure 3. Morphological characteristics of dying and dead cells at the senes-
cence plateau. A: NHEKs at different phases were processed for the An-
nexin-V assay. As a positive control for apoptosis, keratinocytes in the
growth phase were treated with TNFa+CHX. Young keratinocytes (a and a")
are negative. Young apoptotic keratinocytes (b and b") are stained at the
level of the plasma membrane. The senescent keratinocyte (¢ and ¢) on the
right, but not the senescent keratinocyte on the left, displays some diffuse
cytoplasmic staining and some staining inside a central structure (cs) con-
taining a damaged nucleus (n) and various other altered components (ac).
The corpse (d and d") also displays some staining of its remaining cytoplasm
and of its central structure. Scale bars = 20 um. B: NHEKSs at presenescence
and senescence were processed for propidium iodide staining. Nuclear
staining, indicative of nuclear membrane damage, was recorded only in cells
at the senescence plateau. Scale bars = 30 um.
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peared stained at the level of the plasma membrane as
expected, whereas untreated cells were negative (Figure
3A). At the senescence plateau, the AnV-positive cells
typically display the morphology of senescent cells.
Some diffuse Annexin-V staining was observable in their
cytoplasm, but the highest staining localized to a central
area that always contained a damaged nucleus and var-
ious other altered components (Figure 3A). The intracel-
lular nature of this staining suggests that these senescent
cells have their membrane permeabilized. Pl staining
confirmed the permeabilized state of the membrane in
these large, flat senescent cells (Figure 3B), confirming
they were dying, although they were still adherent.
Among cells at the senescent plateau, corpses, identified
by their small size and high density, also displayed some
staining delineating a central area, with more diffuse
staining of the remaining cytoplasm (Figure 3A).

To evaluate the kinetics of the death process at the
single-cell level, we used time-lapse phase-contrast
videomicroscopy. Pictures (Figure 4 and supplemental
video, see http.//ajp.amjpathol.org) clearly revealed typi-
cal senescent cells with a damaged nucleus evolving
through progressive encircling of the nucleus by refrin-
gent components. Cells in this state progressively de-
tached from the others and acquired a rounded shape,
but remained attached to the dish and continued to move

Figure 4. and supplemental video, see htip://ajp.amjpathol.org. Time-lapse
phase contrast videomicroscopy of senescent cells undergoing death NHEKs
at the senescence plateau were followed by videomicroscopy. Pictures were
taken at 15-minute intervals for 24 to 48 hours. Some images taken at the
indicated times were extracted for the figure. The senescent cell that will
evolve into a corpse is indicated by an arrow. Note that the nucleus, at first,
seems surrounded by a big structure (conspicuous at 3 hours 15 minutes).
Then the dying cell detaches from the other cells but remains attached to the
support for several hours. The dying cell expulses some dense material
(arrowheads) several times in the course of the process.
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randomly for several tens of hours. Cells undergoing this
process were found to secrete big, dense particles re-
peatedly, probably by exocytosis. On the basis of the
videomicroscopy analysis, the duration of the death pro-
cess was estimated at 24 hours to a few days.

In conclusion, dying cells and corpses at the senes-
cence plateau appear morphologically different from ap-
optotic cells and apoptotic bodies, which are character-
ized by their condensed and fragmented nucleus and
cytoplasm. In addition, the slowness of the senescent-
cell death process does not fit with the duration of apo-
ptosis, which is generally a few hours. Pl-positivity might
indicate that senescent cells die by necrosis; but no sign
of cell swelling or lysis was observed. The presence of
numerous vacuole-like structures in senescing cells is
reminiscent, rather, of autophagic cell death.

Inhibiting Autophagic Cell Death, but
Not Apoptosis, Decreases the Rate of
Senescent-Cell Death

To test the hypothesis that the mechanism of senescent-
keratinocyte death is autophagy rather than apoptosis,
we examined whether inhibitors of apoptosis or autoph-
agy would differentially affect the level or time course of
the death process. zVAD-fmk, a pan-caspase inhibitor,
was used to inhibit apoptosis, and 3-methyladenine (3-
MA), an inhibitor of the class Ill phosphatidylinositol 3-ki-
nase (class Il PI3K) complex involved in initial autopha-
gosome formation,?® was used to inhibit autophagy. In a
first experiment, zVAD or 3-MA was applied from the
beginning and throughout the culture. 3-MA rapidly in-
hibited cell growth and induced a senescence-like phe-
notype (data not shown). This unanticipated effect of
3-MA, probably resulting from a lack of damaged com-
ponent turnover, forced us to settle on a protocol in which
the inhibitors tested were applied to pure populations of
already senescent cells. For this purpose, NHEKs at the
senescence plateau were analyzed by flow cytometry
according to forward and side scatter factors values. The
subpopulation with the highest forward and side scatter
factors values and the subpopulation with values just
below the highest were sorted and plated (Figure 5A).
Microscopic observation of the subpopulation with the
highest scatter factor values revealed that many of these
cells were unable to adhere, suggesting that this sub-
population was engaged too far along the death path-
way. The subpopulation with slightly lower scatter factor
values was thus assumed to encompass pre-dying se-
nescent cells suitable for this experiment. Cells of this
subpopulation were therefore treated with z-VAD or 3-MA
for 5 days, and corpses with the typical central area were
counted daily. The percentage of corpses increased with
time in control cells and, to the same extent, in z-VAD-
treated cells. In 3-MA-treated cells it decreased (Figure
5B). These results indicate that senescent-cell death
does not occur through a caspase-dependent mecha-
nism but involves a class Il PI3K, suggesting that senes-
cent cells do not die by apoptosis but by autophagic cell
death.
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Figure 5. Inhibition of autophagy, but not of apoptosis, delays senescent-cell
death. A: NHEKSs at the senescence plateau were analyzed by flow cytometry
according to their forward-scatter (Y) and side-scatter (X) factor values. Two
subpopulations were sorted; subpopulation A comprised the 15% of the cells
with the highest forward and side scatter factor values, and subpopulation B
with the next-highest scatter-factor values. Sorted cells were plated in 12-well
plates at 20,000 cells per well and observed 24 hours later under a phase
contrast microscope. Many non-plated cells were observed in subpopulation
A, indicating that it is enriched in dying cells. Therefore subpopulation B, less
engaged in the death pathway, was chosen for the experiment. B: Cells of
subpopulation B were continuously treated with 3-MA at 5 mmol/L or with
its diluent H,O as a control or with z-VAD at 20 wmol/L or its diluent DMSO.
The number of typical corpses with a refringent central area was counted
every day under the microscope. The results are means = SD of counts in 5
random microscopic fields of each well, each condition being duplicated. C:
Cells of subpopulation B were treated every 48 hours with 5 nmol/L bafilo-
mycin Al or its diluent DMSO. The number of corpses was counted as above.
The photograph represents the morphology of bafilomycin-treated cells after
96 hours of treatment. Note the presence of a big central area full of very
dense, granular material. P values were calculated with the #test. *P < 0.05,
P < 0.005, and **P < 0.0005. Those indicated are between 3-MA and
control and between bafilomycin and dimenthyl sulfoxide. The other differ-
ences are non-significant. Scale bars: 50 um in (A); 40 um in (C).

To confirm this conclusion, we examined whether
bafilomycin A1, an inhibitor of the H* pump that de-
creases the efficacy of digestion inside autophagolyso-
somes, could freeze the death process in its last stage.
Pre-dying senescent cells were sorted as above and
treated with bafilomycin. Corpses with the typical central
area rapidly accumulated to a high rate (40%) in bafilo-
mycin-treated cultures (Figure 5C). To make sure this
was not due to an inherent toxicity of bafilomycin, we
applied bafilomycin under the same conditions to cells in
the exponential growth phase and measured toxicity by
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trypan blue exclusion: the percentage of trypan blue-
positive cells reached only 23% (Supplemental Figure
S2, see http.//ajp.amjpathol.org). In addition to increasing
the percentage of corpses, bafilomycin modified their
appearance: the central area appeared to be full of very
dense granular material (Figure 5C). Taken together,
these experiments indicate that senescent-cell death in-
volves class Il PI3K-mediated autophagosome formation
and cell component degradation in acidic compartments.

Senescent Keratinocytes Do Not Display the
Hallmarks of Apoptosis, but Display Altered
Mitochondria and Nuclei

To go beyond the above observations suggesting that
senescent cells do not die by apoptosis, we checked for
any activation of caspase-3, a major actor of apoptosis.
Young cells treated with TNF-a or TRAIL plus CHX were

Hoechst
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Figure 6. Caspase-3 is not activated in senescent keratinocytes. A: NHEKs in
the growth phase or at the senescence plateau were processed for immuno-
fluorescence with an antibody recognizing the activated form of caspase-3.
As a positive control, NHEKs in the growth phase were treated with
TNFa+CHX. Neither young nor senescent keratinocytes were positive. In
contrast, typical apoptotic cells with condensed and fragmented nuclei were
caspase-3 positive (arrows). Scale bars = 10 um. B: Western blots. Cell
extracts were produced with NHEKs in the growth phase and at different
time points in the senescence plateau. Extracts of keratinocytes in the growth
phase, induced to die by apoptosis with TRAIL+CHX or TNFa+CHX, were
used as a positive control.
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used as a positive control. In immunofluorescence exper-
iments with an antibody recognizing the cleaved active
form of caspase-3, senescent cells were negative, in
contrast to apoptotic cells (Figure 6A). In Western blots
produced with extracts of cells harvested at different time
points on the senescence plateau, the cleaved active
form of caspase-3 was not detected, whereas it was
detected in apoptotic control cells (Figure 6B). We also
measured cleavage of PARP, a caspase target. Basal-
level cleavage of PARP was observed, without any
change during senescence (Figure 6B).

Another molecular hallmark of apoptosis is the DNA
degradation to high molecular weight or oligonucleo-
some-length fragments elicited by caspase-dependent
or independent pathways.?® We searched for such DNA
fragmentation by the TUNEL assay. Senescent cells with
a damaged nucleus were TUNEL-positive, whereas cells
with a nucleus still morphologically intact were negative
(Figure 7A). Yet, as the TUNEL assay is not strictly spe-
cific to apoptosis since it detects both double-strand and
single-strand breaks, we used comet assays to better
characterize the type of DNA breaks encountered in se-
nescent cells. In these assays, DNA fragments migrate
out of a permeabilized nucleus in the form of a comet-like
tail. At pH = 8, free DNA fragments result only from
double-strand breaks, while under denaturing conditions
(pH >13), they also result from single-strand breaks.*°
The analysis of cells at the growth phase and at the
senescence plateau confirmed that the percentage of
DNA breaks increases with senescence, and showed
that breaks at senescence are mainly single-strand ones
(Figure 7B). Thus, senescent cells do undergo DNA deg-
radation, but not consequently to the activation of an
apoptotic pathway.

We also investigated by immunofluorescence the po-
tential release from mitochondria of cytochrome C and
AIF, two markers of the intrinsic apoptotic pathway.®' In
cells at the growth phase, cytochrome C localized dis-
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Figure 7. Senescent keratinocytes display DNA breaks. A: A TUNEL assay was
performed on keratinocytes at the senescence plateau to detect DNA frag-
mentation. Positive signals were seen only on much-altered nuclei (arrows).
Other large nuclei typical of still healthy senescent cells were negative. Scale
bars = 5 wm. B: A comet assay was performed on NHEKs in the growth
phase or at the senescence plateau in neutral (pH 8) versus alkaline condi-
tions (pH >13) to detect only single- or single- plus double-strand breaks,
respectively. The percentage (%) of DNA in the comet tail was assessed in
each condition. Each bar represents the mean *=SD of 20 measures. P values
were calculated with a #test.
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Growth phase

Senescence plateau

Hoechst

Hoechst

Figure 8. The mitochondria of senescent keratinocytes are altered but do not
release cytochrome C or AIF. NHEKs in the growth phase or at the senescence
plateau were processed for immunofluorescence with specific anti-cytochrome
C and anti-AIF antibodies. Both signals increase with senescence. The cyto-
chrome C-positive structures change from radiating stick-shaped structures in
growth-phase cells (a) to vesicular ones agglutinated in the vicinity of the
nucleus in senescent cells (b and b’, note that the shown senescent cell
contains two pycnotic nuclei). The AIF staining is very faint in young cells
(o). It increases greatly in senescent cells; AIF-positive structures are very
numerous and agglutinated around the nucleus (d and d’, note that the
nucleus of the shown senescent cell is very large). Senescent keratinocytes
do not show clear translocation of AIF into the nucleus or cytochrome C
release into the cytosol (b and d). Scale bars = 10 pwm.

creetly to small sticks (the typical appearance of mito-
chondria). AlF staining was very faint. In cells at the
senescence plateau, the number of cytochrome C- and
AlF-stained structures dramatically increased, these
structures becoming vesicular and clustered in the vicin-
ity of the nucleus. We never observed a clear transloca-
tion of cytochrome C or AlF into the cytoplasm or nucleus
(Figure 8). These results indicate that senescent cells do
display some mitochondrial alterations, but these alter-
ations were unrelated to apoptosis.

Since one difference between apoptotic and autoph-
agic programmed cell death is the fate of the cytoskele-
ton,'® we performed cytokeratin 14 detections. In immu-
nofluorescence experiments, the cytokeratin 14-network
appeared completely preserved, even more developed,
in senescent cells than in growing ones, whereas it was
completely disintegrated in TNFa+CHX-induced apopto-
tic control cells (Figure 9).

Senescent Keratinocytes Display High
Macroautophagic Activity

To more specifically document the likelihood that senes-
cent cells die by autophagic cell death, we investigated
different markers of macroautophagy by western blotting,
flow cytometry, epifluorescence microscopy, and trans-
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Figure 9. Fate of the cytoskeleton in senescent keratinocytes. The cytoker-
atin 14 network is preserved during senescent cell death. NHEKs at the
senescence plateau were processed for immunofluorescence with a cytoker-
atin 14-specific antibody and compared with NHEKs in the growth phase
undergoing apoptosis after TNFa+CHX treatment. The cytokeratin network
appears totally preserved, even overdeveloped, in senescent cells (arrows)
compared with the still-young cells visible in the microscopic field (arrow-
sheads), whereas apoptotic cells, identified by their condensed nuclei (as-
terisks), are completely cytokeratinl4-negative. Scale bars = 10 wm.

mission electron microscopy (TEM). We first examined
the expression of Atg6/Beclin-1, a subunit of the class IlI
PI3K complex required for initial autophagosome forma-
tion."” Protein extracts were made from cells in the grow-
ing phase, cells in the presenescent stage, and from a
fluorescence-activated cell sorting (FACS)-sorted sub-
population of cells at the senescence plateau with the
highest forward and side scatter factor values (Figure
10A). We observed an increase in Beclin-1 expression as
soon as presenescence (Figure 10B and supplemental
Figure S8, see http.//ajp.amjpathol.org). We also checked
Bcl-2, the well-known anti-apoptotic protein, which is also
an inhibitor of Beclin-1.32 Bcl-2 expression dramatically
decreased in sorted senescent cells (Figure 10B and
supplemental Figure S3, see http://ajp.amjpathol.org). We
also observed increased expression of lysosomal-asso-
ciated membrane protein 1, as soon as the presenescent
stage (Figure 10B and supplemental Figure S3, see
http.//ajp.amjpathol.org).

We further documented the increase in autophagic
activity during senescence by using Lysotracker, a cell-
permeant probe that fluoresces in acidic organelles, ie,
lysosomes and autophagolysosomes (but also late endo-
somes). Cells were stained with Lysotracker and ana-
lyzed by flow cytometry. The subpopulation with the high-
est forward and side scatter factor values stained the
brightest, while staining of the subpopulation ranked next
on the scatter factor scale was less intensely stained
(Figure 10C). Microscopic analysis confirmed the in-
crease in Lysotracker staining with senescence and high-
lighted, as expected, a large quantity of small vacuoles
(Figure 10D). Similar results were obtained with MDC
(Figure 10D), also a marker of acidic compartments. 3334

We finally investigated the fine structure of senescent
cells by TEM. NHEKs at the senescence plateau were
sorted by FACS according to their forward scatter factor,
and the subpopulation with the highest factor value was
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Figure 10. Expression of autophagic markers in senescent and dying
keratinocytes. A: NHEKSs at the senescence plateau were analyzed by flow
cytometry according to their forward scatter (Y) and side scatter (X) factors.
The subpopulation (10.9% in the frame) with the highest forward and side
scatter factor values was sorted and used for protein extraction (B) Western-
blot analysis of the expression of some markers of autophagosomes and
lysosomes. Cell extracts were produced with keratinocytes in the growth
phase, at the presenescent stage, and with senescent keratinocytes sorted by
FACS in (A). PCNA was used as a sorting quality control and actin as a
loading control. These results are representative of 3 independent experi-
ments performed with cells from 2 different donors. C: NHEKSs at the senes-
cence plateau were stained with Lysotracker and analyzed by flow cytometry
for their side scatter (X) and forward scatter (Y) factors. Then the staining
intensity (FITC-A) in the subpopulation with the highest forward and side
scatter factor (dark) was compared with that of the subpopulation ranking
just below it in terms of scatter-factor values (white). The results show that
the cells with the highest factors are the most Lysotracker-positive. (D)
NHEKs in the exponential growth phase and at the senescence plateau were
stained with either MDC or Lysotracker. The mass of both autophagic vacu-
oles and lysosomes increases in the large, flat senescent cells (arrowheads).
Scale bars = 10 wm.

analyzed by TEM by comparison with cells in the expo-
nential growth phase. Keratinocytes in the exponential
growth phase displayed a normal organization®® with a
typical nucleus, several dispersed organelles, some rare
vesicles, and a cytokeratin network (Figure 11A). In con-
trast, sorted keratinocytes from the senescence plateau
displayed a highly partitioned substructure, with a corti-
cal and a central area delimited by the cytokeratin net-
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Figure 11. Ultrastructure of dying senescent cells. NHEKs at the senescence
plateau (B, D, E, F, G) were analyzed by flow cytometry and sorted accord-
ing to their forward side factor (not shown). They were then fixed for TEM
analysis in parallel with cells in the exponential growth phase (A and C). C
and D are details of mitochondria morphologies in NHEKs in growth phase
(O) or at the senescence plateau (D), E, F and G are details of autophagic
vacuole morphologies in NHEKS at the senescence plateu. N: nucleus, N*:
deformed nucleus with less heterochromatin, k: cytokeratin network encir-
cling the nucleus and the autophagic vacuoles, m: mitochondrion of a young
cell, m*: mitochondria of senescent cells aggregated close to the nucleus and
appearing very contracted, av: autophagic vacuoles with a simple (F,G) or a
double membrane (E) full of membranous or non-membranous debris.

work (Figure 11B). The cortical area appeared clear of
any organelles, whereas the central area was full of au-
tophagic vacuoles. The autophagic vacuoles generally
contained debris, often membranous (Figure 11, C and
D). They accumulated on bafilomycin treatment, and after
this treatment they contained more debris than in the
control situation (supplemental Figure S4, see http://ajp.
amjpathol.org). The mitochondria were either dispersed in
this central area or grouped together in an aggregate
clustered with the nucleus (Figure 11B). Their morphol-
ogy appeared altered compared with that of young cells
(Figure 11, C and D). Some of these altered mitochondria
were found inside autophagic vacuoles (supplemental
Figure S4, see http://ajp.amjpathol.org). The nucleus was
always found in the central area; it was often deformed
and its chromatin often appeared clear, with levels of
heterochromatin lower than in young cells (Figure 11B).
These TEM observations are in total agreement with the
observations made by epifluorescence microscopy with
anti-cytokeratin 14 (Figure 9) and with Lysotracker and
MDC (Figure 10). Note that the autophagic vacuoles
concentrated in the central area of senescent cells might
be responsible for the intracellular AnnexinV staining
seen in Figure 3, a very recent study having shown that
the cytosolic leaflets of endosomes and lysosomes are
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rich in phosphatidylserine.®® Taken together, these re-
sults indicate that senescence is accompanied by high
autophagic activity.

Senescent Keratinocytes Die as a Result of
High Autophagic Degradation of the Nucleus
and Mitochondria

To determine whether this high autophagic activity in
senescent keratinocytes might result in their death, we
took a closer look at the corpses themselves. We per-
formed triple staining experiments with lysosomal and
autophagosomal markers (Lysotracker or antibodies
against Atg8/LC3, a protein that associates with the
membrane phagosome®’), Hoechst to stain the nucleus,
and Mitotracker to stain the mitochondria. The analysis
was done by epifluorescence microscopy with a stan-
dard microscope or with a microscope equipped with the
ApoTome system for optical sectioning. In corpses, the
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Figure 12. Corpses degrade their mitochondria and nuclei in a central area
full of autophagic vacuoles. A: Triple staining of a corpse with Lysotracker
(green), Hoechst (blue) and Mitotracker (red). The three stains colocalize
within a central area that occupies most of the corpse volume. The nucleus
appears pycnotic. Scale bars = 10 wm. B: Corpse immunostained with an
antibody against LC3 (pink), co-stained with Hoechst (blue), and analyzed by
circular dichroism and with the ApoTome system. The four images represent
one optical section. The central area is full of LC3-positive punctate structures
and contains a damaged nucleus. Scale bars = 10 wm. C: Western blots. Cell
extracts were performed with NHEKs in the growth phase and at different
time points in the senescence plateau. Last lane: extracts from still-adherent
cells plus dead floating cells.
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central area appeared Lysotracker-positive (Figure 12A)
and full of numerous Atg8/LC3-positive punctate struc-
tures (Figure 12B). It always contained a nucleus, some-
times two or three, that could be pycnotic (Fig; 12A). It
also contained almost all of the Mitotracker staining,
which no longer delineated individual structures identifi-
able as mitochondria (Figure 12A). These Hoechst and
Mitotracker staining patterns suggest that the mitochon-
dria and nuclei were undergoing degradation.

To further investigate this potential nuclear and mito-
chondrial degradation, we performed a Western blot
analysis of several mitochondrial and nuclear proteins at
different stages of the senescent growth plateau and, at
the latest stage, in dead floating cells. The results show
that the nuclear protein PARP was degraded in cells
having reached the senescence plateau, its complete
degradation being reached in floating cells. The mito-
chondrial proteins Bcl-2 and Bid were also completely
undetectable in dead floating cells, the disappearance of
Bcl-2 beginning earlier than that of Bid. These nuclear
and mitochondrial protein degradations were specific,
since the quantity of cytokeratin 14 increased continu-
ously throughout the senescence plateau until the latest
stage (Figure 12C). Thus, senescent keratinocytes seem
to die through massive and specific autophagic deg-
radation of their vital components, notably their nuclei
and mitochondria.

Discussion

Although senescence is a cell state now extensively stud-
ied because of its implication in aging and associated
pathologies such as cancer, the final fate of senescent
cells, ie, how they die, has not been clearly established.
Here, on the basis of an investigation of several molecular
and morphological markers of apoptosis and autophagy,
we propose that the main cell death mechanism occur-
ring in senescent keratinocytes is not apoptosis but au-
tophagic cell death. This conclusion would appear to
apply to other cell types as well, since we observed
increasing vacuole formation in several other senescent
epithelial cell types (mammary and prostatic epithelial
cells, data not shown) and in dermal fibroblasts (and
prostatic fibroblasts, data not shown). Although in our
hands the process of senescent fibroblast death seems
very slow, a study by another group has confirmed that
an increase in subcellular modifications corresponding to
autophagy occurs during MRC5 human fibroblast
senescence.®®

Autophagy as a Cell Death Mechanism in
Senescent Keratinocytes?

Autophagy plays a number of different, apparently con-
tradictory, roles. It is the normal mechanism for the turn-
over of long-lived proteins and organelles. It is also a
survival process induced to enable cells to resist nutrient
deprivation, and it can evolve toward cell death when the
cytosol and organelles are excessively degraded.®®~*'
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The increased autophagic activity we have evidenced in
senescent cells might thus play a role other than in cell
death. What are the arguments in favor of a role of auto-
phagy in the death of senescent keratinocytes?

First of all, we show that when the initial phases of
autophagy are blocked with 3-methyladenine, the death
of senescent cells is delayed. Moreover, if the acidifica-
tion required for the final degradation of cell components
is blocked, autophagic vacuoles full of debris accumu-
late inside corpses.

Secondly, we show by fluorescence and electron mi-
croscopy that dying senescent cells acquire a particular
intracellular organization. The cytokeratin network devel-
ops and partitions the cell into two main areas, a cortical
one devoid of organelles and a central one in which are
concentrated a huge quantity of autophagic vacuoles,
most of the mitochondria, and the nucleus. We assume
that nuclei and mitochondria could be degraded therein.
This is supported by the altered morphology of the nuclei
and mitochondria in this area, by the level and type of
DNA degradation, and by our Western blot analysis
showing that numerous mitochondrial and nuclear pro-
teins are lacking in the subpopulation comprising adher-
ent senescent cells and floating dead cells. Autophagic
elimination of nuclei has been poorly studied, as regards
both its mechanism and its inducers, except in yeast
where nuclei appear to be degraded by so-called piece-
meal microautophagy.*® The nuclei of senescent cells
could be targeted for autophagy because their DNA is
broken, since inhibition of DNA-PK, a nuclear kinase
involved in DNA-break signaling, sensitizes to autoph-
agy,*® suggesting that persistence of damaged DNA can
activate the autophagic process. Similarly, both an in-
crease in Beclin-1 expression and an increase in auto-
phagic programmed cell death occur following treatment
with the DNA-damaging agent etoposide.** Furthermore,
DNA damage has been shown to accumulate in cancer
cells deficient in autophagy.*®

The elimination of a large quantity of mitochondria may
also be crucial to rendering autophagy lethal. The mito-
chondria of senescent cells are damaged. This may ac-
tivate their massive autophagic elimination, as shown in
the case of nerve growth factor-deprived neurons.*® Sur-
prising is the increased number of mitochondria during
senescence despite the damage these organelles un-
dergo. Such an increase has already been documented
in MRC5 fibroblasts following H,O.-induced premature
senescence.*’ Also surprising is the lack of cytochrome
C and AIF release from the damaged mitochondria. Ac-
tually, cytochrome C and AIF are probably released but,
as suggested by Lemasters et al,*® sequestration of the
mitochondria in autophagic vacuoles would prevent them
from diffusing toward the cytosol and nucleus, and hence
from exerting their activity as apoptosis-inducing factors.

The last argument concerns Beclin-1 expression. This
might be a key determinant of the switch from autophagy
as a vital process of cell component turnover to autoph-
agy as a lethal process. Unlike autophagy induced by
serum or amino acid deprivation that involves beclin-1
but without any increase in expression, autophagic pro-
grammed cell death induced by etoposide appears to be

© 2012 Tous droits réservés.

Thése d'Emeric Deruy, Lille 1, 2011

Senescent Cell Death 433
AJP February 2009, Vol. 174, No. 2

associated with an increase in Beclin-1 expression.** We
show here that Beclin-1 expression is induced at the
presenescence stage, supporting the notion that autoph-
agic cell death could follow.

A contrario, it has been suggested that senescent cells
die because of a decreased ability to digest and evacu-
ate the content of autophagic vacuoles.*® Our videomi-
croscopic recordings and flow cytometric analyses show
that senescent cells retract during their death process. If
they died because of an inability to evacuate damaged
components, they should instead continue to increase in
size. Our videomicroscopic recordings also show that
dying senescent cells do evacuate some dense material,
probably corresponding to the non-degradable content
of their autophagolysosomes. This suggests that the au-
tophagic process is functional in senescent cells until
late. Moreover, our electron micrographs show that the
autophagic vacuoles accumulating in senescent cells are
functional, since most of them contain only small pieces
of degraded material. In contrast, when the degradation
process is blocked with bafilomycin, these vesicles retain
more material.

Senescent Cells Do Not Die by Apoptosis

We additionally show here that senescent cells do not die
by apoptosis. This is supported by the morphology of the
corpses appearing during senescence, which differ
markedly from apoptotic bodies. This is also supported
by the lack of several apoptotic markers in senescent
cells or corpses observable at the senescence plateau.
Furthermore, caspase inhibitors have no effect on the
kinetics of senescent-cell death. Our conclusion is en-
tirely consistent with the apoptosis-resistance of senes-
cent cells, an unpopular fact that is nevertheless clearly
established for several cell types and several apoptosis
inducers.*°~%3 Other groups have examined whether se-
nescent cells die by apoptosis, and conflicting results
have been published. In one study, senescent fibroblasts
appeared caspase-3 positive, with only 2% of them
showing other typical apoptotic changes.®* In another
study comparing human umbilical vein endothelial cells
(HUVECSs) with fibroblasts, senescent HUVECs displayed
many signs of apoptosis but senescent fibroblasts did
not.®® The authors associated the death of HUVECs with
the generation of oxidative stress during senescence®®
and proposed that fibroblasts do not die by apoptosis
because they are more resistant to oxidative stress than
HUVECs.®” A study focusing on keratinocytes con-
cluded, in accordance with our results, that apoptotic
cells are a minority subpopulation and that their number
does not change with passaging.®®

Implications for Aging and Tumorigenesis

An interesting question is whether autophagy is involved
in the death of senescent cells in vivo during aging, as it
is in culture. The sole established universal marker of
senescence, SA-B-Gal activity,®® increases in the course
of normal human and mouse aging.®°~%2 Since a lysoso-
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mal hydrolase has been shown to exert this activity,®® this
indicates that the autophagic activity of the cells in-
creases during aging. Similarly, lipofuscin, the well-
known marker of aged skin, has been shown to accumu-
late with advancing age inside autophagic vacuoles, as
an aggregate of proteins having reacted with lipid per-
oxidation end-products.®* This also supports the notion
that autophagic activity increases with age. Therefore,
one might speculate that during aging, most altered cells
might die by autophagy.

Understanding the death pathway of senescent cells
may be a key to understanding the relationship between
aging and cancer. It is widely recognized that the ap-
pearance of apoptosis resistance is an important event in
neoplastic transformation. The same might apply to re-
sistance to autophagic cell death. There is evidence
already that autophagy is down-regulated in cancer cells.
Beclin-1 is often mono-allelically deleted in various car-
cinomas®® and its heterozygous disruption in mice
causes spontaneous tumors.®®%® The tumor suppressor
phosphatase and tensin homolog, which rivals p53 as the
most frequently mutated gene in human cancer,®” pro-
motes autophagy in HT-29 colon cancer cells by blocking
the Akt survival pathway, and mutations in phosphatase
and tensin homolog result in inactivation of autophagy
and tumor formation.®® One might thus speculate that
during aging, some cells escape autophagic cell death to
evolve into long-lived transformed cells. Once formed,
however, cancer cells might use autophagy in the oppo-
site way, for example to survive under nutrient deprivation
resulting from limited angiogenesis.®®
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Supplemental Figure S3: Toxicity of 3-MA and Bafilomycine

Cells at the exponential growth phase were treated by 3-MA 5mM or its diluent
(H20) or Bafilomycine A1 5nM or its diluent (DMSO). Toxicity was evaluated by
counting every day trypan blue-positive cells

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése d'Emeric Deruy, Lille 1, 2011

Supplemental Figure S4: Bafilomycine induces an accumulation of
autophagic vacuoles

Cells at the end of the growth phase were treated (b, ¢ and d) or not (a) by
Bafilomycin A1 5nM and analyzed by TEM. Bafilomycin-treated cells are full of
autophagic vacuoles (b) which contain numerous various debris (b, ¢ and).
Some of these autophagic vacuoles contain elements resembling a
mitochondrion with a double membrane (d). N=nucleus, n=nucleolus,
m=michondrion.
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Pantie 2 : Sénescence et mont cellulaire par autophagie

L’augmentation d’expression de la manganeése superoxyde dismutase est

responsable de la mort des kératinocytes sénescents par autophagie

L’équipe a montré en 2004 que la sénescence des kératinocytes est causée par le
stress oxydant, principalement par le peroxyde d’hydrogéne résultant de 'augmentation

142

d’expression de la MnSOD “*“. Nous avons donc cherché a déterminer le role potentiel

de cette voie dans I'activation de la mort par macroautophagie associée a la sénescence.

Sachant désormais distinguer les cellules mourantes du reste de la population
sénescente, nous avons dans un premier temps montré qu’elles présentent de
nombreux dommages oxydants (8-OH-G, ponts AIP) dans leurs noyaux et mitochondries,
notamment lorsqu’ils sont présents dans la zone centrale, c’est a dire a proximité des

vésicules autophagiques.

Pour confirmer l'impact du stress oxydant sur l'induction de la mort par
autophagie, des kératinocytes en croissance exponentielle ont été induits en sénescence
prématurée par surexpression adénovirale de la MnSOD ou traitement au peroxyde
d’hydrogéne. Comme pour la sénescence normale, l'induction prématurée de la
sénescence s’accompagne de I'accumulation de cellules mourantes dans les cultures.
Ces cadavres ont la morphologie typique de ceux précédemment décrits lors de la
sénescence normale, a savoir réfringents en microscopie a contraste de phase,
s'arrondissant et généralement isolés des cellules voisines. Nous avons ensuite
recherché la présence de lysosomes dans les cadavres par marquage au Lysotracker
dans le but de déterminer si cette mort s’"accompagne également d’une augmentation
de l'activité macroautophagique. L'analyse de ces marquages par microscopie et
cytométrie en flux confirmera alors que cette mort associée a la sénescence induite par
le H,0, s’accompagne de l'accumulation de vésicules acides autour du noyau. Ces
résultats ont pu étre confirmés par I'expression de la protéine de fusion Atg8/LC3B
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couplée a une eGFP et une mRFP en N-Terminal . Nous avons alors pu conclure que,

comme pour la sénescence spontanée, la sénescence induite par traitement au H,0,
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s’accompagne de I'accumulation d’autolysosomes (rouge), que I'on retrouve concentrés

autour du noyau altéré dans les cadavres autophagiques.

Pour valider définitivement le réle central des ROS dans I'activation de la mort
par macroautophagie, des NHEKs induits en sénescence par traitement au H,0, ont été
traités avec la 3-méthyladénine ou transfectés par des siRNA ciblant spécifiquement
I’expression de Atg5 (essentiel aux étapes précoces de la macroautophagie). Dans ces
deux conditions, I'inhibition de la macroautophagie repousse |'apparition des cadavres
dans les cultures. De plus, un traitement des cellules sénescentes normales (triées par
FACS) avec la catalase (qui réduit le H,O, en H,0) est efficace pour diminuer I'apparition

de cadavres.

Ces travaux concernant le role du stress oxydant lors de I'induction de la mort
des NHEKs sénescents par macroautophagie font I'objet de [l'article n°3: MnSOD

upregulation induces autophagic programmed cell death in senescent keratinocytes.
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MnSOD Upregulation Induces Autophagic Programmed
Cell Death in Senescent Keratinocytes
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Abstract

Senescence is a state of growth arrest resulting mainly from telomere attrition and oxidative stress. It ultimately leads to cell
death. We have previously shown that, in keratinocytes, senescence is induced by NF-kappaB activation, MnSOD
upregulation and H,O, overproduction. We have also shown that senescent keratinocytes do not die by apoptosis but as a
result of high macroautophagic activity that targets the primary vital cell components. Here, we investigated the
mechanisms that activate this autophagic cell death program. We show that corpses occurring at the senescence plateau
display oxidatively-damaged mitochondria and nucleus that colocalize with autophagic vacuoles. The occurrence of such
corpses was decreased by specifically reducing the H,O, level with catalase, and, conversely, reproduced by overexpressing
MnSOD or applying subtoxic doses of H,0,. This H,O-induced cell death did occur through autophagy since it was
accompanied by an accumulation of autophagic vesicles as evidenced by Lysotracker staining, LC3 vesiculation and
transmission electron microscopy. Most importantly, it was partly abolished by 3-methyladenine, the specific inhibitor of
autophagosome formation, and by anti-Atg5 siRNAs. Taken together these results suggest that autophagic cell death is
activated in senescent keratinocytes because of the upregulation of MnSOD and the resulting accumulation of oxidative
damages to nucleus and mitochondria.
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Introduction

In vivo as in vitro, normal human cells have a limited lifespan. After
having performed a certain number of divisions, they enter a special
state termed senescence [1] which is the consequence of both the
telomere erosion occurring at each replication cycle and of oxidative
damages which increase with time. Senescent cells are cell-cycle
arrested and display numerous morphological, metabolic and genetic
changes [2,3]. Recently, it was shown by us and others that senescence
1s associated with an increase in macroautophagic activity [4-6].

The macroautophagic process, here referred as autophagy,
starts by encircling a damaged cell component inside a double
membrane. The autophagosome resulting from the closure of this
membrane then fuses with endosomes and lysosomes to form an
autophagolysosome, inside which the sequestered material is
submitted to an acidic pH and to the activity of various hydrolytic
enzymes. The recognition of the altered material, and the
formation, migration and fusion of the autophagic vacuoles at
different stages involve about thirty Atg genes [7-9].

We have shown that the autophagic activity associated with
senescence of normal human epidermal senescent keratinocytes

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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(NHEKS) occurs at a so high level that it targets the main vital cells
components and ultimately leads to cell death [4]. The dying
senescent keratinocytes are characterized by an accumulation of a
huge quantity of autophagic vacuoles and a particular intracellular
organisation. Their cytokeratin network develops to form a cage
that partitions the intracellular space in two areas: a cortical one
completely devoid of organelles and a central one in which are
concentrated mainly all the organelles including the nucleus and
all the autophagic vacuoles. The nuclei and mitochondria
localized in this central area display various degrees of morpho-
logical damages, suggesting they are degraded therein [4].

Since escaping senescent-cell death could be a requisite step in
neoplastic transformation, it is important to establish which the
inducers of the autophagic programmed cell death encountered by
senescent cells are. The purpose of this study was hence to analyse the
type of damages undergone by senescent cells and to investigate
whether these damages are responsible for the activation of the
autophagic process at a lethal level. We had established in a previous
work that keratinocyte senescence partly results from an accumula-
tion of hydrogen peroxide (HyOy) due to the up-regulation of
MnSOD by NIF-kappaB transcription factors. MnSOD 1is a
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mitochondrial redox enzyme that dismutates Oy~ in HyOo; hence,
since HyOo-degrading enzymes such as catalase or glutathione
peroxidase are not upregulated during keratinocyte senescence in
coordination with MnSOD, the increased MnSOD expression leads
to HyOg accumulation [10]. Here, we hypothesized and demonstrate
that, in addition to be involved in the establishment of the senescent
phenotype itself, this HyO9 accumulation sufficiently damages nuclei
and mitochondria to target them for massive autophagic elimination,
hence leading to the death of senescent cells.

Methods

Cell culture

Normal human epidermal keratinocytes (NHEK) were purchased
from Clonetics (CC-2501). We used cells from 6 different female
donors of different race and age. Cells were obtained anonymously
and informed consent of each skin donor was obtained by the
supplier. Cells were grown at 37°C in an atmosphere of 5% COy in
the KGM-2 BulletKit medium consisting of modified MCBD 153,
with 0.15 mM calcium, supplemented with bovine pituitary extract,
EGFT, insulin, hydrocortisone, transferrin and epinephrin (CC-3107,
Clonetics). Such a serum-free low-calcium medium was shown to
minimize keratinocyte terminal differentiation [11]. In all experi-
ments, cells were seeded as recommended by the supplier at
3500 cells/cm?. When necessary, they were split at 70% confluence.
The number of population doublings (PD) was calculated at each
passage by means of the following equation: PD =In(number of
collected cells/number of plated cells)/In2.

Western-blotting

Cells were lysed in the following solution: Hepes 27.5 mM pH 7.6,
urea 1.1 M, NaCl 0.33 M, EGTA 0.1 M, EDTA 2 mM, KCI
60 mM, DTT 1 mM and NP40 1.1%. The total protein concentra-
tion was measured with the Bio-Rad protein assay. Proteins were
resolved by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes
(Hybond-C extra, Amersham). Equal loading was verified after a
Ponceau Red coloration of the membranes. Primary antibody used
was an anti human MnSOD sheep IgG (Calbiochem), anti human
Atgb rabbit antibody (Cell Signalling) or anti human GAPDH mouse
monoclonal antibody (Chemicon International). Secondary antibodies
used were peroxidase-conjugated (Jackson ImmunoResearch Labora-
tories). Peroxidase activity was revealed using a ECL (enhanced
chemiluminescence) or ECL advance kit (Amersham Biosciences).

Immunofluorescence

For detection of MnSOD, AIP bridges and LAMPI, cells were
fixed with 4% paraformaldehyde in PBS, permeabilized with 0.2%
Triton-X100. For 8oxoG immunodetection, cells were fixed in 4%
paraformaldehyde for 15 mn at 4°C, dehydrated in 70% and 95%
methanol for 3 mn followed by 99% methanol for 30 mn at
—20°C. Finally cells were rehydrated by 3 mn incubation at
—20°C in 95% and 70% methanol, and washed 3 times in PBS.
Slides were incubated with a primary antibody: anti-MnSOD
(Chemicon), anti-8oxoG (Trevigen), anti-LAMP1 (Santa Cruz)
and anti-AIP that are mouse monoclonal antibodies produced by
[12]. Cells were then washed 3 times with PBS and incubated with
the secondary antibody: Rhodamine Red-conjugated anti-Mouse
IgG or Rhodamine Red-conjugated anti-Rabbit IgG (Jackson
ImmunoResearch Laboratories). Nuclei were stained by Hoechst
33258 at 1 pg/ml for 3 mn.

Fluorescent co-staining of mitochondria and lysosomes
Lysotracker green and Mitotracker red were from Molecular
Probes. Living cells were incubated with Lysotracker green directly
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added in the cell culture medium at 37°C at 100 nM for 2 hrs, or
with Mitotracker red at 25 nM for 30 mn. Nuclei were stained
with the vital Hoechst 33342 at 1 pg/ml for 10 mn at 37°C.

Transmission electron microscopy

Cell pellets were fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.4 for at least 30 min at 4°C.. After fixation,
the specimens were thoroughly washed in 0.1 M cacodylate buffer
and then postfixed with 1% osmium tetroxide in the same buffer
for 1 h at room temperature, stained en bloc with 2% uranyl acetate
in distilled water for 15 min, dehydrated in graded acetonitrile,
and embedded in Epon. Ultrathin sections (80-100 nm thick)
mounted on 150-mesh grids were stained with 2% uranyl acetate
solution and Reynolds lead citrate solution [13]. The electron
micrographs were taken with a Hitachi H600 electron microscope
at 75 kV.

SA-beta-Galactosidase assays
SA-beta-Gal assays were performed as described by Dimri [14].

Annexin-V assays
Cells were processed with an Annexin-V-Alexa 568 kit (Roche,
Calbiochem) according to manufacturer’s recommendations.

Flow cytometry measurement of ROS levels

ROS levels were measured using non-fluorescent Ho-DCFDA
(2',7'-dichlorofluorescein diacetate) (D399, Molecular Probes)
which diffuses across membranes and is oxidized to fluorescent
DCF. Cells were rinsed in PBS, incubated with Ho-DCFDA
diluted in medium at 5 uM for 30 min at 37°C. After that, cells
were washed, trypsinized, and re-suspended in pre-warmed PBS at
37°C. They were analyzed for forward and side scatter factor

values and fluorescence intensity using a flow cytometer (Coulter
EPICS XL-MCL) with FITC filters. The results were analyzed
with the WinMDI 2.9 software.

Flow cytometry measurement of acidic vesicles

Acidic vesicles levels were measured using Lysotracker green
(Molecular Probes). Cells were incubated with Lysotracker directly
added in the cell culture medium at 37°C at 200 nM for 15 min.
After that, cells were washed, trypsinized, and re-suspended in pre-
warmed PBS at 37°C. They were analyzed for forward and side
scatter factor values and fluorescence intensity using a flow
cytometer (Coulter EPICS XL-MCL) with FITC filters. The
results were analyzed with the WinMDI 2.9 software.

Flow cytometry sorting of senescent cells. Antioxidant
treatment

NHEKs were analyzed on a BD FACS Aria and the
subpopulation with the ad hoc forward and side scatter factor
values was electrostatically sorted in air, collected in complete
culture medium and put again in culture. After plating, cells were
treated either by Catalase (Sigma, C1345) or PEG-catalase (Sigma,
(C4963) diluted in PBS and directly added in the culture medium
at different final concentrations.

Adenoviral vector encoding MnSOD

The human MnSOD ¢DNA was obtained after retrotranscrip-
tion, amplified by PCR and inserted into the pcDNA3.1 as
previously described [15]. The MnSOD cDNA was then digested
by EcoRI and inserted into the pAdCMV2 vector between the
Xbal sites after filling with Klenow polymerase. Recombinant
adenovirus vectors (AdMnSOD) were obtained by homologous
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recombination in E. coli BJ5183 as described in [16] (details are
available on request). Viral stocks were amplified after infection of
N52.E6 cells [17]. Recombinant adenoviruses were purified using
ViraBind Adenovirus purification kit (Cell Biolabs Inc., San Diego,
CA) and titrated using Adeno-X rapid titer kit (BD Biosciences
Clontech, Palo Alto, CA, USA). Cells were infected by adding
virus stocks directly to the culture medium at an input multiplicity
of 200 viral particles/cell.

Inhibition of autophagy by RNA interference

NHEK at exponential growth phase were plated at 70,000 cells
per well in six-well plates. The day of transfection, culture media
were renewed and siRNA mixtures prepared using PrimeFect
siRNA Transfection Reagent diluted 1/100 in PrimeFect diluent
(purchased from Lonza) and incubated 15 minutes at room
temperature before adding to cells. Inhibition of Atg5 expression
was performed using 25 or 50 nM of a pool of 4 siRNA
(siIGENOME SMARTpool, Dharmacon - GGAAUAUCCUG-
CAGAAGAA - CAUCUGAGCUACCCGGAUA - GACAAGA-
AGACAUUAGUGA - CAAUUGGUUUGCUAUUUGA). Con-
trol transfection was performed using a non targeting siRNA pool
(siCONTROL Non Targeting siRNA Pool # 2, Dharmacon).
Transfections were stopped after 24 hrs by adding fresh culture
medium.

Cell transfection with the mRFP-GFP-LC3 vector

NHEK at exponential growth phase were treated twice by
50 uM HyOy at 48 hrs interval and then electroporated with the
mRFP-GFP-LC3 [18] or the mRFP-GFP control vector using the
Neon transfection system (Invitrogen) according to supplier
recommendations. Briefly, 80,000 cells were suspended in 10 pL
of R buffer containing 1 ug of plasmid and the electroporation was
performed by 2 pulses at 1400 V for 20 ms. After electroporation,
cells were plated in complete culture medium on microscopic
slides. Forty eight hrs later, they were stained by Hoechst 33342 at
1 pg/ml for 10 mn at 37°C, mounted in PBS without any fixation,
and analyzed under a confocal microscope (LSM710, Zeiss).

Ethics statement

Human cells used in this study provide from people whose
informed consent was obtained by the cell supplier (Clonetics)
Cells were obtained anonymously. No ethics approval was
necessary for the experiments performed therein.

Results

Senescent keratinocytes and corpses at the senescent
plateau display altered mitochondria and nuclei that
colocalize with autophagic vacuoles

To study the inducers of senescent-cell death by macroauto-
phagy, we used normal human epidermal keratinocytes (NHEKS).
As we have shown in previous studies, NHEKSs cultured in vitro
reach a senescence growth plateau after 15-25 population
doublings (PDs). At this plateau most of the cells display all the
characteristics of senescence: senescence-associated beta-galacto-
sidase activity at pH 6, upregulation of the CKI p16™"* a 5- to
100-fold larger size than young cells, numerous dense particles
(probably protein aggregates), several vacuole-like structures of
different sizes, and about 20% of polynucleation [4,10]. A flow
cytometry analysis of AnnexinV- and Propidium Iodide-staining
revealed that about 20% of cells at the senescence plateau are
dying cells or corpses [4]. Microscopically, they are characterized
by their round shape and the presence of a central area that was
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demonstrated by transmission electron microscopy to be delineat-
ed by a keratin cage and to be full of autophagic vacuoles [4].

In order to make a first investigation of the nuclear damages
that could contribute to the induction of autophagic programmed
cell death in senescent NHEKSs, we performed a Hoechst staining
at the senescence plateau. Nuclei of senescent cells are often larger
than that of young cells and their chromatin organisation can
appear slightly altered (Figure 1). In corpses, the nuclei found in
the central area always display a damaged chromatin and are
often deformed (Figure 1).

We also investigated damages to mitochondria in senescent cells
and corpses by performing an immunofluorescence against
MnSOD, a mitochondrial matrix enzyme. In cells at the
exponential growth phase, MnSOD antibodies stained discreet
small sticks or vesicles, the typical appearance of mitochondria.
With increasing population doublings, the stained structures tend
to increase in number, in size, to vesiculate and to delocalize
toward the nucleus. In corpses, almost all the stained structures
were concentrated inside the central area (Figure 2A). A
transmission electron microscopy analysis confirmed the alteration
of mitochondria in senescent cells which displayed very dense and
thickened cristae (Figure 2B).

To confirm the final colocalisation of damaged nuclei and
mitochondria with autophagic vacuoles inside the central area of
corpses, we performed a triple staining with Hoechst, Mitotracker
(a permeant probe that fluoresces in mitochondria upon oxidation)
and Lysotracker (a permeant probe that fluoresces in the acidic
organelles). The analysis revealed that the three stainings indeed
colocalize inside a central area (Figure 3), suggesting that the
damaged nucleus and mitochondria are addressed to the central
area and are degraded therein by macroautophagy.

Mitochondria and nuclei of corpses display oxidative
damages

Since oxidative stress is recognized as a main cause of
senescence, we postulated that it could lead to the mitochondrial
and nuclear damages we evidenced and, hence, to the induction of
their degradation by macroautophagy. We therefore searched for
the presence of oxidative damages in mitochondria and nuclei of
corpses at the senescence plateau. We focussed first on 8-oxo-
guanines (8oxoG), the main form of oxidized base that can be
detected in nuclear or mitochondrial DNA, as well as in the free
nucleotides pool [19]. The quantity of 8oxoG-immunopositive
cells dramatically increased from about 3% in cultures at the
exponential growth phase to about 20% at the senescence plateau
(Figure 4). In senescent cells, the fluorescence was mainly localized
on cytoplasmic punctuated structures clustered around the
nucleus, probably the damaged mitochondria (Figure 4B and C).
In corpses, some staining was observed in the central area both on
the nucleus when it appeared damaged, as well as on smaller
components, probably damaged mitochondria (Figure 4D).

We also examined l-amino-3-iminopropene (AIP) bridges, an
oxidative damage resulting from the reaction of primary amino
groups of proteins with malondialdehyde, an end product of lipid
peroxidation [12]. Almost all cells in senescent cultures were AIP-
positive (Figure 5). The staining was mainly localized in nuclei and
also on punctuated cytoplasmic structures, probably mitochondria
(Figure 5B and C). In corpses, the nuclei kept outside the central
area were AIP-positive, whereas those inside the central area were
negative (Figure 5C and D), suggesting that AIP bridges are
enzymatically degraded in the central area.

Taken together, these results indicate that mitochondria and
nuclei of senescent cells are indeed affected by oxidative damages.
They are found in this state inside the central area of corpses in
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Hoechst

Figure 1. Nuclear damages in senescent keratinocytes and corpses. NHEKs at the exponential growth phase or at the senescence growth
plateau were fixed, stained with Hoechst and observed under circular dichroism plus epifluorescent microscopy. Senescent keratinocytes display
altered chromatin and are often polynucleated. Corpses are characterized by the presence of a central area always containing a much damaged
nucleus. Images are representative of all the senescent cells and corpses visible at the senescence plateau of different cell donors. Scale bar=20 uM.

doi:10.1371/journal.pone.0012712.9001

close contact with autophagic vacuoles, suggesting that autophagic
programmed cell death of senescent cells could be initiated as a
result of their oxidative damage.

Autophagic programmed cell death is initiated in
senescent keratinocytes by MnSOD overexpression and
H,0, accumulation

To further demonstrate that autophagic cell death is induced in
senescent cells following their oxidative damage, we provoked an
oxidative stress in young cells that mimics that occurring during
senescence and examined whether it induces autophagic cell
death. We had previously established that the oxidative stress
associated with NHEK senescence results from an activation of
NTF-kappaB transcription factors, that upregulate the expression of
the manganese superoxide dismutase (MnSOD), a mitochondrial
enzyme of the redox control, whose increased activity leads to
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increased hydrogen peroxide (HyOy) production [10]. Figure 2A
confirms the accumulation of MnSOD in senescent cells versus
young ones, and indicates in addition that MnSOD is also highly
expressed in corpses. The accumulation of ROS in senescent cells
was confirmed by a flow cytometry analysis using Ho-DCFDA, a
cell permeant fluorigenic probe that fluoresces upon oxidation
(Figure S1).

To assay the importance of this pathway in the induction of
autophagic senescence-cell death, we overexpressed MnSOD in
NHEKSs at the exponential growth phase using an adenoviral
vector (AdMnSOD), and we monitored the occurrence of
senescence and autophagic cell death. Three days after infection,
AdMnSOD-infected cells undergone a premature senescence
growth plateau (Figure 6A), and from 4 days onwards, we
observed cells with signs of autophagy, and corpses similar to those
observed during normal senescence (Figure 6B). An immunoflu-
orescence against MnSOD revealed that premature senescent cells
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Figure 2. Mitochondrial damages in senescent keratinocytes and corpses. (A) NHEKs at the exponential growth phase or at the senescence
plateau were immunostained with anti MnSOD antibodies. In almost all senescent cells, the stained structures (the mitochondria) are vesiculated and
agglutinated in the vicinity of the nucleus. In corpses, the stained structures are concentrated in the central area which also contains the altered
nucleus. Scale bars =40 uM. (B) NHEKs at the exponential growth phase or at the senescence plateau were trypsinized and prepared for transmission
electron microscopy. Details of mitochondrial morphology are shown. In young cells at the exponential growth phase, mitochondria have a normal
morphology, whereas those of senescent cells display very dark and thickened cristae. Scale bars=0.25 uM.
doi:10.1371/journal.pone.0012712.g002

and corpses express MnSOD at a very high level (Figure 6D). In indicated by a Lysotracker staining (Figure S2), intracellular
corpses, most of the MnSOD staining was included into the Annexin-V staining (Figure S3A), 8-oxoG (Figure S3B) and AIP
central area (Figure 6D). These MnSOD-induced senescent cells bridges (Figure S3C) similar to those of normal senescent NHEKs

and corpses contained a huge quantity of acidic vacuoles as and corpses.
). PLoS ONE | www.plosone.org 5 September 2010 | Volume 5 | Issue 9 | e12712
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Figure 3. Corpses contain a central area in which mitochondria, nucleus and acidic vacuoles are colocalized. NHEKs at the senescence
plateau were triply stained with Mitotracker (red), to stain mitochondria, Lysotracker (green), to stain the acidic organelles (including autophagic
vacuoles), and Hoechst (blue) to stain nuclei. A representative image of the staining of corpses is given at high magnification (scale bar=20 um). The
three stainings co-localize within a central area. The rest of the cell, visible as background in the Mitotracker image, is devoided of any mitochondria
or acidic organelles. Note that the Lysotracker staining is vesiculated, as expected, and that the nucleus of the corpse is much damaged.

doi:10.1371/journal.pone.0012712.g003

To confirm these results and to support a direct role of HyOq
in the induction of autophagic cell death of senescent cells, we
directly treated NHEKSs at the exponential growth phase with
30 to 60 uM HyO,. This treatment induced from 3 days
onward a growth arrest (Figure 7A), the appearance of the SA-
beta-Gal marker (Figure 7B), and phenotypes morphologically
resembling senescence, with large and spread cells, signs of
autophagy with numerous vacuoles and corpses with a
refringent central area (Figure 7C). We compared the
morphology of these HyOs-induced corpses with that of those
normally occurring at the senescence plateau by performing an
analysis by circular dichroism microscopy and Lysotracker
staining. Corpses occuring in both conditions appeared
completely similar, with the same load in and distribution of
acidic vacuoles (Figure 7D). The quantification of the effects of
the HyOy treatment was made by flow cytometry. Cells were
treated by 50 uM HyOy4 and analyzed 3 days later according to
their forward and side scatter values and their Lysotracker
staining. We had previously shown that the subpopulation R1
with the smallest forward scatter and side scatter values
corresponds to normal young living cells, the subpopulation
R2, the largest and most granular, comprises cells with
senescent features, and the subpopulation R3 with a small size
but a high granularity corresponds to corpses with altered
membranes [4]. The analysis shows that the HyO treatment
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increases the subpopulation of cells with senescent features
about 5 fold, and the subpopulation of corpses about 3 fold
(Figure 8). The analysis of the Lysotracker fluorescence
intensity indicates an increase of about 7 fold of the mass of
acidic vacuoles per cell (Figure 8). To make sure that the acidic
vacuoles induced by the HyOs-treatment were autophagic
vacuoles, we performed an analysis by transmission electron
microscopy. This analysis confirmed the presence of numerous
vacuoles in HyOpo-treated cells, that appeared autophagic in
nature because full of various membranous and non-membra-
nous debris (Figure 9). We also used a mRFP-GFP tandem
fluorescent-tagged Atg8/LC3 that enables to see the formation
of autophagosomes by the vesiculation of the green and red
fluorescent staining, and to see the ensuing maturation in
autophagolysosomes by the keeping of the sole red fluorescent
in some vesicles, the GFP being sensitive and the mRFP
resistant to the acidic pH of autophagolysosomes [18]. Cells
were treated twice with HoOy at 48 hrs interval, transfected by
the vector, and their fluorescence was analysed 48 hrs later.
The results indicate that non treated cells display both green
and red vesicles, and the HyOo-treated ones that have become
senescent or dying display vesicles more numerous, aggregated
in the vicinity of the nucleus, and numerous ones redder than
green (Figure 10). Taken together, these results prove that a
H,O, treatment induces an intense and fully active autophagic
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Figure 4. Mitochondria and nuclei of senescent keratinocytes and corpses contain oxidized guanines. NHEKs at the exponential growth
phase or at the senescence plateau were processed for immunodetection of 8-oxo-guanines (8oxoG). Different representative images are given.
Young cells at the growth phase are negative for 8oxoG (A). Cells at the senescence plateau display different staining patterns, according to their
degree of damaging. In senescent cells not much damaged, 8oxoG are mainly localized on punctuated cytoplasmic structures, probably
mitochondria (B). When the nucleus is damaged (as indicated by the presence of a micronucleus), 8oxoG are localized inside the nucleus and on
punctuated cytoplasmic structures aggregated in the vicinity of the nucleus (C). When the cell is obviously dead and display a very much damaged
nucleus inside the central area and another one pushed away by it, 80xoG are localized inside the central area, inside the nucleus itself as well as
inside other punctuated structures (D). Scale bars=30 um. The number of 8oxoG-positive cells (including corpses) was manually counted in 5
random microscopic fields amongst a total of 617 young or 123 senescent cells. Values are the mean percentages of 8-oxoG-positive cells +/— SD.
Since the data are not strictly normally distributed, P values were calculated using both Student and Wilcoxon tests.
doi:10.1371/journal.pone.0012712.9g004
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Figure 5. Mitochondria and nuclei of senescent keratinocytes and corpses contain oxidized lipids and proteins. NHEKs at the exponential
growth phase or at the senescence plateau were processed for immunodetection of amino-imino-propene bridges (AIP). Young cells at the growth phase are
negative for AIP (A). In senescent cells and corpses, AIP are found mainly in the nucleus and in some punctuated cytoplasmic structures (B and C). When the
nucleus is localized in the autophagic central area, the staining disappears (C and D). Scale bars=30 um. The number of cells (including corpses) with AIP-
positive nuclei was manually counted in 5 random microscopic fields amongst a total of 2068 young and 1040 senescent cells. Values are the mean percentages
of cells with AlP-positive nuclei +/— SD. Since the data are not strictly normally distributed, P values were calculated using both Student and Wilcoxon tests.
doi:10.1371/journal.pone.0012712.g005

flux, associated with senescence and cell death. We finally normal senescent cells and corpses, i.e. a membrane permea-
checked that HyOs-induced senescent cells and corpses do bilisation revealed by an intracellular Annexin-V staining
displayed oxidative damages similar to those observed in (Figure S4), 8-oxoG (Figure S5A) and AIP bridges (Figure S5B).
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Figure 6. Overexpression of MnSOD induces premature senescence and autophagic cell death. NHEKs at the exponential growth phase were
infected or not with an adenovirus encoding MnSOD (AdMnSOD) by directly adding virus particles in the culture medium at an input multiplicity of 200
viral particles/cell. (A) Growth curve of control and infected cultures. (B) Observation by phase contrast microscopy of the morphology of control and
infected cells. Note that almost 100% of infected cells display a senescent-like morphology with spreading and polynucleation. One cell in the centre of
the field resembles an autophagic corpse with a refringent central area (arrow). (C) Control of MnSOD expression in infected cells by western-blotting. (D)
Immunofluorescence against MnSOD on AdMnSOD-infected cells. Amongst cells of an islet, cells expressing MnSOD at the highest level have either a
marked senescent phenotype (a), a dying phenotype (b) or are already a corpse (c). Scale bars=40 puM.

doi:10.1371/journal.pone.0012712.g006
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Figure 7. H,0, induces premature senescence and signs of autophagic cell death. (A) NHEKs at the exponential growth phase were treated or not
with 30 or 60 uM H,0, for 2 hrs every 72 hrs. Cells were counted at different time points during the treatment in four independent wells, and the cumulative
numbers of doublings were calculated using the mean of cell counts. (B) SA-beta-Gal assays were performed on control and 30 uM H,O,-treated cells at day 8.
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SA-beta-Gal-positive cells were counted in 4 microscopic fields. Results are given as means +/— SD of all field counts. Since the data are not strictly normally
distributed, P values were calculated using both Student and Wilcoxon tests. They respectively equal 0.03 and 0.028. (C) Cells were observed under phase
contrast microscopy. The images illustrate control and 30 uM H,O,-treated cell morphologies at day 8. Note the presence in H,O,-treated cultures of large
senescent cells (arrow) and corpses (arrowhead). Scale bars =20 pM. (D) NHEKs at the exponential growth phase were treated with 50 uM H,0, and analyzed
three days later by Lysotracker staining and microscopic analysis in comparison with cells at a normal senescence plateau. The corpses induced by the H,0,
treatment were similar to the normal ones occurring at the senescence plateau regarding their morphology under circular dichroism (CD) and their Lysotracker
staining. The Lysotracker staining concentrates in the central area of corpses. Scale bars=30 uM.

doi:10.1371/journal.pone.0012712.g007

Taken together, these results indicate that mimicking the To definitely prove that the cell death following senescence
MnSOD>H,0, pathway that contributes to senescence in keratino- induced by oxidative stress is driven by autophagy, we checked
cytes resumes senescence-associated oxidative damages and autoph- whether cell death level or time course could be affected by
agic programmed cell death. autophagy inhibitors. We used 3-methyladenine (3-MA), an
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Figure 8. Quantification of the effect of the H,0,-treatement by flow cytometry and Lysotracker staining. NHEKs at the exponential
growth phase were treated with 50 uM H,0, and analyzed three days later by Lysotracker staining. (Left panel) Flow cytometry analysis of the cell
population plot for forward factor (FS, indicative of size, in X) and side scatter factor (SS, indicative of granularity, in Y). (Middle panel) Quantitative
analysis of the evolution of the subpopulations upon the H,O, treatment using the WinMDI software. (Right panel) Measure of the intensity of the
Lysotracker staining (FITC, in X) of the all population. The mode values of the fluorescence intensity are given.
doi:10.1371/journal.pone.0012712.9g008
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Figure 9. Ultrastructure of H,0,-induced senescent cells. NHEKs at the growth phase were treated with 50 uM H,0, and processed 72 hrs
later for transmission electron microscopy. (a) Control non treated cells. (b) H,O,-treated cells. N: nucleus, N*: deformed nucleus with less
heterochromatin, k: cytokeratin network encircling the nucleus and the autophagic vacuoles. Scale bars=5 pM. (c) Detail of autophagic vacuoles

found in H,O,-treated cells. Scale bars=0.4 uM.
doi:10.1371/journal.pone.0012712.g009

inhibitor of the class III phosphatidylinositol 3-kinase (class IIT PI3K)
complex involved in initial autophagosome formation [20], and
Bafilomycin Al an inhibitor of the H" pump [21] that decreases the
fusion of autophagosomes with lysosomes and the efficacy of
digestion inside autophagolysosomes [22]. Because oxidative stress is
also able to induce apoptosis, we also included in this assay zVAD,
the specific caspase inhibitor. NHEKSs at the exponential growth
phase were treated by 50 pM HyOy until almost 100% cells were
senescent (after 48 hrs). Then, cells were either kept untreated or
treated by 3-MA, Bafilomycin Al, z-VAD, or DMSO (the diluent of
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z-VAD and Bafilomycin Al). The treatments were repeated twice at
48 hrs intervals in order to enrich in corpses. Typical corpses with a
refringent central area were counted under microscopic observation
at the different time points. Their number increased with time in
control cultures as well as in cultures treated with z-VAD. The
number of corpses was significantly lower in cultures treated with 3-
MA at 5 and 8 days of treatment (Figure 11A). These results suggest
that NHEKs treated by 50 uM HyO, die by autophagic
programmed cell death, not by apoptosis. In cultures treated with
Bafilomycin Al, we observed an accumulation of corpses with a very
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Figure 10. H,0,-induced senescent cells and corpses display a high and fully active autophagic flux. NHEKs at the exponential growth
phase were treated or not twice with 50 uM H,0, at 48 hrs interval and transfected with either the mRFP-GFP-LC3 or the control vector mRFP-GFP
devoided of LC3. Forty eight hrs later, cells were analyzed under a confocal microscope. Non treated cells transfected with the control vector display a
homogenous green (GFP) and red (mRFP) fluorescence. Non treated cells transfected by the mRFP-GFP-LC3 vector display some red and green
vesicles. H,O,-treated cells transfected by the mRFP-GFP-LC3 vector display senescent or corpse features, with damaged nuclei and numerous
vesicles whose majority are redder than green. In corpses, the vesicles are concentrated in the central area. Scale bars=10 uM.

doi:10.1371/journal.pone.0012712.g010

refringent central area (Figure 11A). We have previously demon-
strated by transmission electron microscopy that normal senescent
cultures treated by Bafilomycin Al evolve in corpses completely
congested by numerous autophagic vacuoles, themselves full of
various components incompletely degraded [4]. This accumulation
of non degraded material inside autophagic vacuoles in corpses upon
Bafilomycin Al treatment confirms that the autophagic flux is active
during NHEK autophagic death. Since pharmacological inhibitors
are not completely specific, we performed a supplementary
experiment using siRNA directed against Atg), a protein involved
in the lipidation of Atg8/LC3 [23] and hence in autophagosome
formation. Cells were treated twice with 50 uM H,O, at 48 hrs
interval to induce premature senescence, and 24 hrs later transfected
with anti-Atgb siRINAs or non target siRINAs. The efficacy of stRNA
was checked by western-blotting at day 4 after transfection, and the
accumulation of corpses was quantified by counting under
microscopic observation. Four days after transfection, corpses were
about two fold less numerous in cells transfected by anti-Atg)
siRNAs than in cells transfected by non target siRNAs (Figure 11B),
hence confirming that cell death following HoOs-induced premature
senescence occurs through autophagy.
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Lowering oxidative stress decreases the autophagic
activity and the death of senescent keratinocytes
Finally, to definitely prove that autophagic cell death is
activated in senescent cells in response to oxidative damage, we
examined whether antioxidants could decrease senescent-cell
death rate or kinetics. As antioxidant, we used catalase which
specifically degrades HyOs into HyO. We used either native
catalase since we previously showed that it is able to delay the
NHEK senescence plateau [10] or PEG-catalase, a mono-
methoxy-polyethylene glycol conjugated catalase which is more
efficient because more resistant to protease attacks [24] and able to
bind plasma membranes [25]. In a first series of experiments,
native catalase was applied to a subpopulation of still alive
senescent cells sorted by FACS [4] (Figure 12A) every 24 hrs,
during 4 days, and corpses were counted under a phase contrast
microscope. The percentage of corpses in the non treated cell
population increased about 3.33 fold in 4 days, whereas it
increased only about 1.9 fold in the catalase-treated cell
population, hence representing a 42.9% inhibition of senescent-
cell death (Figure 12A). In a second series of experiments, PEG-
catalase was applied to a total population of NHEKSs at the
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Figure 11. Inhibiting autophagy, but not apoptosis, delays the death of H,0,-induced senescent cells. (A) NHEKs at the exponential
growth phase were treated by 50 uM H,0, until almost 100% cells were senescent (after 48 hrs). Then, cells were either kept untreated for control, or
treated by 3-MA at 5 mM, z-VAD at 20 uM, Bafilomycine A1 at 5 nM or DMSO, the diluent of z-VAD and Bafilomycine A1. Forty eight hours later, the
H,0,-treatment followed by the inhibitor treatment was repeated a second time. (Upper panel) Cells morphologies observed under a phase-contrast
microscope at different time points after the beginning of the inhibitor treatment. Scale bar=50 um. (Lower panel) The number of typical corpses
with a refringent central area was counted under microscopic observation at the indicated time points after the beginning of the inhibitor treatment.
The counts were performed in 20 microscopic fields of two independent culture dishes, each field comprising about 300 cells. The given results are
the mean +/— standard deviation of all counts. Since the data are not strictly normally distributed, P values were calculated using both Student and
Wilcoxon tests. The results are given Figure S6. This experiment is representative of two independent ones. (B) NHEKs at the exponential growth
phase were treated twice by 50 uM H,0, at 24 hrs interval until almost 100% cells were senescent (after 48 hrs). Then, cells were either transfected by
anti-Atg5 siRNAs at 25 or 50 nM or by non target siRNAs at 25 or 50 nM. (Left panel) Western-blot analysis of Atg5 expression at day 4 after
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transfection. The antiAtg5 antibody recognizes the Atg5-Atg12 conjugate. (Right panel) The number of typical corpses with a refringent central area
was counted under microscopic observation at the indicated time points after transfection. The counts were performed in 10 microscopic fields, each
field comprising about 100 cells. The given results are the mean +/— standard deviation of all counts. Since the data are not strictly normally
distributed, P values were calculated using both Student and Wilcoxon tests. The results are given Figure S6. This experiment is representative of

three independent ones.
doi:10.1371/journal.pone.0012712.g011

senescent plateau, and corpses were counted after 24 and 48 hrs.
With that protocol, the inhibition of senescent-cell death was more
efficient (58.7% inhibition) and more rapid (Figure 12B). Both
these experiments demonstrate that senescent-cell death is induced
consequently to HyOy accumulation.

Discussion

Autophagy as a cell death mechanism in senescent
keratinocytes

Macroautophagy is a process involved in proteins and
organelles normal turnover; it is referred as such as constitutive
autophagy. It is also a survival process induced to resist to nutrient
deprivation, referred as starvation-induced autophagy [9]. How-
ever, macroautophagy is also a cell death process, referred as type
II programmed cell death [26]. This type of cell death was
described in several model organisms and seems to involve the
same set of Atg proteins as those involved in constitutive and
starvation-induced autophagy [27,28]. Therefore, how autophagy
can shift from a survival process to a lethal one is not entirely clear.
Several parameters seem important: the level of the autophagic
activity that have to be high enough to destroy major portions of
cytosol and organelles [29], the levels of expression of Atgd and
Atg6/Beclin-1 that do not change during starvation-induced
autophagy but increase during autophagic cell death [30], and the
possible selective degradation of some vital components or
proteins, such as catalase, a major antioxidant enzyme [31]. We
and others have demonstrated in recent works that autophagy is
activated in normal or RAS-induced senescent cells, and that the
autophagic flux is fully functional and contribute to the
establishment of the senescent phenotype [4,5]. In addition, we
have shown in keratinocytes that this autophagic activity is high
enough to end up in the death of senescent cells. Notably, we have
evidenced in normal senescent keratinocytes an increase in Atg6/
Beclin-1, and an accumulation of a huge quantity of autophagic
vacuoles [4]. We have not observed any increase in catalase
degradation, either in the total population at the senescent plateau
[10], or in senescent cells and corpses sorted by FACS (data not
shown).

Oxidative stress as an inducer of autophagic cell death in
senescent keratinocytes

Several data have suggested that the damaged cell components
that are targeted for autophagy are those that are oxidized [32].
Moreover, diverse inducers of autophagic programmed cell death
were shown to act through the generation of reactive oxygen
species (ROS) [33], more specifically HyOy which was shown to
act as a signalling molecule able to activate the initial autophago-
some formation, via the oxidation of a specific cystein of Atg4 [34].
We have demonstrated in a previous study that HyO, is
accumulated in senescent keratinocytes following the activation
of NF-kappaB and the upregulation of MnSOD, and contributes
to the occurrence of the senescent phenotype [10]. We complete
here these data by showing that this oxidative stress pathway is also
at the origin of a high autophagic activity that becomes fatal to
senescent keratinocytes. Indeed, we show that mimicking this
pathway by overexpressing MnSOD or directly adding H,O, to
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cultures of young keratinocytes induced a premature senescence
plateau followed by autophagic cell death; the level of this ROS-
induced autophagic cell death is decreased in the presence of 3-
MA or anti-Atg) siRNAs. Conversely, treating senescent cells with
the HyOs-degrading enzyme catalase reduced their level of
autophagic cell death.

MnSOD being a mitochondrial enzyme, the first targets of the
H50Os it produces should be mitochondria, potentially explaining
why they are swelled and aggregated in advanced senescent cells.
A surprising point is the increase in mitochondria number during
senescence despite their damaging. Such an increase was already
documented in MRC5 fibroblasts following HyOs-induced
premature senescence, suggesting that mitochondrial biogenesis
is unaffected by oxidative damage [35]. Besides mitochondria,
HyOy can also affect nuclei. Indeed, being diffusible across
membranes [36], HyOy could easily reach the nucleus, all the
more because damaged mitochondria are agglutinated in its
vicinity. The presence of 8oxoG and AIP bridges on mitochondria
and nuclei inside the central area of corpses where autophagic
vesicles accumulate argues that mitochondria and nuclei of
senescent cells are targeted to autophagic elimination because of
their oxidative damages. Such an elimination of oxidized
mitochondria was already documented in several models [37
39]. The possible elimination of nuclei by autophagy because of
their oxidative damage is suggested by several studies: it was
shown that HyOg-induced DNA breaks can induce autophagy
through the activation of PARP-1 [40]; The inhibition of DNA-
PK, a nuclear kinase involved in DNA break signalisation, was
shown to sensitize to autophagy [41]; Treatments with an other
DNA damaging agent, the etoposide, were shown to induce
autophagy and senescence [5] and to result in autophagic
programmed cell death through the increase in Beclin-1 [30].
Moreover, DNA damage has been shown to accumulate in cancer
cells deficient in autophagy [42]. Despite this evidence of an
autophagy-inducing activity of DNA damages, the direct autoph-
agic elimination of nuclei by autophagy is up to now poorly
documented. In yeasts, nuclei could be degraded by a process
morphologically resembling microautophagy [43] but involving
the core macroautophagy genes [44]. In mammalian cells, one
study has illustrated by electron microscopy the possible nucleus
encircling by a phagocytic double membrane [45]. Recently,
another study gave evidence of nuclear components degradation
by perinuclear giant autophagic vacuoles [46].

Therefore, we propose the following scenario: with time and
doublings, senescent keratinocytes become cell-cycle arrested and
accumulate ROS, especially HyOy, in part through the activation
of NF-kappaB and the upregulation of MnSOD [10]. Oxidatively-
damaged mitochondria loss their attachment to microtubules,
hence aggregate in the vicinity of the nucleus, which favours its
oxidative attack. In consequence to these oxidative damages, and
potentially through the oxidation of Atg4 by HyOs, autophagy is
highly activated and progressively eliminates all the oxidized vital
cell components, leading to cell death.

Apoptosis versus autophagic cell death in senescent cells

In a previous work, we had demonstrated that normal senescent
keratinocytes do not die by apoptosis [4]. Here, we add that
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Figure 12. Enhancing H,0, degradation delays senescent-cell
death. (A) NHEKs at the senescence growth plateau were analyzed by
flow cytometry according to size (FSC in X) and granularity (SSC in Y)
and the subpopulation of still viable senescent cells (in grey) was
sorted. Sorted cells were plated in 6-wells plates at 30.000 cells per well
and treated or not by catalase at different concentrations. The medium
+/— catalase was renewed every 24 hrs. The number of typical corpses
with a refringent central area was counted under microscopic
observation every day. The counts were performed in 12 microscopic
fields in three independent culture wells, each field comprising about
10 cells. The given results are the mean +/— standard deviation of all
counts. Since the data are not strictly normally distributed, P values
were calculated using both Student and Wilcoxon tests. The results are
given Figure S6. This experiment is representative of two independent
ones. (B) NHEKs at the senescence growth plateau were plated in 6-
wells plates at 500.000 cells per well and treated or not by PEG-catalase
at different concentrations. The number of typical corpses with a
refringent central area was counted under microscopic observation
every day. The counts were performed in 6 microscopic fields
comprising about 100 cells. The given results are the mean +/—
standard deviation of all counts. Since the data are not strictly normally
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distributed, P values were calculated using both Student and Wilcoxon
tests. The results are given Figure S6. This experiment is representative
of two independent ones.

doi:10.1371/journal.pone.0012712.g012

H5Os-induced senescent-like keratinocytes do not die by apoptosis
as well. However, oxidative stress is a well known apoptosis
inducer. Actually, we observed an increase in apoptotic cells from
1-2% in the population of exponentially growing keratinocytes to
5-8% at the senescence plateau (data not shown). In parallel, we
observed that HyO, treatments induce different outcomes for
keratinocytes according to the concentration used: as shown in this
paper, low concentrations of HyOy induced in a few days a
senescent-like phenotype followed by autophagic programmed cell
death, but higher concentrations induced in a few hours an
apoptotic cell death characterized by typical membranous
Annexin-V staining and cytoplasm/nuclear condensation (data
not shown). A study comparing senescent endothelial HUVECs
with senescent fibroblasts showed that senescent HUVECs display
many signs of apoptosis, whereas senescent fibroblasts do not [47].
The authors associated the death of senescent HUVECs by
apoptosis with the generation of oxidative stress during senescence
[48] and proposed that senescent fibroblasts do not die by
apoptosis because they are more resistant to oxidative stress than
HUVECs [49]. Therefore, apoptosis is likely to co-exist with
autophagic programmed cell death during senescence, but in low
proportions, and only in the case of high level of oxidative stress or
especially sensitive cell-types.

Implications in aging

Do old cells die through autophagic programmed cell death i
vivo during aging as in culture because of oxidative damages?
Probably yes. Indeed, the universal marker of senescence, the SA-
beta-Gal activity [14], is actually an indirect marker of autophagy
since it reflects the activity of a lysosomal enzyme, and hence the
mass of lysosomes [50]. The number of cells positive for this
marker was shown to increase during normal human and mouse
aging [14,51-53], suggesting that the autophagic activity increases
in cells during aging. Lipofuscin, the well-known marker of aged
skin and other organs, is an aggregate of proteins having reacted
with lipid peroxidation end-products that accumulates with
advancing age inside autophagic vacuoles [54]. Hence, it is a
marker of autophagy resulting from oxidative damage. Conse-
quently, its accumulation in cells during aging not only confirms
that the autophagic activity increases with age, but in addition that
it does in response to oxidative damage.

Implications for tumorigenesis

An important consequence of our understanding of the role of
oxidative stress in senescent-cell death concerns the relationship
between aging and cancer. Indeed, there are numerous evidences
that autophagy is down-regulated in cancer cells. Beclin-1 is often
mono-allelically deleted in various carcinomas [29] and its
heterozygous disruption in mice caused spontaneous tumours
[55,56]. The tumour suppressor PTEN; that rivals p53 in being
the most frequently mutated gene in human cancer [57], promotes
autophagy in HT-29 colon cancer cells by blocking the Akt
survival pathway. Mutations in PTEN result in inactivation of
autophagy and tumour formation [58]. Therefore, one can
speculate that during senescence, most oxidatively-altered cells
would die by autophagy, but some cells would beneficiate from the
mutagenicity of ROS to escape autophagic cell death and evolve
in transformed long-lived cells. Hence, acquiring autophagic cell
death resistance would be an event as important as becoming
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apoptosis resistant for neoplastic transformation. However, this
autophagic resistance should be only partial so that, once formed,
cancer cells can normally use constitutive autophagy for turnover
ensuring, or have recourse to starvation-induced autophagy in case
of limited angiogenesis.

Supporting Information

Figure S1 Senescent keratinocytes accumulate reactive oxygen
species NHEKs at the exponential growth phase or at the
senescence plateau were suspended and stained with H2-DCFDA.
They were then analyzed by flow cytometry for forward (IS,
indicative of size, in Y in the dot plot) and side scatter (SS,
indicative of granularity, in X in the dot plot) factors and H2-
DCFDA fluorescence intensity (GFP on the histograms). The
senescent population increases in size and granularity; its H2-
DCFDA increases about ten fold.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0012712.5001 (0.31 MB TIF)

Figure 82 Senescent cells and corpses induced by MnSOD
overexpression have an increased number of acidic organelles
NHEKSs at the exponential growth phase were infected with
AdMnSOD as in Fig. 6 and 4 days later they were stained with
Lysotracker as in Fig. 3. Note that in AdMnSOD-infected cultures,
cells with a marked senescent phenotype (green arrows) and
corpses (red arrows) display a high Lysotracker staining. Scale
bars =40 uM.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0012712.s002 (1.84 MB T1IF)

Figure 83 Corpses induced by MnSOD overexpression have
their membranes altered and display oxidative damages NHEKSs
at the exponential growth phase were infected with AdMnSOD as
in Fig. 6. (A) Annexin-V assays performed 10 days post-infection.
Both typical large senescent cells and corpses that appeared in the
AdMnSOD-infected cultures display some staining of their
endomembranes. Scale bars =30 uM. (B) Immunodetection of 8-
oxo-guanines (8oxoG) 5 days post-infection. The image shows an
example of the high staining of a corpse and of a senescent cell (C)
Immunodetection of amino-imino-propene (AIP) bridges 10 days
post-infection. The image shows an example of the high staining of
a corpse. Scale bars =40 puM.
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| P values of Figure 11 panel A |

day 2 day 5 day 8
zVAD vs t-test 0,20756 0,20457 0,08214
DMSO Wilcoxon 0,2228 0,1207 0,02292
3 MA vs t-test 0,05259 2,7049E-08 0,00033
control Wilcoxon 0,08408 4,95E-07 0,00094
bafilo vs t-test 0,01328 0,00040 0,01866
DMSO Wilcoxon 0,01514 0,00029 0,03168

| P values of Figure 11 panel B |

day 2 day 3 day 4
siAtg5 25 nM t-test 0,20889 0,00612 0,00304
vs non target| Wilcoxon 0,3073 0,0115 0,00105
si Atg5 50 t-test 0,21773 0,00034 3,8839E-08
nM vs non Wilcoxon 0,1903 0,00049 0,00024

| P values of Figure 12 panel A |

24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs
catalase 100U/mL vs t-test 0,699 0,033 0,140 0,003
relevant control Wilcoxon 0,644 0,028 0,094 0,006
catalase 250U/mL vs t-test 0,974 0,243 0,031 0,003
relevant control Wilcoxon 0,751 0,248 0,049 0,007
catalase 500U/mL vs t-test 0,383 0,398 0,226 0,024
relevant control Wilcoxon 0,105 0,686 0,174 0,018

| P values of Figure 12 panel B |

24 hrs 48 hrs

PEG-catalase 100U/ml t-test 0,077 0,264
vs relevant control Wilcoxon 0,078 0,485
PEG-catalase 500U/ml t-test 0,006 0,073
vs relevant control Wilcoxon 0,009 0,009
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Partie 11 :

Implication de la macroautophagie et du
stress oxydant dans la genération de cellules

neoplasiques lors de la sénescence
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Les travaux précédents montrent que les kératinocytes sénescents accumulent
de nombreux dommages oxydants et organites altérés qui conduiront a I'activation de la
mort cellulaire par autophagie. Une des étapes prérequises a |'émergence post-
sénescence serait donc que les kératinocytes sénescents progéniteurs de cellules
émergentes échappent a la mort par macroautophagie. La derniére étape de mon travail
a donc consisté a déterminer si tel était bien le cas. Il est important de rappeler que le
stress oxydant, précédemment démontré comme étant l'inducteur majeur de la
sénescence et de la mort cellulaire, est aussi essentiel a I'émergence. Les travaux
présentés dans cette derniere partie traitent donc des roles respectifs du stress oxydant
et de l'autophagie lors de l'induction de la mort ou de son échappement lors de

I’émergence.

Nous avons dans un premier temps pu mettre en évidence que les cellules
émergentes post-sénescence (triées par FACS) ont une activité autophagique plus faible
gue les cellules sénescentes (réduction de I'expression des protéines Atg et en
conséquence des vésicules autophagiques), mais toutefois pas totalement absente. Ces
résultats suggerent donc que I'émergence passerait par une diminution de I'activité

macroautophagique permettant aux cellules progénitrices d’échapper a la mort.

Pour éprouver cette hypothese, nous avons ensuite évalué I'impact de
I'inhibition de I'autophagie sur la probabilité que des kératinocytes induits en
sénescence prématurée par traitement au H,0, généerent des cellules émergentes. De
maniére intéressante, 'inhibition de I'autophagie par transfection d’un siRNA ciblant
I'expression de Atg5 augmente la probabilité qu’une cellule sénescente génere des
cellules émergentes, suggérant que les cellules sénescentes doivent en effet échapper a
la mort par autophagie pour générer des cellules émergentes. Nous avons ensuite
cherché a valider ce résultat sur des kératinocytes en sénescence spontanée. Pour
éliminer tout biais causé par I'absence de synchronisation des NHEKs a entrer en
sénescence, les kératinocytes sénescents ont d’abord été triés par FACS en fonction de
leur taille avant d’étre traités par la 3-méthyladénine. Dans cette expérience, nous avons
utilisé deux concentrations d’inhibiteurs, 5mM (concentration précédemment utilisée

pour inhiber la mort des NHEKs) et 1mM. L'utilisation de 1mM d’inhibiteur favorise la

©2012 Tous drolts réservés: http://doc.univ-lilet-fr



Thése d'Emeric Deruy, Lille 1, 2011
Pantie 3 : Uutephagie et émergence tumarale

génération de clones d’émergence a partir des cellules sénescentes, ce qui confirme
donc la conclusion précédente. Il faudra néanmoins vérifier que l'utilisation de 1mM de
3-méthyladénine et de siRNA anti-Atg5 diminue bien la mort des NHEKs sénescents. De
facon inattendue, I'utilisation de la concentration la plus forte de 3-méthyladénine
(5mM) réduit la probabilité que les cellules sénescentes générent des clones
d’émergence. Il semble donc que pour générer des cellules émergentes, les NHEKs
sénescents doivent réduire leur niveau d’autophagie afin d’échapper a la mort tout en
conservant un niveau d’activité minimal, probablement nécessaire a I’élimination de
leurs composés altérés. Cette derniere conclusion est notamment soutenue par
I'utilisation de la bafilomycine Al, un inhibiteur de la maturation des autophagosomes
en autolysosomes, qui réduit trés fortement la génération de cellules émergente post-
sénescence. Afin de confirmer ces résultats avec des outils moléculaires plus spécifiques,
je mets actuellement au point un systéme utilisant des shRNAs ciblant I'expression de
Atg5. Le shRNA est intégré dans un plasmide contenant une cassette de résistance a la
généticine (G418) afin de sélectionner les cellules transfectées. De plus, I'expression du
shRNA est sous contréle d’'un promoteur tet-on qui nous permettra de contréler de
maniéere dose-dépendante l'inhibition de la macroautophagie lors de la sénescence avec

des gammes de doxycycline.

Les résultats ci-dessus suggérent donc que les cellules sénescentes progénitrices
des cellules émergentes seraient préférentiellement celles présentant une activité
autophagique modérée, pas trop intense pour échapper a la mort, mais suffisante pour
maintenir I’'homéostasie cellulaire. Afin de valider cette hypothese, les kératinocytes
sénescents ont été triés par FACS en fonction de leur niveau d’activité autophagique
(estimé par marguage au Lysotracker), puis leur fréqguence d’émergence a été évaluée.
Comme attendu, les NHEKs sénescents a forte activité autophagique émergent peu,
alors que ceux présentant une activité autophagique modérée développent des clones
de cellules émergentes post-sénescence a une fréquence trois fois plus élevée.
L'ensemble de ces résultats montre donc que la macroautophagie joue un réle dual lors
de la sénescence des kératinocytes, induisant la mort des cellules sénescentes ou
favorisant la génération de cellules néoplasiques, ceci de facon dépendante de son

niveau d’activation.
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Le stress oxydant étant le principal inducteur de la mort par autophagie associée
a la sénescence des kératinocytes, nous avons ensuite cherché a déterminer le réle
potentiel du H,0, dans les différents niveaux d’activation de la macroautophagie. Pour
cela, nous avons évalué la quantité de peroxyde d’hydrogéne présente dans les cellules
sénescentes prédisposées ou non a émerger (discriminées grace au Lysotracker) par
marquage au H2-DCFDA, une sonde fluorescente qui présente une affinité préférentielle
pour le peroxyde d’hydrogéne. De maniére intéressante, les cellules sénescentes
prédisposées a générer des cellules émergentes produisent moins de H,0, que le reste
des NHEKs sénescents. Le niveau d’activation de la macroautophagie lors de la
sénescence semble donc étroitement corrélé au niveau de stress oxydant que les

cellules subissent.

Le stress oxydant et I'activité macroautophagique qu’il induit jouent donc un réle
dual dans la sénescence et I'’émergence. Durant la sénescence, les cellules accumulent
de nombreux dommages oxydants qui conduisent a I’activation d’'une macroautophagie
importante responsable de la mort des NHEKSs. La faible fraction de cellules sénescentes
qui présentent un niveau de stress oxydant plus faible que la moyenne, échappent a la
mort par autophagie et génerent des cellules émergentes. Elles doivent néanmoins pour
cela maintenir une activité macroautophagique de ménage pour favoriser I’élimination

des composés cellulaires oxydés et la reprise de la prolifération.

C'est travaux font l'objet de [Iarticle n°4 (en préparation): Levels of
macroautophagy drive senescent keratinocytes into cell death or neoplastic

transformation.

Ce travail souléeve un certain nombre de questions :

1- Concernant les cellules sénescentes progénitrices de cellules émergentes.

Ces cellules présentent un niveau de stress oxydant plus faible que le reste des

cellules sénescentes mais supérieur a celui des cellules en croissance exponentielle. Une
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de nos hypothéses est que les cellules progénitrices de cellules émergentes pourraient
présenter plus de dommages mutagenes et moins de dommages délétéres que les
cellules sénescentes qui meurent. Pour tester cette hypothése, il faudrait analyser
gualitativement les dommages oxydants subis par les cellules issues des populations
sénescentes (que I'on sait désormais enrichir en cellules prédisposées ou non a générer
des cellules émergentes) notamment les 8-OH-G et les ponts AIP ainsi que les cassures a
I’ADN. Si nous observions de telles différences qualitatives, il resterait a expliquer
pourquoi. Une possibilité pourrait étre que ces différents types de dommages résultent
d’une production de ROS différente dans les sous-populations de cellules sénescentes
prédisposées ou non a émerger. Il s’agira alors d’en analyser précisément la nature en
utilisant des sondes a affinité variable pour les différentes espéces réactives de

I’oxygene.

Nous avons également vu précédemment que les cellules émergentes sont
générées par des kératinocytes sénescents polynucléés. Il serait donc intéressant
d’évaluer le niveau d’activité autophagique et de stress oxydant que présentent les
cellules polynucléées ; et inversement, d’évaluer la proportion de cellules polynucléées
présentes dans la sous-population de cellules sénescentes présentant une activité
macroautophagique modérée propice a I'émergence. A terme, I'utilisation de ces trois
criteres et des trois marqueurs correspondants (stress oxydant/H2-DCFDA,
polynucléation/Hoechst vital et activité macroautophagique/Lysotracker) devrait nous
permettre de trier spécifiquement les cellules progénitrices de cellules néoplasiques afin
d’étudier la mécanistique cellulaire et moléculaire mise en place lors de I'émergence

post-sénescence.

2- Concernant la résistance des cellules émergentes post-sénescence a la mort.

On considére généralement que lors de la transformation cancéreuse, les cellules
doivent acquérir une certaine résistance a la mort cellulaire. Dans ce travail, nous avons
établi que les cellules émergentes post-sénescence régulent a la baisse la

macroautophagie. Il serait donc intéressant de déterminer si elles sont devenues

©2012 Tous droits réservés: http://doc.univ-lille1 fr



Thése d'Emeric Deruy, Lille 1, 2011
Pantie 3 : Uutephagie et émergence tumarale

résistantes a I'induction de la macroautophagie par la rapamycine (inhibiteur de mTOR)
ou traitement au H,0,. De plus, comme les kératinocytes sénescents sont résistants a
I'apoptose induite par TRAIL + cycloheximide (donnée du laboratoire), il serait

intéressant de déterminer si les cellules émergentes ont conservé cette faculté.
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Abstract

Senescence is a non proliferative state reached by normal cells in response to various stresses
including telomere shortening, oxidative stress or oncogene activation. In recent reports, we
have highlighted that senescent human epidermal keratinocytes have two opposite outcomes:
they die by autophagic programmed cell death or they generate neoplastic cells called post-
senescence (PS) emergent cells. Herein, we demonstrate that the progenitors of PS emergent
cells display a moderate level of macroautophagy compared to the average of the senescent
population. Partially reducing macroautophagy in the all senescent population using 3-methyl
adenine or anti-Atg5 siRNAs increases the emergence frequency, suggesting that senescent
keratinocytes have to escape autophagic cell death to generate PS emergent cells. However,
totally inhibiting macroautophagy drastically impairs emergence, indicating that senescent
keratinocytes need to achieve basal macroautophagy for emergence to occur. Macroautophagy
thus plays antagonistic roles during senescence, inducing cell death or promoting neoplastic
transformation, depending on its level of activation. We show in addition that the
macroautophagic activity of senescent cells is directly correlated with their ROS level. Taken
together, these data suggest that levels of oxidative damages and ensuing macroautophagic

activity are the two main determinants of senescent keratinocytes outcome.
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Introduction

Initially described by Hayflick in 1965 (Hayflick, 1965) as the phase reached by in vitro
cultured human normal diploid fibroblasts after a limited number of serial passages, cellular
senescence is now recognized as a fundamental program that can be activated whatever the
cell type in response to various situations including telomere erosion or uncapping (Allsopp et
al., 1992; d'Adda di Fagagna et al., 2003; Kruk et al., 1995), irreparable or excessive DNA
damage (Chen et al., 2007), oxidative stress (Toussaint et al., 2000), or activation of
oncogenes, such as Ras (Serrano et al., 1997) or NF-kappaB (Bernard et al., 2004; Bernard et
al., 2001a). These situations of senescence induction can occur in vitro as in vivo, can be
physiological or pathological, linked or not with chronological age, linked or not with the cell
replicative past. The senescence program includes a cell-cycle arrest mainly mediated by the
p53/p21 and pl6/pRB pathways (Ben-Porath and Weinberg, 2005), changes in chromatin
organization (Narita et al., 2003), major changes in transcriptome (Shelton et al., 1999),
proteome (Benvenuti et al., 2002) and secretome (Coppe et al., 2010; Kuilman and Peeper,
2009), an increase in cell volume and granularity (Cristofalo and Kritchevsky, 1969;
Greenberg et al., 1977), and an increase in the macroautophagic activity (Gosselin et al.,

2009a; Young et al., 2009).

Oxidative stress seems to be one common denominator of senescence induction. It results
from reactive oxygen species (ROS) accumulation with chronological age (Sohal and Dubey,
1994), or from ROS overproduction upon various stresses known to accelerate aging such as
ionizing and UV radiations (Toussaint et al., 2000). Ras and its downstream effectors as well
as NF-kappaB transcription factors lead to senescence induction also in part through the
production of ROS (Atwood and Sealy, 2010; Bernard et al., 2004; Bernard et al., 2001a;

Bernard et al., 2001b; Lee et al., 1999; Pearson et al., 2000; Zhu et al., 1998). Oxidative stress
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induces senescence by damaging organelles and macromolecules, including DNA (Cadet et
al., 2010; Djordjevic, 2004; Lu et al., 2001). The oxidative DNA damages result in the
activation of a DNA Damage Response (DDR) which, by itself or in addition to the DDR
activated by telomere erosion and uncapping, leads to the typical cell-cycle arrest encountered
by senescent cells (Sedelnikova et al., 2004; Zhan et al., 2010). The accumulation of other
oxidized cell components could explain the increase in cell size and granularity and was

shown to be one of the causes of the increase in macroautophagic activity (Deruy et al., 2010).

Numerous reports claim that senescence corresponds to an irreversible growth arrest
mechanism that cancer cells have to bypass to generate tumours. However, the cell-cycle
arrest associated with senescence is not irreversible in all cell types, notably in epithelial cells
that are at the origin of the most frequent cancers in human. Indeed, we and others have
shown that normal human epidermal keratinocytes (Gosselin et al., 2009b) or mammary
epithelial cells (Romanov et al., 2001) having reached the senescence plateau, although
displaying all the characteristics of senescent cells, can spontaneously reactivate a mitotic
process to generate so-called post-senescence (PS) emerging cells which are transformed and
able to form skin hyperplasia in nude mice (Gosselin et al., 2009b). Several data from our
group suggest that the oxidative DNA damages encountered by senescent cells could be the

mutagenic motor of this neoplastic emergence (Gosselin et al., 2009b).

Macroautophagy is a degradation system of proteins and organelles that involves the
lysosomial machinery (Glick et al., 2010; Mizushima et al., 2008). It begins by the formation
of an isolation membrane originating from the Golgi or the endoplasmic reticulum (Hayashi-
Nishino et al., ; Hayashi-Nishino et al., 2009) that targets a cytoplasmic cargo, for example
misfolded aggregated proteins or altered organelles (Ding and Yin, 2008). The resulting

double-membrane vesicle, the autophagosome, next fuses with a lysosome to form an
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autolysosome in which the sequestrated cargo will be degraded through the acidic pH and the
lysosomial hydrolases activity. More than thirty genes named Atg (for autophagy related
gene) are involved in all steps of vesicles formation and maturation (Eskelinen, 2008;
Klionsky et al., 2003). Atg6/Beclin-1 is essential for the isolation membrane nucleation and
curvature, hence for the starting of the process (Aita et al., 1999; Liang et al., 1999). It acts in
a multi-protein complex with hVps34 (a class III PI3 Kinase), P150 (Vpsl5) and other
adaptators (Fimia et al., 2007; Furuya et al., 2005; Itakura et al., 2008; Liang et al., 2006;
Takahashi et al., 2007). The autophagosome elongation, closure and its fusion with lysosomes
are driven by an Atgl2-Atg5-Atgl6 complex (Eskelinen, 2008; Mizushima et al., 2003;
Mizushima et al., 1998) and by the integration of Atg8/LC3-II (processed form of Atg8/LC3)
in the autophagosome membrane (Eskelinen, 2008; Kabeya et al., 2000; Kabeya et al., 2004;

Sou et al., 2006).

A basal constitutive macroautophagic activity is assumed to contribute to cell homeostasis and
is often referred as housekeeping autophagy. This autophagic activity can be enhanced to help
cells to face nutrient deprivation, virus infection, or oxidative damages, thus favoring cell
survival. However, when macroautophagy is overactivated, it could lead to an opposed
outcome, i.e. cell death, through the excessive elimination of vital cell components such as
mitochondria and nucleus. This mechanism of cell death was shown to occur in various
physiological and pathological situations, besides or instead of apoptosis. It is as such referred
as type II programmed cell death (type I being apoptosis) or as autophagic programmed cell

death (Mizushima et al., 2008; White and DiPaola, 2009).

We have recently shown that senescent epidermal keratinocytes encounter an increase in
macroautophagic activity whose excessive intensity leads to their death (Deruy et al., 2010;

Gosselin et al.,, 2009a). Therefore two antagonistic outcomes are possible for senescent
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keratinocytes: autophagic programmed cell death for most cells or mitotic activity recovery
and PS emergence for less than 1% of cells. In the present report, we address the question of
whether these two cell destinies are independent or alternative, in other terms whether the PS
emergence necessitates escaping autophagic cell death. We show that the progenitors of PS
emergent cells display a moderate autophagic activity compared to other senescent cells and
indeed escape autophagic cell death, but have to maintain a minimal level of macroautophagic
activity in order to be able to resume mitosis and generate PS emergent cells. Therefore, these
results indicate that the outcome of senescent keratinocytes is dependent, at least in part, of
the level of their macroautophagic activity. In this report, we also investigated the role of
oxidative stress in the senescent keratinocyte outcomes. Indeed, we have previously shown
that the lethal autophagic activity of senescent cells is induced following oxidative damages to
mitochondria and nucleus (Deruy et al., 2010). But we also showed that oxidative stress is
necessary and sufficient for PS emergence to occur, in correlation with the generation of
mutagenic DNA damages including single-strand breaks and 8-oxo-guanines (Gosselin et al.,
2009b). Here we show that levels of macroautophagy in senescent cells death are directly
correlated with their H,O, steady-state levels. Taken together, these results suggest that the
oxidative damages occurring during senescence and the way senescent cells face up to them

using macroautophagy are important parameters of the earliest steps of carcinogenesis.
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Materials and methods

Cell culture

Normal human epidermal keratinocytes (NHEKSs) were purchased from Clonetics (CC-2501)
or Tebu-bio (102.05a). We used cells from 3 different female donors of different race and age
(referred as 4F0315, 2F1958, and 13.20). Cells were obtained anonymously and informed
consent of each skin donor was obtained by the supplier. Cells were grown at 37°C in an
atmosphere of 5% CO2 in the Epilife medium (MEPICF500 Invitrogen) with 0.15mM
calcium supplemented with HKGS (S0015). Such a serum-free low-calcium medium was
shown to minimize keratinocyte terminal differentiation (Boyce and Ham, 1983). In all
experiments, cells were seeded at 3500 cells/cm2. When necessary, they were split at 70%
confluence. The number of population doublings (PD) was calculated at each passage by
means of the following equation: PD=log(number of collected cells/number of plated

cells)/log?2.

Inhibition of macroautophagy by siRNA or pharmacological inhibitors

H202-induced senescent NHEKs were plated at 70,000 cells per well in six-well plates.
SiRNAs were diluted in PrimeFect siRNA Transfection Reagent (Lonza) and incubated 15
minutes at room temperature before adding to cells in fresh culture medium. Inhibition of
Atg5 expression was performed using 1 to 50 nM of a pool of 4 siRNA (siGENOME
SMARTpool, Dharmacon - GGAAUAUCCUGCAGAAGAA -
CAUCUGAGCUACCCGGAUA - GACAAGAAGACAUUAGUGA -

CAAUUGGUUUGCUAUUUGA). Control transfection was performed using a non targeting
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siRNA pool (siCONTROL Non Targeting siRNA Pool #2, Dharmacon). Transfections were

stopped after 24 hours by renewing the culture medium.

3-methyladenine (3MA) (Sigma-Aldrich M9281) and Bafilomycin Al from Streptomyces
griseus (B 1793), respectively diluted in water and DMSO for stock dilutions, were directly
added to cells diluted in fresh culture medium at 1 or SmM for 3MA and 5nM for Bafilomycin

and let for 48 hours.

SA beta-galactosidase staining

SA-beta-galactosidase assays were performed as described by Dimri (Dimri et al., 1995).

Western blotting

Cells were lysed in the following solution: Hepes 27.5mM pH 7.6, urea 1.1M, NaCl 0.33M,
EGTA 0.5mM, EDTA 2mM, KCI 60mM, DTT 1mM and NP40 1.1%. The total protein
concentration was measured with the Bio-Rad protein assay. Proteins were resolved by SDS-
PAGE and transferred to PVDF membranes (Millipore). Primary antibodies used were:
GAPDH (Santa Cruz Biotechnology SC32233), PCNA (Dako cytomation M0879), LAMP-1
(Santa Cruz Biotechnology SC17768), Cyclophilin B (Abcam ab16045), LC3 B (Cell
Signaling #2775), Atg5 (Cell Signaling #2630) and Beclin-1 (Cell Signaling #3738).
Secondary antibodies used were peroxidase-conjugated anti mouse IgG (Jackson
Immunoresearch Labs 115-035-146), or anti rabbit (Jackson Immunoresearch Labs 711-035-
125)). Peroxidase activity was revealed using a ECL (enhanced chemiluminescence) or ECL

advance kit. The luminescence was captured with a Fuji intelligent dark box camera and
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quantifications were performed with the associated Multigauge V3.0 software.

Immunofluorescence

For LAMP-1 immunofluorescent detection, cells were seeded onto microscopic coverslides.
Twenty four hrs later, cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS, permeabilized with
0.2% Triton-X100. Slides were incubated with a primary antibody anti LAMP-1
(Transduction Labs L76620) for 1 hour at 37°C. Cells were then washed 3 times with PBS
and incubated with the secondary antibody: Rhodamine RedX-conjugated anti-mouse IgG
(Jackson ImmunoResearch Laboratories). Nuclei were stained by Hoechst 33258 at 50ng/ml

for 15mn.

Lysotracker and H2-DCFDA staining

Lysotracker and H2-DCFDA were purchased from Molecular Probes. Living cells were
incubated with probes directly added to the cell culture medium at 37°C for 30 minutes as
recommended by the supplier. Nuclei were stained with the vital Hoechst 33342 at 100ng/ml

for 10mn at 37°C.

Flow cytometry analysis and fluorescence-activating cell sorting

Flow cytometry quantifications of fluorescent probes staining were performed using a

Beckman Coulter Epics XL-MCL. Collected data were exported to the WinMDI 2.9 software
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for detailed analysis.

Sorting of NHEKSs was performed on a BD FACS Aria or on a Coulter FACS Altra. Selected
subpopulations with the ad hoc forward scatter factor and/or fluorescent probes staining
intensity values were electrostatically sorted in air, collected in complete culture medium and

put again in culture.

10

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése d'Emeric Deruy, Lille 1, 2011

Results

PS emergent cells have a lower macroautophagic activity than their senescent

progenitors

In order to establish whether PS emergence involves an escape to autophagic programmed
cell death, we first investigated the level of macroautophagic activity in PS emergent cells
compared to their senescent progenitors. NHEKs were cultivated under standard conditions,
and cells were taken during the initial exponential growth phase, or after the senescence
plateau at the beginning of the growth of PS emergent cells (Fig.1A and B). The composition
of the different cell populations was checked by flow cytometry according to the forward
scatter factor value which is indicative of cell size. The analysis revealed that the population
of exponentially growing cells was highly homogenous in size, whereas that at the beginning
of the PS emergence phase was composed of two subpopulations differing by an about 10-
fold difference in size (Fig. 1B). As already shown in previous studies (Deruy et al., 2010;
Gosselin et al., 2009a), the subpopulation of the largest cells corresponds to senescent cells,
and consequently the subpopulation of cells with the smallest size was assumed to correspond
to PS emergent cells. The two subpopulations were sorted according to their forward scatter
factor value prior to protein extraction and western-blotting analyses. The nature of the sorted
cells was checked by examining PCNA expression. As expected, PCNA was down-regulated
in sorted senescent cells compared to exponentially growing cells and re-expressed in sorted
PS emergent cells (Fig. 1B). The expression of several macroautophagic markers was then
examined. The expression of Atg6/Beclin-1 increased at senescence as already shown
(Gosselin et al., 2009a) and decreased again in the population of emergent cells (Fig.1B).

Regarding Atg8/LC3, the only active cleaved form, LC3 II, was detected in NHEKSs.

11
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The nature of the detected protein was validated using proteins extracted from Normal Human
Dermal Fibroblasts (sup Fig. 1). The quantity of LC3 II in NHEKSs increased at senescence
and decreased again in the population of emergent cells (Fig.1B). Similarly, the expression of
lysosomal associated membrane protein 1 (LAMP-1), a marker of lysosomes and
autolysosomes, increased at senescence and decreased again at PS emergence (Fig.1B). An
immunofluorescence assay targeting LAMP-1 confirmed that PS emergent cells have a
macroautophagic activity strongly reduced compared to their senescent progenitors (Fig.1C).
Therefore, PS emergent cells have lost the high and lethal macroautophagic activity of their

senescent progenitors.

Lowering macroautophagy during senescence favors PS emergence

To further address the question of whether the generation of PS emergent cells involves an
escape to autophagic cell death, we decreased the macroautophagic activity in the senescent
population and examined whether that alters the frequency of PS emergence. NHEKSs were
induced in premature senescence by a sublethal H,O, treatment (50 pM) as previously
described (Bernard et al., 2004). After a 48 hrs treatment, once all cells had acquired the
senescent phenotype, cells were transfected with siRNAs against Atg5 or control siRNAs at
different concentrations. Twenty four hrs later, cells were seeded at low density. At 72 hrs post
transfection, the efficacy of siRNAs was checked by western blotting (Fig. 2A). In parallel,
cells were monitored for PS emergence. PS emerging clones that appeared in the culture
dishes were counted under microscopic observation after fixation and purple crystal
coloration, and the emergence frequency was calculated by reporting the number of clones on

the number of initially seeded senescent cells.

13
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The sole isolated clones containing a senescent cell amongst the emergent ones as illustrated
in Figure 2B were taken into account, hence ensuring that these clones were bona fide PS
emerging clones originating from a senescent cell and not a clone formed from some
putatively contaminating young cells. Cells transfected with control siRNAs underwent PS
emergence about one week after having acquired the senescent phenotype, as already
described (Gosselin et al., 2009b), with an emergence frequency comprised between 2 to 4 10
> (Fig. 2C) i.e. of the same range of that obtained with normal senescent cells (Gosselin et al.,
2009b), despite the stress of transfection. Cells treated by siRNA against Atg5 underwent PS
emergence at the same time with an about two fold higher frequency (Fig. 2C). We conclude
from this experiment that a senescent population with a lowered macroautophagic activity,
which consequently suffers from a lowered cell death level (Deruy et al., 2010), becomes

more prone to generate PS emergent cells.

Escaping autophagic cell death but maintaining a housekeeping macroautophagic

activity are both necessary for the generation of PS emergent cells

To strengthen the above conclusion, we reiterated a similar experiment, but with normal
senescent cells, and with a macroautophagic inhibitor acting upstream Atg5, the 3-
methyladenine (3-MA) which blocks the activity of hVps34 involved in the initial
autophagosome formation (Blommaart et al., 1997). NHEKs were taken at the senescent
plateau, and analyzed by flow cytometry for forward factor (Fig.3A). According to our
previous studies, the subpopulation of 15% cells with the highest forward factor values were
already autophagic dying cells (subpopulation D), whereas that of the 15% with just below

values were fully senescent but still alive cells (subpopulation S) (Gosselin et al., 2009a).
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Cells from the subpopulation S were sorted, plated at low density, treated by 3-MA and
monitored for PS emergence. Two concentrations of 3-MA were used in this assay, 5 mM and
ImM. As shown in figure 3A, these two different concentrations had opposite effects on the
emergence frequency: at ImM 3-MA the emergence frequency was significantly increased,
whereas it was significantly decreased at SmM. We conclude from this experiment that
partially reducing the macroautophagic activity in the senescent population increases its
probability to generate PS emergent cells whereas reducing it to a very low level impairs
emergence. This suggests that to be able to generate emergent cells, senescent keratinocytes
must display a macroautophagic activity not too high to avoid cell death but enough high to
ensure housekeeping activities and be able to resume mitosis. To support this conclusion, we
used Bafilomycine A1 which blocks the latest phases of macroautophagy both by inhibiting
the fusion of autophagosomes with lysosomes and by inhibiting the activity of H+ pumps
(Bowman et al., 1988; Yamamoto et al., 1998). We have previously shown that applying
Bafilomycine Al to senescent NHEKs leads to huge accumulation of phagosomes and
autolysosomes full of undigested material and blocks cells at the late stage of autophagic cell
death. Here, Bafilomycine A1 was applied on sorted senescent NHEKs as above, and PS
emergence was monitored. The results show that in this situation of complete blockage, the

PS emergence was almost completely abolished (Fig.3A).

To further assay the dose effect of the inhibition of the macroautophagic activity on the
generation of PS emergent cells, we reiterated the experiments with 3-MA and Bafilomycine
Al on H;0-induced senescence. The results were similar to that obtained with normal
senescent cells (Fig 3B), hence confirming that senescent cells have to escape autophagic cell

death but maintain a housekeeping macroautophagic activity to generate emergent cells.
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The progenitors of PS emergent cells display a moderate autophagic activity

The above conclusion suggests that the progenitors of emergent cells could be found amongst
the senescent cells with the lowest macroautophagic activity. To assay this hypothesis, we
investigated the ability of senescent keratinocytes to generate PS emergent clones according
to the level of their macroautophagic activity. For that purpose, NHEKs at the senescent
plateau were stained with Lysotracker, a cell-permeant probe that fluoresces in acidic
organelles, whose pattern of staining in senescent cells was shown in a previous study to
reflect autophagic vesicle accumulation (Gosselin et al., 2009a). The cell population was
analyzed according to forward scatter factor value, and cells from the subpopulations S and D
were sorted. During this sorting, the Lysotracker staining intensity was also analyzed, and
each subpopulation was secondly separated in two equal subpopulations, the 50% of cells
with the lowest Lysotracker staining and the 50% of cells with the highest Lysotracker
staining respectively referenced as S1, S2, D1 and D2 (Fig 4A). Cells from the four resulting
subpopulations were plated at low density and monitored for PS emergence as in the above
experiments. As logically expected, the two subpopulations D1 and D2 of already dying
senescent cells generated lesser clones than the two subpopulations S1 and S2 of still alive
senescent cells (Fig. 4B). But inside both categories, the cells with the lowest Lysotracker
staining intensity showed to be those generating the highest clone number (Fig 4B).
Therefore, the progenitors of PS emerging cells are fully senescent cells, not too engaged in
the death pathway, and display a moderate autophagic activity (population S1). This moderate
autophagic activity is, even though, about 27 fold higher than that of exponentially growing

cells as shown in sup Fig 2B.
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The levels of macroautophagy are directly correlated to the levels of oxidative stress

associated to senescence

We have recently demonstrated that the oxidative stress associated to senescence is the
inducer of the high macroautophagic activity that leads to senescent cell death (Deruy et al.,
2010). Here, we wanted to determine whether or not the optimal levels of macroautophagy
enabling PS emergent cells generation are directly correlated with the level of oxidative
stress. To address this question, we analyzed the steady state level of reactive oxygen species
in the four senescent cells subpopulations characterized above for their macroautophagic
activity and their ability to generate PS emergent clones. For that purpose, NHEKs at the
senescence plateau were doubly stained with Lysotracker and H2-DCFDA, a fluorescent H,O»
sensor, and analyzed by flow cytometry. The analysis shows that the H,O, steady state level in
the four subpopulations is inversely correlated with their macroautophagic activity and their
ability to generate emergent clones (Fig. 5). Therefore, the moderate level of autophagic
activity which is optimal for generating PS emergent cells would be the direct consequence of
a moderate oxidative stress. Even so, this moderate H,O; steady state level of PS emergent
progenitors is 28 fold higher than the level measured in exponentially growing cells (Sup Fig

20).
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Discussion

Macroautophagy has two antagonistic roles, one helping cells to support various stresses
(nutrient deprivation, lack of survival factors, etc...) and survive, and the other inducing cell
death. We and others have shown that senescence is accompanied by a macroautophagic
activity. This was shown for several normal cell types undergoing normal or stress-induced
premature senescence, including normal senescent fibroblasts (Gerland et al., 2003), IMR90
fibroblasts induced in premature senescence upon H-RasV12 overexpression (Young et al.,
2009), long-term cultured and repeatedly stimulated T lymphocytes (Gerland et al., 2004),
normal senescent epidermal keratinocytes (Deruy et al., 2010; Gosselin et al., 2009a), normal
biliary epithelial cells (Sasaki et al., 2010), and also for cell lines reinduced in senescence
upon various drug treatments, such as mammary epithelial MCF-7 or MDA-MB231 lines
treated by a microtubule polymerization inhibitor or doxorubicin (Arthur et al., 2007; Di et
al.). One question opened by these data is what are the roles and consequences of the
macroautophagic activity of senescent cells? Here, using normal human epidermal
keratinocytes (NHEKSs) undergoing spontaneous or premature H,O,-induced senescence, we
show that macroautophagy determines the outcome of senescent cells, depending on its level

of activation.

In contrast to senescent fibroblasts that are irreversibly and permanently cell-cycle arrested
(d'Adda di Fagagna et al., 2003), senescent NHEKs, as well as senescent normal human
mammary epithelial cells (HMECs), are able to reenter mitosis to generate post-senescent
(PS) emergent cells that display neoplastic properties (Gosselin et al., 2009b; Romanov et al.,
2001). We show here that the NHEKSs that are the most prone to generate PS emergent cells
are those displaying a moderate autophagic activity compared to the average senescent

population, and that this moderate autophagic activity enables them to escape autophagic
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programmed cell death. However, even if senescent cells must have a not too high level of
macroautophagy to escape cell death, they have to maintain a minimal level of activity to be
able to generate PS neoplastic cells. This minimal autophagic activity is, even though, more
than 20 fold higher than that of young cells. It is probably required not only to ensure the
elimination of the various accumulated altered components which could be deleterious for the
senescent cell survival, but also to provide basic metabolites and energy to reenter mitosis and
perform neosyntheses necessary to generate daughter cells, themselves properly equipped to
survive and proliferate. Macroautophagy thus could play antagonistic roles in the
determination of the senescent keratinocytes outcome in relation with tumor initiation. When
overactivated, macroautophagy would induce cell death, reinforcing the tumor-suppressive
role of senescence already assigned to its cell-cycle arrest. When moderately activated, it
would favor the new generation of neoplastic cells, hence contributing in contrast to a tumor-

promoter role of senescence.

Escaping autophagic cell death and eliminating altered cell components could be sufficient for
senescent cells to reenter mitosis and generate daughter cells, but can not explain why these
daughter cells have acquired transformed and tumorigenic characteristics. In this report, we
show that the macroautophagic activity levels leading to either cell death or neoplastic cells
generation are directly correlated to the ROS levels of senescent cells. Therefore, the outcome
of senescent keratinocytes could be dictated by the level of oxidative damages they
encompass and the downstream autophagic activity this induces. Interestingly, previous
results from our group have demonstrated that oxidative stress is not only responsible for
keratinocyte senescence (Bernard et al., 2004) and associated cell death (Deruy et al., 2010),
but also for the generation of PS emergent cells in correlation with the acquisition by

senescent cells of oxidative DNA damages such as single strand breaks and 8-oxoguanines
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(Gosselin et al., 2009b), suggesting that despite their lethal effects, ROS could act as the
mutagenic motor necessary for PS emergence, probably by affecting oncogenes and/or tumor
suppressor genes. Taken together, these results suggest that acquiring specific oxidative
damages, such as damages affecting genome integrity, but keeping those affecting other
molecules and organelles under control by autophagy could be the two key determinants of
senescent cell outcome. The fact that these cells escape cell death and hence acquire a life
span longer than the average potentially gives them time to stochastically acquire the proper

genome alterations favorable to transformation.

Are these results relevant to the very initial steps of carcinogenesis occurring in vivo? In other
terms, amongst the senescent cells that accumulate in epithelial tissues with age (Dimri et al.,
1995; Herbig et al., 2006; Jeyapalan et al., 2007; Krishnamurthy et al., 2004; Melk et al.,
2004; Minamino et al., 2004; Ressler et al., 2006), could those with the lowest autophagic
activity, the longest life span, and the presence of discreet oxidative DNA damages be the
progenitors of the initial hyperplastic cells? The fact that senescent epithelial cells are present
in benign tumors such as naevi (Collado et al., 2005), benign prostatic hyperplasia (Choi et
al., 2000), papillary hyperplasia (Yamaguchi et al., 2009), and metaplastic and dysplastic
epithelium of the upper gastrointestinal tract (Going et al., 2002) supports this possibility. It is
to be noticed that senescent cells were demonstrated to be apoptosis-resistant (Chaturvedi et
al., 1999; Seluanov et al., 2001; Spaulding et al., 1999; Wang, 1995; Wang, 1997), which
could reinforce their persistence inside normal or hyperplastic tissues. Data regarding the role
of macroautophagy in carcinogenesis are the subject of controversial interpretations. Several
studies suggest that macroautophagy could be activated in cancer cells under nutrient
deprivation and hypoxia resulting from limited angiogenesis (Hippert et al., 2006). In that

sense, macroautophagy can be viewed as tumor promoter. In contrast, it was shown that
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several human cancers harbor inactivating mutations or deletions in several atg genes,
including atg6/beclin-1 (Aita et al., 1999), its partner UVRAG (Liang et al., 2006), as well as
atg?B, atg5 and atg9B (Kang et al., 2009), which defines them as tumor suppressor genes.
However, at least regarding atg6/beclin-1 and UVRAG, the reported mutations were always
monoallelic deletions. Moreover, homozygous knock-out beclinl mice were non viable,
whereas beclinl+/- mutant mice were shown to spontaneously develop with a high incidence
when became aged preneoplastic lesions in mammary glands and lung and malignant
carcinomas of the lung and liver as well as lymphomas (Qu et al., 2003; Yue et al., 2003),
suggesting that, in accordance with our present in vitro data, macroautophagy is tumor
promoting only when occurring at a moderate level. Very interestingly, it was shown that
beclinl+/- mammary epithelial cells display more DNA damages than beclinl+/+ cells when
subjected to metabolic stress (Karantza-Wadsworth et al., 2007). Therefore, a moderate
macroautophagic activity may promote tumorigenesis not only by permitting autophagic cell

death escape, but also by favoring DNA damage accumulation.

In conclusion, we propose that some of the senescent epithelial cells which accumulate in
aged tissues could be the main source for the generation of sporadic carcinomas, which

incidence indeed dramatically increases with age.
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Legends

Figure 1: PS emergent cells display a lower macroautophagic activity than their

senescent progenitors

(A) Growth curve of NHEKSs showing the 3 phases of the culture: the exponential growth
phase, the senescence plateau, and the post-senescence (PS) emergent phase. (B) Cells were
taken at the exponential growth phase and at the beginning of PS emergence and analyzed by
flow cytometry according to forward scatter factor, indicative of cell size. At the beginning of
the PS emergence phase, the population was composed of both large cells, the senescent cells
(s), and smaller ones, the PS emergent cells (pse). Senescent and PS emergent cells were then
sorted by according to their forward scatter factor value. Proteins were extracted, separated in
SDS-PAGE and expression profiles of Beclin-1, LC3 II, LAMP-1 and PCNA were analyzed
by western blot. (C) LAMP-1 immunofluorescence assays were performed at the beginning of

the PS emergence phase. Bar represents 20pm.

Supplemental figure 1: Identification of LC3II

Senescent and PS emergent NHEKs were sorted by FACS as in Fig. 1. Proteins from these
cells and from young Normal Human Dermal Fibroblasts (NHDFs) were extracted, separated
in SDS-PAGE and expression profiles of LC3 were analyzed by western-blot. The non
processed and processed forms of LC3, respectively LC3I and LC3II, were detected in
NHDFs, whereas only LC3II was significantly detected in NHEKSs, whatever the culture

stage.

39

© 2012 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése d'Emeric Deruy, Lille 1, 2011

Figure 2: Lowering macroautophagy in H,;O,-induced premature senescent NHEKS

favors PS emergence

H,05-induced premature senescent NHEKs were transfected with siRNAs targeting Atg5 or
control siRNAs at different concentrations. (A) 72 hrs post-transfection, the efficiency of
siRNAs was controlled by western blot with an anti-Atg5 antibody that reveals the covalent
Atg5-Atgl2 complex. (B) Representative image of a PS emerging clone after fixation and
coloration with purple crystal. S points a senescent cells and pse a PS emergent cell. Bar
represents 10um (C) PS emerging clones were manually counted under microscopic
examination and the emergence frequency was calculated by reporting the number of clones
on the number of initially seeded cells. The counts were performed in 8 independent culture
dishes. The given results are the mean +/- standard deviation of all counts. The indicated fold
increase corresponds to the ratio of the means at each concentration of siRNAs. P values were

calculated using both student and Wilcoxon tests.

Figure 3: Lowering macroautophagy during normal and H;0,-induced senescence

favors or limits PS emergence depending on the inhibitor concentration

(A) Cells were taken at the beginning of the senescence plateau and analyzed by flow
cytometry according to forward scatter factor. As already described, the 15% of the cells with
the highest forward scatter factor value corresponds to dying senescent cells (D). The 15% of
the cells with just below values correspond to fully senescent but still alive cells (S) (Gosselin
et al., 2009a). This last subpopulation was sorted, seeded at a low density and treated with 3-
methyladenine (3MA) or its diluent H,O, or with Bafilomycin Al or its diluent DMSO. PS

emerging clones were manually counted under microscopic examination after fixation and
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purple violet coloration, and the emergence frequency was calculated by reporting the number
of clones on the number of initially seeded cells. (B) NHEK at the growth phase were treated
by 50 uM H,O; during 48hrs, hence inducing premature senescence of the all population. The
H,0,-induced senescent NHEKs were then seeded at low density, treated with autophagic
inhibitors and the emergence frequency evaluated as above. The counts were performed in 4
to 8 independent culture dishes. The given results are the mean +/- standard deviation of all
counts. The indicated fold increase corresponds to the ratio of the means at each concentration

of inhibitors. P values were calculated using both student and Wilcoxon tests.

Figure 4: The probability of senescent cells to generate PS emergent clones is linked to

their macroautophagic activity level

(A) NHEKSs at the senescence plateau were stained with Lysotracker and analyzed by flow
cytometry. Alive (S) and dying (D) senescent NHEKs were sorted firstly using forward scatter
(upper panel) are secondly using the Lysotracker intensity (lower panels). (B) The resulting
S1, S2, DI and D2 subpopulations were seeded at a low density and monitored for
emergence. PS emerging clones were manually counted under microscopic examination and
the emergence frequency was calculated by reporting the number of clones on the number of
initially seeded cells. The counts were performed in 4 independent culture dishes. The given
results are the mean +/- standard deviation of all counts. The indicated fold increase
corresponds to the ratio of the means of S1 on S2 and D1 on D2. P values were calculated

using both student and Wilcoxon tests.

Supplemental figure 2: Autophagic activity and steady state levels of ROS in
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exponentially growing versus senescent NHEKSs

NHEKSs from the exponential growth phase (black) and senescence plateau (red) were stained
with Lysotracker and H2-DCFDA and analyzed by flow cytometry. (A) Forward scatter factor
analysis. The population at the senescence plateau shows two main peaks of size; the first one
corresponds to residual small growing cells; the second one (R1) corresponds to senescent
cells. (B) Lysotracker and (C) H2-DCFDA staining profiles comparison between
exponentially growing NHEKs and R1 senescent NHEKs (values extracted using the

WinMDI 2.9 software).

Figure 5: Levels of autophagic activity are directly correlated with levels of H,O,

NHEKSs at the senescent plateau were stained with Lysotracker and H2-DCFDA and analyzed
by flow cytometry. The four S1, S2, D1 and D2 subpopulations were determined according to
their forward scatter factor. Their Lysotracker (rhodamine) and H2-DCFDA (GFP) staining
intensities were then extracted using the WinMDI 2.9 software. The peak values of the H2-

DCFDA staining intensity of each subpopulation are given.
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La sénescence des Kkératinocytes correspond a un état de stase et de
mort cellulaire impliquant la macroautophagie

La sénescence des kératinocytes résulte de I'augmentation de l'activité des
facteurs de transcription NFkappaB et en aval, de I'augmentation d’expression de la
MnSOD, sans corégulation des autres enzymes antioxydantes, conduisant a la
surproduction de H,0,. Au cours de cet état d’arrét de croissance, les cellules présentent
tous les critéres morphologiques de sénescence classiquement décrits, augmentation de
leur taille, de leur étalement sur le support, et d’'un certain nombre de critéres
moléculaires comme une augmentation de |'activité SA.beta-galactosidase ainsi que de

I'expression de la protéine p21°PYWAF

Mis a part ce dernier facteur que nous ne
détectons qu’une fois la sénescence pleinement établie, nous n’avons jamais observé
d’augmentation nette d’expression d’autres protéines susceptibles d’étre a |'origine de

Iarrét du cycle cellulaire, notamment p16™*

. De plus, en I"'absence de cassures double-
brin et d’'un raccourcissement des télomeéres, la voie DDR n’est pas non plus activée dans
les kératinocytes sénescents (données non publiées du laboratoire). Une question reste
donc encore en suspens: Quels sont les mécanismes, activés en réponse au stress

oxydant, qui conduisent a l'arrét du cycle cellulaire associé a la sénescence des

kératinocytes ?

Les récents travaux de Young et a/ 398,399

montrent que l'autophagie joue un role
central dans l'induction de la sénescence par I'oncogéne ras. Dans cette étude, ils
mettent en évidence que l'activation de la macroautophagie est nécessaire a
I’établissement de la sénescence, en amont de I'activation de p16. Ces travaux ont été
récemment confirmés in vitro et in vivo dans des cellules épithéliales de canaux biliaires

400

issus de patients sains ou développant une cirrhose Les auteurs montrent

notamment que les cellules issues de prélevements de tissus malades co-expriment

INK4a Cipl/Wafl

LC3B avec les marqueurs de sénescence pl6 et p21 et que l'inhibition de Ia
macroautophagie repousse la survenue de la sénescence. Il apparait donc dans ces
études que l'activation de la macroautophagie pourrait étre une nouvelle voie

d’induction de I'arrét dans le cycle cellulaire associé a la sénescence.
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Les travaux que nous avons réalisés ont mis en évidence que la macroautophagie
est également associée a la sénescence des kératinocytes et que de plus, elle induit Ia
mort des cellules. Les différentes analyses par microscopie électronique que nous avons
réalisées nous ont permis de voir que I'accumulation de vésicules macroautophagiques
débute durant la phase de croissance exponentielle, bien avant l'induction de Ia
sénescence. La macroautophagie pourrait donc avoir une importance fondamentale
dans l'induction de l'arrét dans le cycle cellulaire associé a la sénescence des

kératinocytes, en plus d’étre responsable de leur mort, mais ce point reste a démontrer.

Le stress oxydant est le déterminant clé du devenir des kératinocytes

Les travaux réalisés dans cette étude mettent en évidence un rdle central du
stress oxydant dans le devenir des kératinocytes. La sénescence des kératinocytes est en
effet essentiellement causée par la surexpression de la MnSOD en aval de la voie
NFkappaB. L'augmentation d’expression de cette enzyme de détoxification du O,*, sans
augmentation d’expression des autres enzymes de réduction des ROS, conduit a la
surproduction de peroxyde d’hydrogene responsable, via I'accumulation de dommages
oxydants, de I'entrée des cellules en sénescence. L'endommagement des cellules est
également a l'origine de I'accroissement de I'activité autophagique des kératinocytes a
un niveau tel qu’elle entrainera, a terme, la mort cellulaire. Le stress oxydant est donc le

principal inducteur de la sénescence et de la mort qui lui est associée.

De maniere intéressante, Le stress oxydant est également la cause principale de
I’émergence post-sénescence. En effet, la réduction du stress oxydant lors de la
sénescence par traitement avec des agents antioxydants comme la catalase réduit

fortement la probabilité qu’une cellule sénescente géneére des cellules émergentes.

Le stress oxydant a donc un double effet sur le devenir des kératinocytes en
induisant la sénescence et la mort, ou au contraire, en en favorisant I’échappement afin
de promouvoir la survie et I'émergence néoplasique. Il est donc crucial de déterminer les
parameétres différentiels qui influencent le devenir des kératinocytes sénescents vers

I'une ou l'autre des finalités. De maniére intéressante, nous avons mis en évidence que
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I'autophagie est activée en réponse aux dommages oxydants qui alterent la cellule. Il est
donc possible qu’un trop fort endommagement cellulaire soit responsable d’une trop
forte activation de la macroautophagie engendrant une dégradation massive des
constituants cellulaires vitaux entrainant au final la mort cellulaire. Dans le cas de
I’émergence post-sénescence, nous avons mis en évidence que les cellules progénitrices
de cellules émergentes subissent un stress oxydant modéré en comparaison du reste
des cellules sénescentes. Ce stress oxydant moindre pourrait conduire a un
endommagement moindre, supportable par les différents systémes de dégradation que
sont le protéasome, la CMA et la macroautophagie. Cela créerait un contexte permissif
dans lequel les ROS, via leurs propriétés mutagenes, pourraient induire la génération
des cellules néoplasiques. Nous avons en effet mis en évidence la présence de
microdélétions dans les kératinocytes émergents. Méme si nous n’en avons pas la
preuve directe, il est trés possible que ces altérations du génome soient la conséquence
des dommages oxydants affectant le noyau que nous avons mis en évidence dans les

kératinocytes sénescents, notamment les cassures simple-brin et/ou les ponts AIP.

Le devenir des kératinocytes apparait donc comme la résultante d’un ratio entre
dommages oxydants délétéres entrainant la mort des cellules et dommages oxydants

mutagenes favorisant la transformation des cellules.

La sénescence, un mécanisme a la fois suppresseur et promoteur de
tumeur

Malgré I'arrét dans le cycle cellulaire, I'accumulation de dommages oxydants et
I'induction de la mort par autophagie, certains kératinocytes sénescents sont capables
de générer des cellules néoplasiques. La sénescence des kératinocytes a donc deux
finalités antagonistes : soit elle conduit a la mort cellulaire, soit elle génere des cellules

néoplasiques.

Dans le premier cas, la sénescence des kératinocytes a bien un effet suppresseur
de tumeur. Le stress oxydant inducteur de la sénescence et de la mort par

macroautophagie résulte de I'activité des membres de la famille des facteurs NFkappaB,
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facteurs de transcription impliqués dans de nombreuses signalisations et généralement

1) Dans cet esprit, on peut alors assimiler

considérés comme des oncogenes (revue par
la sénescence des kératinocytes a une OIS. Comme pour la sénescence induite par ras, la
sénescence des kératinocytes passe donc par la production de ROS et potentiellement
aussi par un stress réplicatif. En effet, nous avons montré qu’un des dommages oxydants
majeurs des cellules sénescentes sont des ponts AIP détectés dans les noyaux. Ces ponts
AIP affectant la chromatine pourraient conduire a un blocage des fourches de réplication
et induire un stress réplicatif responsable de I'entrée en sénescence des cellules. Les

ponts AIP pourraient également bloquer complétement la réplication et la transcription

et conduire a la mort des cellules.

Dans le second cas, en générant des cellules néoplasiques, la sénescence a un
effet promoteur de tumeur. En effet, non seulement I'existence d’une émergence
montre que la sénescence n’est pas un processus suffisant pour bloquer la
transformation, mais le fait que les cellules émergentes soient générées par des cellules
sénescentes montre que la sénescence pourrait étre préparatoire a |'émergence
néoplasique. Le phénomene d’émergence post-sénescence n’est pas spécifique aux
kératinocytes et a également été décrit pour les cellules épithéliales mammaires **.
Dans ce type cellulaire aussi, la sénescence et I'émergence qui s’en suit peuvent étre
repoussées par traitement des cellules avec la catalase (données non publiées du
laboratoire), suggerant que, dans les cellules épithéliales, le stress oxydant puisse étre
au centre des mécanismes de sénescence et d’émergence, probablement via les
dommages cellulaires et mutagenes générés par les ROS. Il est intéressant de constater
que ce processus d'émergence post-sénescence n’a jamais été observé pour les

) ., . 245,402
fibroblastes sénescents humains =

, ce qui suggere que la sénescence des cellules
épithéliales serait différente de la sénescence des fibroblastes, type cellulaire le plus

utilisé jusqu’ici dans les études du réle suppresseur de tumeur de la sénescence.

L’effet promoteur de tumeur de la sénescence peut également mettre en jeu un
mécanisme paracrine des fibroblastes sénescents sur les cellules épithéliales via un

240-244

sécrétome particulier, proche de celui des CAFs . Ce mécanisme fait I'objet d’un

axe de recherche développé par un autre doctorant de I'équipe. || montre notamment
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qgue le sécrétome des fibroblastes sénescents de derme est proche de celui de CAFs et
gu’il accroit I'état de transformation des kératinocytes émergents post-sénescence. Les
fibroblastes sénescents ont donc des propriétés tumorigenes indirectes en favorisant le
développement cancéreux de leur partenaire épithélial. De maniére intéressante, nous
avons montré que les hyperplasies et carcinomes cutanés induits par les kératinocytes
émergents n’apparaissent dans les souris qu’aprés un long délai post-injection, c’est-a-
dire dans des souris alors agées d’environ 9 mois. Ce laps de temps avant le
développement tumoral pourrait étre le reflet qu’un environnement vieillissant est plus

favorable a la croissance tumorale qu’un environnement jeune.

Toutes ces données réunies mettent en évidence que la sénescence a des effets
suppresseur et promoteur de tumeur reposant sur des mécanismes intrinséques aux
cellules épithéliales dans lesquelles le stress oxydant joue un réle majeur, et/ou sur des
mécanismes paracrines liés au vieillissement du microenvironnement des cellules
épithéliales. La mise en lumiere de ces mécanismes permet alors de mieux comprendre
les données épidémiologiques qui montrent que I'incidence des cancers épithéliaux, et

non des sarcomes, augmente avec |'age.

Concernant la macroautophagie, il est intéressant de constater que I'expression
d’un certain nombre d’Atg est souvent réduite dans les cancers. Une perte
g p

d’hétérozygotie du chromosome 17 (portant atgé6/beclinl) est par exemple souvent

403-406 . 407,408 409
, du sein

observée dans les carcinomes de I'ovaire ou de la prostate " Il en

est de méme pour d’autres atg impliqués dans I’activation de I'autophagie comme uvrag

410,411

ou bifl, souvent décrits mutés ou délétés dans les cancers , attestant d’un role

suppresseur de tumeur de la macroautophagie (Tableau 1) 299

. Cependant, nos travaux
associés a ceux d’autres équipes modulent cette conclusion. En effet, comme décrit
précédemment, I'accumulation de dommages oxydants associés a la sénescence active
une autophagie massive qui entrainera la mort des NHEKs sénescents. Nous montrons
ici que les cellules qui émergent du plateau de sénescence échappent a la mort par
autophagie, mais nous montrons aussi qu’une inhibition trés forte de I'activité

macroautophagique a la sénescence réduit la probabilité qu’une cellule génére des

cellules émergentes. Ces résultats peuvent étre mis en paralléle de ceux obtenus par
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Yue et al dans lesquels ils mettent en évidence que la réduction de [l'activité
macroautophagique dans des souris hétérozygotes pour Atg6/Beclinl induit
spontanément la formation de tumeurs, mais que les knock-out homozygotes sont

. 389
[étaux

. lls définissent alors Atg6/Beclinl comme un géne suppresseur de tumeur
haploinsuffisant et suggérent qu’une activation limitée de la macroautophagie est
insuffisante pour protéger les cellules de la transformation 389 Associés aux nétres, ces
résultats suggérent que I'expression monoallélique de Atg6/Beclinl pourrait non
seulement étre inefficace pour empécher la tumorigenése, mais de surcroit étre
bénéfique a la transformation des cellules. Il est d’ailleurs intéressant de constater
gu’une perte biallélique de Atg6/Beclinl dans les tumeurs n’a jamais été décrite. Par

conséquent, l'autophagie pourrait étre un processus promoteur ou suppresseur de

tumeur dépendamment de son niveau d’activation.

Dans un contexte clinique, les cancers sont traités par des chimiothérapies visant,

412

pour certaines, a induire la mort cellulaire via la production de ROS "*“. Il a souvent été

rapporté que la sénescence pouvait étre activée au sein d’une tumeur apres traitement
3 Jusqu’ici, on estimait que ces cellules seraient éliminées par I'organisme ou a défaut
n’évolueraient plus puisque considérées comme bloquées irréversiblement en phase G1
du cycle cellulaire. Or, nos travaux “* associés a ceux de I'équipe de Tlsty *** ont mis en
évidence que la sénescence des kératinocytes comme celle des cellules épithéliales
mammaires ne constitue pas un blocage suffisant pour empécher I'évolution
néoplasique des cellules, voire méme la favorise. Activée en réponse a la production de
ROS induite par les traitements, la sénescence deviendrait un moyen pour quelques
cellules de résister a la chimiothérapie, d’autant que les cellules sénescentes sont

s ;. N 16-20
généralement résistantes a I'apoptose

. Des cellules pourraient ensuite réémerger a
partir des cellules cancéreuses sénescentes, ce qui entrainerait la récidive du cancer.
Une macroautophagie modérée leur permettrait alors de contrdler leurs niveaux de
dommages oxydants. Ainsi, ces processus associés que sont la sénescence et la
macroautophagie pourraient étre deux acteurs majeurs de la dormance tumorale et de

la récidive de la maladie.
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