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Résumé 

Depuis plusieurs années, la sénescence cellulaire a été majoritairement étudiée comme un 

processus causé par le vieillissement des cellules et un mécanisme pour limiter la propagation 

des cellules précancéreuses. Cette perspective a changé suite aux publications des groupes 

Serrano et Keyes, qui ont démontré la présence des cellules sénescentes très tôt durant le 

développement embryonnaire de la souris. Dernièrement, le laboratoire de Dr Roy a identifié le 

pronéphros, un organe transitoire qui est remplacé par le mésonéphros (homologue du rein chez 

les humains) à la maturité, les fascicules du nerf olfactif ainsi que les gencives comme des zones 

riches en cellules sénescentes durant le développement de l’axolotl. Ces évidences suggèrent que 

la sénescence est une réponse biologique survenant non seulement lors du vieillissement, mais 

est également une réponse physiologique pouvant être activée par différents signaux présents 

dans son environnement. À ce jour, bien que plusieurs chercheurs ciblent l’identification des 

points de contrôle de la sénescence cellulaire, on connaît peu de chose sur le rôle des cellules 

sénescentes durant le développement embryonnaire et la manière dont celui-ci pourrait 

influencer la croissance et la morphogenèse des organismes. Dans la présente étude, on cherche 

à identifier les gènes qui sont importants dans la sénescence développementale. Les résultats de 

séquençage d’ARN dans le pronéphros de l’axolotl ont démontré un enrichissement significatif 

du gène PEBP1, qui code pour une protéine surtout connue pour son rôle inhibiteur sur la kinase 

Raf. De plus, nos résultats semblent démontrer une diminution de l’activité bêta galactosidase 

dans le pronéphros de l’axolotl en développement lorsque celui-ci est traité à la Locostatin, un 

inhibiteur pharmacologique qui bloque l’interaction de PEBP1 avec RAF. Nous suggérons que 

PEBP1 pourrait être important pour soit l’activation ou le maintien du caractère sénescent dans 

les organes en développement de l’axolotl. Un phénomène qui semble être important pour 

conserver la fonctionnalité de l’organe en transition.  

Mots-clés : Sénescence, développement, axolotl, embryon, RKIP, PEBP1, pronéphros, olfactif, 

gencives, RNA-seq.  





 

Abstract 

For several years, cellular senescence has been mainly studied as a process caused by the aging 

of cells and a mechanism to limit the propagation of precancerous cells. This perspective changed 

following the publications of Serrano and Keyes, who demonstrated the presence of senescent 

cells very early in the embryonic development of mice. Recently, the laboratory of Dr. Roy 

identified the pronephros, a transient organ which is replaced by the mesonephros (kidney 

counterpart in humans) at maturity, the olfactory nerve fascicles as well as the gums as areas rich 

in senescent cells during the development of axolotl. The evidence suggests that senescence is 

not only related to the aging process, but rather a physiological response which is activated by 

various signals present in its environment. To date, although several researchers are targeting the 

identification of control points for the activation of senescence, little is known about the role of 

senescent cells during embryonic development and how it could influence growth and 

morphogenesis. In the present study, we seek to identify the genes that are important in 

developmental senescence. The results of RNA sequencing in the axolotl pronephros have, among 

other things, demonstrated a significant enrichment of the PEBP1 gene which codes for a protein 

that acts as an inhibitor of the Raf kinase. Our findings support the idea that cellular senescence 

that occurs during the embryonic development of the axolotl is dependent on PEBP1 since the 

pharmacological inhibitor of PEBP1 (Locostatin), which blocks the interaction of PEBP1 with RAF, 

seems to affect the activity of senescent beta galactosidase. We suggest that PEBP1 is necessary 

for either the activation or the maintenance of senescence in the pronephros during 

embryogenesis. We further suggest that embryonic senescent is crucial for the morphogenesis of 

the developing organ perhaps by keeping the organ functional during the transition. 

 

Keywords : Senescence, Development, Axolotl, RKIP, PEBP1, Pronephros, Olfactory, Gums, RNA-

seq. 
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1 Introduction 

1.1 La cellule comme unité de base 

La cellule est la plus petite unité vivante de la hiérarchie de l’organisation biologique capable de 

se produire de façon autonome(1). Les organismes pluricellulaires sont composés de divers types 

de cellules spécialisées qui, ensemble, peuvent atteindre un niveau d’organisation supérieur, 

comme les tissus ou les organes(1-5). Collectivement, ces cellules forment une communauté qui, 

grâce à la communication intercellulaire, réalise différentes fonctions cellulaires(1-9). L’étude de 

cette communication permet de résoudre les questions biologiques fondamentales tant dans le 

domaine du développement de l’embryon que de l’anarchie cancéreuse.   

 

1.2 La communication cellulaire  

Au cours de l’évolution, les organismes vivants ont développé plusieurs techniques qui 

permettent aux cellules de communiquer entre elles pour assurer la survie et l’évolution de 

l’organisme en question. L’exemple le plus simple est celui de la levure, chez laquelle il existe 

deux types de cellules haploïdes, a et α(10). En présence de nourriture, la cellule α sécrète une 

phéromone sexuelle, le facteur α, qui est reconnu par les récepteurs de la cellule a(10). Cette 

communication entre les deux cellules permet une reconnaissance qui mène à leur fusion et la 

formation d’une cellule diploïde a/α (10). Ainsi, les récepteurs sur les cellules permettent de 

reconnaître l’information qui leur est donnée par les cellules avoisinantes pour ensuite convertir 

cette information en une réponse cellulaire (transduction) par une série d’étapes (voie de 

transduction), qui peut être étalée par une voie d’amplification(1, 11-14). Chez les organismes 

multicellulaires complexes, les cellules peuvent soit sécréter des facteurs messagers qui agissent 

directement sur les cellules avoisinantes, soit sécréter des hormones qui peuvent parcourir de 

longues distances pour agir sur les cellules cibles(1, 15). Les cellules réceptrices répondent au 

signal reçu sous différentes formes d’activité cellulaire : le réarrangement du cytosquelette(16), 
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l’activation de certains gènes dans le noyau, la réplication cellulaire(15) , la mort cellulaire par 

apoptose(15) ou même la sortie du cycle cellulaire et l’entrée dans un état de sénescence(1, 17).  

 

1.3 Chaque cellule naît d’une cellule (« Omnis cellula e cellula ») 

La division cellulaire joue un rôle très important pour la survie des organismes. Chez les 

unicellulaires, la réplication de la cellule engendre la reproduction de l’organisme en entier. Chez 

les organismes pluricellulaires sexués, la réplication permet le développement de l’organisme à 

partir d’une seule cellule, le zygote. À la maturité, les humains sont restreints quant à leur 

capacité de répliquer toutes les cellules de leurs corps et de régénérer des tissus(18). À titre 

d’exemple, les cellules hépatiques, les cellules de la peau et les cellules du muscle possèdent la 

capacité de se diviser relativement rapidement, tandis que les neurones sont incapables de se 

diviser à l’âge adulte(18). Toutefois, d’autres vertébrés moins complexes comme les salamandres 

peuvent répliquer la plupart des types cellulaires et même régénérer plusieurs parties de leur 

corps : les membres inférieurs et postérieurs, l’apex du cœur, la queue, le cerveau, les tissus 

oculaires, les reins, la moelle épinière, et ce, tout le long de leur vie(18). Ces différences entre les 

organismes permettent de confirmer qu’il existe un mécanisme de régulation moléculaire qui 

gouverne la reproduction des cellules et le cycle cellulaire.  

 

1.3.1 Les différentes phases du cycle cellulaire 

Malgré le fait qu’il existe certaines particularités quant au potentiel de réplication cellulaire des 

organismes, toutes les cellules eucaryotes passent par le même cycle pour se répliquer(19), et ce, 

depuis leur formation par la division de leur cellule mère jusqu’à leur propre division en deux 

cellules filles. Ce cycle est divisé en deux phases principales : l’interphase et la phase mitotique. 

L’interphase est l’étape la plus longue et représente 90 % du cycle cellulaire(19). Elle se subdivise 

en trois phases de croissance : la phase G1/G0 (gap 1), la phase S (synthèse d’ADN) et la phase G2 

(gap2) (Figure 1) (19). En revanche, la phase mitotique (M) est l’étape la plus courte; c’est celle 

qui permet la séparation de la cellule mère en deux cellules filles(19). Lorsque la cellule reçoit un 
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signal pour se répliquer, elle entre dans la phase G1 du cycle cellulaire. Elle augmente alors de 

taille et synthétise les éléments qui vont lui être nécessaires pour l’étape de la réplication des 

chromosomes (S), où la cellule fait un double de son matériel génétique, transmet les 

modifications épigénétiques aux nouveaux brins et synthétise les protéines nécessaires à 

l’empaquetage de la chromatine. Durant la phase G2, la cellule augmente à nouveau de taille et 

se prépare pour son entrée dans la phase mitose (M)(19). Cette dernière permet la division de 

son contenu en deux cellules filles. Cela se fait en quatre étapes : prophase, métaphase, anaphase 

et télophase(1, 20). La prophase consiste en la condensation progressive de l’ADN et 

l’éloignement des centrosomes de part et d’autre de la cellule. Les centrosomes sont des 

structures sur lesquelles sont attachés les microtubules, qui permettent la formation des fibres 

du fuseau de division et donc la séparation des chromatides sœurs aux extrémités de la cellule(1, 

21, 22). Vers la fin de la prophase, la cellule commence la destruction de son enveloppe 

nucléaire(1, 23). Durant la métaphase, les paires de chromosomes s’alignent sur la plaque 

équatoriale de façon à ce que chaque kinétochore des cellules sœurs soit face à un pôle(1, 24-

26). Par la suite, au cours de l’anaphase, les fuseaux de division guident les chromatides sœurs et 

permettent leur migration vers le pôle auquel ils font face(1, 27). De cette façon, les deux pôles 

de la cellule possèdent un nombre équivalent de chromosomes. Finalement, pendant la 

télophase, les chromosomes sortent de leur état condensé, la membrane nucléaire se reforme et 

la cellule se prépare à diviser son cytoplasme (cytocinèse) pour former deux cellules filles(1, 28, 

29). 
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Le cycle cellulaire est divisé en 4 étapes : G1, S, G2, M. Durant la phase G1, la cellule se 
prépare à la duplication de son ADN qui survient à la phase S. Une fois l’ADN répliqué, 
la cellule passe à la phase G2 où elle se prépare à la mitose (M), durant laquelle fait 
une répartition égale de son contenu pour former deux cellules filles identiques. Le 
cycle possède trois points de contrôle : G1/S, G2/M et M. L’intégrité de l’ADN est 
évaluée au point de contrôle G1/S, la duplication correcte des chromosomes au point 
de contrôle G2/M et la fixation des kinétochores sur les microtubules au point de 
contrôle M. Image crée avec BioRender.com 

 

1.3.2 La régulation et les points de contrôle du cycle cellulaire 

Cette réplication cellulaire, bien qu’elle ne soit pas accessible à tous les types de cellules à tout 

moment, est un processus très actif chez l’humain adulte, lui laissant jusqu’à 25 millions de 

divisions chaque seconde(30). Chez la plupart des cellules, la décision d’une cellule à se répliquer 

dépend particulièrement des stimuli chimiques présents dans son cytoplasme(31). Des 

expériences de fusion des cellules en différentes phases ont permis de reconnaître à quel point 

ce cycle est bien régulé. Le fusionnement d’une cellule en phase S avec une cellule en phase G1 

mène la cellule en phase G1 à entrer en phase S et à continuer le cycle à partir de ce point(32, 

33). Cela démontre la présence d’éléments stimulateurs dans le cytoplasme de la cellule S, qui 

sont transmis à la cellule G1 et qui permettent son entrée en phase S. Par contre, la fusion de la 

Figure 1 - Les points de contrôle et les phases de la réplication cellulaire. 
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cellule en phase G2 avec la cellule en phase S ne provoque pas l’entrée de la cellule G2 en 

phase S(32, 33). Ces expériences démontrent donc qu’il existe non seulement des éléments 

stimulateurs, mais aussi des éléments inhibiteurs qui donnent un sens unique à la réplication 

cellulaire. Ces éléments sont transmis via des mécanismes de reconnaissance et de régulation 

externes et internes, ainsi que des points de contrôles à des moments critiques du cycle(34-39).  

La régulation et la transition entre les phases du cycle cellulaire ont lieu grâce aux protéines 

cyclines et aux kinases dépendantes de la cycline (CDK)(36, 40-42). La simple activation ou non-

activation de ces deux protéines peut décider du destin de la cellule à se diviser ou pas(43). 

D’ailleurs, la dérégulation des CDK est un marqueur clé pour la détection d’une prolifération 

cellulaire excessive (cancer) et son inhibition est l’une des pistes thérapeutiques les plus ciblées 

pour le traitement du cancer(44-46). À titre d’exemple, les inhibiteurs de CDK4/6 tels que le 

palbociclib, ribociclib et abemaciclib sont couramment utilisés pour traités le cancer du sein 

métastatique(47). Les cyclines sont des protéines dont la concentration subit des fluctuations 

cycliques, tandis que les CDK sont des kinases, ciblant les sérines/thréonines, dont les 

concentrations sont constantes à travers le cycle cellulaire(36). Ces kinases sont sous forme 

inactive à leur état normal.(48) Leur activité dépend des niveaux de cyclines et des facteurs 

mitogènes dans leur environnement(48). Leur activation se fait suite à leur liaison aux 

cyclines(48). Chez les humains, il existe 29 cyclines et 20 CDK, dont les 7 premiers régulent le cycle 

cellulaire et les autres la transcription des gènes(49). Les différentes combinaisons de cyclines et 

de CDK permettent la formation d’une variété d’hétérodimères CDK/cyclines spécifiques à 

chaque phase du cycle cellulaire (Figure 2)(50, 51). Les cyclines répondent aux signaux 

extracellulaires et intracellulaires et agissent comme régulateurs des CDK, la sous-unité 

enzymatique du complexe(49). Ces réponses peuvent mener à l’activation et/ou la 

phosphorylation des protéines dont la cellule a besoin pour passer à travers la phase où elle se 

trouve. Les fluctuations cycliques des complexes cyclines/CDK font en sorte que la cellule a 

développé des réponses efficaces et rapides quant à l’inactivation ou la dissociation du complexe. 

En effet, la cellule peut soit bloquer l’activité enzymatique de la CDK grâce à des inhibiteurs de la 

famille INK, soit empêcher l’interaction de la CDK avec sa cycline grâce à des CDK interagissant 

avec les protéines CIP/KIP, ou même dégrader la cycline et recycler la CDK pour une cycline 
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nouvellement synthétisé(49). Lorsque l’arrêt du cycle est provoqué par un dommage à l’ADN, la 

cellule peut également empêcher le passage des phases aux points de contrôle en bloquant 

l’expression des facteurs mitogènes qui affecte la transition des phases du cycle cellulaire (p. ex. 

les complexes Skp1-Cul1-F-box protein (SCF) et anaphase-promoting complex/cyclosome 

(APC/C))(49).  

Les différentes phases du cycle cellulaire eucaryote sont régulées par l’expression des 
cyclines qui, lorsqu’associées à la kinase CDK, activent les protéines dont la cellule a 
besoin pour passer à travers la phase où elle se trouve. Les complexes CDK/cyclines 
sont exprimés de manière cyclique et leur expression peut être inhibée par des 
inhibiteurs spécifiques de kinase dépendant de la cycline (CDKi) : p15, p16, p18, p19, 
p21, p27 et p57. Il existe également trois points de contrôle dans le cycle cellulaire : 
G1/S, G2/M et intra-M où la cellule vérifie qu’elle possède tout ce dont elle a besoin 
avant de progresser. Image inspirée de OpenStax College, Biology, créée avec 
BioRender.com 

 

1.3.2.1 Les CDK dans le cycle cellulaire 

Chez les mammifères, la plupart des cellules matures sont soit dans un état de repos temporaire 

(quiescence) qui correspond à l’entrée à la phase G0 ou permanent (sénescence), un état 

cellulaire qui représente l’arrêt du cycle cellule et la sortie en phase G1(52). Contrairement aux 

cellules en sénescence, les cellules en quiescence peuvent se répliquer en rentrant dans le cycle 

cellulaire à la phase G1(53). Cela se produit lorsque les cellules reçoivent un signal mitogène, 

généralement médié par les voies MAPK (mitogen-activated protein kinase)(53). Ces signaux sont 

reçus par cycline D qui procède à l’activation des CDK4 et CDK6(31, 52, 54, 55). Les 

Figure 2 - Les régulateurs du cycle cellulaire : les cyclines. 
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complexes CDK4/cycline D et CDK6/cycline D peuvent par la suite phosphoryler la protéine 

associée au rétinoblastome (Rb) qui, dans l’état non phosphorylé, bloque la famille de facteur de 

transcription E2F(56). La libération de E2F permet la transcription de plusieurs gènes nécessaires 

à la progression du cycle, tels que CCNE (cycline E), CCNA (cycline A) et CCNB (cycline B), DHFR 

(dihydrofolate réductase), RRM1/RRM2 (ribonucléotide réductase M1 et M2), PLK1 (polo-like 

kinase 1), MAD2 (spindle checkpoint protein MAD2) et BUB1 (BUB1 mitotic checkpoint 

serine/threonine kinase)(49). Vers la fin de la phase G1, la protéine cycline E activée s’associe avec 

CDK2. Le complexe cycline E/CDK2 activé va non seulement assurer l’enchaînement du cycle 

cellulaire des phases G1 à S par la rephosphorylation de la protéine Rb, mais elle va aussi activer 

la transcription des gènes nécessaire à la réplication de l’ADN, la duplication des centrosomes et 

la synthèse des histones(56). De plus, durant la phase G1, la cellule va définir l’origine de 

réplication de son ADN à l’aide des protéines du complexe de reconnaissance de l’origine de 

réplication (ORC), dont la protéine de contrôle du cycle cellulaire 6 (CDC6) fait partie(57). Une fois 

le complexe formé, les protéines de régulation recrutent d’autres protéines et permettent la 

formation d’un complexe pré-réplicative qui active l’entrée la réplication de l’ADN et l’entrée en 

phase S(19, 57). Durant la phase S, l’ADN est dupliqué sans l’influence des facteurs mitogènes 

environnementaux(31, 58). La transition de la phase S à G2 se fait grâce à la cycline A qui remplace 

la cycline E lorsque celle-ci est dégradée pour former le complexe cycline A/CDK2(56, 59-61). Vers 

la fin de la phase S, le complexe cycline A/CDK2 va préparer la cellule à passer à la phase G2 en 

phosphorylant à nouveau le facteur de transcription E2F(61). À la phase G2, le complexe 

cycline A/CDK2 active des gènes pour assurer l’arrêt de la réplication de l’ADN. Vers la fin de la 

phase G2, la cycline A se dissocie de CDK2 et s’associe à CDK1 pour permettre la transition à la 

phase mitotique (M)(52, 62). À la phase M, la cycline A est dégradée et remplacée par la cycline B 

pour former le complexe cycline B/CDK1(51, 63, 64)Ce complexe active tout gène nécessaire pour 

la condensation des chromosomes, la destruction de l’enveloppe nucléaire et la formation du 

fuseau mitotique. Durant cette phase ont lieu plusieurs évènements complexes excessivement 

bien régulés. Plus spécifiquement, la cellule passe à travers plusieurs étapes (prométaphase, 

métaphase, anaphase et télophase) pour diviser son contenu en deux cellules filles(52, 65). Les 

mécaniques de la séparation des chromosomes de part et d’autre de la cellule (anaphase) se font 
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lorsque l’activité de CDK1 est diminuée et que la cycline B est dégradée(66). Finalement, le cycle 

cellulaire se termine à la phase cytocinèse, où la cellule mère divise son cytoplasme pour donner 

naissance à deux cellules filles(52, 65). 

 

1.3.2.2 Les points de contrôle du cycle cellulaire 

Bien que la variation d’expression des CDK soit aussi bien régulée et ordonnée, la cellule ne se fie 

pas uniquement à leur expression pour permettre le passage entre ses phases de réplication. Il 

existe également des points de contrôle à des moments critiques du cycle qui permettent de 

vérifier que l’étape précédente a été complétée correctement avant d’ordonner la progression 

de la cellule à l’étape suivante (Figure 1-2)(52, 67, 68). Ces points de contrôle sont situés à la fin 

des phases G1, G2 et au milieu de la phase M. Le point de contrôle G1 permet de contrôler deux 

évènements, à savoir si l’environnement de la cellule est favorable à la réplication (possède assez 

de réserves de nutriments et d’énergie) et si sa taille est suffisante grande (52, 69). Tant que la 

cellule n’a pas réussi ces épreuves, cette barrière ne peut être franchie. Mais une fois le point de 

contrôle passé, la cellule devient indépendante de son environnement et sa réplication est 

assurée(69). Le point de contrôle G2 se situe juste avant l’entrée à la phase mitotique (M)(34, 52). 

Durant cette période, la cellule vérifie la quantité et la qualité de l’ADN. Elle veut s’assurer que 

tout le matériel génétique a effectivement été répliqué, et ce, sans aucune erreur, avant de 

procéder à la division de la cellule en deux cellules filles(34, 52). Dans le cas échéant, soit que la 

cellule répare l’erreur dans son matériel génétique ou qu’elle déclenche la mort par apoptose(34). 

Finalement, le dernier point de contrôle est durant la phase M, plus spécifiquement pendant la 

métaphase. La cellule doit confirmer que chaque kinétochore est bien attaché à une fibre de 

fuseau et que les chromosomes sont parfaitement alignés sur le plan équatorial(52, 68). Si un 

chromosome est mal placé, la cellule mettra en pause la mitose, laissant le temps au fuseau de 

capturer le chromosome avant de séparer les chromosomes sœurs et de passer à l’étape de 

cytocinèse(52, 68).  
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1.4 La fin de vie d’une cellule 

De façon générale, les organismes multicellulaires fournissent un effort constant afin de 

maintenir un équilibre homéostatique entre le nombre de nouvelles cellules générées et le 

nombre de cellules éliminées. Une prolifération excessive peut causer le développement de 

maladies telles que le cancer et ainsi potentiellement causer la mort de l’organisme, tandis qu’un 

niveau de mort cellulaire excessif peut entraîner des maladies telles que les maladies 

neurodégénératives comme l’Alzheimer ou le Parkinson. Durant le développement, selon les 

différentes phases, l’organisme passe à travers des vagues de prolifération et de mort cellulaire 

pour finalement former les différents organes et l’anatomie de l’organisme(70). Un exemple très 

bien étudié est la formation des doigts et des orteils qui, très tôt durant le développement, 

apparaissent sous forme de palmure; puis, à un stade spécifique, la mort cellulaire s’active au 

niveau interdigital pour donner leur forme définitive aux doigts et aux orteils(70).  

Il existe quatre types de destins cellulaires : apoptose, autophagie, nécrose et sénescence. Parmi 

ceux-ci, l’apoptose, l’autophagie et la nécrose sont des types de morts cellulaires tandis que la 

sénescence est un état d’arrêt permanent de la réplication cellulaire. Ces destins cellulaires 

peuvent être programmés, c’est-à-dire qu’elles peuvent être activées en présence ou en 

l’absence de stimuli extrinsèques et intrinsèques, et d’autres sont accidentelles, c’est-à-dire que 

les cellules sont exposées à des forces physiques (haute pression, température ou forces 

osmotiques), chimiques (variations extrêmes du pH) ou mécaniques (cisaillement). Ainsi, en 

fonction de l’état de la cellule et des conditions dans lesquelles elle se trouve, un type de mort 

cellulaire pourrait être privilégié par rapport aux autres.  

 

1.4.1 Apoptose : la mort cellulaire programmée 

L’apoptose, également connue sous le nom de « suicide cellulaire », est un processus 

physiologique nécessaire à l’homéostasie tissulaire(71, 72). Il joue un rôle très important dans le 

développement de l’organisme, entre autres pour la formation des doigts et des pieds(73), 

l’élimination des cellules nerveuses non fonctionnelles(74) et l’involution des cellules épithéliales 

alvéolaires durant le développement des glandes mammaires(75). C’est un processus sélectif et 



 34 

très bien régulé qui assure la destruction des cellules sans avoir à stresser ou endommager les 

cellules avoisinantes(71, 76, 77). De la sorte, l’élimination des cellules ne laisse aucune cicatrice, 

ce qui évite à l’organisme de passer par une étape de guérison de la plaie(78). Le processus est 

médié par une série d’enzymes protéases à cystéine appelées les caspases(79). Il existe deux 

types de caspases : les initiateurs (caspase 9) et les exécuteurs (caspase 3 et 7)(79). Les deux types 

sont présents dans la cellule sous forme inactive (pro-caspase)(79). Les caspases initiateurs 

s’active par auto clivage lorsqu’un signal apoptotique est détecté(79). Ceux-ci peuvent par la suite 

activer les caspases exécuteurs par un clivage interne pour permettre la destruction de la 

cellule(79).  

Deux voies peuvent activer l’apoptose : une voie intrinsèque et une voie extrinsèque (Figure 3A). 

La voie intrinsèque est médiée par la famille des protéines BCL-2 (B-cell lymphoma 2). Il existe 

trois sous-familles des BCL-2 : les pro-apoptotiques BH3 (Bim, Bid, Puma, Noxa, Hrk, Bmf et Bad), 

les molécules effectrices pro-apoptotiques  (BAX et BAK) et les anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-x, 

Mcl-1, BFL1/A1 , Bcl-w et Bcl-B)(80). La plupart des cellules de l’organisme expriment en 

permanence un mélange de protéines anti- et pro-apoptotique(81). En réponse à un stimulus 

apoptotique (un stress cellulaire, en particulier le stress mitochondrial causé par des facteurs tels 

que les dommages à l’ADN et le choc thermique), cette balance est altérée et les protéines pro-

apoptotiques sont surexprimées(80, 81). Les protéines pro-apoptotiques servent à activer les 

protéines BAX et BAK qui, ultimement, vont faire des pores dans la membrane externe de la 

mitochondrie pour libérer les cytochromes C, qui, en association avec la protéine Apaf-1 

(Apoptotic protease activating factor 1), forment un complexe d’activation des caspases et 

causent la destruction de la cellule(80). Dans des conditions saines, les protéines anti-

apoptotiques se lient aux protéines pro-apoptotiques pour bloquer leur activité enzymatique et 

la formation des pores(80).  

La voie extrinsèque est activée lorsqu’un signal externe est transmis à la cellule par une 

interaction ligand-récepteur pour induire l’apoptose (Figure 3A). Généralement, cette interaction 

vient des ligands qui sont exprimés sur la membrane des cellules tueuses naturelles (de l’anglais 

Natural Killer) du système immunitaire(82). Plus précisément, le signal est transmis via les ligands 

FAS (FAS-L) qui se lient aux récepteurs transmembranaires sur les cellules cibles. Cette liaison 
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déclenche l’agrégation de plusieurs récepteurs à la surface de la cellule cible et le recrutement de 

la protéine adaptatrice, FADD (Fas-associated death domain), dans le cytoplasme de la cellule. La 

protéine FADD active à son tour les différentes caspases de manière successive pour finalement 

mener à l’activation de la caspase 3, un membre de la famille des caspases pour débuter la 

dégradation de la cellule(80). Durant le processus de la mort cellulaire par apoptose, qu’il soit 

activé de manière intrinsèque ou extrinsèque, les cellules apoptotiques subissent plusieurs 

changements morphologiques : la chromatine se condense (pycnose) et se fragmente 

(caryorrhexis), la cellule rétrécit, le cytosquelette se brise et son contenu s’englobe dans une 

partie de la membrane plasmique pour former des corps apoptotiques(71). Peu de temps après, 

l’équipe de nettoyage cellulaire (les cellules phagocytaires des cellules immunitaires) engloutit les 

corps, recycle leur contenu et se débarrasse des débris(71). 

 

1.4.2 Autophagie  

L’autophagie est un processus cellulaire hautement conservé chez les eucaryotes qui permet le 

recyclage des cellules et les organelles endommagées. Le terme autophagie vient du grec : auto 

(soi-même) et phagein (manger). En biologie cellulaire, ce processus décrit une forme de 

nettoyage cellulaire où les cellules mangent les organelles et les composantes endommagées. Ce 

mécanisme ubiquitaire est une autre façon de maintenir l’homéostasie des cellules eucaryotes. 

Elle est caractérisée comme un processus catabolique responsable de dégrader les 

macromolécules et les organites intracellulaires endommagés afin de recycler leur cytoplasme 

par une voie de dégradation lysosomale (83). Plusieurs conditions cellulaires sont capables 

d’augmenter le niveau d’autophagie basale de la cellule. Par cela, on entend la carence 

nutritionnelle, l’hypoxie, le stress métabolique et l’infection virale. Lors du processus 

autophagique, les cellules reçoivent l’ordre de décomposer et recycler leurs organites (Figure 3B) 

(83). Pour ce faire, les cellules autophagiques vont englober leurs organites dans des vacuoles à 

double membrane pour former des autophagosomes(83). Ces derniers se fusionnent avec des 

lysosomes qui s’occupent de dégrader le contenu séquestré(83). Ce processus, bien qu’il soit 

mécaniquement très simple, ne peut être activé sans la présence des Atg (autophagy-related 
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genes)(83). Il existe plusieurs voies de régulation pour le processus, mais les plus fréquentes 

impliquent l’activité de la protéine cible de la rapamycine (TOR) et de la protéine kinase A (PKA). 

 

1.4.3 Nécrose 

Contrairement à l’apoptose, la nécrose est une mort cellulaire non programmée. Elle peut être 

causée par une grande variété de blessures à la fois physiques et biologiques. Les blessures 

physiques peuvent être des coupures, des brûlures, la privation d’oxygène (anoxie) et 

l’hyperthermie. Les blessures biologiques peuvent inclure une attaque immunologique et des 

infections telles que la pneumonie, l’herpès simplex, la varicelle-zona, l’adénovirus, de même que 

des infections bactériennes et fongiques. 

Les premiers signes cellulaires de nécrose comprennent un changement au niveau du 

métabolisme oxydatif intracellulaire, notamment la production d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS) et la déplétion en ATP, causée par le gonflement des mitochondries (Figure 3C) (84). Plus 

tard, la chromatine se condense, les organites cytoplasmiques se perturbent, activent des 

protéases (en particulier les calpaïnes et les cathepsines) et la cellule se sépare des cellules 

avoisinantes(84). Par la suite le lysosome est détruit, ce qui cause la libération de plusieurs 

enzymes qui sont normalement stockées dans les lysosomes. Ces enzymes sont aptes à digérer 

les composants cellulaires et même la cellule en entier(84). Une fois le lysosome détruit, le noyau 

se gonfle, s’assombrit (pycnose) et finit par se rompre (caryolyse)(85). La membrane externe de 

la cellule se brise et entraîne une perte de capacité de pompage ionique et un flux rapide d’ions 

sodium et calcium dans l’environnement intracellulaire; cela change les concentrations 

intracellulaires et extracellulaires de soluté et mène à un choc osmotique(86). Les cellules qui 

meurent par nécrose libèrent des produits nocifs qui endommagent les cellules avoisinantes. De 

même, le manque de signalisation des cellules qui meurent par nécrose rend plus difficile leur 

reconnaissance par le système immunitaire. Ainsi, la libération du contenu intracellulaire après 

des dommages à la membrane cellulaire cause de l’inflammation et endommage les cellules 

avoisinantes.  
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1.4.4 Sénescence cellulaire  

La sénescence cellulaire est un autre type de destin cellulaire. Ce phénomène a originalement été 

observé par les chercheurs Hayflick et Moorhead, qui ont noté une capacité limitée de 

prolifération in vitro pour les fibroblastes primaires humains(87). Au cours de leur 

expérimentation, ils ont pu observer que nonobstant des facteurs de croissance ajoutés, le 

nombre de mitoses des cellules en culture diminuait graduellement jusqu’à atteindre zéro. Ce 

phénomène, aujourd’hui connu sous le nom de la sénescence réplicative, était à cette époque 

référée comme la dernière étape de la durée de vie, d’où le nom sénescence qui remonte au latin 

senex, qui signifie « vieux ». Plusieurs hypothèses ont été émises dans le but de justifier ce 

phénomène, qui à ce moment était très mal compris. Certains ont commencé à parler de la 

sénescence comme d’un processus inévitable qui augmente en corrélation avec la perte de la 

capacité de régénération tissulaire qui vient avec l’âge. Cela les a menés à se questionner sur la 

raison pour laquelle la sénescence n’a pas été contre-sélectionnée durant l’évolution afin de 

permettre à l’organisme de vivre plus longtemps. Quelques années plus tard, le rôle de la 

sénescence durant l’embryogenèse et sa puissance pour combattre les cellules tumorales ont 

permis d’expliquer sa conservation à l’échelle évolutive. À l’heure actuelle, de plus en plus de 

chercheurs sont convaincus que la sénescence est une destinée cellulaire qui peut être induite 

par différents stimuli, naturels ou non, et qui affecte le développement embryonnaire, le 

dommage à l’ADN (vieillissement) et la suppression tumorale. Ainsi, autant de recherches sont 

effectuées pour trouver des thérapies contre le cancer que contre les maladies qui altèrent 

l’homéostasie tissulaire et qui viennent avec l’âge.  

Quel que soit le type cellulaire ou les conditions qui causent l’activation de la sénescence, les 

cellules sénescentes s’arrêtent à la phase G1 du cycle cellulaire (Figure 3D). Ces cellules, bien 

qu’elles soient incapables de proliférer, restent métaboliquement et transcriptionnellement 

actives(88). Cela leur permet de modifier graduellement le patron d’expression des gènes pour 

atteindre un phénotype protéique complètement différent de la cellule en prolifération. La sortie 

de cycle est faite de façon permanente puisqu’aucun stimulus physiologique connu ne peut 

stimuler les cellules sénescentes à réintégrer le cycle cellulaire(89). Lorsque leur présence n’est 
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plus nécessaire, ces cellules sont éliminées par les cellules du système immunitaire, notamment 

les macrophages(90-92) les cellules NK (93) et les neutrophiles(94).  

Bien que ce processus soit utilisé pour défendre l’organisme contre une dérégulation génétique, 

l’accumulation des cellules sénescentes est, autant chez les organismes complexes que les 

organismes unicellulaires, responsables de plusieurs maladies liées à l’âge(95). Parmi ces 

maladies, on note la sarcopénie(96), l’athérosclérose(97), l’insuffisance cardiaque(98-100), 

l’ostéoporose(101), la dégénérescence maculaire(102, 103), l’insuffisance pulmonaire(104), 

l’insuffisance rénale(105) et des maladies neurodégénératives importantes telles que les 

maladies d’Alzheimer(106) et de Parkinson(107). Le mécanisme cellulaire qui cause l’apparition 

de ces pathologies reste jusqu’aujourd’hui inconnu. Certains chercheurs croient que la diminution 

de l’efficacité du système immunitaire avec l’âge est la cause des accumulations des cellules 

sénescentes observées(108, 109). L’équipe de Baker a créé des souris INK-ATTAC (INK-linked 

apoptosis through targeted activation of caspase) qui permet l’élimination sélective des cellules 

p16-positives par l’ajout d’un composé synthétique: AP2018(110). Ainsi ils ont observé un retard 

dans l’apparition des maladies liées à l’âge lorsque les souris étaient traitées entre 12 à 18 mois 

(moment où l’accumulation de p16 est accentuée). Ces expériences ont confirmé le rôle néfaste 

de la sénescence durant le vieillissement(110).  

 
 



 

 
 

 
 
 

Figure 3 - Les différents destins cellulaires. 



 

(Figure 3 –Suite )  
En réponse à un stimulus quelconque ou simplement pour garder l’homéostasie 
cellulaire, les cellules peuvent activer différentes voies pour changer leurs destins (A) 
L’apoptose, également connue sous le nom de suicide cellulaire, est une mort 
cellulaire programmée qui peut être activée suite à un stimulus intrinsèque ou 
extrinsèque. La mort de la cellule est assurée grâce aux enzymes caspases qui clivent 
des protéines spécifiques dans le cytoplasme et le noyau. La mort cellulaire par 
apoptose a un effet sélectif et n’a aucune influence sur les cellules avoisinantes. (B) 
L’autophagie est un autre type de destin cellulaire qui permet le recyclage de la cellule 
ou des organelles endommagées. Pour se faire, les organites endommagés sont 
englobés dans des vacuoles à double membrane pour former des autophagosomes. 
Ces derniers se fusionnent avec des lysosomes qui s’occupent de dégrader le contenu 
séquestré. Le recyclage de la cellule est sélectif et n’influence pas les cellules 
avoisinantes. (C) La mort cellulaire par nécrose survient lorsque la cellule est 
accidentellement exposée à des blessures physiques ou biologiques qui mènent à 
l’activation des protéases, en particulier les calpaïnes et les cathepsines. Ces cellules 
subissent une perturbation au niveau des pompes ioniques, ce qui cause une entrée 
rapide de Ca+ dans le cytoplasme et un choc osmotique. Les cellules nécrotiques 
produisent des produits nocifs qui endommagent les cellules avoisinantes. (D) La 
sénescence est un type de destin cellulaire qui permet à la cellule de rester 
métaboliquement active sans pour autant pouvoir se répliquer . Elle est causée par 
une sortie irréversible du cycle cellulaire à la phase G1. Les cellules sénescentes, tout 
dépendamment du contexte, activent par différentes voies les inhibiteurs de CDK, 
notamment p21 et p53. Ces deux protéines empêchent la phosphorylation de la 
protéine Rb qui, dans un état non phosphorylé, bloque la transcription de E2F qui 
régule le cycle cellulaire et la synthèse de l’ADN. Les cellules sénescentes sécrètent 
des cytokines ou des chimiokines appelés SASP pour influencer les cellules 
avoisinantes à entrer en sénescence ou même à se répliquer. Image créée avec 
BioRender.com 

 

1.5 Caractéristiques de la sénescence cellulaire 

Les cellules sénescentes ont une carte d’identité phénotypique très spécifique. Leur 

identification débute avec l’activation des inhibiteurs du cycle cellulaire tels que p16 (111) et 

p21(112, 113), ainsi que la sortie du cycle cellulaire(114). Par la suite, la cellule procède 

graduellement à des changements morphologiques qui mènent à l’aplatissement et 

l’élargissement de la cellule(114-116). Ensuite, des changements apparaissent au niveau de la 

chromatine, une nucléation des foyers d’hétérochromatine associés à la sénescence (SAHF) et 

une perte graduelle de la lamine B1 (protéines près de la membrane nucléaire interne)(114). À 

ce stade, la cellule augmente ses niveaux d’activité de la β-galactosidase lysosomale et débute la 
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sécrétion des composantes de SASP (phénotype sécrétoire associé à la sénescence) pour attirer 

l’attention des cellules du système immunitaire(114). Plus tard, si la sénescence persiste, les 

modifications morphologiques et chromatiniennes se maintiennent, mais un changement au 

niveau de la nature des composantes de SASP peut être observé(117). 

À gauche : la cellule en prolifération a une forme régulière. Le noyau est intact, les 
gènes prolifératifs sont exprimés. Des niveaux basaux de β-galactosidase sont 
exprimés par le lysosome. Les différents organites sont identifiés sur la photo. À 

droite : une cellule sénescente qui est en arrêt irréversible du cycle cellulaire. Elle est 
étalée et a une forme irrégulière. L’intégrité nucléaire est compromise ; nucléation des 
foyers d’hétérochromatine associés à la sénescence (SAHF) et perte graduelle de la 
lamine B1. La transcription des inhibiteurs du cycle cellulaire (p16/p53/p21) est 
induite. La cellule sénescente a une activité lysosomale induite, qui mène à une 
augmentation de β-galactosidase acidique. La cellule est incapable de proliférer, mais 
reste métaboliquement active et sécrète des SASP. Image créée avec BioRender.com 

 

1.5.1 Les altérations morphologiques 

In vitro, une caractéristique clé pour l’identification des cellules en sénescence est l’augmentation 

de taille, la forme irrégulière et l’élargissement de la cellule(118). À ce jour, plusieurs cherchent 

Figure 4 - Différences entre une cellule en prolifération et une cellule sénescente. 
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à comprendre les voies cellulaires qui causent ce changement rapide. Des études ont démontré 

que les protéines cytosquelettiques, notamment la vimentine et les protéines qui permettent la 

liaison de la cellule au cytosquelette, tels que comme les kinases intégrées à l’intégrine (ILK) et 

les protéines de la famille ezrin-radixin-moesin (ERM), sont en partie responsables de l’expansion 

de la cellule(119, 120). En effet, il a été démontré que chez les cellules sénescentes, la vimentine 

est plus épaisse et plus longue que chez une cellule non sénescente, et que les INK suractivées 

causent l’accumulation de fibronectine et la diminution de la polymérisation de F-actine (121, 

122). De plus, l’activation de la sénescence par la transfection de la protéine Rb dans les cellules 

ostéosarcome (SAOS-2) a démontré une augmentation de la forme active de la protéine ezrin, un 

membre de la famille des protéines ERM (ezrin, radixin and moesin) (120). Cette protéine, 

lorsqu’activée, se lie d’un part aux molécules d’adhésion transmembranaire et d’autre part à 

l’actine et cause le changement morphologique observé chez les cellules sénescentes(120). 

L’activation d’Ezrin se fait par une phosphorylation directe de la thréonine 235 (T235) par CDK5 

qui est pour sa part activée en présence de la forme phosphorylée de protéine Rb(120). 

Au niveau de l’augmentation de la taille des cellules sénescentes, l’hypothèse retenue est que la 

diminution de la dégradation des protéines, en plus d’une augmentation de synthèse de protéines 

(les SASP), cause une augmentation de la masse protéique et donc une augmentation de la taille 

de la cellule. En accord avec cette hypothèse, des études ont démontré une induction de la voie 

de la réponse des protéines mal repliées (UPR : Unfolded Protein Response). Celle-ci a pour but 

de restaurer l’homéostasie du réticulum endoplasmique et de dégrader les protéines mal 

repliées(123). Elle est activée par les protéines détectrices de stress du réticulum endoplasmique 

qui agissent sur les protéines effectrices PERK, IRE1 et ATF6α (123, 124). La protéine PERK agit 

pour diminuer la synthèse globale des protéines en phosphorylant la sous-unité alpha du facteur 

d’initiation de la traduction (EIF2 α)(123). La protéine IRE1a effectue un épissage de l’ARN 

messager de XBP1 (X-box binding protein 1) pour induire l’expression des gènes impliqués dans 

le contrôle de qualité des protéines (123). La protéine ATF6α agit comme un facteur de 

transcription et active les gènes nécessaires à la voie UPR(123). Elle peut également se lier sur le 

promoteur de vimentine pour activer sa transcription(123). D’ailleurs, l’inhibition de l’expression 
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de ATF6α par un l’ARN interférant a démontré une diminution de l’expression de la protéine 

vimentine et une restauration à la forme normale de la cellule(123).  

 

1.5.2 Induction du contenu lysosomal 

Le β-galactosidase est un enzyme lysosomal présent dans tous les types cellulaires qui, à des 

niveaux de pH optimaux (entre 4,2 et 4,6), permet l’hydrolyse des β-galactosides en 

monosaccharides par la rupture des liaisons glycosidiques(125). In vitro, son activité est mesurée 

par l’ajout de son substrat : le chromogène 5-bromo-4-chloro-3-indoyl β-galactopyranoside (X-

gal) qui, lorsque clivé par l’enzyme, produit un composé bleu insoluble(126).  

Durant les années 90, les chercheurs ont identifié une augmentation de l’activité enzymatique de 

β-galactosidase à mesure que les cellules atteignaient leur limite de réplication et entraient dans 

un état sénescent(127, 128). Cette augmentation a, plus tard, été associée à l’ augmentation de 

la masse lysosomale qui survient durant la sénescence(129). En effet, les cellules sénescentes 

expriment un isoforme de β-galactosidase : la β-galactosidase associée à la sénescence (SaβG) qui 

est codée à partir du même gène qui code pour la β-galactosidase lysosomal classique, GLB1(130). 

Malgré cette ressemblance, ces deux protéines ne sont pas détectables dans les mêmes 

conditions(130). L’accumulation de β-galactosidase dans les cellules sénescentes permet sa 

détection dans des conditions suboptimales, soit à un pH 6,0 au lieu de 7,0(130).Récemment, des 

expériences de modification du pH lysosomal par des drogues sur des cellules sénescentes et des 

cellules jeunes (non sénescentes) ont confirmé que l’activité de SaβG est indépendante aux 

altérations de pH. En effet, malgré la variation de pH, les cellules sénescentes continuent à 

exprimer plus de β-galactosidase que les cellules non sénescentes(128).  

Chez les humains, GLB1 (Beta-galactosidase1) est le gène qui code pour la protéine bêta-

galactosidase (130). Ce gène peut être activé par la liaison de Sp1 sur son promoteur et inhibé par 

la voie de signalisation NOTCH(117, 131, 132). La voie exacte qui cause l’induction de son 

expression chez les cellules sénescentes est jusqu’à ce jour inconnue. Chose certaine, le niveau 

de transcription de GLB1 n’est pas proportionnel à la quantité d’enzymes actives dans la cellule. 

En effet, GLB1 actif est régulé de façon post-transcriptionnelle à deux niveaux : l’épissage 
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alternatif de son ARNm et le clivage de la séquence d’acides aminés pour former deux peptides 

qui, en se liant ensemble, forment l’enzyme actif(133, 134).   

 

1.5.3  Inhibiteurs des kinases dépendantes de la cycline (CDKi) et l’arrêt du cycle 

cellulaire  

Les kinases dépendantes de la cycline (CDK) sont des protéines qui jouent un rôle crucial pour 

permettre la progression du cycle cellulaire et la réplication de la cellule. Leurs inhibiteurs, p16, 

p15 et p21, codés respectivement par les gènes CDKN2A, CDKN2B et CDKN1, sont les clés de 

l’arrêt du cycle cellulaire et de l’activation de la sénescence. L’expression de ces protéines est 

régulée au niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel et post-traductionnel.  

p16 : La protéine p16, également connu sous le nom p16Ink4, interagit directement avec les 

CDK4/6 et ralentit le passage de la phase G1 à S dans le cycle cellulaire (114, 135). L’expression 

de p16 est très dynamique. Elle est majoritairement régulée par des protéines impliquées dans 

l’épigénétique, telles que les méthyltransférases DNMT3b et DNMT1 qui, en exécutant des 

patrons de méthylation, causent la répression de la transcription(136). L’inactivation de DNMT1 

par son inhibiteur permet la déméthylation du promoteur CDKN2A, l’induction de l’expression de 

p16, l’inhibition des CDK 4 et 6, la sortie de la cellule en phase G1 et l’activation de la 

sénescence(137). De plus, la dé méthylation de la lysine 27 sur l’histone 3 (H3K27) par l’histone 

déméthylase JMJD3 est une autre régulation épigénétique qui permet l’activation du gène 

CDKN2A et l’activation de la sénescence(138). Toutefois, la méthylation n’est pas le seul moyen 

de balancer l’expression de la protéine p16. En effet, l’ARN non codant antisens dans le locus INK4 

(ANRIL) peut également recruter les deux complexes répressifs Polycomb, PRC1 et PRC2, qui, par 

l’intermédiaire des différentes protéines, effectuent des modifications épigénétiques sur les 

histones et bloquent l’expression du gène(135). Pour activer la sénescence, l’oncogène Ras réduit 

l’expression d’ANRIL et empêche les modifications épigénétiques de se produire, ce qui augmente 

l’expression de la protéine p16(135). Certains facteurs de transcription tels que INK4A, YB1, ID1, 

AP-1 (C-Jun) peuvent directement réprimer la transcription de p16 tandis que d’autres tels que 

Sp1, Ets, AP-1 (sous-unité B-Jun) et PPAR-y peuvent l’activer(135, 139, 140). La transcription du 
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gène p16 n’est pas le seul moyen pour la cellule de réguler son expression. Les 

ribonucléoprotéides nucléaires hétérogènes (hnRNP) A1 et A2 (famille des modulateurs 

d’épissage), sont importants pour l’épissage alternatif du pré-ARNm p16 et pour assurer la 

stabilité de son ARN messager(141). Sans elles, l’ARNm de p16 est dégradé et la protéine n’est 

pas exprimée. De plus, la liaison de la protéine hnRNP D, également connue sous le nom de AUF1, 

à l’ARN messager de p16 dégrade l’ARN messager de p16 (142). Lorsque l’expression de la 

protéine p16 n’est plus nécessaire, la protéine dont l’affinité pour CDK4 est modulée par la 

phosphorylation de Ser140 et la méthylation de Arg138 est poly-ubiquitinée et dégradée par le 

protéasome (135, 143).   

p15 : La protéine p15 est un inhibiteur de l’activité kinase des cyclines CDK 4 et 6(144). Ainsi elle 

permet l’arrêt du cycle cellulaire à la phase G1(144). L’expression du gène p15 est d’une part 

contrôlée par des modifications épigénétiques régulées par les complexes Polycomb PRC et de 

l’autre par l’activation de la voie TGF-β (145, 146). Chez les cellules en division, le proto-oncogène 

c-myc est lié au promoteur de p15 et bloque sa transcription(147). Lorsque la cellule reçoit un 

signal pour arrêter la division cellulaire, TGF-β agit en empêchant la liaison de c-myc sur son 

promoteur par l’intermédiaire des protéines Miz-1 (Myc-Interacting Zinc Finger Protein 1) et Arnt 

(translocateur nucléaire de récepteur d’hydrocarbure aryle)(147). De plus, TGF-β induit 

l’expression de p15 par l’intermédiaire de ses modulateurs transcriptionnels, les SMAD (148). Ces 

derniers peuvent soit se lier directement sur une région du promoteur, soit collaborer avec Sp1, 

facteur de transcription avec des domaines à doigts de zinc qui se lie aux motifs riches en GC du 

promoteur et régule positivement l’expression de p15(148). La protéine p15 est également 

étudiée pour son rôle dans les voies MAPK et P13K/AKT/FOXO3. La voie de signalisation MAPK 

(également connue sous le nom Ras/Raf/MEK/ERK1/2) permet la transmission de signaux 

extracellulaires jusqu’au noyau par l’intermédiaire des récepteurs de tyrosine et une cascade de 

signalisation qui mène à l’activation de différentes kinases cytoplasmiques(149). Lorsque la 

cellule reçoit un signal mitogène en provenance des récepteurs de la tyrosine, elle recrute la 

protéine SOS (Son of Sevenless) par les domaines intracellulaires Shc et Grb2, catalyse la 

conversion du Ras/guanosine diphosphate inactif en Ras/guanosine triphosphate actif qui à son 

tour active Raf. La protéine Raf active ERK1/2 en catalysant sa phosphorylation à Tyr204/187 et 
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Thr202/185 par l’intermédiaire de la protéine MEK1/2 (également connue sous le nom MAP2K) 

(149, 150). Ainsi, ERK1/2 se lie à l’importin-7 et se déplace du cytoplasme vers le noyau, où elle 

fonctionne comme un régulateur pour la transcription de différents facteurs de transcription, y 

compris Elk1, c-Myc, ATF6, p53 et les activateurs de transcription (STAT), c-Jun et c-Fos (149, 151). 

Ces facteurs de transcription régulent l’expression de différents gènes responsables de la 

progression du cycle cellulaire(151). Les protéines effectrices de MAPK peuvent également 

influencer l’expression post-transcriptionnelle des gènes de la sénescence en régulant par 

phosphorylation l’activité des protéines de liaison à l’ARN (RBP) telles que AUF1 et hnRNP (149). 

De plus, les substrats de MAPK (MK2, MNK1 et RSK) semblent être essentiels pour la traduction 

des facteurs SASP(149). Concrètement, des études récentes ont démontré que chez plusieurs 

types cellulaires humains et murins, la suractivation de la voie MAPK par la surexpression des 

oncogènes Ras et Raf (forme activée) peut également mener à l’activation de la sénescence(152, 

153). La suractivation de Raf ou Ras semblerait induire le stress cellulaire et activer les points de 

contrôle des dommages à l’ADN qui mènent à la phosphorylation de la protéine suppresseuse de 

tumeur p53(154-156). Celle-ci peut alors activer la transcription de plusieurs gènes importants 

pour l’arrêt du cycle cellulaire, dont CDKN1A et CDKN2A, codant respectivement pour les 

protéines p21 et p16 (153). La transcription de la protéine p15 est également contrôlée par la 

voie AKT (également connu sous le nom PI3K/AKT/FOXO3). Cette voie est surtout étudiée pour 

son rôle dans la prolifération cellulaire pour promouvoir la survie et la réplication de la cellule 

suite à un signal extracellulaire(157). Lorsque la cellule reçoit le signal, souvent par l’intermédiaire 

des facteurs de croissance qui se lient aux récepteurs tyrosine kinases (RTK), elle active les 

récepteurs par phosphorylation et provoque leur dimérisation(157). À ce point, l’enzyme 

phosphoinositide 3-kinase (PI3K) catalyse la production de phosphatidylinositol-3, 4, 5-

triphosphate (PIP3) en phosphorylant le phosphatidylinositol-4, 5-bisphosphate (PIP2), les lipides 

de la membrane plasmique(157). Ainsi, le PIP3 lié à la bicouche lipidique interne de la membrane 

plasmique favorise le recrutement et l’activation de l’AKT, une sérine/thréonine kinase(157). 

Cette protéine, une fois activée, phosphoryle différentes protéines qui peuvent activer des gènes 

ou des protéines pour assurer différentes fonctions cellulaires, y compris la sénescence, la survie 

cellulaire, la croissance, la prolifération et l’angiogenèse(157). En effet, bien que AKT soit surtout 
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impliqué dans la prolifération cellulaire, une étude a démontré que l’inhibition du facteur de 

transcription FOXO par AKT pourrait augmenter les niveaux cellulaires des espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) et induire la sénescence(158).  

p21 : La protéine p21, codée par le gène CDKN1A, est un des marqueurs les plus utilisés pour 

identifier la sénescence cellulaire(159, 160). Selon les conditions cellulaires, la protéine p21 peut 

être activée directement par p53, ou de façon indépendante à p53 par des facteurs de 

transcription pouvant se lier aux éléments de liaison à l’ADN, dont Sp1 (159, 161). D’autres 

facteurs de transcription tels c-myc, Id1, CTIP2, CUT et les récepteurs X de rétinoïdes régulent 

négativement la transcription de p21 en se liant directement sur son promoteur(161). De façon 

indirecte, le facteur de transcription AUF1 peut influencer la transcription de p21 en modifiant le 

patron d’expression de ses régulateurs, p53 ou c-myc (142). De plus, le transcrit de p21 est régulé 

négativement par des microRNA (miRNA) : miR-17-92, miR-106a-363 et miR-106b-25, et par la 

protéine liant à l’ARN (RNA binding protein) : Msi-1. D’autre part, l’ARN messager est stabilisé par 

les protéines liant à l’ARN : HuR, PCBP1 et TAX(161). Quant à sa protéine, elle est régulée par les 

kinases AKT1, PKA, PKC, PIM-1 ou GSK-B qui, lorsque phosphorylées sur certaines séquences de 

sérine et thréonine, peuvent diminuer la stabilité de la protéine et causer sa dégradation(161).   

Une fois activée, la protéine p21 bloque l'activité des kinases CDK1, CDK2, CDK4 et CDK6 et 

empêche le passage de la progression des cellules de la phase G1 à S(162). Sa surexpression cause 

une accumulation des cellules en phase G1(162).  

1.5.4 Les voies de signalisation  

Plusieurs études in vivo et in vitro ont démontré que la plupart des inducteurs de la sénescence 

passent par les voies TP53/CDKN1A ou pRb/CDKN2A pour permettre l’arrêt de la prolifération 

cellulaire et la sortie en phase G1. 

La voie p53/CDKN1A : La protéine p53 est souvent identifiée comme étant le gardien du 

génome(163). Cette protéine hautement conservée est un suppresseur de tumeur puissant qui, 

dans des conditions pro-tumorale, agit en induisant l’apoptose, la sénescence ou l’arrêt 

transitoire du cycle cellulaire(163). Mis à part son rôle de défense de l’organisme, la protéine p53 

joue également un rôle important dans le développement de l’organisme, depuis le zygote 
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jusqu’au stade adulte et au vieillissement. Sa fonction est d’analyser les besoins de la cellule et 

d’y répondre en se liant aux promoteurs des gènes, soit pour les activer ou les inhiber. Ceci dit, 

une variété de stimuli peuvent mener à la l’activation de la protéine p53 et affecter la 

transcription de plus de 3 661 gènes(163). Le choix des gènes et des voies cellulaires dépend 

majoritairement du type de stress (l’état dans lequel se trouve la cellule) et de modifications post-

transcriptionnelles de p53. Par exemple, lorsqu’un stress oxydatif est induit dans les cellules du 

fibroblaste, les niveaux de la protéine p53 activée augmentent proportionnellement à l’intensité 

et à la durée du stress(164). À des niveaux létaux, p53 active les gènes nécessaires à l’apoptose. 

En dessous de ce seuil, la cellule favorise plutôt l’arrêt temporaire (quiescence) ou permanent 

(sénescence) du cycle cellulaire(164). Les modifications post-transcriptionnelles de p53 ont 

également leur mot à dire dans l’activation des gènes. En général, sa phosphorylation corrèle avec 

le nombre de transcrits de ses gènes cibles(163). Ainsi, plus p53 est phosphorylée et plus de gènes 

sont transcrits. Chez les cellules sénescentes, l’acétylation sur des sites spécifiques de la 

protéine p53 empêche sa phosphorylation dans son N terminal et restreint son affinité sur le 

promoteur des gènes(163). Ainsi, seuls les gènes ayant une forte affinité pour p53 seront activés, 

comme CDKN1A(163). Le gène CDKN1A, qui code pour la protéine inhibitrice de CDK, p21, a un 

rôle très important dans la sénescence cellulaire(159, 165). En effet, non seulement la protéine 

empêche le passage de la phase G1 à S en bloquant l’activité des cyclines/CDK2, CDK1 et CDK4/6, 

mais elle inhibe l’apoptose en se liant aux caspases et bloque leur activité (165, 166).  

La protéine p21 est également capable d’induire la sénescence de façon indépendante à p53 par 

des facteurs de transcription qui se lient aux éléments sensibles (ES) (responsive elements) à 

proximité de son promoteur(167). Parmi ces facteurs de transcription, Sp1, Sp3, les transducteurs 

de signaux et des activateurs de transcription (STAT), les E2F1 et 3, les SMAD, AP-2, BETA2, GAX, 

CCAAT/enhancer binding protein-α (CEBPα) et CEBPβ sont les plus étudiés(167). La protéine Sp1 

peut agir directement sur ES de p21, par l’intermédiaire de Dux4 et intégrine β1, ou encore des 

récepteurs nucléaires tels que les récepteurs de la vitamine D, les rétinoïdes et les 

androgènes(166, 168). De même, Sp1 peut être activée par des signaux antiprolifératifs en 

provenance de TGF-β pour ensuite activer p21 (169, 170).  
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Comme discuté plus haut, la protéine p53 est également impliquée dans l’activation de la mort 

cellulaire par apoptose. Le choix du type de mort cellulaire dépend des conditions dans laquelle 

la cellule se trouve. Si une mort cellulaire instantanée est requise, la cellule pourrait avantager 

l’apoptose. Par contre, si la cellule a besoin d’agir sur ses cellules avoisinantes ou de persister plus 

longtemps sans même pouvoir se répliquer, elle va opter pour la sénescence. Dans tous les cas, 

la cellule doit assurer la transmission de l’information à la protéine p53, qui est impliquée dans 

les deux processus. Une récente découverte a permis d’identifier les protéines ASPP (Apoptosis 

Stimulating Proteins of p53) 1 et 2 comme des transmetteurs de cette information. En effet, 

lorsque ASPP1 ou ASPP2 se lie au domaine de liaison de l’ADN sur le promoteur de p53, ce dernier 

favorise la transactivation des gènes apoptotiques comme Bax et active l’apoptose(171). Le cas 

échant, la protéine p21 activée assure l’inhibition de la voie apoptotique en bloquant l’activité 

des procaspase 3, caspase 8 et caspase 10 pour potentiellement activer la sénescence(166). 

La voie pRb/p16 : Une autre voie qui mène à l’activation de la sénescence est la voie 

rétinoblastome (Rb)/p16(135). La protéine p16, codé par le gène CDKN2A, a un rôle très 

important dans l’activation de la sénescence. Telle que mentionnée plutôt, cette protéine de 

16 kDa interagit directement avec les CDK 4/6 pour empêcher le passage de la phase G1 à S(114, 

135). La régulation et l’activation de la transcription de p16 sont l’un des éléments les plus étudiés 

dans le domaine de la sénescence, puisque de nombreuses études ont démontré un effet direct 

de la protéine p16 sur le cycle cellulaire : son inhibition induit la prolifération cellulaire et sa 

suractivation provoque la sortie prématurée du cycle cellulaire(172-177). Lorsque l’expression de 

la protéine p16 dépasse le niveau basal, la protéine bloque la prolifération en se liant 

spécifiquement à CDK4 du complexe CDK4-cycline D pour inhiber son activité catalytique, qui est 

de déposer des groupements phosphates sur la protéine Rb, protéine qui régule l’activité du 

facteur de transcription E2F(178). Ce facteur de transcription fait partie d’une famille de huit 

protéines capables de se lier au motif consensus E2F (TTTCGCGC), présent sur le promoteur de 

nombreux gènes impliqués dans la synthèse de l’ADN, la progression du cycle cellulaire et la 

mitose(179). Les E2F1-3 sont responsables de l’expression des gènes durant la réplication 

normale de la cellule, alors que les E2F4-5 sont impliqués dans la répression transcriptionnelle 

pour permettre l’entrée dans un état de quiescence (un état réversible d’arrêt cellulaire)(179). 
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Les E2F6 sont impliqués dans la régulation d’expression des gènes des complexes répresseurs 

Polycomb(179). Les E2F7-8, quant à eux, sont des répresseurs transcriptionnels(179). Le E2F7, 

gène cible de p53, est le seul membre de sa famille hautement induit durant la sénescence(180). 

Il permet l’arrêt de la transcription des gènes prolifératifs(180).  

 

1.5.5  Phénotype sécrétoire associé à la sénescence: les SASP 

Les cellules sénescentes, bien qu’elles soient incapables de proliférer, restent métaboliquement 

actives et sécrètent des SASP (senescence-associated secretory phenotype)(114). Les gènes 

codant pour les molécules SASP sont hétérogènes, temporels et dépendent du type 

cellulaire(181). Les composantes des SASP, soit les protéases de la matrice extracellulaire (MMP-

1, MMP-3, MMP-10, MMP-12, MMP-13, MMP-14, PAI-1), les interleukines (IL-6 IL-7, IL-1α, IL-1β, 

IL-13, IL-15) et les chimiokines (IL-8, MCP-2, MCP-4, MIP-1α, MIP-3α), sont autant responsables 

de la dégénération du tissu et de la suppression tumorale que de l’initiation d’un cancer(182, 

183). En effet, la sécrétion des SASP par les cellules sénescentes peut soit agir sur elles-mêmes 

(autocrine) ou causer des changements chez les cellules avoisinantes (paracrine) (182). Ces 

petites molécules peuvent activer plusieurs voies de signalisation, dont la sénescence 

(sénescence secondaire paracrine). Cette amplification de signal simplifie leur reconnaissance par 

des cellules du système immunitaire et assure leur destruction(182). 

Les composantes du SASP étant très différentes les unes des autres, leur transcription est régulée 

à plusieurs niveaux. De façon générale, pour la plupart des types de sénescence (vieillissement, 

dommage à l’ADN, activation par un oncogène, etc.), le stress que subit la cellule cause des 

dommages à l’ADN, ce qui active les voies de signalisation qui mènent à l’activation des facteurs 

de transcription pro-inflammatoire NF-κB et protéine de liaison à l’activateur CCAAT bêta C/EBPβ 

(184, 185). Toutefois, il a été démontré qu’en fonction des conditions dans laquelle la cellule se 

trouve, elle peut activer d’autres voies, telles que la voie JAK2/STAT3, pour induire l’expression 

des SASP principalement immunosuppressives comme CXCL1/CXCL2, GM-CSF, M-CSF, IL-10 et IL-

13(184). À l’opposé, l’expression du facteur de transcription SIRT1 a un effet néfaste sur la 

sécrétion des SASP. Cette protéine peut soit se lier directement sur les promoteurs des IL-6 et IL-
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8 pour inhiber leur expression, soit bloquer l’activité des facteurs de transcription p53, FOXO et 

NF-κB par désacétylation (186). La protéine SIRT1 n’est pas la seule protéine identifiée qui peut 

influencer l’expression des composantes de SASP par des changements épigénétiques. En effet, 

l’activation de la sénescence par la voie du dommage à l’ADN (DDR) mène à la dégradation du 

méthyltransférase G9a et GLP, des mono- et di-méthyltransférases de H3K9 et à une diminution 

des marques répressives sur les histones des promoteurs IL-6 et IL-8 (187). Une autre régulation 

épigénétique des SASP est effectuée par macroH2A1(188). Cette protéine, qui est à la base une 

composante du nucléosome, joue un rôle crucial pour l’expression des SASP (notamment IL-1A, 

IL-1B, IL-6, IL-8 et MMP-1) et l’activation de la sénescence paracrine (188). Malgré cela, les voies 

de signalisation activées durant la sénescence ne promeuvent pas toujours son activation. En 

effet, lorsque la sénescence est activée, le stress sur le réticulum endoplasmique induit 

l’expression des réactifs de l’oxygène (ROS) et la réponse aux dommages de l’ADN (DDR) pour 

dissocier macroH2A sur les promoteurs des composantes des SASP, afin d’inhiber leur expression 

et de regagner l’homéostasie(188). Une fois transcrites, les SASP sont également régulées de 

façon post-transcriptionnelle par la kinase mTOR (mammalian target of rapamycin), et ce, de 

deux manières(189). En premier lieu, mTOR permet la stabilité des ARNm des cytokines et la 

traduction de IL-1A(189). L’inhibition de mTOR par la rapamycine diminue les transcrits de 

plusieurs cytokines, bloque l’expression de l’IL-1A et diminue l’activité du facteur de transcription 

NF-Kb(189). En second lieu, mTOR et 4EBP1 (facteurs d’initiation de la traduction) contrôlent 

l’expression des protéines effectrices de MAPK (notamment MK2) pour réguler la traduction de 

l’ARNm des SASP(190, 191). Plus spécifiquement, MK2 exprimée ajoute des groupements 

phosphate à la protéine ZFP36L1 pour bloquer son activité, qui est de dégrader l’ARNm des SASP 

(IL-1β, IL-6 et IL-8)(190, 191). Une autre régulation des SASP est faite au niveau post-

traductionnel. En effet, ces petites molécules sont en général synthétisées sous forme de 

précurseur (non actifs). Dès lors nécessaires, ces cytokines sont clivées dans leur N-terminaux par 

des protéases spécifiques pour composer la forme mature de la cytokine(192). À titre d’exemple, 

la protéase associée à la membrane plasmique calpaïne, activée par le calcium, est responsable 

du clivage du précurseur de l’IL-1α (31 kDa) à sa forme mature (18 kDa)(192).  



 52 

De plus, de récentes études ont démontré des transcriptomes distincts entre les cellules 

sénescentes primaires et secondaires(131). Notamment, la diminution d’expression des 

collagènes de fibrilles (collagène 1A1, 3A1 et 5A1) chez les cellules sénescentes induites 

(primaires) n’est pas observée chez les cellules sénescentes secondaires(193). De plus, ces 

expériences ont démontré que NOTCH1 agit comme un régulateur important pour la transcription 

des composantes SASP et la formation de deux sécrétomes distincts(131). En effet, ces études 

ont pu démontrées que le sécrétome des cellules sénescentes induites (primaires) est composé 

majoritairement des facteurs pro-inflammatoires qui sont régulés par le facteur de transcription 

C/EBPβ, tandis que la sénescence non induite (secondaire), activée par un contact cellule-cellule 

(juxtacrine), est riche en NOTCH1(131). L’expression induite de NOTCH1 cause l’inhibition de 

C/EBPβ, l’activation de la voie TGF-β (Transforming growth factor beta) et la transcription des 

SASP anti-inflammatoires. Ainsi, les vagues d’expression de NOTCH1 durant la sénescence sont 

une explication de la composition dynamique des SASP (131). De façon intéressante, les 

expériences de culture cellulaire ont démontré que chez les cellules dont la sénescence a été 

induite par oncogène (IOS), l’activation de la sénescence secondaire se faisait pendant la phase 

de transition (entre la prolifération précoce et l’activation de la sénescence) et qu’elle est 

fortement dépendante de l’activité de NOTCH1(131).  

 

1.6 Types de sénescence cellulaire  

La sénescence est, depuis sa découverte, surtout étudiée à partir des différentes lignées 

cellulaires. À la base, ces cellules sont en mode prolifératif. Elles entrent dans une phase d’arrêt 

de réplication et de sortie du cycle cellulaire permanent lorsqu’elles font face à un stress 

quelconque (sénescence induite). Plusieurs agents sont utilisés pour induire la sénescence in vitro 

et, en fonction de l’agent utilisé, la cellule peut activer des voies de signalisation et des gènes 

spécifiques pour stopper sa réplication. La sénescence peut survenir de façon non programmée 

suite à un basculement dans l’intégrité de la cellule : dommage d’ADN, conditions oncogéniques 

ou dysfonctionnement mitochondrial. Ces dommages peuvent autant activer la mort par 

apoptose que la sénescence. Le choix dépend entièrement de l’état de la cellule et détermine 
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l’influence qu’elle aura sur les cellules avoisinantes. La sénescence peut également être activée 

de façon naturelle (sénescence programmée). C’est le cas pour la sénescence réplicative et la 

sénescence durant la régénération, la guérison de la plaie et le développement embryonnaire.  

 

1.6.1 Sénescence induite (non programmée) 

 

1.6.1.1 Sénescence suite à un stress (Stress-induced senescence) 

En culture, les cellules peuvent faire face à différents types de stress qui mène à l’activation de la 

sénescence. Parmi ces nombreux stress (cytokines, cuivre, hypoxie), les stress oxydatifs causés 

par le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et l’hydroperoxyde de tert-butyle (tBuOOH) sont les plus 

utilisés(194-197). En fonction du protocole choisi, les cellules peuvent être exposées au stress une 

seule fois pour obtenir une population cellulaire mixe de cellules sénescentes et en prolifération, 

ou alors être exposés à des doses chroniques de stress pour augmenter le pourcentage de la 

population sénescente(198). Ces agents causent des dommages à l’ADN et activent la sénescence 

par les mêmes voies que la sénescence réplicative(194). Par conséquent, les voies de signalisation 

par lesquelles la sénescence induite par un stress est activée sont les mêmes que pour la 

sénescence réplicative et la sénescence suite à un dommage à l’ADN (description ci-bas)(194, 

199).  

 

1.6.1.2 Sénescence induite par les drogues thérapeutiques (Therapy induced senescence) 

Dans les études sur l’activation de la sénescence comme thérapie contre les cellules cancéreuses, 

l’utilisation des agents qui causent des dommages à l’ADN, tels que la bleomycine ou la 

doxorubicine, est très commune(200). Ces drogues activent des voies pour reconnaître des 

lésions de l’ADN et ainsi débuter la cascade de signalisation cellulaire qui mène à la réparation de 

l’ADN et à une pause dans la progression du cycle cellulaire (activation du point de contrôle). 

Lorsque la cellule est incapable de réparer le dommage dans son ADN par la voie de réponse au 

dommage d’ADN (DDR), elle déclare sa mort (200, 201). Chez les humains, il existe trois voies de 
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DDR, chacune médiée par l’un des transducteurs suivants : ATM, ATR ou DNA-Pkcs (DNA-

dependent protein kinase catalytic subunit) (202). Ces transducteurs sont recueillis au site du 

dommage de l’ADN par les protéines senseurs et passent par des étapes de stabilisation et 

d’activation avant d’être totalement actifs(202). La forme active des transducteurs recrute 

ensuite les protéines effectrices, CHK1 ou CHK2 (check point kinases) qui permettent 

l’amplification du signal par l’activation de divers substrats, dont les régulateurs du cycle 

cellulaire(202). Ces derniers activent le processus d’inhibition des cyclines-CDK spécifiques aux 

trois points de contrôle du cycle cellulaire : G1/S, intra-S et G2/M. Plus spécifiquement, CHK1 

phosphoryle CDC25C sur Ser216 pour provoquer son exportation nucléaire pour inhibition du 

complexe cyclineB-CDK1 et empêcher l’entrée de la cellule en mitose (point de 

contrôle G2/M)(203). Les kinases CHK1 et CHK2 phosphorylent et causent la dégradation de la 

protéine CDC25A, protéine nécessaire pour l’activation de CDK2 en phase G1 et au cours de la 

phase S (point de contrôle G1/S et intra-S) (203, 204).  

L’activation de la DDR agit également au niveau transcriptionnel pour permettre l’inhibition du 

cycle cellulaire. Plus précisément, ces voies induisent la phosphorylation de p53 sur plusieurs 

résidus sérine/thréonine et augmentent l’activité transcriptionnelle et la stabilité de p53(159). La 

protéine p53 à son tour augmente la transcription de p21 en se liant directement sur son 

promoteur(159).  

Une autre hypothèse est que la voie DDR pourrait avoir un effet positif sur l’activation de la 

sénescence induit par un oncogène. Pour supporter cette idée, l’équipe de Ferbeyre a démontré 

une suractivation des protéines impliquées dans la voie de la réponse aux dommages de l’ADN, 

tels que ATM, ATR, Chk1, et Chk2, dans la sénescence induite par les oncogènes STAT5A et 

RASV12(205). De plus, il a montré que la simple inhibition de l’ATM par de petits ARN en épingle 

à cheveux (ARNsh) en parallèle avec l’inactivation de la protéine Rb peut contourner l’activation 

de la sénescence dans ces mêmes conditions (205). Ces observations ont été effectuées en 

parallèle avec une diminution de l’expression de la protéine p53, protéine essentielle pour 

l’activation de ce type de sénescence(152, 205). 



 55 

 Ces expériences ont complété celles effectuées par l’équipe de Bartkova qui, elle, avait montré 

que l'inhibition de la protéine ATM inhibait non seulement la sénescence, mais augmentait 

également l’agressivité et la taille de la tumeur chez la souris(154). Ce qui a par la suite été 

expliqué par l’équipe de Di Micco comme une succession d’évènement qui survient lorsque les 

cellules sont soumises à des conditions oncogéniques(155). En effet, il semblerait qu’en présence 

d’oncogènes, les cellules entreraient dans une phase de réplication intense qui causerait des 

dommages à l’ADN et activerait la voie DDR pour ultimement activer une réponse antitumorale 

par l’activation de la sénescence(155). Somme toute, ces expériences ensemble ont  confirmé 

que les protéines impliquées dans l’activation de la réponse aux dommages à l'ADN, du moins 

l’ATM, contribuent fortement à l’activation de la sénescence induite par l'oncogène(154, 155, 

205).  

 

1.6.1.3 Sénescence induite par un oncogène (OIS) 

La sénescence cellulaire est également activée de façon naturelle afin d’empêcher la 

transformation cellulaire. Lorsque les cellules font face à des stimuli qui causent leur prolifération 

incontrôlée, elles vont activer des mécanismes de défense contre le développement d’une 

tumeur. Le type de défense activée dépend largement des conditions dans lesquelles la cellule se 

retrouve. Toutefois, étant donné que les cellules en sénescence sont capables d’influencer et 

surtout d’activer la sénescence chez les cellules avoisinantes, ce destin cellulaire est très 

avantageux et permet la répartition du signal chez un plus grand groupe de cellules. En culture, 

ce type de sénescence est observé par l’ajout des oncogènes tels que Ras, B-Raf, sérine/thréonine 

kinase (BRAF) ou par l’inactivation des suppresseurs de tumeur tels que PTEN(118, 206, 207). En 

1997, l’équipe de Serrano a montré que bien que l’oncogène Ras soit impliqué dans plusieurs 

types de cancer, la transfection de HRAS dans les cellules d’origine murine (rat) et les fibroblastes 

embryonnaires humains causait l’arrêt de la prolifération cellulaire(152). Cet état de la cellule 

était observé en parallèle avec une induction des inhibiteurs p16 et p19 et la phosphorylation de 

la protéine Rb(152). Ces observations, ainsi que plusieurs autres expériences in vivo effectuées 

par d’autres chercheurs, ont confirmé que les oncogènes sont capables d’activer la sénescence 

par l’intermédiaire de la cascade de signalisation MAPK, qui mène à l’inhibition de Bmi1, 
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l’inhibiteur de p16 et p19 (206, 208). De plus, le Ras suractivé conduit à la libération d’espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) et à l’activation de DDR qui, comme expliqué précédemment, active 

la sénescence via l’activation de p53(206).  

 

1.6.1.4 Sénescence liée à un dysfonctionnement mitochondrial (MiDAS) 

La mitochondrie est l’organite intracellulaire responsable de la production d’énergie chez la 

cellule(209). Notamment, elle permet l’oxydation de NADH (généré entre autres par les acides 

gras) en NAD+ et la production des électrons qui seront éventuellement utilisés pour la 

production d’ATP(209, 210). Cet organite, bien qu’il soit situé à une certaine distance du noyau, 

est capable de communiquer avec celui-ci par une voie de signalisation mitochondrie-noyau, ainsi 

que de contrôler différents processus cellulaires tels que la différenciation, l’apoptose et la 

régulation du cycle cellulaire(211). Dans des conditions optimales, la mitochondrie produit de 

l’ATP grâce au coenzyme NADH (nicotinamide adenine dinucleotide), qui agit à titre de navette 

pour transporter les électrons à la chaîne respiratoire(209). Lorsque la mitochondrie n’est plus 

capable de fournir assez de NAD+, elle mène à une dérégulation du ratio NAD+/NADH, qui envoie 

une alerte au noyau pour activer la mort de la cellule par sénescence. Par ailleurs, des études ont 

démontré une diminution du NAD+ dans plusieurs tissus des organismes âgés(212), ce qui 

démontre une potentielle connexion entre les niveaux de NAD+, l’âge et la sénescence.  

Bien que la voie de signalisation mitochondrie-noyau qui mène à l’activation de la sénescence ne 

soit pas très bien comprise, plusieurs marqueurs sont utilisés pour identifier ce type de 

sénescence : une diminution du ratio NAD+/NADH qui cause l’activation de AMPK et du facteur 

de transcription TP53(213), une augmentation du taux de lamine B1 (LMNB1)(214), une 

diminution de l’expression du groupe de protéines de mobilité (HMGB1)(215), une augmentation 

de l’expression de p21(216) et l’absence des SASP pro-inflammatoire IL1-α, IL-β, IL-6 et IL-8(213). 

Récemment, une étude a identifié les gènes sirtuines, plus spécifiquement SIRT3 et SIRT5, comme 

des suppresseurs de sénescence et des modulateurs de SASP(213).  
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1.6.2 Sénescence programmée 

 

1.6.2.1 Sénescence réplicative 

La sénescence réplicative était le premier type de sénescence cellulaire découvert(87). Elle fait le 

lien entre la limite de prolifération des cellules somatiques et le raccourcissement des 

télomères(115, 118). Les télomères sont des complexes de ribonucléoprotéines présents à la fin 

des chromosomes, qui les protègent des détériorations et des fusions non désirées entre les 

chromosomes(217). Leur raccourcissement est dû au manque d’extrémité 3’OH sur le dernier 

fragment Okazaki à l’extrémité 3’ et le besoin d’une amorce d’ARN sur l’ADN en voie de 

réplication(218). L’ADN polymérase, qui nécessite la présence d’un groupement 3’OH pour se lier 

et synthétiser l’ADN complémentaire, ne reconnaît pas cette section et crée un vide(218). 

Heureusement pour nous, ce vide n’a aucun effet sur l’intégrité du génome puisqu’il est aux 

extrémités du chromosome, sur les télomères. Toutefois, étant donné qu’une partie du télomère 

est perdue à chaque division cellulaire, après un certain nombre de réplications, elle atteint une 

limite qui ne lui permet plus de protéger le génome(218). C’est à ce stade que la cellule arrête de 

répliquer et active des voies de signalisation qui mène à la sénescence(217, 219). Durant la 

sénescence réplicative, les deux voies classiques de la sénescence, c’est-à-dire les voies p53/p21 

et p16/pRb et la voie de dommage liée à l’ADN, sont activées (Figure 3D)(217). Dans des 

conditions saines, les SASP sécrétés sont de type pro-inflammatoire (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-

15, IL-17, IL-18, IL-22, IL-23, tumour necrosis factor alpha (TNF-α) et interferon-gamma (IFN-

γ))(93, 94, 220, 221). Elles permettent le recrutement des cellules du système immunitaire et leur 

propre élimination par celles-ci(221). Ces étapes permettent la réparation tissulaire et un retour 

à l’homéostasie tissulaire. Dans les conditions malsaines, ces SASP sont de type anti-

inflammatoire (IL-1Ra, IL-4, IL-10, IL-37 et TGF-β1), ce qui empêche leur reconnaissance par les 

cellules du système immunitaire et contribue à leur accumulation dans le tissu. L’accumulation 

des SASP à long terme cause des inflammations chroniques que l’on observe avec le 

vieillissement(221, 222). Des études ont démontré que l’élimination des cellules sénescentes chez 

les organismes âgés peut prévenir les maladies liées à l’âge et prolonger leur espérance de 

vie(223-226).  
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1.6.2.2 Sénescence dans la guérison de la plaie 

La sénescence cellulaire tient également un rôle important dans la guérison des plaies(227-230). 

Ce processus, chez les mammifères, implique l’activation des médiateurs de l’inflammation ainsi 

que la synthèse et le dépôt rapides de la matrice extracellulaire (MEC) pour prévenir les infections 

bactériennes et assurer l’intégrité des tissus pendant la réparation(229, 230). La guérison des 

plaies est un processus complexe composé de quatre phases distinctes : hémostase, 

inflammation, migration/prolifération et remodelage(229, 230). Son efficacité dépend de la 

prolifération de myofibroblastes, c’est-à-dire des fibroblastes exprimant l’actine et jouant un rôle 

important dans la contraction et la fermeture de la plaie, en plus de permettre la production de 

MEC. Les composants des MEC modulent les activités cellulaires impliquées dans le processus de 

cicatrisation des plaies : migration, prolifération cellulaire, synthèse de nouvelles matrices 

extracellulaires et la revascularisation des tissus lésés(229, 230). Cette production doit être très 

bien régulée puisque sa surproduction peut causer la fibrose, une augmentation anormale du 

tissu conjonctif, une cicatrice chronique pouvant causer des pathologies vasculaires 

périphériques ou l’artériosclérose(228). Ainsi, afin d’empêcher la surproduction de MEC, les 

myofibroblastes arrêtent de proliférer et entrent en phase de sénescence. Il s’agit d’un processus 

qui est régulé par la protéine de la matrice extracellulaire, CCN1, via une cascade de signalisation 

qui cause l’accumulation des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et l’activation de p53(230). Les 

ROS accumulés induisent l’activation de p38 et ERK, qui à leur tour vont activer p16/pRb, 

protéines qui, telles qu’expliquées précédemment, mènent à l’arrêt du cycle cellulaire(227, 230). 

En parallèle, les SASP sécrétés par les cellules sénescentes, particulièrement les facteurs de 

croissance et les protéases, participent à la guérison de la plaie de deux façons. D’abord, elles 

permettent l’attraction des cellules du système immunitaire sur les lieux pour protéger la plaie 

d’une infection bactérienne et ensuite, elles assurent la communication entre les tissus 

avoisinants pour stimuler la réparation(91, 231). 
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1.6.2.3 Sénescence dans la régénération 

En plus de la guérison de la plaie, la sénescence est également impliquée dans le processus de la 

régénération des structures chez les organismes avec le potentiel de régénération(232). En effet, 

comme il en sera discuté plus loin, les salamandres, plus spécifiquement les axolotls, ont une 

grande capacité de régénérer la plupart de leurs structures durant toute leur vie(18). Ce processus 

est très complexe et nécessite l’activation de plusieurs processus cellulaires tel que la guérison 

de la plaie, le recrutement des cellules immunitaires, la dédifférenciation des cellules 

progénitrices en quiescence, l’activation du cycle cellulaire et finalement la re-différenciation en 

divers types cellulaires(18, 233). Très récemment, l’équipe de Maximina H. Yun a démontré que 

l’amputation des membres de l’axolotl était suivie d’une augmentation importante des cellules 

en sénescence, puis d’une diminution soudaine lorsque le tissu est complètement régénéré(232). 

Contradictoirement, l’activation de la sénescence est observée en parallèle avec une induction 

de prolifération cellulaire(232). Ces observations corrèlent avec les expériences de Mosteiro où 

la reprogrammation des cellules différenciées par la transfection de OSKM était montrée 

dépendante de la sénescence et la sécrétion des SASP, notamment IL-6.(234). Ces observations 

pourraient être expliquées par le pouvoir des SASP à influencer le comportement de leurs cellules 

voisines et leurs effets bénéfiques sur la plasticité et la reprogrammation des cellules(235).  

Dans le cas de la régénération, les SASP sont importantes à différentes étapes. D’abord, 

l’exposition transitoire des SASP peut fournir des signaux régénératifs qui induisent la plasticité 

de la cellule(235). Un événement particulièrement important pour la dédifférenciation et la 

prolifération des cellules progénitrices dans la régénération tissulaire(235). Ensuite, les SASP 

permettent le remodelage de la matrice extracellulaire et l’expression transitoire des facteurs de 

croissance et de protéines qui permettent la migration, la forme, la survie, la différenciation et la 

prolifération des cellules (236, 237). Finalement, elles permettent le recrutement des cellules du 

système immunitaire qui non seulement se débarrassent des débris cellulaires, mais fournissent 

également des signaux permettant la prolifération ou la différenciation des cellules souches et 

des cellules progénitrices(233). En somme, bien que les voies de signalisation qui mènent à 

l’activation de la sénescence durant la régénération ne soient pas complètement comprises, de 

plus en plus d’études démontrent que la sénescence cellulaire est aussi importante que la 
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prolifération cellulaire pour permettre la régénération de structures complexes chez les 

salamandres. 

1.6.2.4 Sénescence développementale 

Récemment, les laboratoires de Serrano, Keyes et Roy ont découvert que la sénescence n’est pas 

uniquement un processus activé par un stimulus ou avec l’âge (238-240). En effet, ils ont 

démontré que la sénescence est un processus cellulaire très bien régulé, qui apparaît à un 

moment et un emplacement spécifique. Son activation ne dépend pas de l’âge de l’organisme, 

mais plutôt de ses besoins. Ainsi, durant le développement embryonnaire de plusieurs 

organismes tels que le poussin, la caille, le poisson zébré, le xénope, le rat-taupe nu, l’axolotl, la 

souris et même l’humain, la sénescence est activée dans des organes nécessitant une 

restructuration morphologique(241). À première vue, c’est un processus qui permet à l’organe 

de conserver sa fonction durant la transition et permet la survie de l’organisme.   

Serrano et Keyes ont accompli leurs recherches principalement sur l’embryon de souris. Un 

modèle qui, en plus de sa fidélité à l’embryogenèse humaine, a une génétique très bien connue 

qui permet d’identifier des phénotypes associés à un gène par une approche de mutagenèse 

dirigée(238). Serrano a marqué l’embryon de souris avec un marqueur spécifique de sénescence 

associée à l’activité bêta-galactosidase acidique (SAβG) et a observé un enrichissement des 

cellules sénescentes dans deux organes fortement conservés durant l’évolution : le mésonéphros 

et le sac de l’oreille interne(238). Le mésonéphros est une structure transitoire pour le 

développement des reins définitif (métanéphros) chez les mammifères. Chez l’humain, cette 

structure arrête de se développer et disparaît au 24e ou 25e jour embryonnaire(242). Quant au 

sac endolymphatique de l’oreille interne, sa fonction est variée. Il permet la filtration des déchets 

endolymphatiques des canaux cochléaires et vestibulaires qui sont respectivement impliqués 

dans l’audition et l’équilibre de l’oreille, la résorption de l’endolymphe et la défense 

immunitaire(243). La forte accumulation de sénescence cellulaire dans le mésonéphros a été 

détectée au moment de sa régression et a diminué une fois les tubules disparus(238). De même, 

la haute concentration de cellules sénescentes dans le sac endolymphatique a été détectée au 

début de sa désagrégation(238). L’équipe de Serrano a identifié que, contrairement aux autres 

types de sénescence, seule l’expression des inhibiteurs p21, p27 et p15 (p16 n’a pas été testé) 
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était significativement augmentée durant la sénescence développementale(238). Le facteur de 

transcription p53, qui module l’arrêt du cycle cellulaire dans la sénescence réplicative induit par 

un oncogène et dans la guérison de la plaie, n’a pas augmenté durant la sénescence 

développementale(238). En effet, les embryons mutés pour le gène de p53 n’ont démontré 

aucune différence au niveau de l’activation de la sénescence dans le mésonéphros et le sac 

endolymphatique(200). Ces données suggèrent que p21 permet l’arrêt du cycle cellulaire de 

façon indépendante à p53. De plus, les mutations qui empêchent les inhibiteurs p15, p16, p18 et 

p19 à se lier aux kinases dépendantes aux cyclines 4/6 (CDK4/6) n’ont indiqué aucun changement 

au niveau de l’activité de SaβG(239). Ainsi, Serrano a démontré que contrairement aux autres 

types de sénescence, la sénescence développementale n’était ni médiée par les inhibiteurs du 

cycle cellulaire, ni par les réponses aux dommages à l’ADN (p53). 

De façon plus intéressante, le séquençage d’ARN du mésonéphros sauvage en comparaison avec 

celui muté pour le gène p21 (impliqué dans la sénescence développementale) a indiqué une 

augmentation des voies embryonnaires TGF-β, Hedgehog et WNT ainsi qu’une induction des 

gènes impliqués dans ces voies (Bmpr1b, Gli1 et Nkd1)(238). À l’exception de TGF-β, 

l’augmentation des autres gènes/voies n’a pas été détectée dans les autres types de sénescence. 

De plus, comme dans la sénescence réplicative induite par un oncogène et dans la guérison de la 

plaie, Serrano a identifié une accumulation des cellules du système immunitaire, plus précisément 

des macrophages, auprès des cellules en sénescence et qui permettaient leur élimination(238).  

Parallèlement, l’équipe de Keyes a identifié de la sénescence au niveau de la queue, des vésicules 

de l’oreille et du cerveau, de la fermeture du tube neural, de l’endoderme intestinal et au niveau 

de la crête ectodermique apicale (AER) des membres chez la souris en développement 

(E11.5)(239). Keyes et son équipe ont également démontré que les zones sénescentes 

incorporaient moins de BrdU (diminution de la prolifération cellulaire) et exprimaient plus de p21, 

sans pour autant exprimer plus de p53, p16 ou p19(239). Ces résultats, bien qu’ils soient similaires 

aux résultats de Serrano, sont différents des autres voies de sénescence connues où l’activation 

de p21 était constatée en parallèle avec celles de p53(159, 163, 165). Selon leurs résultats, p21 

seul, est capable d’introduire la sénescence et de permettre la formation des différentes 

structures. Ainsi, ils ont créé une souris transgénique Knock-out  de p21 et ont montré que la 
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sénescence au niveau de l’AER chez cette souris était remplacée par l’apoptose, ce qui lui 

permettait de se développer normalement(222). Toutefois, la déficience en p21 avait un impact 

sur la prolifération du mésenchyme en dessous de l’AER. En effet, le mésenchyme et l’AER sont 

interdépendants via un croisement de signalisation : l’AER active la prolifération cellulaire du 

mésenchyme par l’activation de phospho-ERK (pERK) qui, à son tour, émet des signaux pour 

conserver la fonction AER. Ainsi, l’équipe de Keyes s’est intéressée à la possibilité que les signaux 

de sénescence reçus par l’AER proviennent du mésenchyme. Pour répondre à la question, ils ont 

créé des souris transgéniques pour un inhibiteur de pERK et ont observé une diminution 

significative des cellules sénescentes dans l’AER. Ils ont donc confirmé que la sénescence dans 

l’AER est médiée par son intersignalisation avec le mésenchyme(239).  

De son côté, l’équipe de Roy a démontré de la sénescence au niveau du pronéphros (un organe 

transitoire qui est remplacé par le mésonéphros), de l’épithélium olfactif des fascicules nerveux, 

des organes latéraux et des gencives de l’axolotl (Ambystoma mexicanum)(240). Ces zones ont 

été identifiées à proximité des cellules démontrant des niveaux importants de ERK phosphorylé, 

qui, tel que démontré par Keyes, semblent avoir un rôle dans le maintien du caractère de 

sénescence. L’équipe de Roy s’est également intéressée à savoir si la sénescence durant le 

développement était liée ou non à l’inflammation. Ainsi, ils ont comparé l’ARN des SASP d’une 

zone riche (pronéphros) avec une zone dépourvue (queue) de sénescence(240). De cette façon, 

ils ont pu observer que contrairement aux transcrits de l’interleukine pro-inflammatoire, le 

transcrit de l’interleukine anti-inflammatoire (IL-10) était significativement plus élevé dans la 

zone riche en sénescence(240). Ces données semblent indiquer que les SASP sécrétées dans la 

sénescence développementale chez l’axolotl sont de type non inflammatoire.  

Parallèlement, l’équipe de Roy s’est questionnée sur l’aspect évolutif de la sénescence et s’est 

intéressée à savoir si la sénescence était également impliquée dans le développement des 

organismes plus simples, tels que le poisson zébré. À sa grande surprise, l’équipe a noté la 

présence de sénescence très tôt (8-13 somites) chez les cellules avec le destin de devenir le sac 

vitellin, une structure transitoire qui permet l’approvisionnement nutritif de l’embryon pendant 

son développement(240). Aux stades 20-25 somites et jusqu’à quatre jours après la fécondation, 

la sénescence cellulaire a également été perçue dans les cellules qui formeront l’intestin. Du 
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septième au quinzième jour, la structure du sac vitellin est perdue et la sénescence devient 

restreinte à l’extrémité cloacale de l’intestin(218). Ces résultats viennent confirmer que la 

sénescence cellulaire est un processus qui a été conservé durant l’évolution et qui permet le 

remodelage ou la disparition graduelle des structures transitoires.  

 





 

2 Notre modèle expérimental :  l’axolotl  

2.1 L’axolotl : un modèle pour étudier la sénescence 

L’axolotl (Ambystoma mexicanum) est l’un des modèles les plus utilisés en biologie moderne pour 

étudier le développement embryonnaire, la formation des structures, l’organogenèse et la 

régénération. En effet, en plus d’avoir des embryons de grande taille et un développement 

embryonnaire très lent, cette salamandre néoténique a également la particularité de ne pas se 

métamorphoser et de conserver son mode de vie aquatique tout le long de sa vie, ce qui facilite 

son entretien au laboratoire.  

En plus de son pouvoir régénératif remarquable, l’axolotl est également résistant aux différents 

cancers  (non pas parce que l’animal n’exprime pas les voies cellulaires, mais bien parce qu’il est 

capable de mieux les contrôler et de les utiliser à son avantage) (244). Par exemple, la 

régénération de sa patte entière est un processus très complexe qui nécessite une orchestration 

cellulaire et moléculaire bien contrôlée. Le processus débute avec la formation d’un caillot de 

cellules sanguines au site de coupure et la formation une couche de cellules d’épiderme pour 

fermer la plaie(245-247). Ensuite, une structure en forme de cône connue sous le nom de 

blastème se forme(248-250). Plus tard, les cellules qui composent le blastème se dédifférencient 

pour donner naissance aux cellules osseuses, cartilagineuses et musculaires(251). Finalement, 

une division cellulaire s’en suit pour permettre la formation de la structure du membre 

perdu(252). Chez l’humain, la dédifférenciation cellulaire et la prolifération cellulaire excessive 

sont les principales causes de cancer. Cela nous laisse croire que l’axolotl a non seulement un 

meilleur contrôle de son cycle cellulaire, mais aussi une meilleure communication cellulaire, ce 

qui lui permet d’arrêter la prolifération lorsque nécessaire.  

 

2.2 Développement embryonnaire de l’axolotl 

Les premiers stades embryonnaires de l’axolotl ont été décrits pour la première fois en 1975 par 

Schreckenberg et Jacobson(252) et ensuite par Armstrong et Malacinski en 1989(253) . Ces 
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chercheurs se sont basés sur les stades embryonnaires de l’Ambystoma maculatum, un autre type 

de salamandre, décrits en 1969 par Harrison(254). Schreckenberg et Jacobson ont caractérisé le 

développement de l’axolotl en fonction des traits physiologiques (morphologie) et du 

développement des organes internes des embryons disséqués(252).  

Chez l’axolotl, la fécondation est un processus interne qui a lieu lorsque la femelle prend les 

spermatophores déposés par le mâle. En temps normal, la femelle dépose entre 250 et 500 œufs 

quelques heures après la fécondation (253). Ces œufs sont enfermés dans une couche de gelée 

transparente qui les protège des blessures et des infections bactériennes. Au moment de 

l’éjection, les œufs sont sous forme unicellulaire (Stade 1) (253). Elles passent à travers les 

premières divisions cellulaires (Stade 7) pour finalement former une boule de cellules, la blastula 

(Stade 9) (253). Graduellement a lieu la gastrulation, où la blastula s’organise en différentes 

couches germinales : endoderme, mésoderme et ectoderme (Stades 10-12) (253). Par la suite a 

lieu la neurulation, durant laquelle la plaque neurale est transformée en tube dans le but de 

former la moelle épinière et le cerveau (Stades 13-20) (253). Les cellules de crête neurale sont 

également formées durant la neurulation. Elles migrent loin du tube neural et donnent naissance 

à différents types cellulaires tels que les neurones. À partir de ce stade, l’embryon commence à 

prendre forme et à développer ses organes internes. Ceci débute avec le bourgeonnement 

précoce de la queue (Early Tailbud), le début de la formation des branchies et les pronéphros 

(Stades 21-25) (253). À la fin du stade 26, les conduits paramésonéphrotiques (Phronephric duct) 

sont bien définis, une petite queue est formée et un arc branchial s’est développé (253). Ensuite, 

d’autres organes commencent à faire leur apparition, la queue continue à grandir et la taille des 

conduits paramésonéphrotiques continue à augmenter (253). Au stade 28, les fosses nasales 

prennent forment et donnent naissance aux premières traces des organes olfactifs (253). Les 

stades 31 à 34 sont consacrés au développement des paires de somites (253). Ce qui permet à la 

queue et la tête de l’animal en développement de se placer sur un axe droit. Au stade 35, les 

premiers chromatophores et les premiers battements de cœur de l’animal apparaissent (253). 

Durant les stades 36 à 43 débute le développement des branchies, de la bouche et des membres. 

Enfin, c’est au stade 41 que l’embryon éclot et devient libre (253). Un peu plus tard, la bouche de 

l’animal est complètement formée et ouverte (253). À ce moment, l’animal doit être nourri pour 
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assurer sa survie. Au laboratoire, nous utilisons des bébés crevettes saumures puisque le 

mouvement et la couleur de ces crevettes les rendent visibles et faciles à avaler pour l’animal. 

Bien entendu, à partir de ce stade, le développement de l’animal dépend de sa routine 

alimentaire. En général, l’axolotl atteint la maturité sexuelle vers 18 mois et peut être gardé en 

captivité pendant 15 ans (253).  

Figure adaptée de Armstrong et Malacinski, 1989(253) 
Figure 5- Les différents stades du développement embryonnaire de l’axolotl. 





 

3 Hypothèse de travail  

Depuis très longtemps, la sénescence cellulaire était caractérisée comme un mécanisme pour 

prévenir la réplication des cellules endommagées, précancéreuses et myofibroblastiques. Des 

études récentes ont démontré la présence de cellules sénescentes durant le développement 

précoce de la souris et de l’axolotl, plus précisément au niveau des structures transitoires et du 

centre de signalisation (AER). Ce phénomène a changé la perception des chercheurs et les a 

ramenés à se questionner sur la fonction évolutionnaire de la sénescence. Est-ce que la 

sénescence pourrait jouer un rôle dans le remodelage des organes (le pronéphros de l’axolotl et 

le mésonéphros de la souris) ou leur élimination (sac vitellin du poisson-zèbre) durant le 

développement embryonnaire ? Pourquoi la cellule n’active pas l’apoptose, un phénomène 

également connu pour la morphogénèse des tissus et des organes ? Quel phénomène lui permet 

d’activer la sénescence plutôt que l’apoptose dans certaines structures embryonnaires ? Quels 

sont les gènes et les voies de signalisation qui permettent d’activer la sénescence durant le 

développement ? À ce jour, les réponses à ces questions dans le contexte de la sénescence 

développementale sont inconnues. Les données préliminaires démontrent qu’à l’exception de 

p21, l’activation de la sénescence développementale ne dépend pas des inhibiteurs du cycle 

cellulaire. De plus, notre laboratoire a rapporté que les cellules à proximité des cellules 

sénescentes expriment la forme active de ERK (phospho-ERK1/2). Cette observation laisse penser 

que la voie ERK est soit responsable de l’activation de la sénescence, soit que la sénescence 

activée cause l’activation de ERK sur les cellules avoisinantes.  

Nous proposons l’hypothèse de l’existence d’une nouvelle voie qui impliquerait l’activation d’un 

gène avec des effets inhibiteurs sur les protéines du cycle cellulaire (et non l’activation des 

inhibiteurs du cycle cellulaire). Cette voie aurait un impact négatif sur les voies de signalisation 

prolifératives, telles de ERK. De plus, nous pensons que la sénescence développementale est un 

phénomène irremplaçable qui permet le changement morphogénique des organes en 

développement.  

 





 

4 Matériel et méthode 

Conformité et éthique animale  

Des embryons d’axolotl de type sauvage ont été achetés auprès du Ambystoma Genetic Stock 

Center (Lexington, KY). Toutes les expériences et manipulations sur les animaux ont été 

effectuées conformément aux exigences de la Politique institutionnelle sur l’utilisation des 

animaux en recherche et en enseignement de l’Université de Montréal, approuvée par le Conseil 

canadien de protection des animaux (CCPA). 

Marquage au β-galactosidase 

Les embryons ont été fixés avec 0,5 % de glutaraldéhyde dans du PBS à 4 °C pendant 6 heures, 

puis rincés deux fois pendant 15 min à 4 °C dans du PBS à un pH 5,5 contenant MgCl2 1 mM. Par 

la suite, les embryons ont été marqués pour SaβG en utilisant le colorant X-gal solution (0,1 % X-

gal, ferrocyanure de potassium 5 mM, potassium 5 mM ferricyanure, chlorure de sodium 150 mM 

et chlorure de magnésium 2 mM dans du PBS, pH 5,5) pendant 6 h à 37 °C. Pour confirmer la 

spécificité de SaβG, des embryons contrôles ont été colorés dans des conditions identiques avec 

la seule différence que le pH de X-gal a été ajusté à 7,5 pour lequel SaβG est inactif. 

Isolement d’ARN  

Des coupes ont été effectuées sur les embryons au stade 51 (n=3) afin de prélever les pronéphros 

et une partie de la queue des animaux. Par la suite, l’ARN de ces coupes a été extrait avec le 

réactif TRIzol (Life Technologies, numéro de catalogue : 15596018) à l’aide de seringues (18 à 

23 jauges), en suivant les instructions du fabricant. L’ARN a été quantifié par Nanodrop®. 

La transcription inverse — Réaction en chaîne par polymérase (Rt-PCR) et séquençage d’ARN 

La transcription inverse de l’ARN a été effectuée en utilisant 200 ng d’ARN. Les réactions ont été 

effectuées en utilisant SuperScript VILO™ (Life Technologies, numéro de catalogue : 11754-050) 

selon les directives du fabricant avec l’addition de 0,62 µM d’oligo-dT17 au mélange. Une fois la 

réaction terminée, les mélanges ont été dilués à 1 : 8 dans de l’eau sans RNAse pour un volume 

final de 160 µl.   
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qPCR 

Les réactions qPCR ont été effectuées avec 2 µL d’ADNc pour chaque réaction dans le mastermix 

[(1X Standard Taq Reaction buffer (New England Biolabs), 0,5 mM MgSO4, 0,33X SYBR Green I 

(Life Technologies, numéro de catalogue : S7580), 0,2 mM mélange dNTP (Thermo Fisher 

Scientific, numéro de catalogue : 10 297 018), 0,5 unité d'ADN polymérase Hot Start Taq (New 

England Biolabs, numéro de catalogue : M0495S)]. La paire d’amorces pour chaque gène (amont 

et aval) a été ajoutée à une concentration finale de 0,25 μM. Toutes les amorces (Annexe 2, 

Tableau 3) ont été testées pour leur efficacité en utilisant le Cp et l’efficacité d’amplification 

spécifique pour chaque paire d’amorces. Le volume de chaque échantillon a été ajusté à 20 µL 

avec de l’eau sans RNAse. L’amplification a été effectuée en utilisant un système Light Cycler 96 

(Roche, numéro de catalogue : 05815916001) avec le programme suivant : dénaturation à 95 °C 

6 min, quantification avec 50 cycles de 95 °C 20 s, 58 °C 20 s, 72 °C 30 s, fusion (95 °C pendant 

60 s, 40 °C pendant 5s, 65 °C pendant 1s jusqu’à 98 °C par rampe à 0,07 °C/s). L’analyse a été 

effectuée à l’aide de Light Cycler 96 (version du logiciel 1.1.0.1320, Roche) et les Cps ont été 

calculés en utilisant l’analyse Abs Quant/2nd Derivative Max  avec l’expression relative à GAPDH 

et actine.  

Séquençage et analyses bio-informatiques 

Le séquençage des coupes de pronéphros et de queue a été réalisé sur l’ARN purifié de trois 

animaux différents (n=3) par la plateforme Génomique de IRIC (Séquençage Nouvelle Génération) 

Identification du projet : DSP613.  

Les résultats du séquençage ont été triés en fonction de leur valeur p et seuls les gènes avec une 

valeur p <0.05 et un FoldChange >1.3 ont été utilisés pour les analyses bio-informatiques 

DAVID (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp), PANTHER (http://pantherdb.org/), 

DiRE (https://dire.dcode.org/), EnrichR (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) et 

CellAge (https://genomics.senescence.info/index.php). Pour l’analyse Gene Set Enrichment 

Analysis (GSEA), toutes les données brutes ont été soumises. GSEA calcule un score 

d’enrichissement normalisé (NES) qui représente le degré auquel un ensemble de gènes est 

surreprésenté dans les gènes soumis. L’importance de la NES est affectée par le taux de fausses 

découvertes (valeur q). Le NES et la valeur q de chaque graphique sont inscrits sur celui-ci.  
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Analyse semi-quantitative de bêta-galactosidase associé à la sénescence (SaβG) 

Une analyse semi-quantitative a été réalisée avec le logiciel FIJI (version 2.1.0 / 1.53c, 

https://imagej.net/Fiji/Downloads) en utilisant l'outil d'apprentissage pour la classification des 

pixels de microscopie Trainable Weka Segmentation (DOI: 10.1093/bioinformatics/btx180). 

Chaque image a d’abord été divisée en 3 groupes en utilisant 6 variables pour chaque groupe 

pour former l'algorithme de segmentation qui permet de différencier le signal positif bêta-gal, la 

zone de tissu et les noyaux. Ensuite, l’intensité des pixels pour le signal bêta-gal positif a été 

mesurée en prenant la valeur de la densité intégrée « Integrated density (IntDen) ». Pour chaque 

condition, une moyenne de la densité intégrée de chaque image (n=3) a été calculée. 

 

Hybridation in situ à l’aide de la Tyramide Signal Amplification (TSA) 

Jour 1 : Les embryons fixés et enveloppés de paraffine ont été coupés à une épaisseur de 

10 microns à l’aide d’un microtome, déposés sur des lamelles et séchés pendant la nuit. Au 

moment de l’utilisation, les coupes ont été déparaffinées dans du toluène et réhydratées avec 

une concentration décroissante d’éthanol. Les coupes hydratées ont par la suite été traitées avec 

la protéinase K (Thermo Fisher Scientific, numéro de catalogue : 25 530 015) à 10 μg/mL diluée 

dans 0,1 M TrisHCL pH 7,5, 50 mM EDTA pH 8,0 dans PBS-T pendant 15 minutes à la température 

ambiante. Par la suite, les échantillons ont été fixés 5 minutes dans du PFA à 1 % dilué dans le PBS 

0,7 X et rincés dans du PBS 0,7 X. Les échantillons fixés ont par la suite été traités 10 minutes à 

température ambiante avec 0,25 % d’anhydride acétique dilué dans 0,1 M de triéthanolamine. La 

préhybridation a été effectuée à 42 °C pendant 1 heure avec une solution d’hybridation [50 % 

formamide (Fisher Scientific, numéro de catalogue : BP227-100), 2X SSC, 1X Denhardt's, 0,5 % de 

pyrophosphate de sodium (Sigma Aldrich, numéro de catalogue : P8135), 0,5 % SDS, 25 μg/mL 

d’ADN de sperme de saumon (Thermo Fisher Scientific, numéro de catalogue : 15632011), 

250 μg/mL d’ARNt de levure, 0,25 M de TrisHCl] avec 10 % de sulfate de dextrane. Une fois la 

préhybridation complétée, les coupes ont été incubées pendant la nuit à 42 °C avec la sonde, 

préalablement dénaturée à 80 °C pendant 5 min, diluée à 1 µg/mL dans la solution d’hybridation 

avec 10 % de sulfate de dextrane.  



 74 

Jour 2 : Le jour suivant, les lames ont été rincées dans 2X SSC à 42 °C pendant 10 minutes pour 

ensuite être ré-incubées avec la solution d’hybridation à 42 °C pendant 30 minutes. Par la suite, 

les coupes sont lavées dans du SSC 2X à la température d’hybridation et SSC 0.2X à la température 

ambiante pendant 5 min avant d’être bloquées dans le sérum de mouton à 10 % (Sigma Aldrich, 

numéro de catalogue : S3772) dans du MAB-T (100 mM de NaCl, 100 mM d’anhydride maléique, 

0,3 % de Triton X-100, pH 7,5) pendant une heure. Finalement, les coupes ont été incubées à 4 °C 

pendant la nuit avec l’anti-digoxigénine (Roche, numéro de catalogue : 11 093 274 910) à 

0,002 μg/µL dilué dans une solution de blocage.  

Jour 3 : Le lendemain, les lames ont été rincées 3 fois dans du MAB-T et incubées avec un 

anticorps anti-souris couplé à HRP (Biorad, numéro de catalogue : 170–6516) dilué à 1 : 400 dans 

une solution de blocage pendant 1 heure à température ambiante. Par la suite, les coupes ont 

été rincées trois fois avec du MAB-T avant d’être incubées 8 minutes avec du Tyramide-CF640R 

(Biotium, numéro de catalogue : 92 175) dans 0,005 % H2O2 0,7 X PBS. Enfin, les coupes ont été 

rincées 3 fois dans 0,7 X PBS. Le montage a été effectué avec le réactif Antifade ProLong® Gold 

avec DAPI (Thermo Fisher Scientific, numéro de catalogue : 36 931). Les photos ont été prises 

avec le microscope Zeiss Axio Imager M2 et les images ont été traités avec coupes le logiciel Zen 2 

Pro Blue Edition avec le module Tile. Les photos ont été enregistrées sous forme de fichiers TIF et 

puis importées dans Illustrator CS4 (Adobe) pour le montage des panneaux.  

Immunofluorescence amplifiée avec Tyramide 

Les coupes ont été déparaffinées et réhydratées comme pour l’hybridation in situ puis bloquées 

avec 2 % BSA dilué dans le TBS-T pendant 1 h à température ambiante. L’anticorps primaire a été 

dilué dans une solution de blocage (anti-p-Erk1/2, numéro de catalogue : 4370, Cell Signaling 

Technology) à 1/400 et incubé 4°C pendant la nuit. Le lendemain, l’anticorps secondaire couplé à 

la HRP (HRP anti-rabbit, numéro de catalogue : 170-6515, Bio-Rad) a été dilué à 1/800 dans la 

solution blocage et incubé à température ambiante pendant 45 min. Finalement, l’amplification 

de signal a été effectuée avec la Tyramide (Biotium, San Francisco Bay, CA, numéro de catalogue : 

92175) diluée à 11,6 µM dans 0,0015 % H2O2 dans TBS 1X puis incubé à température ambiante 

pendant 8 min. Le montage a été effectué avec le réactif Antifade ProLong® Gold avec DAPI 

(Thermo Fisher Scientific, numéro de catalogue : 36 931). Les photos ont été prises avec le 
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microscope Zeiss Axio Imager M2 et les images ont été traités avec coupes le logiciel Zen 2 Pro 

Blue Edition avec le module Tile. Les photos ont été enregistrées sous forme de fichiers TIF et puis 

importées dans Illustrator CS4 (Adobe) pour le montage des panneaux.  

Coloration du cartilage avec le Victoria Blue 

Les pattes régénérées ont été fixées dans la solution de Bouin (71 % d’acide picrique saturé, 24 % 

de solution de formaldéhyde (37 %), 5 % d’acide acétique glacial) pendant 24 h. Par la suite, elles 

ont été rincées pendant 2 heures avec 70 % d’EtOH (à deux reprises) et ensuite avec 2 % de 

NH4OH jusqu’à l’obtention d’une solution jaune. Ensuite, les échantillons ont été blanchis avec 

3 % de H2O2 pendant 30 minutes et incubés dans l’acide-alcool (70 % EtOH, 0,37 % HCL) pendant 

la nuit. Le lendemain, les échantillons ont été colorés dans 1 % de Victoria Blue dilué dans l’acide-

alcool pendant 2 h, décolorés dans 70 % d’EtOH, déshydratés dans 95 % et 100 % d’EtOH, avant 

d’être conservés dans le salicylate de méthyle. 

 





 

5 Résultats 

Analyse globale des variations du transcriptome dans les cellules sénescentes du pronéphros. 

Afin de pouvoir caractériser la sénescence développementale et identifier les gènes et les voies 

importants pour ce type de sénescence, le transcriptome de deux conditions (présence et 

absence de sénescence) a été étudié. Concrètement, des axolotls (n=3) au stade où la sénescence 

a été démontrée comme étant la plus accentuée (stade 51) ont été fixés, et une section au niveau 

du pronéphros et de la queue a été coupée. L’ARN total de ces morceaux a été isolé et envoyé au 

séquençage en utilisant la version de transcriptome axolotl v3.0.0 comme référence. 

Les résultats ont démontré 23 252 gènes, avec une variation d’expression dans les deux 

conditions. Ces gènes sont des gènes d’axolotl nommés à partir de la base de données de 

www.axolotl-omics.org. Comme les logiciels qui permettent l’analyse du séquençage d’ARN 

utilisent pour la plupart les gènes de souris ou d’humain et qu’aucun logiciel de conversion 

n’existe pour les gènes de l’axolotl, le nom de chacun des gènes a d’abord été manuellement 

converti à son équivalent chez l’humain. Par la suite, un total de 1 540 gènes avec un changement 

d’expression positif et une valeur de p ajustée avec la méthode de Benjamini-Hochberg 

supérieure à 0,05 ont été utilisés pour une analyse bio-informatique avec le système de 

classification « Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships » (Panther, version 15.0; 

http://pantherdb.org/) et la plateforme « Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery » (DAVID, version 6.8; https://david.ncifcrf.gov/).  

Panther utilise les outils d’analyse d’enrichissement « Gene Ontology » (GO) afin de comparer les 

données soumises avec les termes GO (basé sur des preuves expérimentales publiées dans la 

littérature) et les classes en fonction de leur processus biologique, de leur fonction moléculaire 

et de leur compartiment cellulaire. Dans le cas des gènes significativement induits dans le 

pronéphros, selon le graphique des processus biologiques (Figure 6A), la plupart de ces gènes 

sont impliqués dans le processus cellulaire (268), plus spécifiquement dans les processus 

métaboliques (166), la régulation biologique (120), l’organisation des compartiments cellulaires 

(88), la localisation (79), la réponse à un stimulus (71) et le processus développemental (55). De 
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plus, ces gènes semblent surtout avoir des fonctions moléculaires de types catalytiques (178) et 

de liaison (150) (Figure 6B). Enfin, selon le graphique des compartiments cellulaires (Figure 6C), 

ces gènes se retrouvent surtout dans la membrane (152) et dans les organites (170), plus 

spécifiquement dans les vacuoles, le noyau, le réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi et la 

mitochondrie (Annexe 2, Figure 15). 

Pour sa part, DAVID utilise un algorithme pour mesurer la relation entre l’ensemble des données 

soumises et les termes d’annotations, en se basant sur le pourcentage de gènes présent dans 

l’ensemble des données soumises et impliqué dans une voie ou une annotation spécifique. Cette 

analyse ne prend en compte que l’expression du gène et non le niveau de son expression. Les 

résultats ont démontré que les gènes des cellules du pronéphros sont surtout regroupés dans la 

famille des protéines sécrétées (Valeur p = 2.5E-19), l’hémostasie cellulaire (Valeur p = 5.9E-11), 

la maladie de Huntington (Valeur p = 3.3E-01), la régulation négative de l’apoptose (Valeur p = 

8.9 E-02), le contrôle de l’homéostasie redox (Valeur p = 6.6E-04), la réponse des protéines mal 

repliées médiée par ATF6 (Valeur p = 04.4E-02) et la voie de signalisation anti-inflammatoire de 

IL-10 (Valeur p = 1.6E-01) (Figure 6D). 
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Les graphiques représentent (A) les processus biologiques, (B) les fonctions 
moléculaires et (C) la compartimentation cellulaire des gènes induits dans le 
pronéphros comparé à ceux de la queue, obtenus à partir de la base de données 
PANTHER. Le nom de chaque catégorie avec son identité GO est inscrit sur l’axe x et le 
nombre des gènes en y. Le nombre exact des gènes pour chaque catégorie est indiqué 
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Figure 6- Analyse bio-informatique et classification des gènes significativement induits dans le 
pronéphros. 



 80 

en haut de chaque barre. (D) Les termes avec un score d’enrichissement >2 et une 
valeur de p <0,05 représentent les gènes régulés à la hausse dans les cellules du 
pronéphros (sénescents) en comparaison avec ceux de la queue (non sénescents), 
obtenus à partir de la base de données DAVID. Le score d’enrichissement de chaque 
terme est indiqué sur le graphique. 

 

Analyse « Gene Set Enrichment Analysis » (GSEA) de la variation d’expression des gènes dans 

le pronéphros et la queue.  

La variation d’expression de certains gènes peut avoir un impact majeur sur la régulation des voies 

et des fonctions cellulaires. Lorsque la variation d’expression est grande, le gène devient un gène 

clé pour le contrôle de cette voie et elle devient relativement facile à identifier. Par contre, bien 

que la variation d’expression de certains gènes ne soit pas énorme, son effet sur la régulation de 

la voie peut l’être. Ces gènes sont souvent sous-étudiés et sont caractérisés comme des 

gènes « secondaires » de la voie. La plateforme DAVID utilise des ensembles de gènes définis en 

provenance de Gene Ontology. Lorsqu’un gène connu pour une voie est induit, le logiciel déduit 

que cette voie est augmentée dans les données soumises. Au contraire, lorsqu’un gène inconnu 

pour cette voie est exprimé, il ne pourra pas identifier la voie. Ainsi, lorsqu’il est question d’une 

nouvelle étude dont les processus biologiques et les voies cellulaires sont inconnus, ce type 

d’analyse restreint l’information à ce qui est déjà connu. Le logiciel « Gene set enrichment 

analysis » (GSEA) contourne ce problème en utilisant des ensembles de gènes en provenance des 

« Molecular Signatures Database » (MSigDB). Les données soumises sont comparées avec la 

signature d’expression des ensembles de gènes en provenance des études précédentes. 

Ultimement, le logiciel propose les ensembles de gènes qui sont induits dans une condition et 

diminués dans l’autre. 

Dans la présente étude, le logiciel GSEA a été utilisé pour comparer les données du transcriptome 

des cellules sénescentes en provenance des pronéphros et des cellules non sénescentes de la 

queue (Figure 7-8). Préalablement, l’équipe de Serrano avait démontré que le profil global 

d’expression génique de l’épithélium mésonéphrique sénescente de la souris en développement 

était différent des autres types de sénescence (réplicative, dommage à l’ADN et sénescence 

induite suite à un stress oncogénique). Pour confirmer ces résultats, les données du 

transcriptome du pronéphros et de la queue ont été comparées à l’ensemble de gènes sénescents 
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défini par Fridman et Tainsky (77 gènes). Effectivement, aucune similitude significative n’a pu être 

détectée entre la sénescence observée au cours du développement des pronéphros et les autres 

types de sénescences connues (Figure 7).   

Chaque barre verticale sur l’axe X représente un gène. Ces gènes sont soit enrichis dans 
le pronéphros (gauche) ou dans la queue (droite du graphique). Le graphique 
représente les scores d’enrichissement et les positions des gènes de l’ensemble, 
classés en rang. Les gènes ont été comparés à l’ensemble de gènes sénescents défini 
par Fridman et Tainsky. Le score d’enrichissement normalisé (NES), la valeur p et la 
valeur q sont indiqués sur le graphique. 

 

Par la suite, le transcriptome des gènes exprimés dans le pronéphros avec ceux exprimés dans la 

queue a été comparé avec des ensembles de gènes qui représentent les différents états et 

processus biologiques connus chez l’humain (h. all. v7.2). Dans cette analyse, plusieurs ensembles 

de gènes ont été identifiés (Figure 8). Parmi ceux-ci, la voie TGF-β a été démontrée comme étant 

significativement élevée dans le pronéphros. Ce résultat concorde avec les analyses de Serrano, 

Figure 7- Analyse Fridman par « Gene Set Enrichment Analysis » (GSEA) de gènes exprimés dans 
les cellules du pronéphros en comparaison avec les cellules de la queue. 
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qui a démontré un important rôle de TGF-β durant la sénescence développementale(238). De 

plus, tel que mentionné dans l’introduction, les cellules sénescentes, malgré la perte de potentiel 

prolifératif, possèdent une activité métabolique très élevée et un taux remarquablement élevé 

du métabolisme du glucose par glycolyse(255). Cette induction soudaine, en partie responsable 

du dysfonctionnement de la mitochondrie, cause une altération bioénergétique et la 

régénération des espèces réactives de l’oxygène(256, 257). En accord avec cette affirmation, les 

deux voies, soit celle de la glycolyse et celle des espèces réactives de l’oxygène, sont 

significativement induites dans le pronéphros en comparaison avec la queue. Les trois autres 

ensembles de gènes significativement induits sont la signalisation par Ras, la voie IL-6/JAK/STAT3 

et la réponse à un stress UV, trois voies indépendantes capables d’activer la sénescence (Figure 8).  
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Figure 8 - Analyse « Gene Set Enrichment Analysis » (GSEA) de gènes induits dans le pronéphros (sénescents) en comparaison avec la queue 
(non-sénescents). 

NES= 1.6657883 

P=0.0 q=0.139 

NES= 1.4248096 

P=0.0 q=0.166 
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Figure 9- (suite1) - Analyse « Gene Set Enrichment Analysis » (GSEA) de gènes induits dans le pronéphros (sénescents) en comparaison avec 
la queue (non-sénescents). 

NES= 1.5218894 

P=0.0 q=0.164 

NES= 1.3872954 

P=0.0 q=0.185 
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NES= 1.3088145 

P=0.0 q=0.268 

NES= 1.4471388 

P=0.0 q=0.160 

Figure 10- (suite 2) - Analyse « Gene Set Enrichment Analysis » (GSEA) de gènes induits dans le pronéphros (sénescents) en comparaison 
avec la queue (non-sénescents). 
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Figure 8 (Suite 3)- Dans chaque panneau, le score d’enrichissement (ES) de l’ensemble 
de données est affiché sur l’axe des y. Sur l’axe des x, les barres verticales représentent 
un gène. Le gène est soit enrichi dans le pronéphros (gauche) ou dans la queue (droite). 
Le graphique représente les scores d’enrichissement et les positions des gènes de 
l’ensemble de gènes classés en rang. Le score d’enrichissement normalisé (NES), la 
valeur p et la valeur q sont indiqués sur le graphique. À droite de chaque graphique, le 
profil d’expression des 30 gènes les plus exprimés (rouge) dans le Pro (pronéphros 
sénescent) ou dans la queue (non-sénescente). Le nom MSigDB des ensembles de 
gènes est indiqué sur chaque graphique. 
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Identification des facteurs de transcription régulant la sénescence développementale 

Afin d’identifier les facteurs de transcription qui pourraient réguler la variation d’expression des 

gènes observés dans le pronéphros, les plateformes « Identifying distant regulatory elements of 

co-expressed genes  » (DiRE) (https://dire.dcode.org/) et « Enrichr » 

(https://maayanlab.cloud/Enrichr/) ont été utilisées. L’analyse Enrichr a identifié 20 facteurs de 

transcription susceptibles de réguler les gènes induits dans le pronéphros (variation d’expression 

>1,3, valeur pAdj <0,05) comparé à la queue (Figure 9A). Sans surprise, parmi ces 20 facteurs, trois 

sont de la famille des protéines forkhead box (FOXO1, FOXA2 et FOXA1), des régulateurs de la 

voie TGF-β. Cela confirme le rôle important de la voie TGF-β dans la sénescence 

développementale. Deux membres de la famille des Peroxisome proliferator-activated receptor 

(PPAR) sont également identifiés par cet algorithme. La famille des PPAR est impliquée dans 

plusieurs maladies telles que l’obésité, le diabète, l’athérosclérose, l’infertilité et le cancer, et joue 

un rôle très important dans la régulation de la réponse inflammatoire(258). De façon 

intéressante, les deux membres qui sont exposés dans le résultat d’Enrichr, soit PPARG (ou 

PPARγ) et PPARA (PPARα) sont uniques dans leur famille pour leurs activités anti-

inflammatoires(258). Leurs inductions dans les pronéphros corrèlent avec les résultats antérieurs 

de notre laboratoire, qui démontraient que la sénescence développementale n’est pas liée à 

l’inflammation(240). De plus, la protéine PPARG peut également se lier sur les promoteurs de p16 

et CEBP pour renforcer le caractère sénescent(259).  

Les facteurs de transcription clés de la sénescence, tels que B-Jun, CEBPE et GATA4, sont 

également identifiés par cet algorithme. La protéine B-Jun est un régulateur de p16 qui permet le 

maintien de l’état de sénescence et les protéines GATA4 et CEBP sont des régulateurs des 

SASP(114, 135, 260). La liste complète des facteurs de transcription triés en fonction de leur 

valeur p se retrouve dans l’annexe 2, tableau 1. 

De la même façon, les gènes induits dans le pronéphros ont été introduits dans la base de données 

DiRE. Les résultats illustrés sont les 10 facteurs de transcription les plus susceptibles de réguler 

l’expression des gènes induits dans le pronéphros comparé à la queue (Figure 9B). Le premier de 

la liste est Hepatocyte Nuclear Factor 4 (HNF4), un facteur de transcription très conservé de la 

famille des récepteurs nucléaires. Ce facteur de transcription est très étudié pour son rôle dans 
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le métabolisme et le cancer. Très récemment, HNF4 a été caractérisé comme un suppresseur de 

tumeur dans le cancer de la prostate, par son rôle dans la transactivation de p21 et la 

sénescence(261). Ainsi, l’induction de HNF4 dans les pronéphros concorde avec l’importance de 

la p21 durant la sénescence développementale, qui a précédemment été confirmée par les 

chercheurs Serrano et Keyes. D’autres facteurs de transcription, tels que TAL1, TAL1ALPHAE4, 

MYOGNF1, LMO2COM et IPF1 ont été identifiés par cet algorithme (Figure 9B). Ces facteurs de 

transcription sont impliqués dans le développement embryonnaire. Bien qu’ils ne soient pas 

directement reliés à la sénescence, ils jouent un rôle important dans la différenciation de la 

cellule(262-265). Un phénomène qui, comme la sénescence, implique la reprogrammation du 

cycle cellulaire. De plus, tout comme pour l’analyse d’Enrichr, les différents GATA et le facteur de 

transcription CEBPB, impliqué dans la transcription des gènes liés à la sénescence, semblent 

également être responsables des gènes induits dans le pronéphros en développement. 

Similairement à l’analyse Enrichr, le régulateur de TGF-β, FOXA1 (également connu sous le 

nom HNF3ALPHA), a été identifié comme un facteur de transcription important pour la régulation 

des gènes induits dans le pronéphros. La liste complète des facteurs de transcription identifiés 

par la plateforme DiRE se retrouve en annexe 2, tableau 2.  

Finalement, les facteurs de transcription identifiés par les deux algorithmes (Enrich et DiRE) soit 

GATA1, PAX6, HNF4A, CEBPB, PPARG, FOXA1 et GATA2 ont été ciblés comme les facteurs clés de 

notre expérience. Une analyse STRING a été effectuée sur ces facteurs de transcription, afin de 

déterminer s’il pourrait potentiellement y avoir une interaction protéine-protéine entre eux 

(Figure 9C). Les résultats ont démontré que chacune de ces protéines pourrait interagir avec au 



 89 

moins deux autres protéines de la liste. Les interactions les plus importantes sont celles des 

protéines CEBPB avec PPARG et de GATA1 avec GATA2 (Figure 9C).  

(A) Analyse EnrichR des gènes avec une variation d’expression significative (>1,3) et 
une valeur de p ajustée (<0,05), obtenues à partir du RNA-seq. Les 20 facteurs de 
transcription les plus significatifs sont représentés sur l’axe des x et les gènes soumis 
sur l’axe Y. Le profil d’expression représente les associations entre les gènes soumis 
et les facteurs de transcription. Les facteurs de transcription dans les colonnes de la 
matrice sont classés en fonction de leur valeur p. (B). Les facteurs de transcription 
associés au transcriptome des cellules du pronéphros obtenu à partir de l’algorithme 
DIRE. Le pourcentage de gènes cibles à partir de la liste soumise est indiqué à gauche 
de chaque facteur de transcription (occurrence). L’importance (droite) indique le 
produit de l’occurrence du facteur de transcription avec son poids dans la base de 
données. (C) L’outil STRING a été utilisé pour obtenir l’interaction protéine-protéine 
des facteurs de transcription identifiés par EnrichrR et DiRE. Le réseau contient 
7 nœuds (protéines), 14 lignes (interactions), un score de confiance de >0,400 et une 
valeur p de 9,62 e-11.   

Figure 11- Identification des facteurs de transcription susceptibles d’être augmentés dans les 
pronéphros. 
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Identification des gènes connus pour avoir un rôle dans les autres types de sénescence. 

Pour continuer, une analyse spécifique à la sénescence cellulaire a été effectuée sur les résultats 

de RNA-seq dans le but de retirer le maximum d’information sur la sénescence activée dans les 

pronéphros en développement. Pour ce faire, les données de RNA-seq ont été comparées aux 

données de « CellAge » (Version Build 20; https://genomics.senescence.info/), une base de 

données des gènes associés à la sénescence. Les résultats ont été triés en fonction des types 

cellulaires étudiés pour les cellules du rein embryonnaires et les cellules cancéreuses. Ensuite, 

chacun de ces gènes a été comparé aux données d’expression du séquençage et trié en fonction 

de sa signifiance. Les résultats ont démontré 20 gènes avec une expression significativement 

induits dans le pronéphros, en comparaison avec la queue (Figure 10A). La séquence de ces gènes 

a été blastée dans le génome de l’axolotl pour confirmer l’homologie. Par la suite, leur expression 

dans les pronéphros et dans la queue a été confirmée en qPCR. Pour confirmer le rôle de ces 

gènes dans la sénescence, une double confirmation a été effectuée en évaluant leur expression 

dans les fascicules olfactifs, un deuxième site qui exprime de la sénescence durant le 

développement embryonnaire de l’axolotl (stade 51). Les fascicules olfactifs n’ont pas été pris en 

compte dans les résultats de RNA-seq. Ainsi, si l’expression d’un gène est induite dans les 

pronéphros et les fascicules olfactifs par rapport à la queue, ce gène devient plus important à 

l’étude. D’abord, des amorces pour les dix premiers gènes (PEBP1, CKB, MVK, IGFBP1, SOX2, 

HSPA5, PROX1, LATS1, FOXM1 et CEBPB) ont été synthétisées. Parmi ces dix, six d’entre elles ont 

été montrées efficaces (PEBP1, MVK, IGFBP1, FOXM1, LATS1 et SOX2). Par la suite, une RT-qPCR 

pour ces gènes a été réalisée dans les fascicules olfactifs, les pronéphros et la queue de l’axolotl 

au stade 51. Parmi ces six gènes, PEBP1 et MVK sont les seuls dont l’expression est 

significativement augmentée tant dans le pronéphros que dans les fascicules olfactifs (Figure 10 

B, C). Les autres gènes, FOXM1, SOX2 et LATS1, sont uniquement augmentés dans l’un des deux 

organes (Figure 10 E-G). Quant à IGFBP1, son expression dans les fascicules olfactifs est similaire 

à la queue et augmentée de façon non significative dans les pronéphros (Figure 10 D). En somme, 

cette analyse a permis de cibler deux gènes qui semblent être très importants dans la sénescence 

développementale, soit PEBP1 et MVK. La protéine « Creatine Kinase B » (CKB) est un enzyme 

cytoplasmique impliqué dans l’homéostasie énergétique. Les facteurs de transcription pouvant 
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se lier au promoteur de CKB sont AP-2, Max1, SRY, USF-1 et USF-2. Quant à la protéine 

« Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 » (PEBP1), également connue sous le nom de 

« Raf kinase inhibitor » (RKIP), elle est un inhibiteur de l’activité kinase de Raf-1. Elle agit non 

seulement au niveau de son activation, mais cause aussi la dissociation du complexe Raf-1/MEK 

en agissant comme un inhibiteur compétitif de la phosphorylation de MEK. Un des facteurs de 

transcription pouvant se lier au promoteur de PEBP1 est PPAR-gamma1 (PPARG), identifié comme 

étant un facteur de transcription susceptible d’être induit dans le pronéphros par les logiciels 

EnrichR et DiRE (Figure 9 A et B). Ensemble, ces résultats semblent suggérer l’important rôle du 

gène PEBP1 dans la sénescence développementale. 

(A) Les gènes en commun du séquençage d’ARN et de la base des données CellAge. 
Les résultats ont été triés en fonction du type cellulaire pour les cellules 
cancéreuses et les cellules embryonnaires du rein. Le « FoldChange » représente 
la variation de l’expression du gène dans le pronéphros et la queue. PADJ 
représente la valeur de P ajustée avec la méthode de Benjamini-Hochberg, (B-G) 

Figure 13- Identification des gènes connus dans la sénescence. 
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RT-qPCR des différents gènes du tableau en A dans la queue (barres grises), les 
pronéphros (barres mauves) et les fascicules olfactifs (barres roses). L’expression 
des gènes a été mesurée et relativisée sur la queue pour (B) PEBP1, (C) MVK, (D) 
IGFBP1, (E) FOXM1, (F) LATS1 et (G) SOX2. L’expression des gènes a été effectuée 
en utilisant GAPDH et a-ACTINE comme contrôle de chargement. Un test de 
Student bilatéral a été effectué pour comparer la queue avec le pronéphros.*** 
p <0,05, ** p <0,01. N ≥ 3 

 

Caractérisation spatiale de PEBP1 dans les fascicules olfactifs, les pronéphros et la queue 

Des coupes transversales dans la zone rostrale (bouche/fosse nasale) et la zone troncal de 

l’axolotl au stade 50 et marquées au SaβG avaient précédemment été obtenues par le technicien 

du laboratoire, Éric Villard (Figure 11 A, E). Les résultats ont démontré une expression spécifique 

de bêta-galactosidase liée à la sénescence dans les fascicules olfactifs et au point d’éclatement 

des dents (Figure 11 A) et dans certains tubules pronéphriques (E). Villiard et al avait également 

détecté les cellules en prolifération par un marquage au Bromodeoxyuridine (BrdU) dans ces 

tissus (Figure 11 B, F). Certes, les cellules en sénescence (SaβG positive) n’incorporaient pas de 

BrdU (Figure 11 B, F), mais les cellules du côté externe des fascicules olfactifs incorporaient le 

BrdU (Figure 11 B). À partir de ces résultats, ceux de l’analyse de RNA-seq et de qPCR, je me suis 

intéressé à caractériser le patron d’expression de PEBP1 par la technique d’hybridation in situ sur 

des coupes transversales rostrale et troncal de l’axolotl au même stade. Les résultats ont 

démontré une expression du gène non seulement dans les fascicules olfactifs et les pronéphros 

(tel que j’avais déduit avec les analyses de RNA-seq et qPCR), mais aussi au point d’éclatement 

des dents (Figure 11 D, H, D’, D’’, H’, H’’). Ces résultats très surprenants ont confirmé que le 

gène PEBP1 a une forte probabilité d’avoir un rôle à jouer dans la sénescence développementale, 

puisque sur les trois sites qui expriment SaβG, tous les trois expriment également de façon 

spécifique l’ARN messager de PEBP1. Au niveau des fascicules olfactifs, l’expression de PEBP1 ne 

semble pas chevaucher SaβG. En effet, l’ARN messager de PEBP1 est répandu du côté externe des 

bulbes olfactifs, tandis que la sénescence est plutôt exprimée du côté des fosses nasales. Cette 

observation n’a pas pu être effectuée au niveau des pronéphros vu la forme tubulaire de ceux-ci. 

Chose certaine, le niveau de son expression n’est pas égal dans tous les tubules (Figure 11 H’, H’’). 
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Sachant qu’une des fonctions de PEBP1 est d’inhiber l’activité kinase de Raf-1, protéine impliquée 

dans la voie MAPK/ERK, je me suis intéressée à savoir si la voie MAPK/ERK est effectivement 

inhibée dans les sites PEBP1 positifs. Pour ce faire, une immunohistochimie pour la protéine 

phosphorylée de ERK1/2(pERK1/2) a été réalisée sur les coupes de tissus de crâne et de tronc 

(Figure 11 C, G). Au niveau de la coupe rostrale, pERK1/2 était strictement exprimée dans les 

fascicules olfactifs à l’extrémité des fosses nasales (opposé de PEBP1) (Figure 11 C). Du côté de la 

coupe troncal, pERK1/2 était strictement exprimée au niveau des pronéphros. Similairement à 

l’expression de PEBP1, la voie MAPK/ERK n’était pas activée pour tous les tubules pronéphriques; 

certains étaient négatifs pour pERK1/2 (Figure 11 G). Ces données, combinées aux données de 

l’expression de l’ARN messager de PEBP1, laissent croire que ERK1/2 et PEBP1 sont exprimées de 

façon spatio-temporelle. Autrement dit, PEBP1 pourrait inhiber l’expression de ERK à un moment 

spécifique du développement de l’organe, soit juste avant l’activation de la sénescence. 
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(A, E) Coloration SaβG (bleu) sur des coupes transversales rostrale (A) et troncale (E). 
(B, F) Coloration BrdU (vert) et DAPI (bleu) sur les coupes transversales rostrale (B) et 
troncale (F). (C, G) Coloration phospho-Erk1/2 (rouge) et DAPPI (bleu) et sur des 
coupes transversales rostrale (C) et troncale (G). (D, H) Expression de la sonde PEBP1 

Figure 14- L’expression des différents marqueurs dans la zone rostrale (bouche/fosse nasale) 
 et la zone troncale de l’axolotl au stade embryonnaire 51. 
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(rouge) et coloration DAPPI (bleu) des coupes transversales rostrale (D) et troncale 
(H). (D’) Agrandissement des fascicules nerveux olfactifs du panneau D. (D’’) 
Agrandissement d’une dent du panneau D. (H’) Agrandissement du pronéphros 
gauche du panneau H. (H’’) Agrandissement du pronéphros droit du panneau H. 

 

Effet des drogues Locostatin et SCH772984 sur le développement des pronéphros 

Suite à cette étude, une approche pharmaceutique a été utilisée pour confirmer l’importance de 

la voie MAPK/ERK dans la sénescence développementale. Pour ce faire, la Locostatin a été utilisée 

pour inhiber l’interaction de PEBP1 avec Raf-1 kinase et SCH772984 a été utilisée pour inhiber 

l’activité la protéine ERK1/2 de façon spécifique. Le but de cette expérience était de déterminer 

l’effet de ces drogues sur l’activation de la sénescence et le développement du pronéphros. Étant 

donné que ces drogues n’avaient jamais été testées sur des embryons d’axolotls, des expériences 

avec plusieurs concentrations de Locostatin et de SCH772984 ont été réalisées afin de déterminer 

la toxicité des drogues. Au stade 40, les concentrations de Locostatin plus élevées que 50 μM 

étaient létales après 24 heures. À 10 et 25 μM, les animaux grandissaient au même rythme que 

les non-traités et n’avaient aucun symptôme de malaise. Parallèlement, les mêmes expériences 

ont été effectuées avec des concentrations de 1 μM et 5 μM de SCH772984. Dans les deux cas, 

les animaux se développaient naturellement et ne semblaient pas ressentir de malaise 

quelconque.  

Par la suite, les animaux au stade 40 (début de la sénescence dans les pronéphros) ont été traités 

avec la Locostatin 10 μM et 25 μM et la SCH772984 à 1 et 5 μM. Tel qu’illustré sur la figure 12, il 

est possible de voir une diminution importante de l’activité de la SaβG lorsque les animaux sont 

traités avec la Locostatin (10 μM et 25 μM) (Figure 12 A et B). De plus, selon le graphique de 

l’activité SaβG en fonction des drogues, l’effet de la Locostatin 25 μM est plus important que la 

Locostatin 10 μM. En ce qui concerne l’inhibiteur de ERK 1/2, les animaux traités avec 1 μM de 

SCH772984 ont une activité de SaβG plus élevée que les contrôles. À 5 μM, l’intensité de la SaβG, 

mesurée avec l'outil d'apprentissage pour la classification des pixels Trainable Weka 

Segmentation, a montré une diminution de 0,7 fois en comparaison au contrôle DMSO. Ces 
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résultats, bien que primaires et non significatifs en raison du n trop bas, suggèrent quand même 

une tendance.  

(A) L’intensité de SaβG a été mesurée avec le « Classifier WEKA segmentation » du 
logiciel de traitement d’image FIJI pour chaque traitement. Les valeurs représentent 
la moyenne des valeurs obtenues pour les trois animaux testés. (B) Images 
représentatives des pronéphros d’axolotls au stade 51 marqué au SaβG suite aux 
différents traitements. Le nom et la concentration de chaque traitement sont inscrits 
sur le panneau. N=3 

 

Figure 15- Effet des drogues Locostatin et SCH772984 sur l’intensité de SaβG. 



 

6 Discussion  

Au début de sa découverte, la sénescence cellulaire était majoritairement étudiée dans le 

contexte du vieillissement. Les chercheurs s’étaient intéressés à trouver un moyen de contourner 

l’activation de la sénescence causée par le raccourcissement des télomères dans le but 

d’augmenter la durée de vie des organismes et de prévenir contre toutes les maladies liées au 

vieillissement, allant du cancer jusqu’aux troubles neurodégénératifs(200, 266, 267). Quelques 

années plus tard, des expériences effectuées au laboratoire ont confirmé que la sénescence 

pouvait également être activée suite à un stress cellulaire, y compris un stress oxydatif (H2O2), un 

dommage lié à l’ADN, l’expression d’un oncogène ou un dysfonctionnement mitochondrial. De 

plus, il a été démontré que la sénescence pouvait également être activée pour contrôler la 

prolifération cellulaire dans la guérison de la plaie et la régénération des membres chez les 

organismes qui possèdent le pouvoir de régénérer. Récemment, la découverte de la sénescence 

durant le développement embryonnaire de la souris et de l’axolotl a permis de confirmer que 

l’activation de la sénescence n’est pas liée à un stress ni au vieillissement. La sénescence est plutôt 

un processus cellulaire naturel, qui peut être activé de façon programmée ou non, et qui cause 

l’arrêt irréversible du cycle cellulaire. Les cellules sénescentes, bien qu’elles ne se divisent plus, 

ne sont pas mortes puisqu’elles restent métaboliquement actives. Alors pourquoi la cellule 

décide-t-elle d’arrêter de répliquer, mais continue à réaliser l’ensemble des réactions chimiques 

qui lui permettent de répondre à un stimulus de son environnement ? En effet, le but ultime d’une 

cellule à entrer dans une phase de sénescence est de communiquer avec ses cellules avoisinantes, 

et ce, par la synthèse des protéines SASP et la sécrétion de celles-ci dans son environnement. Les 

cellules avoisinantes reçoivent le signal et répondent en conséquence. Dans le cas de la 

sénescence développementale, la sénescence est activée uniquement dans certains organes de 

l’organisme. Chez l’axolotl, ce processus est activé exclusivement au niveau des fascicules olfactifs 

qui contiennent des fibres nerveuses sensorielles liées à l’odorat, du pronéphros (premier stade 

du développement embryonnaire du rein) et au niveau des points d’éclatement des dents (sur la 

gencive)(240). Chez la souris, les sites en question sont la crête ectodermique apicale (AER), la 
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plaque de toit du cerveau postérieur, le mésonéphros (stade intermédiaire du développement 

embryonnaire du rein) et le sac endolymphatique(239). Dans le cas du poisson zébré, la 

sénescence est activée dans le sac vitellin (une structure transitoire qui permet à l’animal en 

développement de se nourrir jusqu’au début de son alimentation exogène) et l’intestin(240). Le 

point commun entre ces organes qui ont recours à la sénescence est que toutes ces structures 

nécessitent un changement morphologique au cours du développement. Logiquement, comme 

ces organes ont une fonction cruciale pour la survie de l’organisme, la transition morphologique 

devrait se faire graduellement pour ne pas perdre la fonction de l’organe; ce qui nous laisse à 

penser que la sénescence activée durant le développement a pour but d’assurer le changement 

structural des organes tout en les gardant fonctionnels. Concrètement, lorsqu’une cellule entre 

en phase de sénescence, elle active la synthèse des protéines qui compose les SASP. En fonction 

du message que la cellule veut donner, elle peut soit sécréter des facteurs de croissance (pour 

induire la prolifération cellulaire), soit d’autres éléments qui permettent l’entrée en phase de 

sénescence. Ces cellules nouvellement sénescentes vont faire de même et sécréter d’autres 

molécules pour leurs propres cellules avoisinantes, et ainsi de suite. À la toute fin du processus, 

une réorganisation du tissu peut être observée. La beauté de ce processus est que lorsque les 

cellules sénescentes ont transmis leur message et n’ont plus de fonction, elles sécrètent elles-

mêmes des molécules pour attirer les macrophages et être phagocytées.  

Bien que l’image globale du processus soit facile à comprendre, la base moléculaire de celui-ci 

l’est moins. En effet, dépendamment du type de stress utilisé pour induire la sénescence et de la 

lignée cellulaire utilisée, les voies et les protéines responsables à l’activation de celle-ci sont 

différentes. Pourtant, une fois activé, le comportement de la cellule (soit celui de la sortie du cycle 

cellulaire en G1, la sécrétion des SASP et leur élimination par les macrophages) reste le même. Ce 

qui démontre que malgré les différences génétiques entre les différents types de sénescence, les 

voies responsables de l’activation convergent vers un même phénomène.  

Dans la présente étude, nous avons tenté de caractériser la sénescence développementale et 

avons réussi à mettre le doigt sur un processus très spécifique, soit l’inhibition de la voie 

MAPK/ERK par un inhibiteur puissant de Raf-1, PEBP1, dans les cellules à proximité des cellules 

sénescentes.  
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Notre première tentative pour caractériser la sénescence développementale s’est arrêtée à 

l’analyse du transcriptome par des méthodes bio-informatiques. Les résultats ont démontré une 

induction des processus métaboliques, des protéines ligands et des protéines résidentes dans les 

vacuoles, le noyau et le réticulum endoplasmique. Ces résultats supportent l’activité métabolique 

connue des cellules sénescentes. En effet, autant que les réactions de catabolismes (dégradation 

des macromolécules telles que le glucose et la production de l’ATP), les réactions anabolismes 

(production des macromolécules comme les protéines, lipides, acides nucléiques et glucides) sont 

importantes chez les cellules sénescentes(268). Les réactions cataboliques permettent la 

régénération des ROS qui agissent en tant que messager au noyau et les réactions anaboliques 

augmentent la synthèse d’ARN (dans le noyau), de protéines et de lipides (dans le réticulum 

endoplasmique) de la cellule. Des macromolécules qui sont ensuite entreposées dans des 

vacuoles et sont prêtes à être sécrétées (protéines) (268). D’où l’importance des trois 

composantes cellulaires : vacuoles, le noyau et le réticulum endoplasmique. 

Par la suite, l’analyse DAVID a déterminé que la plupart des gènes induits dans le pronéphros 

sénescent sont catégorisés comme des protéines sécrétées. Ce qui est normal étant donné que 

le rôle principal des cellules sénescentes est d’influencer le comportement des cellules 

avoisinantes par la sécrétion des facteurs sécrétoires : les SASP (114). Au deuxième rang se trouve 

l’ensemble des termes qui implique l’hémostasie cellulaire, un processus qui bloque les 

saignements excessifs qui surviennent suite à une blessure. Dans la sénescence, l’hémostasie est 

connue pour être activée par les SASP. L’étude bio-informatique des SASP a démontré que 

5 des 25 voies biologiques induites dans les SASP sont impliquées dans l’hémostasie cellulaire, la 

formation des caillots sanguins et la dissolution de caillots(269). Ces données mises ensemble 

avec les expériences d’induction de la sénescence par la chimiothérapie ont démontré une 

induction de la coagulation sanguine dans les cellules sénescentes qui était due à une fonction 

plaquettaire modifiée(269). Dans le cas de notre étude, il n’est pas certain que l’induction de 

l’hémostasie dans le pronéphros des axolotls en développement est due à la sénescence, ou si ce 

sont plutôt des traces d’un morceau de la rate, un organe situé à proximité des pronéphros et qui 

est responsable de l’entreposage des plaquettes sanguines, qui sont apparues dans nos données. 

D’autres analyses sont donc nécessaires pour confirmer ces résultats.  
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En troisième place, avec une petite différence entre leurs scores d’enrichissement, se trouvent 

en ordre d’importance l’ensemble des termes impliquant l’activation du complément, la maladie 

de Huntington et la régulation négative de l’apoptose. L’activation du complément fait référence 

à un ensemble de protéines qui jouent un rôle important dans l’immunité innée. Plus 

spécifiquement, elles permettent à l’hôte de se défendre contre plusieurs types de pathogènes 

et participent à l’élimination des cellules lorsque nécessaire. Son induction dans nos données de 

séquençage peut avoir un lien avec leurs sécrétions pour permettre l’attraction des cellules du 

système immunitaire lorsque les cellules sénescentes doivent être éliminées. Par contre, étant 

donné que les analyses sont faites sur des animaux vivants en développement, il se peut 

également que les protéines du complément soient activées de façon indépendante à la 

sénescence cellulaire et que ce soit simplement un processus qui survient de façon naturelle dans 

le développement des animaux. Des études plus poussées sur les types de molécules sécrétées 

par les cellules sénescentes en développement doivent être effectuées afin de confirmer le rôle 

des protéines du complément dans la sénescence.  

La maladie de Huntington est une maladie neurodégénérative qui implique l’expansion de la 

séquence CAG, qui code pour l’acide aîné de la glutamine, dans le gène Huntingtin (HTT)(270). La 

protéine modifiée de ce gène, la Huntingtin, est accumulée dans le neurone et, par un processus 

inconnu, cause la dégénération du neurone en question. Une étude génomique des cellules du 

striatum sur des souris Knock-In de Huntingtin a démontré que la protéine Huntingtin peut causer 

la diminution de l’expression des kinases activées en présence de stress et ainsi changer la 

dynamique de l’expression des gènes(270). Dans cette altération génomique, une induction de 

l’expression de la protéine p16, une reprogrammation des gènes cibles des facteurs de 

transcription FOXO et d’autres marqueurs de la sénescence ont pu être détectés(270, 271). Cette 

étude est parmi plusieurs autres études qui ont démontré l’implication de la sénescence dans la 

pathogenèse des maladies neurodégénératives(270, 272). Le fait que cette voie fasse partie des 

termes qui représentent les gènes induits dans le pronéphros suggère que, malgré le fait que 

l’expression de p16 n’ait pas été détectée dans la sénescence développementale, une similarité 

pourrait être observée dans la sénescence développementale et la sénescence activée dans la 

maladie de Huntington. 
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La régulation négative de l’apoptose est une caractéristique majeure des cellules 

sénescentes(273, 274). En effet, après son rôle important dans l’inhibition du cycle cellulaire, le 

deuxième rôle de la protéine p21 dans l’activation de la sénescence est de bloquer l’apoptose 

cellulaire p21 en bloquant le l’activation des molécules proapoptotiques telles que la procaspase-

3, la caspase-8 (165, 166, 275). Dans l’étude de la sénescente développementale, l’équipe de 

Serrano a démontré l’absence de l’apoptose par manque d’expression de la forme active de 

caspase 3 (C3A) dans les tubules mésonéphrique sénescents en voie d’élimination(238). Ils ont 

démontré que chez les souris sauvages, les cellules sénescentes ne sont pas éliminées par 

apoptose, mais bien phagocytées par les macrophages résidents(238). Par contre, chez les souris 

dont la sénescence a été bloquée par un Knock-out de p21, les cellules qui devaient normalement 

être éliminées par sénescence ont commencé à exprimer C3A un jour plus tard que lorsqu’elles 

sont normalement éliminées par sénescence(238). Ceci dit, malgré le fait que l’apoptose soit 

inhibée par la sénescence, elle reste la voie compensatoire qui permet l’élimination des cellules 

en son absence. En se basant sur cette théorie, l’induction des voies qui mènent à la régulation 

négative de l’apoptose dans les cellules du pronéphros de l’axolotl en développement est logique.  

Les autres termes identifiés par DAVID sont le contrôle de l’homéostasie redox, la réponse de 

protéine mal repliée médiée par ATF6 et la voie anti-inflammatoire médiée par IL-10. 

L’implication des voies de l’homéostasie redox et la réponse de protéine mal repliée médiée par 

ATF6 dans la sénescence développementale présentent des similarités avec les autres types de 

sénescence. En effet, ces voies n’ont pas directement un effet sur la façon dont la sénescence est 

activée, mais sont plutôt la conséquence d’une cellule sénescente. L’homéostasie redox, tel que 

nous allons voir un peu plus tard, agit comme un messager à partir de la mitochondrie jusqu’au 

noyau pour activer les gènes nécessaires à la sénescence cellulaire(276). Son rôle est plus direct 

dans les études de la sénescence liée à un dysfonctionnement mitochondrial, mais elle peut 

également agir de façon indirecte dans les autres types de sénescence(276). Quant à la voie de 

réponse protéine mal repliée médiée par ATF6, son identification était attendue puisque tel que 

discuté dans l’introduction, elle cause le changement morphologique associé à la 

sénescence(123). L’activation de la voie anti-inflammatoire de l’IL-10 dans le pronéphros 

sénescent tend à confirmer les données précédemment démontrées par notre laboratoire qui 
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indiquaient que la sénescence développementale n’est pas liée à l’inflammation : niveau 

relativement constant de l’interleukine pro-inflammatoire IL-6 et induction de l’interleukine anti-

inflammatoire IL-10 dans le pronéphros sénescent démontré par qPCR (240). Ceci pourrait être 

expliqué par le fait que la sénescence développementale n’est pas activée par un stimulus externe 

qui envoie une alerte de danger à la cellule; elle est plutôt activée de façon naturelle dans des 

conditions saines.  

Dans la deuxième partie des résultats, des analyses GSEA ont été effectuées afin de déterminer 

les différentes voies induites dans le pronéphros en comparaison avec la queue, cette fois en 

tenant compte des niveaux de variation (foldchange) de chaque gène. D’abord, aucune similitude 

statistiquement significative n’a pu être détectée entre le profil d’expression génique global du 

pronéphros sénescent et les signatures d’expression génique publiées (pour les autres types de 

sénescence). Cette analyse concorde avec les résultats de l’équipe de Serrano, qui n’a trouvé 

aucune similitude entre le génome des cellules de l’épithélium mésonéphrique sénescent de la 

souris en développement et les génomes des cellules sénescentes activées par un oncogène, le 

raccourcissement des télomères ou un dommage à l’ADN (238). Ainsi, nos données ont confirmé 

celles de Serrano et permettent d’affirmer que la sénescence développementale a un patron 

d’expression différent que les autres types de sénescence connus.  

Malgré cette différence dans l’expression génique globale, l’analyse de GSEA a démontré une 

similitude entre les voies activées dans la sénescence développementale et les autres types de 

sénescence : l’induction des voies des espèces réactives de l’oxygène, TGF-β, Ras, glycolyse, IL-

6/JAK/STAT3 et réponse aux UV. Ces voies sont connues pour permettre à la cellule de développer 

son caractère sénescent. Les voies réactives de l’oxygène (ROS), bien qu’elles puissent être la 

cause directe de la sénescence, peuvent également causer la biogenèse mitochondriale, la 

diminution mitophagique (dégradation des mitochondries par autophagie) et l’hyperfusion des 

mitochondries(277, 278). Ces caractéristiques ne sont pas restreintes à la sénescence activée par 

un dysfonctionnement mitochondrial, puisqu’elles sont typiques des autres types de sénescence 

(réplicative, induit par un stress ou par un élément oncogénique)(277, 279, 280). En effet, tel que 

discuté plus haut, dans la sénescence activée par un dysfonctionnement mitochondrial, les ROS 

générés servent de messager de la mitochondrie au noyau. Elles causent des dommages à l’ADN 
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pour provoquer l’arrêt du cycle cellulaire(188, 189). Dans les autres types de sénescence, les ROS 

favorisent la biogenèse des mitochondries par l’activation de mTOR qui, en l’absence 

d’inflammation et en présence des facteurs de croissance, bloquent l’autophagie et promeuvent 

la synthèse protéique(190, 191). La synthèse excessive de protéines cause le dysfonctionnement 

mitochondrial, qui renforce la sortie du cycle cellulaire et la sénescence(190, 191). L’abondance 

des facteurs de croissance et l’absence d’inflammation sont des conditions dans lesquelles se 

trouvent les cellules de l’axolotl en développement, ce qui pourrait expliquer l’induction des voies 

ROS dans le pronéphros sénescent.  

L’importance de la voie TGF-β dans la sénescence développementale avait déjà était démontrée 

par Serrano (238). Notre analyse de GSEA semble indiquer que c’est plus spécifiquement la voie 

des TGF-β non-canoniques qui semblent être activée durant la sénescence développementale. En 

effet, la famille des cytokines TGF-β contient plus de 30 membres dont bone morphogenetic 

proteins (BMPs), activine, et nodal qui contrôlent de nombreux processus physiologiques, tels que 

la formation de la matrice extracellulaire, la cicatrisation, la réponse à l’inflammation et le 

développement embryonnaire(281). Dans la voie canonique, le ligand TGF-β active les récepteurs 

membranaires de type I ou II qui, à leur tour, vont phosphoryler des médiateurs intracellulaires 

(SMAD2 et SMAD3). Ces derniers vont former des complexes ensemble ou avec d’autres 

protéines pour activer leurs gènes cibles(282). Les voies non-SMAD (non canoniques) de TGF-β 

comprennent diverses branches des voies MAP kinase (MAPK), des voies de signalisation GTPase 

de type Rho et des voies phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/AKT, ainsi que l’activation post-

traductionnelle des protéines p38 et MAPK(283, 284). Jusqu’à aujourd’hui, les effets de la voie 

TGF-β sur le cycle cellulaire impliquaient l’activation de SMAD3 ,qui se lie au promoteur de c-Myc 

et bloque sa transcription(285). Quelques études ont également démontré que TGF-β était elle-

même capable d’activer les inhibiteurs du cycle cellulaire p21, p27, p16 et p15 et de permettre la 

sortie à la phase G1(285, 286). Toutefois, à l’exception de p21, ces protéines ne semblent pas être 

impliquées dans la sénescence développementale(238). Notre analyse de GSEA a démontré une 

induction des inhibiteurs de SMAD (SMAD6 et SMAD7) dans le pronéphros. Cela voudrait dire que 

la voie canonique est inhibée et que c’est potentiellement la voie non canonique qui serait induite 

dans le pronéphros sénescent, et ce, même si les marqueurs de la voie non canonique (P38 et 
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MAPK) ne sont pas détectés dans le profil d’expression. En effet, ces protéines sont plutôt activées 

de façon post-traductionnelle et leur expression devrait être évaluée par des techniques telles 

que l’immunobuvardage de type Western Blot.  

De façon intéressante, l’analyse GSEA a également permis de détecter une induction de la voie IL-

6/JAK/STAT3. Tel que mentionné dans l’introduction, STAT3 est un facteur de transcription et un 

transducteur de signal qui est activé suite à sa phosphorylation par Janus tyrosine kinases (JAK) 

en réponse aux hormones de croissance (GH), les cytokines de la famille IL-6 ou le G-CSF(287). 

Une fois activée, STAT3 se déplace dans le noyau pour activer la transcription de ses gènes cibles 

dont TGFβ1 et TNFRSF1B (287, 288). Ce dernier est un gène responsable de l’activation 

transcriptionnelle des inhibiteurs du cycle cellulaire et de l’apoptose qui, selon le profil 

d’expression, est également induit dans le pronéphros sénescent (288). Il pourrait être 

responsable de l’expression de la protéine p21, vu que les autres inhibiteurs ne sont pas exprimés. 

Ainsi, notre supposition est que l’induction de la voie IL-6/JAK/STAT3 pourrait permettre 

l’activation de la voie TGF-β, qui, tel que supposé plus haut, permet l’inhibition du cycle cellulaire 

par une voie non canonique. En définitive, l’analyse GSEA confirme l’importance de la voie non 

canonique de TGF-β dans la sénescence développementale. 

Deux autres voies (KRAS et la réponse aux UV) sont également significativement enrichies dans 

les cellules du pronéphros en comparaison avec la queue de l’axolotl en développement. Ces 

voies sont connues comme des stimulateurs de la sénescence in vitro (152, 289). En effet, comme 

nous l’avons aussi mentionné dans l’introduction, la surexpression de Ras et le traitement des 

cellules aux UV sont des techniques couramment utilisées en laboratoire pour étudier la 

sénescence. Leur identification dans notre analyse présume des ressemblances entre elles et la 

sénescence développementale. Cette supposition va à l’encontre de nos attentes, car ces deux 

stimuli sont connus pour activer la sénescence de façon dépendante à la réponse des dommages 

à l’ADN. Étant donné que les cellules embryonnaires sont à l’abri des facteurs exogènes causant 

des dommages à l’ADN, on s’attendrait à ce que cette voie ne soit pas activée durant le 

développement embryonnaire de l’organisme.  
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Dans le cas de la voie KRAS, le profil d’expression démontre qu’un des gènes avec une variation 

d’expression évidente dans le pronéphros comparé à la queue est le SERPINA3. Un gène surtout 

étudié dans les maladies neurodégénératives, dont la maladie d’Alzheimer et la maladie 

d’Huntington(290). Une analyse plus approfondie pourrait être faite pour comparer la sénescence 

développementale avec les voies causant l’élimination des cellules dans les maladies 

neurodégénératives. Finalement, le dernier graphique de l’analyse GSEA démontre une induction 

de la glycolyse dans le pronéphros de l’axolotl en développement. Celle-ci, en accord avec les 

analyses bio-informatiques présentées dans la première partie, démontre l’importance du 

métabolisme dans le pronéphros en développement. En définitive, malgré le fait que les études 

effectuées sur la sénescence développementale semblent démontrer un patron d’expression des 

gènes différent des autres types de sénescence, l’analyse de GSEA pointe les similitudes entre 

elles.   

La troisième partie des résultats est axée sur l’identification des gènes induits dans le pronéphros 

et qui pourraient être impliqués dans la sénescence développementale. D’abord, par des analyses 

bio-informatiques indépendantes, nous avons détecté les facteurs de transcription clé de la 

sénescence développementale : PAX6, PPARG, GATA2, GATA1, CEBPB, FOXA1 et HNFA1.  

Un des gènes cibles de PPARG, PEBP1, a été identifié par CellAge comme un gène connu de la 

sénescence. PEBP1 est un membre de la superfamille des protéines liées à 

phosphatidylethanolamie (PEBP), des protéines hautement conservées à travers l’évolution(291). 

Ces protéines ont été identifiées dans une grande variété d’organismes, y compris les bactéries, 

les levures, les nématodes, les plantes, la drosophile et les mammifères(291). Globalement, les 

PEBP sont impliquées dans plusieurs processus biologiques dont le cycle cellulaire, la 

prolifération, la différenciation cellulaire et la motilité, mais leur fonction moléculaire exacte dans 

ces processus est, encore à ce jour, inconnu(291). Chez l’Homo Sapiens, trois formes de PEBP sont 

identifiées : PEBP1, PEBP2 et PEBP4. Les plus étudiées sont PEBP1 et PEBP4, compte tenu de leur 

rôle important dans le développement de plusieurs types de cancer(291). Ces deux isoformes ont 

des rôles paradoxaux : PEBP1 a une fonction de suppression tumorale, tandis que PEBP4 est un 

oncogène(291). Notamment, la perte d’expression de PEBP1 a été démontrée dans une grande 

variété de cancers, dont : sein, prostate, cerveau, poumon, foie, colorectal, endométrial, 
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œsophagien, gastrique, rénal, pancréatique, nasopharyngien, et mélanome(291). Autre que le 

cancer, PEBP1 est également impliqué dans la maladie d’Alzheimer, la néphropathie diabétique 

et le déficit olfactif(291).  

Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, l’accumulation de PEBP1 est détectée dans les agrégats 

intracellulaires qui causent les maladies neurodégénératives(291). Dans la néphropathie 

diabétique, les rats atteints ont démontré une expression réduite de PEBP1 qui corrèle avec une 

induction du facteur de transcription NF-κB (291). Dans le cas de la déficience olfactive, il a été 

démontré que les souris Knock-out de PEBP1 développent un déficit de l’olfaction et une perte 

d’odorat dès les premiers mois de leur développement. Malgré le fait que l’importance de PEBP1 

ait été détectée dans ces trois maladies, ses effets moléculaires restent à ce jour inconnus et très 

peu étudié(291).  

PEBP1 est également impliquée dans de nombreux processus cellulaires, dont la transduction du 

signal, l’inflammation, le cycle cellulaire, la prolifération, l’adhésion, la différenciation, l’apoptose, 

l’autophagie et le point de contrôle du fuseau mitotique en régulant plusieurs voies de 

signalisation, y compris les voies de signalisation MAP kinase (MAPK), NF-κB, PI3K/Akt, mTOR, 

p38, Notch, Wnt et glycogène synthase kinase-3 (GSK-3)(291). Souvent, son intervention implique 

l’inhibition des différentes kinases de ces voies(291). Dans la voie MAPK, PEBP1 peut inhiber la 

voie en se liant soit directement à Raf-1 ou à MEK, soit à MEK et ERK pour dissocier Raf-1 de 

MEK(291, 292). Dans nos analyses, tout comme l’expression de ERK 1/2, l’expression de PEBP1 a 

été détectée avec une spécificité spatio-temporelle dans les organes qui expriment la sénescence 

développementale. Cela nous mène à la supposition que les tubules pronéphriques qui expriment 

ERK pourraient être en phase de présénescence, ce qui nécessite l’inhibition par PEBP1 pour 

permettre la sortie du cycle cellulaire et l’entrée dans la phase sénescente. Cette supposition n’a 

pas été confirmée dans la présente étude. Pour valider, un marquage pour la protéine ERK devrait 

se faire sur une coupe successive à celle utilisée pour l’hybridation in situ de PEBP1. La 

superposition de ces images pourrait démontrer l’expression unique des deux protéines.  

Dans la voie NF-κB, PEBP1 inhibe l’activité kinase de NF-κB inducing kinase (NIK), transforming 

growth factor beta-activated kinase 1 (TAK1) et l’inhibiteur de kappaB (IKB)(291). Dans la 
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présente étude, la voie NF-κB n’a pas été détectée par les analyses bio-informatiques. Plus tôt 

dans l’introduction, nous avons parlé de l’effet de la voie de signalisation de NF-κB pour 

l’activation des SASP dans les types de sénescence connus avant la sénescence 

développementale : activée par un stimulus exogène ou un dommage à l’ADN. Il se peut que la 

voie NF-κB n’ait pas de rôle dans l’activation des SASP durant la sénescence développementale, 

ou que l’inhibition de NF-κB soit contre-régulée par une autre protéine. Nos analyses ne 

permettent pas de confirmer le rôle de PEBP1 dans la voie NF-κB durant la sénescence 

développementale. Des analyses plus approfondies devraient être effectuées.  

Quant à la voie PI3K/AKT, PEBP1 est un régulateur général de la voie. Dans les cellules 

cancéreuses, la diminution d’expression de PEBP1 cause une augmentation de l’activité de AKT, 

une prolifération cellulaire incontrôlée et une résistance à la radiation(291). Ce fait nous porte à 

croire que le contraire pourrait être vrai : l’induction de la PEBP1 pourrait diminuer l’activité de 

AKT et bloquer ou diminuer la prolifération cellulaire. Cette information est compatible avec nos 

données combinées avec celles de l’équipe de Serrano, qui démontrent une augmentation de 

l’expression de PEBP1 dans les organes en sénescence en corrélation avec une diminution de 

l’expression de AKT (238). De plus, Serrano a démontré que l’inhibiteur pharmaceutique de PI3K 

(CNIO-PI3Ki) augmentait le niveau de SAβG dans les sites sénescents de la souris en 

développement(238). Est-ce par une induction de la protéine PEBP1 ? Pour répondre à cette 

question, une étude d’immunohistochimie pour l’expression de AKT phosphorylé devrait être 

effectuée sur les échantillons de pronéphros ou des fascicules olfactifs de l’axolotl traités à la 

Locostatin.  

Moléculairement parlant, AKT est un inhibiteur des facteurs de transcription de la famille des 

FOXO(293). Sachant que nos analyses des facteurs de transcription ont démontré une induction 

de la famille des FOXO dans les cellules sénescentes du pronéphros, il est logique d’observer une 

diminution de l’activité de AKT dans les zones sénescentes (294). Somme toute, nos résultats 

semblent démontrer une corrélation entre l’expression de PEBP1 et l’inhibition de la 

voie PI3K/AKT observée dans la sénescence développementale. 
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Dans la voie GSK-3, l’expression de PEBP1 augmente simultanément avec l’expression de la 

protéine antitumorale glycogène synthase kinase-3 (GSK3)(291). Les études ont montré que 

PEBP1 permet l’activation constante des protéines GSK3 pour bloquer la progression de la tumeur 

et l’activation de la cycline D1(291). Cette voie n’a pas été détectée par nos analyses bio-

informatiques, et les données brutes du séquençage d’ARN des coupes du pronéphros comparé 

à la queue ne démontrent aucune variation dans l’expression transcriptomique de GSKA et GSKB. 

Ceci pourrait être dû à la technique utilisée (la voie GSK pourrait être induite dans la queue de 

façon naturelle, ce qui masquerait son induction dans le pronéphros), ou au fait que la voie GSK 

ne joue effectivement pas de rôle dans la sénescence développementale. Pour confirmer, des 

analyses plus poussées devraient être effectuées. 

En définitive, PEBP1 peut également inhiber l’IL-6, JAK1 et l’activation de STAT3 par une 

interaction physique(291). En effet, les études avec les cellules en provenance du cancer de 

l’estomac ont démontré que PEBP1 agit comme un inhibiteur de la métastase en bloquant 

l’activité de STAT3 et de cycline D1(291). De façon surprenante, cette information contredit notre 

analyse GSEA, qui démontre une induction de la voie IL-6/JAK/STAT3 dans le pronéphros, où 

PEBP1 est exprimée. La contradiction peut être expliquée d’une part par l’absence 

d’inflammation (IL-6) dans la sénescence développementale (induction transcriptomique de IL-10 

et expression constante de IL-6 dans les sites sénescents en comparaison avec les sites non 

sénescents). D’autre part, par la dépendance de IL-6 et STAT3 sur la transcription de la cytokine 

anti-inflammatoire IL-10, qui, une fois transcrite, peut s’auto-activer par une signalisation 

autocrine et paracrine (295). Sachant cela, on peut émettre la supposition que soit la voie IL-

6/JAK/STAT3 est activée à un moment spécifique durant la sénescence pour permettre la 

transcription de IL-10 avant d’être inhibée par PEBP1 ou elle est activée par un cytokine autre que 

Il-6, tels que IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, 

IL-31, ou Leptin(296). Des expériences d’inhibition par de petits ARN en épingle à cheveux 

(ARNsh) pour permettre l’identification des cytokines en question.  

Ces exemples démontrent que la protéine PEBP1 peut passer par plusieurs voies pour inhiber 

l’activité des kinases et bloquer la prolifération cellulaire non désirée. Toutefois, peu d’études ont 

été faites sur la conséquence de l’inhibition de ces voies sur l’état de la cellule. Qu’arrive-t-il à la 
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cellule lorsque PEBP1 inhibe les voies de la prolifération cellulaire ? Quelle est la conséquence de 

son activation sur l’état de la cellule ? Mon hypothèse est que PEBP1 peut jouer un rôle dans 

l’activation de la sénescence et la sortie de la cellule en phase G1. Pour démontrer cela, une 

suggestion serait de créer des souris PEBP1-/- et regarder l’activité de bêta-galactosidase associé 

à la sénescence dans les mésonéphros et le sac de l’oreille interne au E14.5, stade où l’activité de 

SaβG a été démontrée par l’équipe de Serrano(238). De cette manière, en regardant l’activité des 

protéines clés de chaque voie, il serait également possible d’identifier les voies qui sont 

normalement inhibées par PEBP1.  

Les résultats de RNA seq des pronéphros sénescents de l’axolotl en développement, en 

comparaison avec la queue non sénescente, ont démontré une augmentation de l’expression de 

PEBP1 de 10 fois dans le pronéphros, en comparaison avec la queue. Cette induction, également 

confirmée par qPCR avec l’ADN complémentaire des sections de pronéphros, a également été 

observée sur l’ADN complémentaire d’un deuxième site sénescent de l’axolotl en 

développement, soit les fascicules olfactifs. Par la suite, l’expression spécifique et exclusive de 

PEBP1 non seulement au niveau de ces deux organes, mais également au niveau du troisième site 

de sénescence, soit le point d’éclatement des dents, a été démontrée par hybridation in situ. Ce 

qui suggère fortement que PEBP1 a un rôle important à jouer dans la sénescence 

développementale. Dans le présent projet, nous avons poussé l’analyse en traitant des embryons 

d’axolotl avec un inhibiteur pharmacologique de PEBP1, la Locostatin, pour observer son effet sur 

la sénescence. Les résultats ont démontré une tendance dans l’activité bêta galactosidase 

acidique liée à la sénescence. La diminution de SaβG pourrait être expliquée par le fait qu’en 

bloquant PEBP1, l’activité de ERK est maintenue, ce qui empêcherait les cellules à entrer dans la 

phase de sénescence. Pour confirmer cette hypothèse, l’activité des protéines impliquées dans la 

voie de ERK devrait être analysée sur les animaux traités à la Locostatin. De façon plus 

intéressante, les animaux au stade 41 traités à la Locostatin 25µM pendant 48 heures avaient un 

phénotype différent des contrôles, et se différenciaient par une tuméfaction qui causait leur mort 

(données non présentées). À première vue, nous avons pensé que la dose utilisée était létale pour 

les animaux de ce stade, mais en prenant du recul, on peut penser que les animaux ont présenté 

des symptômes d’insuffisance rénale, laquelle causait la rétention d’eau et l’allure gonflée des 
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animaux. Des analyses histologiques pourraient permettre la comparaison morphologique des 

pronéphros chez animaux non traités et chez ceux traités avec la Locostatin.   

Les effets de la Locostatin sur la sénescence ont été étudiés en utilisant un seul marqueur de 

sénescence, soit la SaβG. Bien que celui-ci soit l’indicateur de la sénescence très utilisé, son niveau 

d’expression seul ne peut pas être considéré comme étant représentatif de la sénescence. 

Souvent, l’expression des régulateurs du cycle cellulaire tels que p16, p21 ou p53 est utilisée pour 

détecter l’état sénescent des cellules(114). Dans la présente étude, nous n’avons pas pu utiliser 

ces marqueurs puisque l’homologue de la protéine p21 n’existe pas chez l’axolotl et que les 

études préliminaires ont démontré que les inhibiteurs p16 et p53 ne sont pas exprimés dans la 

sénescence développementale(238). Les autres marqueurs utilisés pour les autres types de 

sénescence ne peuvent pas non plus être utilisés dans le cas de la sénescence développementale, 

puisque ces marqueurs détectent des dommages de l’ADN tels que γ-H 2A-X, 53BP1 ou ATM, un 

phénomène qui semble être absent dans la sénescence développementale(297). En effet, nos 

données (inactivation de l’inflammation et de la voie DDR) dans le pronéphros semblent 

démontrer que la sénescence durant le développement survient de façon naturelle suite à la 

réception d’un message en provenance de son environnement, ce qui rend son ADN intact et 

l’utilisation de ces marqueurs impertinents. Or, pour simplifier l’étude de la sénescence chez 

l’axolotl, une signature transcriptionnelle de la sénescence activée durant le développement 

spécifique à cet organisme devrait être générée. Pour se faire, une séquençage d’ARN pour être 

effectuée sur le pronéphros de l’axolotl au stade 51 (quand la sénescence est remarquablement 

plus induite) et comparée avec le transcrit du pronéphros d’un autre animal, au même stade, 

traité avec un sénolytique.  

Une autre limite expérimentale à considérer lors de l’analyse des résultats est que les résultats 

du RNA seq et de qPCR sont obtenus à partir des coupes de pronéphros et de queue, soit des 

tissus différents. Certains gènes peuvent ne pas être exprimés dans un tissu non parce qu’ils sont 

spécifiques à la sénescence, mais plutôt à l’organe en question. Il est très difficile de contourner 

ce problème quand on fait l’expérience sur un animal vivant en développement, puisqu’à aucun 

moment on n’aurait pu comparer le pronéphros non sénescent avec le pronéphros sénescent. 

Lorsque la sénescence est arrêtée dans le pronéphros, l’animal a tellement évolué et l’organe est 
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tellement différent qu’il n’est pas cohérent de faire la comparaison. La solution pourrait être le 

triage des cellules marqué au SAβG (BLUE) avec celles qui ne sont pas bleues par la technique 

Fluorescence-activated cell sorting (FACS), puis effectuer le séquençage d’ARN sur ces deux 

groupes de cellules. Une alternative serait de tout simplement d’utiliser la technique de single-

cell RNA-seq sur les cellules du pronéphros. Toutefois, le désavantage de ces techniques est que 

le pronéphros est un organe très hétérogène, composé de plusieurs types cellulaires et 

l’utilisation de ces techniques pourrait causer à la comparaison erronée de différents types 

cellulaire et ainsi ne pas être plus révélatrice.  

De plus, les coupes ont été effectuées à l’aide des ciseaux dans la région où le pronéphros était 

visible. Ceci dit, il se peut qu’en faisant les coupes, des morceaux d’autres organes tels que la rate 

ou le foie aient également été prélevés. Pour contourner ce problème, les pronéphros auraient 

pu être coupés par laser-capture microdissection (LCM) pour augmenter la spécificité des 

résultats ou simplement comparer le transcriptome des deux sites sénescents, soit les fascicules 

olfactifs et les pronéphros, avec un site non sénescent comme la queue. De cette façon, on 

s’assure que les gènes induits dans le pronéphros et les fascicules olfactifs et qui ne sont pas 

exprimés dans le site non sénescent sont fort probablement spécifiques à la sénescence 

développementale.  





 

7 Conclusion et perspective 

Depuis le début de sa découverte, la sénescence a surtout été étudiée dans le contexte du 

vieillissement ou dans des conditions où un dommage à l’ADN a été induit à la cellule. 

Graduellement, il a été démontré qu’en fonction du type cellulaire et des conditions dans 

lesquelles se trouve la cellule, celle-ci peut passer par différentes voies pour arrêter sa réplication 

et la sortie en phase G1 de façon permanente. Ces études, en parallèle avec la découverte de 

l’hétérogénéité des SASP, ont permis de confirmer que les cellules sénescentes peuvent ne pas 

avoir le même transcriptome, ce qui rend les rend très complexes à étudier. Autrement dit, pour 

un même type cellulaire et dépendamment du stress soumis, la cellule peut soit entrer en 

sénescence par l’activation directe des inhibiteurs du cycle cellulaire, ou soit par exemple passer 

à travers une étape de la réponse au dommage de l’ADN (DDR) pour finalement activer les 

différents inhibiteurs du cycle cellulaire. De façon générale, les différentes protéines activées 

causaient la phosphorylation de la protéine p53 et ainsi l’activation de la protéine p21, qui vont 

empêcher la phosphorylation de la protéine Rb et l’inactivation de E2F. Une fois en phase 

sénescente, les cellules peuvent sécréter différentes composantes de SASPs pour modifier le 

contenu génétique de leurs cellules avoisinantes. Habituellement, les SASP sécrétées sont de type 

inflammatoire ce qui, dans le meilleur des scénarios, attire les cellules du système immunitaire et 

cause leur élimination. Lorsque les cellules du système immunitaire ne sont pas capables 

d’éliminer les cellules sénescentes, ces dernières continuent à sécréter des cytokines pro-

inflammatoires, de façon à causer différentes maladies chroniques inflammatoires. Ces 

connaissances obtenues à travers les années ont suscité l’intérêt des chercheurs pour trouver une 

façon d’éliminer les cellules sénescentes accumulées durant le vieillissement et pour ainsi 

prévenir les maladies chroniques, augmenter l’espérance de vie des organismes ou combattre le 

cancer. 

Très récemment, des équipes de recherche indépendantes ont découvert la présence de cellules 

sénescentes dans certains organes des organismes en développement. Parmi elles, notre 

laboratoire a démontré l’activation de la sénescence dans les fascicules olfactifs, les reins primitifs 
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et les gencives au point d’éclatement des dents de l’axolotl en développement. Cette découverte 

a mené à une nouvelle philosophie : la sénescence peut également survenir bien avant le 

vieillissement, de façon naturelle, en absence de stress. Notre laboratoire a également démontré 

que la sénescence qui survient durant le développement n’est pas liée à l’inflammation(240). Les 

autres chercheurs de leur côté ont démontré que le contenu génétique des cellules sénescentes 

durant le développement est complètement différent des autres types de sénescence connus 

jusqu’aujourd’hui, puisqu’il ne dépend pas des inhibiteurs du cycle cellulaire et que l’activation 

de la protéine p21 est effectuée de façon indépendante à la protéine p53. Dans la présente étude, 

nous avons identifié un gène potentiellement important pour la sénescence développementale, 

soit PEBP1. Ce gène, qui est souvent étudié dans les maladies neurodégénératives, la 

néphropathie diabétique et le déficit de l’olfaction, est connu pour son activité inhibitrice de la 

voie des MAPK. Chez l’axolotl en développement, son expression est exclusive aux tissus où 

l’activité de SAβG est observée. Plus spécifiquement, tout comme l’activité de SAβG et la protéine 

ERK, l’expression de l’ARN messager de PEBP1 est spatio-temporelle. Elle est exprimée dans 

certains tubules à certaines étapes de la sénescence, ce qui mène à la supposition que ERK, 

activée dans la phase présénescence, est bloquée par PEBP1 pour permettre à la cellule d’entrer 

dans en phase sénescente.  

Mais que peut être l’importance de la sénescence durant le développement embryonnaire ? En 

observant les organes qui expriment de la sénescence durant le développement embryonnaire 

de l’axolotl, nous pouvons émettre la supposition que la sénescence pourrait être la cause du 

remodelage de l’organe en transition. Par exemple, chez la salamandre, le pronéphros doit passer 

à travers deux autres organes transitoires avant de devenir le rein mature. Mais pourquoi pas 

passer par un processus qui permettrait l’élimination des cellules de façon plus efficace, telle que 

l’apoptose ? En effet, les cellules en transition ne peuvent pas mourir instantanément puisque la 

mort soudaine de plusieurs cellules en même temps pourrait causer l’insuffisance de l’organe en 

question et, potentiellement, la mort de l’organisme. De plus, les cellules sénescentes, même si 

elles ne se répliquent pas, sont métaboliquement actives et peuvent répondre aux besoins de 

l’organisme tout en étant en voie d’élimination. Enfin, la sécrétion des SASP pourrait permettre 

aux cellules de communiquer entre elles pour déterminer l’état dans laquelle chacune devrait 
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être pour permettre la formation de l’organe. Dans ce cas-là, est-ce qu’on pourrait penser que la 

sénescence qui survient durant le développement pourrait avoir le même rôle que la sénescence 

qui survient durant la régénération de la patte chez les salamandres, tel que démontré par 

l’équipe de Yun(232)? Dans l’affirmative, on pourrait penser que l’activation de la sénescence 

dans les reins matures pourrait permettre la régénération dans les insuffisances rénales, une 

maladie qui, au Canada, atteint à approximativement 4 millions de personnes par année dont 

75% sont attente d’un don d’organe(298).  

L’implication de la protéine PEBP1 dans la sénescence développementale est une découverte qui 

pourrait permettre l’identification d’une nouvelle voie impliquée dans la sénescence. Or, la 

détermination de la connexion entre cette protéine, qui est impliquée dans plusieurs maladies 

liées à l’âge et qui régule plusieurs voies cellulaires, et la sénescence pourrait être la pièce 

manquante de notre puzzle pour former une image complète de la sénescence.  
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9 Annexe 1 : Effet de Locostatin sur la régénération de la patte de 

l’axolotl 

Présentation 

L’avancée médicale sur la médecine régénératrice a pris beaucoup d’ampleur durant les dernières 

années. En effet, la découverte du potentiel régénératif des cellules souches embryonnaires a été 

une percée qui a donné beaucoup d’espoir à la thérapie cellulaire. L’administration de ces cellules 

chez l’humain peut faciliter le combat contre les infections et réparer des blessures ou des 

organes défectueux. Toutefois, ce superpouvoir fait l’objet de plusieurs controverses et d’enjeux 

éthiques. Ainsi, l’utilisation des modèles animaux qui se régénèrent de façon naturelle pour 

comprendre les évènements de signalisation cellulaire qui sont absents chez l’humain est une 

façon de contourner les questions éthiques et de répondre aux besoins de la thérapie 

régénérative.  

Le pouvoir régénératif est inégalement distribué dans le règne animal. Il existe plusieurs modèles 

qui possèdent la capacité (limitée ou complète) de régénérer. Chez les invertébrés, le ver planaire, 

l’hydre, le criquet, le concombre de mer, les échinodermes et le lancelet ont un certain pouvoir 

de régénération(299). Chez les vertébrés, les humains sont constamment en train de régénérer 

(ou plutôt renouveler) leurs cellules sanguines et les cellules de leur peau(300). Toutefois, la 

régénération d’un organe complexe est un privilège que tous les organismes ne possèdent pas. 

Certains organismes ne sont aptes à régénérer que certains organes ou tissus; d’autres perdent 

complètement ce pouvoir à l’âge adulte. Ceci est dû à une diminution des cellules souches 

totipotentes et à une diminution de la plasticité cellulaire au fil de leur vie. Chez l’humain, le 

pouvoir de régénération se limite à certains organes, et ce jusqu’à un certain âge(301). Si on 

ampute le doigt d’un jeune adulte à la dernière phalange, celui-ci a le pouvoir de régénérer son 

doigt de façon spectaculaire(301). De façon plus surprenante, l’humain est également apte à 

régénérer une partie de son foie et de ses canaux biliaires. Cette régénération est de type 

compensatoire (hypertrophie compensatoire), où la fonction et la masse sont régénérées, mais 
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la morphologie de l’organe est perdue. Cela démontre qu’il existe des imperfections dans la façon 

dont l’organisme essaye de régénérer.  

Un autre exemple de vertébré avec un potentiel de régénération limité est le xénope (grenouille). 

Cet organisme est capable de régénérer ses membres seulement à l’état larvaire (têtard). Il perd 

cette capacité lorsqu’il passe de têtard à grenouille adulte(302).  

Les amphibiens, plus précisément les axolotls, ont un pouvoir de régénération fascinant(299). Ils 

sont capables de régénérer parfaitement et sans cicatrisation la plupart des parties de leur corps, 

tels que les membres inférieurs et postérieurs, la queue, le cerveau, le cœur et les poumons, et 

ce tout au long de leur vie(299) (Figure 13). Bien que ce ne soit pas un mammifère, la physiologie 

de cet animal est très proche de celle de l’humain.   

Pour toute raison qui soit accidentelle ou nature, le cerveau, les branchies, le cœur, la 
peau, la moelle épinière, la queue, la mâchoire et les pattes d’axolotl régénère lorsque 
nécessaire. 

 

Tel que mentionné dans l’introduction, la sénescence cellulaire joue également un rôle dans la 

régénération des membres de la salamandre. En effet, les études ont démontré la présence de 

sénescence dans les tissus normaux et en régénération de la salamandre in vivo. Plus 

spécifiquement, une induction de l’activité de SaβG et une diminution de l’incorporation de BrdU 

avaient été détectées dans les membres en régénération au niveau du plan d’amputation (au 

Figure 16- Les différentes parties de l’axolotl adulte avec le potentiel de régénérer.  
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niveau du cartilage et du muscle) et dans le blastème (où se trouvent les fibroblastes, les cellules 

de type monocyte et les glandes épidermiques). L’expression de SaβG, en plus d’être 

spatiospécifique, est spécifique aux étapes intermédiaires de la régénération (mi-blastème et 

palette). Dans l’étude sur la sénescence développementale, nous avons identifié PEBP1 comme 

un gène important pour l’activation de la sénescence et le développement du pronéphros. Notre 

hypothèse est que PEBP1 est impliqué dans l’inhibition de la voie MAPK/ERK sur les cellules à 

proximité des cellules sénescentes. Sachant que l’axolotl est l’un des rares organismes capables 

de régénérer parfaitement leurs membres, nous avons voulu savoir si l’inhibition de PEBP1 par 

la Locostatin avait également un effet sur la régénération des membres.  

 

Résultats  

La Locostatin aux concentrations 1 μM, 5 μM et 10 μM n’a aucun effet sur la régénération de la 

patte de l’axolotl 

Comme la Locostatin n’a jamais été utilisée chez des animaux de 4-5 cm, différentes 

concentrations de Locostatin ont été testées, soit 1 μM, 5 μ M et 10 μM, diluées dans 5 ml de 

20 % de la solution Holtfreter pour chaque animal. Les solutions ont été changées 

quotidiennement à la même heure et tous les traitements ont été commencés au moment de 

l’amputation. Les images ont été prises lorsque les animaux-contrôle (DMSO) atteignaient une 

étape spécifique de la régénération. La taille de chaque animal a été mesurée avant le premier 

traitement et après le dernier, afin de s’assurer que la drogue n’avait pas d’effet sur le 

développement de l’animal. Les résultats n’ont démontré aucun effet de la Locostatin à ces 

concentrations sur la régénération de la patte de l’axolotl. En effet, les pattes-contrôle se sont 

régénérées en même temps que celles des animaux traités (Figure 14). La Locostatin aux 

concentrations 1 μM, 5 μM et 10 μM n’a non seulement pas eu d’effet inhibiteur sur la 

régénération, mais elle n’a pas non plus retardé celle-ci. En somme, ces résultats ne sont pas 

suffisants pour confirmer ou infirmer l’effet de la Locostatin sur la régénération. D’autres tests 

avec des concentrations de Locostatin plus élevées que 10 μM, en parallèle avec des tests 

d’histologie et d’hybridation in situ pour des marqueurs de sénescence, devraient être effectués, 

mais par manque de ressource et de temps, cette expérience a été abandonnée.  
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(A,E,I,M,Q) Images de membres régénérés traités avec DMSO (Contrôle) (B,F,J,N,R) Locostatin à 
1µM (C,G,K,O,S) 5 μM et (D,H,L,P) 10 μM. Les membres sont à l’étape (A-D) bourgeon moyen 
(Medium bud), (E-H) bourgeon tardif (Late Bud) et (I-L) différenciation. (M-P) La régénération est 
est complétée. (Q-T) Coloration au bleu Victoria pour le cartilage. Les lignes pointées 
représentent le site d’amputation. Les photos ont été prises sur un stéréoscope Leica MZ16F avec 
une caméra Lumenara Inifinity2. N=3 

 

Figure 17- Effets de la Locostatin sur la régénération de la patte de l’axolotl. 



 

10 Annexe 2 : Résultats complémentaires 

L’analyse globale des variations du transcriptome dans les cellules sénescentes du pronéphros 

par PANTHER, présentée à la section résultats (Figure 1), a démontré 152 gènes qui codent pour 

des protéines membranaires et 170 pour des protéines spécifiques aux organites (Figure 1 C). 

Une analyse plus poussée a été réalisée afin de savoir de quels organites il est question. Les 

résultats ont démontré que la plupart des protéines sont spécifiques aux vacuoles (55), au noyau 

(52), au réticulum endoplasmique (32), à l’appareil de Golgi (15) et à la mitochondrie (12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le graphique démontre le nombre de gènes identifiés pour chaque compartiment 
cellulaire. Le nom de chaque compartiment avec son identité GO est inscrit sur l’axe 
x et le nombre des gènes en y, avec le nombre exact en haut de chaque barre.    

Figure 18- Analyse PANTHER de la classification compartimentale des gènes significativement 
induits dans le pronéphros. 
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Tableau 1 - Liste complète des facteurs de transcription significative identifiés par EnrichR. 

 Nom Valeur p Risques relatifs Résultats combinés 
 

1 ONECUT1 0.00007627 8.97 85.08 

8 PPARA 0.001182 3.31 22.33 

10 FOXO1 0.001751 2.93 18.6 

7 SREBF1 0.002018 3.72 23.1 

9 HNF4 0.002834 3.19 18.72 

3 FOXA1 0.0035 5.74 32.48 

16 FOXA2 0.005626 2.87 14.88 

2 PITX1 0.005747 7.18 37.04 

6 SREBF2 0.007373 4.79 23.5 

4 CEBPB 0.009538 6.15 28.63 

5 HEY1 0.009538 6.15 28.63 

13 SREBF2 0.01045 3.59 16.37 

12 ATF6 0.01333 4.1 17.71 

17 GATA4 0.01581 3.26 13.53 

14 JUNB 0.0172 3.83 15.56 

30 EZH2 0.01925 2.51 9.93 

11 NKX2-5 0.02061 4.79 18.58 

34 PPARG 0.02128 2.3 8.84 

15 GATA2 0.02794 4.31 15.41 

25 PAX6 0.03646 3.92 12.97 

26 SOX17 0.03646 3.92 12.97 

31 SMARCA4  0.03915 3.02 9.79 

47 GATA1 0.04285 2.02 6.35 

32 AR 0.05698 3.31 9.49 

33 FLI1 0.05698 3.31 9.49 
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Tableau 2 - Liste des 50 premiers facteurs de transcription significative identifiés par DiRE. 

# Facteur de transcription Occurrence (%) Importance 

1 HNF4 23.84 0.16689 
2 TAL1 10.93 0.14205 
3 TAL1ALPHAE47 7.95 0.13311 
4 MYOGNF1 5.3 0.12351 
5 HNF3ALPHA 5.96 0.10691 
6 LMO2COM 9.93 0.09959 
7 IPF1 7.95 0.09139 
8 NANOG 4.64 0.08142 
9 RFX1 9.6 0.07802 
10 GATA1 13.25 0.07285 
11 NKX25 8.28 0.07036 
12 TCF11 3.97 0.06954 
13 PBX1 9.6 0.06722 
14 GATA2 8.28 0.06416 
15 DR1 6.95 0.05911 
16 MEF2 8.28 0.05795 
17 GATA6 3.31 0.0507 
18 PPARG 8.61 0.04735 
19 STAT1 7.28 0.04473 
20 TCF4 5.96 0.04172 
21 HNF4_DR1 7.28 0.04007 
22 E47 5.63 0.0394 
23 MOVOB 3.64 0.03801 
24 LFA1 5.96 0.03725 
25 POU3F2 4.3 0.03659 
26 RFX 6.62 0.03642 
27 LEF1 12.58 0.03618 
28 oct1 8.94 0.03576 
29 HNF1 9.93 0.03477 
30 HOXA4 4.97 0.03384 
31 PEBP 2.65 0.03344 
32 HEN1 3.97 0.03228 
33 SP3 4.97 0.03166 
34 LRF 4.64 0.03127 
35 DBP 5.3 0.03113 
36 NFKB 6.95 0.03042 
37 MSX1 3.64 0.02959 
38 HP1SITEFACTOR 3.31 0.02905 
39 NGFIC 3.31 0.02815 
40 NF1 6.95 0.02781 
41 OTX 4.3 0.0269 
42 ETS 6.29 0.02612 
43 HOXA3 2.65 0.02583 
44 PAX2 3.64 0.02436 
45 TATA 5.96 0.02384 
46 TEF1 5.63 0.02252 
47 RSRFC4 4.64 0.02202 
48 XVENT1 2.98 0.02041 
49 ZIC1 2.32 0.02028 
50 STAT3 5.3 0.0197 
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Tableau 3 - Liste et séquence des amorces RT-qPCR et la synthèse des sondes. 

 
Gène Séquence de l’amorce sense Séquence de l’amorce anti-sense 

RT-qPCR  
GAPDH TTGTCCTACGTGTGCTGTCTGT TCACACAGTGCCAAGATAAGTGTT 
a-Actine   

PEBP1 TGATGACTCTGTACCAAAGC CGTGTCCCTGTACAAATCTA 

MVK CCCAGTATTGGAAGAACTGT CAGTTTGCTGTGTAGTCCAT 
IGFBP1 TGACAGTACAGGAGTGAAGG GTTCAGCAGTATTACGTCCA 

FOXM1 GCACTAACTCCTCCAAAAGT ATGATCACTATCCTCGGACT 
LATS1 AGAGCCCTAACTCTCAACAC GCGGAGTGATACTCCTTACT 

SOX2 AGATAGCGTCTGACTTTTCC GATATTCCAGAGGACCAAAC 

Sonde  
PEBP1 GGCCAATCAAGTGCGATGAG (Promoteur T7)AACAGGCAGGCAGATTTGGAA 


