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Introduction 

1. La sénescence 

La sénescence cellulaire est caractérisée par des cellules ayant perdu la capacité de se 

diviser à la suite d’un stress. Cependant, malgré l’arrêt de la prolifération, ces cellules 

maintiennent une activité métabolique importante. Cela induit donc un changement par 

rapport au fonctionnement initial de la cellule, et donc de son rôle. La perte de la capacité 

de prolifération des cellules a initialement été associée avec un rôle de suppresseur de 

tumeurs ou au moins d’en limiter le développement. Dans le même temps, et pour les 

mêmes raisons, l’impact de la sénescence dans le vieillissement a été mis en avant. 

Par la suite, la sénescence a pu être étudiée in vivo, on a alors pu s’apercevoir qu’en 

vieillissant on observait une accumulation des cellules sénescentes (Childs, Durik, Baker, 

& Van Deursen, 2015; Dimri et al., 1995; Melk et al., 2003), mais que des cellules 

sénescentes étaient aussi présentes et jouaient un rôle lors de l’embryogénèse (Muñoz-

Espín et al., 2013; Storer et al., 2013), venant ainsi montrer que ce processus de 

« vieillissement » était finalement bien plus complexe qu’imaginé. 

1.1 Les différents inducteurs de sénescence 

1.1.1 La sénescence réplicative 

Longtemps, les cellules ont été décrites comme ayant une capacité de division infinie. 

Alexis Carrel a grandement contribué à cette vision par une expérience débutée le 12 

janvier 1912 (Carrel, 1912), dans laquelle il a maintenu en culture du tissu embryonnaire 

cardiaque de poulet pendant plus de 20 ans, soit bien plus que la durée de vie normale 

d’un poulet. Cependant, personne n’a jamais réussi à reproduire cette expérience, malgré 

de nombreuses tentatives, les cellules pouvant être cultivées sur de longues périodes 

finissaient par développer des aberrations chromosomiques (Hsu & Moorhead, 1957). 
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Parmi les hypothèses évoquées, le changement de milieu quotidien de Carrel aurait pu 

permettre l’ajout de nouvelles cellules à la culture, permettant ainsi son renouvellement. 

 

Figure 1 : Sénescence réplicative par érosion des télomères. 

Schéma représentant le caping protéique des chromosomes dans des cellules jeunes et l’érosion des télomères lors des 
doublements de population, aboutissant à la détection d’ADN libre. Cet ADN libre sera détecté par le système DDR 
induisant la sénescence.  
Adaptée de (Price, 2012). 

En 1961, Hayflick et Moorhead ont mis en évidence une limite à la capacité de 

prolifération des cellules humaines normales en culture (Hayflick & Moorhead, 1961). 

Dans cette expérience, il a été montré que la capacité de division des cellules sans 

modifications de caryotypes était limitée. Le nombre de passages observé n’a pas dépassé 

55, peu importe le tissu duquel les cellules provenaient. Il est intéressant de noter qu’après 

quelques passages, toutes les cellules étaient exclusivement des fibroblastes 

indépendamment du tissu d’origine. Ce nombre de passage limité a par la suite porté le 

nom de limite de Hayflick. Cette limite, à partir de laquelle les cellules ne se divisent plus 

marque le moment où les cellules deviennent sénescentes. Une cellule sénescente est une 

cellule qui, à la suite d’un stress, a perdu sa capacité de prolifération de manière 

irréversible, malgré des conditions permettant la division : espace, nutriments, facteurs de 

croissance. Ces cellules, malgré leur sortie du cycle cellulaire, restent vivantes et 

maintiennent une activité métabolique sur de longues périodes. 
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On sait aujourd’hui que l’arrêt de la prolifération observé par Hayflick et Moorhead est 

lié à un nombre important de division des cellules, aboutissant à l’érosion des télomères 

laissant apparaître une extrémité libre qui sera ensuite reconnue par les mécanismes de 

détections des dommages à l’ADN (Figure 1). Initialement, les extrémités des télomères 

sont protégées de la fixation des senseurs des dommages à l’ADN par des complexes 

protéines shelterin (le caping) organisé en T-loop permettant ainsi le camouflage des 

extrémités libre.  

Les télomères sont composés de séquences répétées (5’-TTAGGG-3’ chez les 

vertébrées) à l’extrémité des chromosomes et associés avec des protéines qui protègent 

de la dégradation. À chaque division cellulaire, la cellule perd environ 200pb dû à 

l’incapacité de l’ADN polymérase de synthétiser totalement le brin antisens. La taille des 

télomères est au maximum d’une quinzaine de milliers de paires de bases chez l’Homme, 

ce qui permet un nombre de division important avant de laisser apparaître un bout franc 

d’ADN et de déclencher le signal classique de dommage à l’ADN (DNA-Damage Response, 

DDR). Les cassures doubles brins sont reconnus par le système DDR et induisent la 

sénescence via les protéines ATM, chk2, p53 (Herbig, Jobling, Chen, Chen, & Sedivy, 2004). 

1.1.2 La sénescence prématurée 

Cependant, la sénescence peut être aussi déclenchée par d’autres stresses, dont la 

plupart aboutissent aussi à l’activation de la voie des dommages à l’ADN.  

1.1.2.1 Les dommages à l’ADN 

La présence d’extrémité libre d’ADN induit la cascade de réponses des dommages à 

l’ADN. L’activation des kinases ATM et ATR va phosphoryler le variant d’histone H2AX. La 

présence de ce variant d’histone phosphorylé va ensuite être responsable du recrutement 

de nombreuses protéines permettant d’ouvrir la chromatine, de propager et d’amplifier 

le signal de dommage à l’ADN. Les médiateurs vont ensuite interagir avec les protéines 

checkpoint du cycle cellulaire, les kinases CHK1 et CHK2. Cela aboutit à l’activation de p53 

et des autres effecteurs (Figure 2).  

Ces dommages peuvent être causés par des agents génotoxiques, tel l’étoposide 

(Leontieva & Blagosklonny, 2010), et être utilisé en chimiothérapie pour induire la 

sénescence dans des cellules cancéreuses (Roninson, 2003). L’exposition des cellules aux 

irradiations γ (Di Leonardo, Linke, Clarkin, & Wahl, 1994) ou aux UV (Lewis, Yi, Travers, & 
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Spandau, 2008) peuvent aussi déclencher l’apparition de réponse aux dommages à l’ADN 

et l’induction de sénescence. 

 

Figure 2 : Les voies de réponses aux dommages à l'ADN 

Schéma présentant les mécanismes de détection des dommages à l’ADN et l’induction de sénescence associé. 
Adaptée de (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). 

1.1.2.2 Le stress de culture 

Des conditions de culture inadéquate peuvent aboutir à une sénescence prématurée 

(Coppe, Desprez, Krtolica, & Campisi, 2010; Sherr & DePinho, 2000). 

On peut citer par exemple des faibles doses de H202 (Q. Chen & Ames, 1994) comme 

inducteur de sénescence. Il a été démontré (Parrinello et al., 2003) que diminuer la 

concentration du dioxygène en culture à des niveaux physiologiques, proche de 5%, 

permettait d’augmenter le nombre de doublement possible d’une population de 

fibroblastes murins en diminuant le stress oxydant, aussi capable d’induire la sénescence. 

1.1.2.3 La perte de suppresseurs de tumeurs 

La perte ou l’inactivation de suppresseurs de tumeurs, tel PTEN (Zhenbang Chen et al., 

2005) ou NF1 (Courtois-Cox et al., 2006), peut aussi induire une sénescence prématurée 

(Figure 3). 
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Figure 3 : Voie d'induction de la sénescence par la perte de suppresseur de tumeurs 

Représentation des effets de la perte d’un gène suppresseur de tumeur et leurs mécanismes d’induction de sénescence. 
Adaptée de (Di Mitri & Alimonti, 2016) 

1.1.2.4 L’activation d’oncogènes 

La sénescence induite par les oncogènes est liée à l’expression d’un gène muté. Ce 

mécanisme a été mis en évidence pour la première fois après l’expression d’une forme 

oncogénique de RAS, contrôlant le transfert de signaux mitogènes dans la cellule (Serrano, 

Lin, McCurrach, Beach, & Lowe, 1997). Plus tard, il a été montré que d’autres membres de 

la cascade de signalisation des MAPK ont les mêmes propriétés d’induction de sénescence 

(Jeanblanc et al., 2012; Michaloglou et al., 2005). L’expression de ces gènes permettant 

normalement la stimulation des voies mitogéniques, la sénescence a été décrite comme 

un mécanisme de protection de ces cellules contre le risque de transformation 

oncogénique (Zhenbang Chen et al., 2005) (Figure 4). 

Il existe des preuves in vivo de la réalité de la sénescence comme mécanisme de 

protection contre la tumorigénèse : les névi. Ces cellules expriment en majorité la 

mutation B-RAFV600E, une mutation activant constitutivement la kinase B-RAF, et 

présentent les caractéristiques des cellules sénescentes. Afin d’échapper à ces 

mécanismes de protections et permettre la transformation vers le mélanome, il est 

nécessaire que ces cellules acquièrent d’autres mutations (Dankort et al., 2009; McNeal et 

al., 2015; D. M. Miller & Flaherty, 2014). 
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Figure 4 : Modèle d'induction de sénescence après l'activation d'un oncogène 

Schéma présentant les différents mécanismes aboutissant à l’induction de sénescence après activation d’un oncogène. 
L’hyper-réplication induit une accumulation des dommages à l’ADN, aboutissant à la sénescence par les mécanismes 
classiques des dommages à l’ADN. L’accumulation des ROS active les mêmes mécanismes d’induction de sénescence. On 
note aussi l’activation de ARF, un régulateur de p53. On observe aussi l’activation de la voie p16-Rb, qui induit la formation 
de SAHF, pouvant induire la sénescence. Enfin, l’expression du SASP est capable d’induire et de renforcer la sénescence. 
Tirée de (Reddy & Li, 2011) 

1.1.2.5 Les autres inducteurs 

Il existe d’autres moyens d’induire la sénescence. Un changement dans l’épigénome, 

et plus particulièrement dans le niveau d’acétylation des histones, augmenté par 

l’utilisation de Butyrate de Sodium ou la trichostatine A, conduit à une hyperacétylation 

provoquant un stress chromatinien. Ce stress sera caractérisé par l’apparition d’un 

phénotype sénescent. De même, il a été montré qu’une diminution du niveau de HDAC-1 

était corrélée avec le nombre de passage de fibroblastes. Il semblerait donc que l’intégrité 

de l’épigénome et plus spécifiquement les modifications de la chromatine soient 

impliquées dans l’induction de sénescence (Bandyopadhyay et al., 2002; Place, Noonan, & 

Giardina, 2005). 
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Plusieurs études ont montrées que la présence de composés inflammatoires comme 

IL6, IL8, IGFBP7, IFN-β ou TGF-β étaient capable d’induire la sénescence de façon paracrine 

(Acosta et al., 2013; Moiseeva, Mallette, Mukhopadhyay, Moores, & Ferbeyre, 2006; 

Reimann et al., 2010) 

1.2 Caractéristiques 

Il est très difficile de définir une liste de caractéristiques communes aux cellules 

sénescentes. De la même façon, il est difficile de caractériser une cellule sénescente étant 

donné que les caractéristiques peuvent varier. Aujourd’hui, il n’existe pas une 

caractéristique unique permettant de qualifier une cellule l’arborant comme sénescente. 

Afin d’être capable d’identifier avec précision une cellule sénescente, on considère que 

des cellules présentant plusieurs combinaisons de caractéristiques présentées ci-après 

sont sénescentes. 

Comme nous l’avons vu précédemment, il existe un grand nombre d’inducteurs de 

sénescence, dépendant d’un grand nombre de voies. De la même façon, il existe un 

nombre important de caractéristiques, certaines étant liées au type d’inducteur de 

sénescence, tandis que d’autres sont plus universelles (Figure 5).  

1.2.1 L’arrêt du cycle cellulaire est le marqueur universel des cellules 
sénescentes. 

Parmi les marqueurs de la sénescence, il faut dans un premier temps insister sur l’arrêt 

du cycle cellulaire. Cet arrêt est définitif et est considéré comme le seul marqueur 

universel de la sénescence. En effet, le nombre élevé d’inducteur de sénescence, associé 

aux nombreux types cellulaires pouvant devenir sénescents induit logiquement un grand 

nombre de réponses et de marqueurs différents.  

1.2.2 Augmentation des CDKN du loci INK4 et de la voie p53/pRB 

L’arrêt du cycle cellulaire est couplé avec l’activation des réseaux de signalisation 

suppresseurs de tumeurs, p53 et CDKN2A/p16 (Beauséjour et al., 2003). L’expression de 

p16, elle aussi dépendante du signal et du type cellulaire, est considérée comme un 

marqueur de sénescence. Dans des cellules normales, l’expression de p16 est faible ou 

nulle. L’activation de p16 aboutit à l’inhibition de la prolifération via l’activation de la 

protéine pRB. 
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Figure 5 : Différents inducteurs et différentes caractéristiques 

Les marqueurs de sénescence détectés in vivo dans des lésions néoplasiques humaines et murines. Les grandes familles de 
stresses permettant l’induction de sénescences sont regroupées par couleur. Puis dans chaque famille on retrouvera les 
différences selon les tissus, les stresses spécifiques et enfin les biomarqueurs, dont la légende est présente au milieu du 
schéma. 
Adaptée de (Kuilman, Michaloglou, Mooi, & Peeper, 2010) 

1.2.3 Modification de la chromatine : SAHF 

L’induction de la sénescence peut aussi induire un remodelage de la chromatine, qui 

va permettre l’inhibition de gènes pro-prolifératifs (Narita et al., 2003) au sein de foyers 

ponctuels d’hétérochromatine, appelé SAHF (Senescence Associated Heterochromatine 

Foci). Les SAHF sont formés par un repositionnement tridimensionnel de la chromatine, 

qui se réorganise en couches concentriques avec au centre des histones H3-K9me3, puis 

H3-k27me3 puis H3-k36me3, sans qu’il soit observé de redistribution majeure de ces 

marques le long des chromosomes  (Chandra et al., 2013) et (Figure 6) 
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Figure 6 : Formation et composition des SAHF 

En haut : Immunofluorescence présentant les foyers d’hétérochromatine induit en sénescence. 
En bas : Composition des différentes marques d’histones dans les SAHF avec au centre H3K9me3, marque de 
l’hétérochromatine constitutive (en vert), puis des marques H3K27me3 correspondant à l’hétérochromatine facultative (en 
rouge) et enfin autour, des marques spécifiques de l’euchromatine, H3K36me3 (en bleu). 
Tirée de (Chandra et al., 2015; Chandra & Kirschner, 2016) 

1.2.4 DNA SCARS  

Comme nous l’avons vu précédemment, la présence de dommages à l’ADN persistants 

peut induire la sénescence. Les DNA-SCARS (DNA Segments with Chromatin Alteration 

Reinforing Senescence) contiennent un grand nombre de marqueurs des foyers de 

dommages à l’ADN, tel que 53BP1, phospho-ATM ou phospho-CHK2, et des corps PML 

(Rodier et al., 2011). La composition de ces foyers est différente de ceux se formant juste 

après les dommages. 

1.2.5 Activité SA-ß-Galactosidase 

Un des premiers marqueurs de sénescence à avoir été identifié est l’expression de 

Senescence Associated–ß-galactosidase (Dimri et al., 1995). Cette augmentation d’activité 

est liée à l’augmentation de la masse lysosomale. Cette activité a permis de mettre en 
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évidence la présence de cellules sénescentes in vivo, et montrer une accumulation de 

cellules sénescentes avec l’âge (Figure 7). 

 

Figure 7 : Cellules sénescentes positives au test SA-ß-Galactosidase 

Microscopie présentant la différence d’intensité de signal entre des cellules en prolifération et des cellules sénescentes. 
Adaptée de (Vredeveld et al., 2012) 

Cependant ce marqueur est aussi identifié dans des cellules quiescentes, dans 

certaines conditions de culture liées par exemple à une confluence très élevé, mais aussi 

dans le processus de maturation des macrophages (Brusuker, Rhodes, & Goldman, 1982; 

Hall et al., 2016; Holt & Grainger, 2012; Kurz, Decary, Hong, & Erusalimsky, 2000; Yegorov, 

Akimov, Hass, Zelenin, & Prudovsky, 1998). Ainsi, malgré le fait qu’il y a plus de 20 ans on 

pensait avoir découvert un marqueur spécifique de la sénescence, les expériences 

récentes ont montré qu’il n’était pas, seul, un marqueur fiable pour définir une cellule 

comme étant sénescente. 

1.2.6 Modification morphologique 

Parmi les changements visibles lié à la sénescence, on observe une modification de la 

morphologie des cellules, qui varie selon l’inducteur de sénescence. Les cellules peuvent 

présenter différents profils, avec par exemple des cellules étalées, plates et multinucléées 

pour des cellules induites en sénescences par H-Rasval12, le stress oxydant ou des 

dommages à l’ADN (Q. Chen & Ames, 1994; Parrinello et al., 2003; Serrano et al., 1997) ou 

des cellules fusiforme après l’expression de B-RAFV600E ou la répression de p400 (Chan, 

Narita, Lowe, & Livingston, 2005; Michaloglou et al., 2005). 
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1.2.7 Modification transcriptomique 

L’arrêt du cycle cellulaire entraîne, de façon inéluctable, une modification du 

transcriptome. On note entre autre la répression de E2F1 et d’autres gènes permettant la 

progression des cellules dans le cycle cellulaire comme les cyclines, c-Fos, … (Mason, 

Jackson, & Lin, 2004). On observe aussi la dérégulation des CKI CDKN2A et CDKN1A. 

 Cette modification ne touche cependant pas que des gènes liés au cycle cellulaire et à 

l’arrêt de prolifération. On trouve aussi un grand nombre de microARNs régulé lors de 

l’entrée en sénescence (Bischof & Martínez-Zamudio, 2015; Noren Hooten et al., 2010). 

Ces microARNs peuvent moduler un grand nombre de processus cellulaires, comme la 

répression du cycle cellulaire par miR-21 (Benhamed, Herbig, Ye, Dejean, & Bischof, 2012; 

Dellago et al., 2013) ou le contrôle des gènes de l’inflammation (Olivieri et al., 2013) 

Un grand nombre de cellules sénescentes surexpriment des gènes codants pour des 

protéines secrétées (Kuilman & Peeper, 2009; Trougakos, Saridaki, Panayotou, & Gonos, 

2006), que l’on détaillera de façon plus complète dans le paragraphe suivant. 

1.2.8 SASP 

Les cellules sénescentes secrètent des centaines de composés parmi lesquels on trouve 

des composés pro-inflammatoire tels les cytokines, chimiokines, des facteurs de 

croissance ou des protéases (Coppe et al., 2010; Kuilman & Peeper, 2009). L’ensemble de 

ces composés est appelé généralement SASP pour Senescence Associated Secretory 

Phenotype, mais on trouve aussi parfois l’appellation SMS (Senescence-Messaging 

Secretome). 

1.2.8.1 Régulation du SASP 

Le SASP est une combinaison de plusieurs composés, exprimés différentiellement 

selon le type cellulaire et l’inducteur de sénescence. Cependant, certains mécanismes par 

lesquels l’expression et la sécrétion de ces différents composés peuvent être partagés. NF-

κB est le régulateur majeur des éléments du SASP (Acosta et al., 2008; Kuilman et al., 

2008). Plusieurs voies sont impliquées dans l’induction du SASP telles que les dommages 

à l’ADN (Rodier et al., 2009), l’activation de la voie mTOR (Laberge et al., 2015) ou de p38-

MAPK (Freund, Patil, & Campisi, 2011). En 2017, deux équipes différentes ont identifié 

cGAS/STING comme pouvant être responsable de l’expression des gènes du SASP (Dou et 

al., 2017; Glück et al., 2017). Le complexe cGAS/STING est un composant du système 
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immunitaire inné permettant la détection d’ADN cytosolique et le déclenchement de la 

réponse inflammatoire via la stimulation des gènes interférons (Stimulation of INterferon 

Genes). 

1.2.8.2 Rôle du SASP 

Les protéines exprimées par le SASP vont, dans un premier temps, recruter des cellules 

du système immunitaire inné et adaptatif afin d’éliminer les cellules sénescentes et jouent 

ainsi un rôle suppresseur de tumeurs (T.-W. Kang et al., 2011; Xue et al., 2007). Le SASP 

recrute des macrophages permettant alors la cicatrisation (Krizhanovsky et al., 2008). Dans 

le même temps, des MMP (MétalloProtéinase Matricielle) sont secrétées et réalisent la 

dégradation des plaques fibrotiques, permettant un meilleur pronostic dans les fibroses 

hépatiques et la régénération (DeMaria et al., 2014; Krizhanovsky et al., 2008). Une 

publication récente fait état du rôle pléiotropique antagoniste du SASP (Ritschka et al., 

2017). Une exposition aigue au SASP déclenche une augmentation de l’expression des 

marqueurs de cellules souches et de régénération in vivo.  

 

Figure 8 : Les différents effets du SASP au cours du temps 

Présentation des effets du SASP sur l’arrêt de la prolifération et la déplétion du stock de cellules souches. Les composants 
du SASP peuvent aussi promouvoir la tumorigénèse, favoriser la cicatrisation et contribuer à l’apparition des signes du 
vieillissement. 
Tirée de (Rodier & Campisi, 2011) 
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L’exposition prolongée des cellules à ce cocktail de composés inflammatoires est 

délétère. Il permet de renforcer la sénescence dans les cellules, en particulier à l’aide d’IL6, 

IL8, GROα et IGBP7 (Acosta et al., 2008; Kuilman et al., 2008; Wajapeyee, Serra, Zhu, 

Mahalingam, & Green, 2008), dans un phénomène nommé la sénescence autocrine. 

Cependant ces composés sont aussi responsables de l’induction de sénescence dans les 

cellules environnantes, phénomène nommé sénescence paracrine (Acosta et al., 2013). De 

manière surprenante, le recrutement par le SASP de cellules myéloïdes immatures ne 

permet pas l’élimination des cellules cancéreuses par le système immunitaire dans le cas 

de cancer de la prostate et de cancer du foie (Di Mitri & Alimonti, 2016; Eggert et al., 2016). 

La présence continue de composés inflammatoires dans l’environnement tumorale 

favorise l’angiogenèse (Coppe, Kauser, Campisi, & Beauséjour, 2006; Eyman, 

Damodarasamy, Plymate, & Reed, 2009) et la croissance tumorale (Krtolica, Parrinello, 

Lockett, Desprez, & Campisi, 2001; Pazolli et al., 2009) (Figure 8). 

De récentes publications ont montrées que l’élimination spécifique des cellules 

sénescentes dans des organes âgés tel que le rein, le cœur, la rate, le foie ou les poumons 

permettait une diminution de deux marqueurs chroniques de l’inflammation IL6 et IL8 

(Baar et al., 2017; Baker et al., 2016). 

1.2.9 Résistance à l’apoptose 

Les cellules sénescentes présentent une résistance à l’apoptose (Gansauge et al., 1997; 

E. Wang, 1995). Les mécanismes de résistance des cellules sénescentes à la mort cellulaire 

par apoptose dépendent de la caspase-3 ou de Bcl-2 (Crescenzi, Palumbo, & Brady, 2003; 

Marcotte, Lacelle, & Wang, 2004; Rebbaa, Zheng, Chou, & Mirkin, 2003; Ryu, Oh, & Park, 

2007). L’apoptose est un mécanisme d’autodestruction cellulaire en réponse à un signal 

spécifique. Étant donné que l’on observe une accumulation de cellules sénescentes avec 

l’âge et qu’elles sont, de plus, résistantes à l’apoptose, cela renforce l’idée que les cellules 

sénescentes assurent une fonction essentielle in vivo. 

1.2.10 Histone H2A.J 

Une publication récente du laboratoire a mis en évidence l’accumulation d’un variant 

d’histone spécifique à l’induction de sénescence en présence de dommages persistants à 

l’ADN (Contrepois et al., 2017). L’accumulation de H2A.J a aussi été observée chez les 

souris âgées de manière tissu-dépendante, ainsi que dans la peau humaine. La présence 
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de ce variant d’histone semble être lié à l’expression des gènes d’inflammation du SASP, 

permettant ainsi le guidage vers les cellules sénescentes pour le système immunitaire et 

pouvant aussi contribuer à l’inflammation chronique et au développement de pathologies 

associées à l’âge. 

1.3 Rôle de la sénescence in vivo  

La sénescence a certes été observée au départ in vitro, mais depuis maintenant de 

nombreuses années il existe des évidences de la présence de cellules sénescentes in vivo, 

et des indications des rôles variés de ces cellules. Deux rôles positifs pour la sénescence 

cellulaire concerne le remodelage des tissus lors de l’embryogénèse (Muñoz-Espín et al., 

2013; Storer et al., 2013) et un rôle dans la cicatrisation des blessures (Jun & Lau, 2010b, 

2010a; Krizhanovsky et al., 2008). La sénescence cellulaire est aussi impliquée dans le 

développement de nombreuses pathologies, souvent liées au vieillissement, que nous 

décrivons ci-dessous. 

1.3.1 Rein 

Avec l’âge, on observe une réduction du débit de filtration glomérulaire qui aboutit à 

une glomérulopathie et une atrophie des néphrons. Les reins sont alors incapables de 

soutenir leurs fonctions normales. Ces pathologies sont associées à une augmentation de 

l’expression de p16INK4A et p53 (Melk et al., 2003, 2004). Des études ont montré que la 

sénescence avait des effets délétères sur un grand nombre de pathologie rénales 

(Sturmlechner, Durik, Sieben, Baker, & van Deursen, 2017). L’élimination des cellules 

sénescentes induit un meilleur pronostic pour les glomérulopathie et améliore les 

fonctions rénales chez les souris âgées (Baker et al., 2016). 

1.3.2 Diabète de type II 

Le diabète de type II est une pathologie dont le développement est souvent tardif. Des 

études genome wide ont pu corréler des variants du loci INK4 chez des patients atteints 

de diabètes de type II, permettant de suggérer un effet de la sénescence (Jeck, Siebold, & 

Sharpless, 2012; Zeggini et al., 2007). On a observé une augmentation de différents 

marqueurs de sénescence mais aussi de IL1β dans les ilots β chez les souris âgées 

(Dinarello, Donath, & Mandrup-Poulsen, 2010; Sone & Kagawa, 2005). Cependant, malgré 

le déclin observé de régénération et la prédisposition au diabète après surexpression de 
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p16INK4A dans les ilots β, ils sécrètent plus d’insuline, ne fournissant pas d’explication 

évidente sur la façon dont les cellules sénescentes contribuent au développement du 

diabète du type II (H. Chen et al., 2009; Helman et al., 2016; Krishnamurthy et al., 2006). 

1.3.3 Fibrose pulmonaire idiopathique 

La fibrose est une condition dans laquelle on observe une accumulation de protéines 

de la matrice extracellulaire, tel le collagène, aboutissant à une scarification et une 

dysfonction des tissus. Dans le cadre de cette pathologie, la sénescence peut avoir des 

effets bénéfiques, en effet, l’expression des protéines du SASP, et plus précisément 

certaines MMP vont réduire les plaques fibrotiques et restaurer la fonction normale des 

tissus dans le cas des fibroses du foie (Craig, Zhang, Hagood, & Owen, 2015; Krizhanovsky 

et al., 2008). Dans les cas de fibroses pulmonaires, la sénescence présente des effets 

profibrotiques (Hecker et al., 2014; Lehmann et al., 2017) avec par exemple dans un 

modèle murin, l’élimination des cellules sénescentes qui a permis d’observer une 

diminution de l’expression des composés du SASP profibrotique et une amélioration des 

fonctions pulmonaires (Schafer et al., 2017). De manière surprenante, on observe une 

accumulation de cellules exprimant p21 et positives pour SA-ß-Gal dans les tissus de 

patients atteint de fibrose pulmonaire idiopathique, liant cette pathologie avec la 

présence de cellules sénescentes (Schafer et al., 2017; Yanai et al., 2015).  

1.3.4 Stéatose hépatique non alcoolique 

La stéatose hépatique non alcoolique (SHNA) et les fibroses hépatiques aboutissent à 

des cirrhoses ne permettant pas la fonction normale de l’organe, qui est alors caractérisée 

par l’accumulation de lipides dans les hépatocytes (Hardy, Oakley, Anstee, & Day, 2016; 

Pellicoro, Ramachandran, Iredale, & Fallowfield, 2014). Le lien entre sénescence et 

fibroses hépatiques ou cirrhoses a déjà été mis en évidence (K.-H. Kim, Chen, Monzon, & 

Lau, 2013; Wiemann et al., 2002). On observe une augmentation de la prévalence des 

SHNA avec l’âge (Hardy et al., 2016) et la pathologie peut même être prédite par la 

présence d’hépatocytes sénescents (Pellicoro et al., 2014). Cependant, le knock-out de p16 

et p53, deux effecteurs principaux de la sénescence induit une augmentation de la fibrose 

hépatique, ce qui semble indiquer que le rôle de la sénescence dans le foie est complexe 

et que l’absence de cellules sénescentes peut aussi être délétère (Krizhanovsky et al., 

2008). De plus, comme nous venons de le voir au chapitre précédent, l’expression du SASP 
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induit une augmentation des MMP dans la matrice extracellulaire et donc l’inhibition des 

plaques fibrotiques (Krizhanovsky et al., 2008). 

1.3.5 Système cardiovasculaire 

Le risque de développer une pathologie cardiovasculaire augmente avec l’âge. Dans le 

cas de l’athérosclérose, on a observé qu’une élimination des cellules sénescentes 

conduisait à une diminution de la formation du nombre de plaques et leurs progressions 

(Childs et al., 2016). Cela montre donc l’effet délétère de la sénescence sur cette 

pathologie. De plus, des cellules sénescentes ont été identifiées initialement au niveau des 

plaques d’athérosclérose (Uryga & Bennett, 2016), renforçant l’hypothèse selon laquelle 

la sénescence renforce ou induit la formation d’athérosclérose. 

1.3.6 Système immunitaire 

Comme nous l’avons vu, les cellules sénescentes interagissent grandement avec le 

système immunitaire, en le stimulant ou en attirant ses représentants. Il est aussi à noter 

qu’on observe en vieillissant une diminution des capacités du système immunitaire. Cela 

est dû majoritairement au fonctionnement diminué des cellules souches 

hématopoïétiques (Chang et al., 2017) : l’accumulation de cellules souches 

hématopoïétiques sénescentes avec l’âge induit une diminution de la capacité de 

formation des cellules myéloïdes et des cellules lymphoïdes, essentiels au bon 

fonctionnement du système immunitaire. Des expériences d’échappement de sénescence 

des cellules souches hématopoïétique ont montré des capacités de rajeunissement de ces 

cellules, augmentant alors la capacité de division du pool de cellules souches (Chang et al., 

2017). La suppression des cellules souches hématopoïétiques sénescentes a permis de 

restaurer une fonction normale de l’ensemble de cellules souches hématopoïétiques et a 

accru au final le nombre de myéloïdes, lymphocyte B et T, restaurant les fonctions du 

système immunitaire de souris âgées ou irradiées (Chang et al., 2017) 

1.3.7 Cachexie liée à l’âge 

La perte de masse musculaire et graisseuse est un problème fréquent chez les 

personnes âgées, aboutissant à la cachexie. L’élimination de cellules sénescentes chez la 

souris est accompagnée d’une augmentation de la masse de tissus adipeux ainsi que d’une 

perte de poids limitée chez les individus âgés (Baker et al., 2016). De même, 

l’échappement de sénescence ou l’élimination de cellules sénescentes permet de 
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restaurer le tissu adipeux beige et l’adipogénèse, et une amélioration des fonctions 

métaboliques chez les souris âgées (Berry et al., 2017; Xu et al., 2015). La sénescence 

semble donc prévenir la différenciation adipocytaire et induire un mauvais 

fonctionnement métabolique, ainsi qu’une perte de capacité d’adaptation au froid. 

1.3.8 Cancer 

Le rôle de la sénescence pour empêcher le développement d’un cancer est 

conceptuellement évident. L’arrêt définitif de la prolifération, suivant l’activation d’un 

oncogène ou à la suite de dommages à l’ADN, doit permettre d’empêcher la division de 

cellules exprimant un oncogène activé ou portant des mutations trop nombreuses. La 

sénescence agit donc comme mécanisme suppresseur de tumeurs limitant l’initiation de 

cancer aussi bien de façon directe ou indirecte (Collado & Serrano, 2010; T.-W. Kang et al., 

2011). 

Cependant, la sénescence peut aussi augmenter le potentiel de prolifération des 

cellules cancéreuses et contribuer à la transition épithélio-mésenchymateuse, ce qui rend 

les cellules invasives et favorise donc l’apparition de métastases (Coppe et al., 2008; 

Krtolica et al., 2001). Des effets délétères du SASP dans les tissus âgés ont aussi été 

observés, permettant alors une niche de croissance pour le développement des cancers 

(Coppe et al., 2010). Pour la plupart des cancers, la prévalence augmente avec l’âge, et on 

peut formuler l’hypothèse que l’accumulation de cellules sénescentes avec le 

vieillissement crée un terreau fertile pour le développement des tumeurs. Il faut aussi 

souligner que l’augmentation de l’âge des patients semble corrélée avec une diminution 

du taux de survie des patients atteint de cancer (De Magalhães, 2013). 

Dans le cas des cancers, une fois encore l’élimination de cellules sénescentes permet 

d’observer des bénéfices importants. On peut alors observer un retard de formation des 

tumeurs chez la souris (Baker et al., 2016) mais aussi une réduction de la fréquence 

d’apparition des métastases (DeMaria et al., 2016). 

Les cas des mélanomes et des névi seront traités séparément dans le chapitre 4. 
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2. Glucocorticoïdes 

Les glucocorticoïdes sont des hormones stéroïdiennes qui tirent leur nom de leur 

capacité à réguler le métabolisme du glucose, leur synthèse dans le cortex surrénal et leur 

structure stéroïdiennes (A. R. Clark & Belvisi, 2012). 

La synthèse des glucocorticoïdes in vivo est sous le contrôle du cycle circadien et a pour 

origine le cholestérol. L’hormone ainsi produite est le cortisol, dont la stimulation est 

régulée par l’adrénocorticotrophine, secrétée par l’hypophyse, nommé axe hypothalamo-

hypophyso-surrénalien (HHS ou HPA en anglais) (Biddie, Conway-campbell, & Lightman, 

2012). L’activation du cortisol se fait à l’aide de 11β-hydroxystéroïde déshydrogénase (11 

β -HSD) (Figure 9) 

 

 

Figure 9 : Axe HHS et activation du cortisol 

Schéma représentant l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) permettant la synthèse du cortisone, et l’enzyme 
permettant la réduction/oxydation afin de permettre l’activation/inactivation du glucocorticoïdes. 
Tirée de (Kadmiel & Cidlowski, 2013) 

La dérégulation du niveau de glucocorticoïdes aboutit à deux maladies, le syndrome 

de Cushing et la maladie d’Addison, respectivement liées à une élévation et à une 

diminution des niveaux de glucocorticoïdes. 

L’usage des glucocorticoïdes en médecine remonte à la fin des années 40 quand Philip 

Hench a traité avec succès les symptômes de la polyarthrite rhumatoïde à l’aide de 
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cortisone. Cette découverte lui a permis d’obtenir, avec Edward Calvin Kendall et Tadeusz 

Reichstein, le prix Nobel de physiologie ou médecine « pour leurs découvertes sur les 

hormones du cortex des glandes surrénales, leur structure et leurs effets biologiques » en 

1950 (Baschant, Lane, & Tuckermann, 2012; Buttgereit, 2012). Aujourd’hui, l’usage des 

glucocorticoïdes est extrêmement répandu. Ils sont utilisés aussi bien pour leurs 

propriétés antiinflammatoires dans le cas d’asthme, d’infection cutanée, que pour leurs 

propriétés immunosuppressives nécessaire au traitement de patient greffés. Leur usage 

est aussi répandu dans le cas de traitement contre le cancer, grâce à leurs activités 

antiprolifératives et anti-angiogéniques (Vilasco et al., 2011). 

2.1 Mécanismes d’actions 

Les glucocorticoïdes exercent leurs fonctions par l’intermédiaire du récepteur des 

glucocorticoïdes (GR). Le gène NR3C1 est transcrit puis traduit en deux isoformes 

principaux : une forme GRβ située exclusivement dans le noyau et jouant le rôle de 

d’inhibiteur dominant négatif de la forme GRα (de Castro et al., 1996) et une forme GRα 

qui est quant à elle séquestrée dans le cytoplasme en absence de ligand à l’aide de 

protéine chaperonnes. En présence de ligand, la forme GRα est transloquée dans le noyau 

afin d’y exercer ses mécanismes d’actions génomiques. Des mécanismes d’actions non 

génomiques ont aussi été décrits (Figure 10). 

2.1.1 Actions Génomiques 

Une fois la forme active du récepteur associée au ligand présente dans le noyau, on 

distingue alors 4 mécanismes impactant la transcription et la synthèse de protéines. 

- Le premier mécanisme décrit est celui du « simple GRE ». Le récepteur des 

glucocorticoïdes (GR), s’homodimérise, puis se fixe sur une séquence palindromique 

imparfaite de deux séquences de 6 paires de bases reliées par une séquence linker de 3 

paires de bases, la Glucocorticoid-Response Element (GRE). Il existe un grand nombre de 

variations de séquences GRE aboutissant à une variabilité dans la transcription (Meijsing 

et al., 2009). Ce mécanisme est connu pour réguler positivement l’expression des gènes. 

On retrouve parmi les gènes activés par le GR : GiLZ, SGK1 et DUSP1 (Barnes, 2011; Itani, 

Liu, Cornish, Campbell, & Thomas, 2002; J.-C. Wang et al., 2004). L’activation de 

l’expression des gènes se fait via le recrutement de coactivateur et de facteur de 

remodelage chromatinien (Lonard & O’Malley, 2007; Oakley & Cidlowski, 2011). La fixation 
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du récepteur activé des glucocorticoïdes sur un « half GRE », ne permettant la fixation que 

d’un récepteur monomérique, a été démontré dans le cas de l’expression de TTP. TTP est 

une protéine se fixant sur les régions 3’UTR (Untranslated Region) riche en ARE (AU-Rich 

Element) de l’ARNm de certaines cytokines afin d’en favoriser la dégradation (Smoak & 

Cidlowski, 2006). 

 

Figure 10 : Mécanismes d'actions des glucocorticoïdes 

En présence de glucocorticoïdes, le récepteur cytoplasmique change de conformation, se dissocie de ses chaperonnes et 
transloque dans le noyau où il va exercer ses actions génomiques. Il est capable de se lier de façon direct au génome sur les 
simple ou negative GRE, en s’associant à d’autres facteurs de transcriptions, ou dans un mécanismes composite où il est 
présent sur un GRE et interagit dans le même temps avec d’autres facteurs de trancriptions. 
Tirée de (Kadmiel & Cidlowski, 2013) 

- Un autre mécanisme décrit est celui dit « nGRE » pour negative Glucocorticoid-

Response Elements. Ici, on retrouvera une séquence unique permettant uniquement la 
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fixation d’un récepteur seul, la dimérisation étant défavorable à la fixation du récepteur 

(Hudson, Youn, & Ortlund, 2013; Surjit et al., 2011). 

- Le mécanisme d’action « composite » du récepteur des glucocorticoïdes est décrit 

lorsque l’on trouve un domaine GRE à proximité d’une séquence de fixation spécifique 

d’un autre facteur de transcription. On peut ici citer en exemple la fixation de GR à 

proximité du facteur de transcription Oct1 sur le promoteur de MMTP aboutissant à un 

effet synergique ou la combinaison de GR et CREB sur le promoteur de la somatostatine 

(Olivier Kassel & Herrlich, 2007). La fixation de GR à proximité de AP1 sur le promoteur de 

Notch4 aboutit ici à une surexpression (J. Wu & Bresnick, 2007). Il faut néanmoins noter 

que dans le cas du mécanisme « composite », les gènes peuvent être up ou down régulés 

par la fixation du GR. On peut parler ici de la fixation de GR sur le promoteur du gène CRH 

qui induit une diminution de l’expression du gène. Cette répression est liée à la présence 

simultanée de AP1 et de GR sur le promoteur (Malkoski & Dorin, 1999). 

- Le dernier mécanisme d’action des glucocorticoïdes présenté ici est décrit comme 

« tethering ». Dans ce mécanisme, on trouve une interaction entre le GR et un autre 

facteur de transcription, tel AP1, NF-κB ou STAT3 (Olivier Kassel & Herrlich, 2007). Ce 

mécanisme aboutit à l’inhibition de l’expression des gènes cibles de ces facteurs de 

transcription, ces derniers se retrouvant alors incapable de recruter la machinerie 

d’initiation de la transcription. On retrouve ce mécanisme lors de la suppression de 

l’inflammation dans le cas d’asthme ou de maladie pulmonaire obstructive chronique 

(Rhen & Cidlowski, 2005). Une différence essentielle entre « tethering » et « composite » 

est que dans le cas du tethering, il n’est pas nécessaire que la séquence d’ADN comporte 

un GRE. 

2.1.2 Action Non-Génomiques 

Les effets de régulation non-génomiques du GR sont encore aujourd’hui assez mal 

décrits. Ces actions semblent être médiées par une forme de GR membranaire ou 

cytoplasmique aboutissant à l’activation de la voie MAPK (Ayroldi et al., 2012; Busillo & 

Cidlowski, 2013). Ces actions rapides et non-génomiques ont été décrites dans plusieurs 

types tissulaire, cardiovasculaire, immunitaire ou neuroendocrine (Ayroldi et al., 2012; 

Bellavance & Rivest, 2012; S. R. Lee et al., 2012). 
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2.2 Effets in vivo et en médecine humaine 

L’expression du récepteur des glucocorticoïdes est quasi ubiquitaire (Oakley & 

Cidlowski, 2011). Les glucocorticoïdes présentent des actions anti-inflammatoire, 

antiproliférative, pro-apoptotique, anti-angiogenèse, ce qui explique leur efficacité 

importante dans le traitement de nombreuses pathologies mais aussi le rôle des 

glucocorticoïdes dans un grand nombre de mécanismes in vivo : 

2.2.1 Effets sur le métabolisme du glucose et le fonctionnement du foie 

Comme leur nom l’indique, les glucocorticoïdes jouent un rôle important dans le 

métabolisme du glucose. En situation de faim ou d’exercice, différentes voies sont 

stimulées afin d’augmenter et de maintenir les concentrations de glucose dans le sang à 

un niveau normal. Les glucocorticoïdes permettent la stimulation de la néoglucogenèse et 

de la glycogénolyse dans le foie. En cas de concentration trop élevée de glucocorticoïdes, 

dans le cas de la maladie de Cushing par exemple, on observe alors de l’obésité, de 

l’hyperglycémie, de l’hypercholestérolémie et une stéatose hépatique. Dans le cas d’une 

concentration trop faible de glucocorticoïdes, observée dans la maladie d’Addison, les 

symptômes sont une perte d’appétit, une décoloration de la peau et une hypoglycémie 

(Rose, Vegiopoulos, & Herzig, 2010). Ces effets confirment donc les effets des 

glucocorticoïdes dans la synthèse du glucose. 

2.2.2 Effets respiratoires et cardiovasculaires 

En absence de récepteur des glucocorticoïdes, les souris meurent rapidement après la 

naissance, avec un déficit de développement pulmonaire (Cole et al., 1995; Harris & Seckl, 

2011; Manwani et al., 2010; Tronche et al., 1999). L’utilisation de glucocorticoïdes est 

fréquente en cas de risque d’accouchement prématuré afin d’accélérer la maturation des 

poumons (Roberts, Brown, Medley, & Dalziel, 2017).  

Dans les cas d’asthmes, les traitements par les glucocorticoïdes inhalés sont fréquents 

afin de réduire l’inflammation en inhibant les voies activées par les facteurs de 

transcription NF-κB et AP1, limitant ainsi la production et sécrétion de cytokines, 

chimiokines et de molécules d’adhésion dans l’épithélium des voies respiratoires. 

Les glucocorticoïdes semblent avoir une influence sur les risques de développement 

de maladies cardiovasculaires, des niveaux élevés semblant augmenter les risques 

(Pimenta, Wolley, & Stowasser, 2012). Les patients atteints de la maladie de Cushing à la 
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suite d’un traitement chronique par les glucocorticoïdes présentent des risques plus 

élevés de développer des maladies cardiovasculaires que la population non traitée par les 

glucocorticoïdes (Fardet, Petersen, & Nazareth, 2012). 

2.2.3 Effets musculosquelettiques 

Comme nous l’avons vu, les effets des glucocorticoïdes en médecine ont été 

initialement démontrés dans le cas de traitement de la polyarthrite rhumatoïde. 

Cependant, les traitements prolongés chez les personnes âgées peuvent aboutir à des cas 

d’ostéoporose. Le GR est nécessaire à la résorption osseuse via RANKL/OPG et la voie Wnt 

(Bultink, Baden, & Lems, 2013; Henneicke et al., 2011). Des études ont aussi montré 

qu’une modulation de l’activation de la voie MAPK via l’expression de DUSP1 était 

responsable de l’arrêt de prolifération des ostéoblastes (Engelbrecht et al., 2003) et que 

l’activation de p53 par les glucocorticoïdes aboutissait à l’arrêt du cycle cellulaire et à 

l’apoptose des ostéoblastes (H. Li et al., 2012). Les glucocorticoïdes sont aussi 

responsables de l’inhibition de l’expression de EGR2 dans les ostéoblastes (N. Leclerc et 

al., 2008; N. Leclerc, Noh, Khokhar, Smith, & Frenkel, 2005). EGR2 est nécessaire à la 

fonction normale des ostéoblastes. 

Dans les muscles, les glucocorticoïdes modulent l’homéostasie via l’induction de 

protéolyse et l’inhibition de la régénération musculaire en inhibant la prolifération des 

cellules précurseurs et en empêchant leur différenciation (Hanaoka, Peterson, & Crofford, 

2012). De plus, en dehors de leur rôle dans le catabolisme protéique, les glucocorticoïdes 

sont impliqués dans la répression de la synthèse protéique via mTOR, REDD1 et KLF15 

(Hanaoka, Peterson, Horbinski, & Crofford, 2012). 

2.2.4 Effets immunitaires 

Les glucocorticoïdes sont aujourd’hui la référence absolue chez les patients greffés 

pour les traitements immunosuppresseur afin de limiter les rejets. Toutes les cellules du 

système immunitaire sont sensibles aux effets anti-inflammatoires (Zen et al., 2011).  

Les glucocorticoïdes peuvent cependant avoir des effets différents sur le système 

immunitaire. Les glucocorticoïdes et TNF-alpha coopèrent afin d’exprimer TLR2, stimulant 

le système immunitaire inné (Hermoso, Matsuguchi, Smoak, & Cidlowski, 2004). Ils 

peuvent aussi induire NLRP3, un composé de l’inflammasome dans les macrophages afin 

d’augmenter la réponse inflammatoire (Busillo, Azzams, & Cidlowski, 2011). Les 
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lymphocytes T auxiliaires entrent en apoptose en présence de glucocorticoïdes, alors que 

dans les lymphocytes T régulateurs, les glucocorticoïdes ont des effets pro-survies 

(Baschant & Tuckermann, 2010; Zen et al., 2011). Nous avons vu que les glucocorticoïdes 

pouvaient inhiber la sécrétion des molécules d’adhésion cellulaire dans les voies 

respiratoires, ce mécanisme est aussi trouvé dans les neutrophiles, inhibant ainsi leurs 

migrations. Dans les lymphocytes B, les glucocorticoïdes peuvent supprimer la production 

d’anticorps dans plusieurs pathologies auto-immunes ou dans des lymphomes 

(Franchimont, 2004) et diminuer l’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, 

favorisant alors l’apoptose dans les lymphocytes B (Zen et al., 2011). 

2.2.5 Effets sur la peau et affections cutanées 

L’usage des glucocorticoïdes dans les traitements d’affection cutanée inflammatoire 

telle que l’eczéma ou le psoriasis sont fréquents, les activités antiprolifératives et anti-

inflammatoires étant ici recherchées (Coenraads, 2012; Goldminz, Au, Kim, Gottlieb, & 

Lizzul, 2013). Cependant l’usage répété de glucocorticoïdes favorise l’apparition d’effets 

secondaires comme une atrophie tégumentaire ou des retards de cicatrisation. 

Dans un premier temps, les retards de cicatrisation n’ont pas pu être attribué à la 

répression ou à l’activation de gènes par les glucocorticoïdes. Le laboratoire de Paloma 

Perez a identifié le rôle typique des glucocorticoïdes dans les cellules de la peau (Sanchis, 

Bayo, Sevilla, & Pérez, 2010; Sevilla, Latorre, Sanchis, & Pérez, 2013). L’inhibition de la 

prolifération cellulaire a été associé à la répression de gènes dans des kératinocytes. 

Cependant les effets d’activation et de répression peuvent moduler la réponse de 

cicatrisation (Sanchis, Alba, Latorre, Sevilla, & Pérez, 2012). 

2.3 Glucocorticoïdes et sénescence 

Comme nous l’avons vu, les glucocorticoïdes peuvent, entre autres, favoriser la survie, 

réduire l’inflammation, induire l’apoptose, inhiber la prolifération. Ces fonctions peuvent 

toutes être reliés à la sénescence, et des études présentant la modulation de la sénescence 

par les glucocorticoïdes existent. 

Dès les années 1970, le lien a été fait entre l’augmentation de la capacité de 

doublement d’une population de fibroblastes et la présence de glucocorticoïdes (Grove & 

Cristofalo, 1977). Plus tard, il a été démontré que ces effets étaient liés à la répression de 

l’expression de p21 et l’augmentation de l’expression de IGF1R, augmentant là aussi le 
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nombre de doublement possible avant l’entrée en sénescence réplicative (S. Li, Mawal-

Dewan, Cristofalo, & Sell, 1998; Mawal-Dewan, Frisoni, Cristofalo, & Sell, 2003). En 2012, 

il a été montré que les glucocorticoïdes inhibaient l’expression de certains composés 

inflammatoires du SASP (Laberge et al., 2012). 

Cependant des publications ont présenté des effets opposés sur la prolifération. En 

effet, une équipe a montré dans des fibroblastes murins une induction de sénescence par 

le GR via l’augmentation de l’expression de p21 (Ramalingam, Hirai, & Thompson, 1997). 

Dans une lignée de cellules mésenchymateuses, bloquer l’expression du récepteur des 

glucocorticoïdes via siRNA ou en utilisant un antagoniste chimique (RU486) aboutit à une 

augmentation de la capacité de doublement des cellules et une inhibition de la sénescence 

(N. Wei, Yu, Joshi, & Schmidt, 2013). Sur d’autres lignées, des ténocytes et des 

ostéoblastes, les glucocorticoïdes induisent la sénescence via l’inhibition de SIRT1 et 

l’activation de la voie p53/p21 (Poulsen et al., 2014). Une études sur des lignées issues de 

cancer colorectal a montré que GiLZ (Glucocorticoïdes induced Leucine Zipper), un gène 

fortement et rapidement induit en présence de glucocorticoïdes, activait p53 par 

disruption du complexe p53-MDM2, ce qui aboutissait à l’induction de sénescence (Ayroldi 

et al., 2014). 

Comme nous pouvons le voir, les effets des glucocorticoïdes sur la sénescence 

dépendent du type cellulaire, mais nous ne disposons pas des données moléculaires sur 

l’action du GR et ses partenaires rendant compte de ces différences.  

3. MAPK 

Les MAPK sont un ensemble de protéine kinase à sérine/thréonine retrouvées 

uniquement chez les eucaryotes. Elles font partie du groupe de kinase des CMGC (pour 

Cyclin Dependent Kinases/Mitogen-Activated Protein Kinases/Glycogen Synthase 

Kinase/Cell division cycle Like Kinase). 

3.1 Rôle des voies MAPK 

Les premières Mitogen-Activated Protein Kinases (appelées MAPK par la suite) ont été 

découvertes lors d’expériences visant à identifier des protéines rapidement 

phosphorylées après stimulation du récepteur de l'EGF par des facteurs de croissance. Les 

MAPK, sont un ensemble de protéines kinases ayant pour fonction la direction des 



40 
 

réponses cellulaires à différents stimuli. Au-delà du contrôle de la prolifération cellulaire, 

les MAPK jouent de nombreux autres rôles dans la cellule. En effet, elles sont aussi 

impliquées dans le contrôle de l’expression génique, la différenciation, la survie cellulaire 

et l’apoptose. L’activation normale de la voie MAPK dépend d’un signal externe, telle la 

présence d’un facteur de croissance, reconnu par les récepteurs adéquats, mais peuvent 

aussi avoir pour origine la liaison de ligand aux récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires, communément appelé RCPG (Récepteur Couplé à la Protéine G) ou 

les récepteurs de cytokines (Figure 11). La transformation d’un signal extracellulaire en 

intracellulaire se fait via l’activation des domaines tyrosine kinase des récepteurs 

impliqués. Une fois ces domaines activés via une autophosphorylation croisée, la première 

étape de la voie des MAPK sera l’activation par phosphorylation d’une protéine nommée 

MAP kinase kinase kinase (MAPKKK ou MAP3K) étape d’une cascade de phosphorylations, 

activant dans un second temps MAP kinase kinase (MAPKK ou MAP2K), qui active elle-

même les protéines MAP kinase (MAPK). 

 

Figure 11 : Schéma de la voie d'activation des MAPK 

Schéma représentant les activateurs de la voie MAPK, les différentes étapes de phosphorylation activatrice ainsi que le 
devenir de ce signal 

Ces kinases auront ensuite la possibilité de phosphoryler d’autres substrats dans le 

cytoplasme et dans le noyau. Cette cascade aboutira donc à une réponse cellulaire, 

variable en fonction du stimulus initial. 
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3.2 Différentes voies MAPK 

En effet, il existe plusieurs voies des MAPK, nous décrirons ici les 3 voies principales 

que l’on peut nommer sommairement voie p38, JNK et ERK1/2 (Figure 12). Il faut 

cependant noter qu’il existe d’autres voies moins bien étudiées qui ne seront pas abordées 

ici, comme la voie ERK5 et les voies atypiques tel ERK 3/4, ERK 7/8 et NLK. 

3.2.1 La voie p38 

La voie p38 a été identifiée comme étant activée dans les macrophages stimulés par 

les lipopolysaccharides, qui ont ici servi de stimuli externes nécessaires à l’activation de la 

voie p38. La voie p38 peut aussi être activé par irradiation UV, choc osmotique ou 

thermique (Zhu Chen et al., 2001; Raman, Chen, & Cobb, 2007).  

 

Figure 12 : Différentes voies MAPK 

Principales voies MAPK : MAPKKK, MAPKK, MAPK ainsi que leurs inducteurs et leurs différentes réponses pour les voies 
p38, JNK et ERK1/2. 
Tirée de (Morrison, 2012) 
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La voie p38 est impliquée dans la sénescence réplicative où l’on retrouve une 

activation de p38 après attrition télomérique (Iwasa, Han, & Ishikawa, 2003) et dans le 

même temps, d’autres études ont mis en évidence que l’inhibition de p38 par traitement 

chimique ou par expression d’un mutant dominant négatif MKK6 permettait un délai de 

l’apparition de la sénescence réplicative dans un modèle de chondrocyte (S. Kang, Jung, 

Kim, & Shin, 2005). 

Le rôle de p38 a aussi été mis en évidence à de nombreuses reprises pour la sénescence 

prématurée, aussi bien lié au stress oxydant, de culture ou à l’activation de RAS (Q. Chen 

& Ames, 1994; Han & Sun, 2007; Ishikawa, 2006). Dans le cas de l’activation de RAS, des 

études ont remarqué que l’inhibition de la voie p38 permettait d’inhiber l’entrée en 

sénescence et que l’expression d’un mutant actif MKK3 ou MKK6, aboutissant à 

l’activation constitutive de p38, induisait la sénescence prématurée (Iwasa et al., 2003; A. 

W. Lin et al., 1998; W. Wang et al., 2002). 

Le contrôle de la sénescence par p38 a été proposé comme dépendant de p16 et de 

p53 (Bulavin et al., 2004; Han & Sun, 2007; Takekawa et al., 2000; W. Wang et al., 2002). 

L’activation de p38 induit l’expression de p16 et aboutissant à l’induction de sénescence, 

et phosphoryle p53, ce qui permettait alors l’expression de p21 (Han & Sun, 2007; G. S. 

Wu, 2004). Cependant l’activation de p38 n’est pas nécessaire à l’induction de la 

sénescence par l’oncogène RAF (Jeanblanc et al., 2012), les rôles de p38 dans l’induction 

de sénescence peuvent dépendre du contexte cellulaire et du mécanisme d’induction. 

3.2.2 La voie JNK 

La voie JNK est activée par différents stimuli, parmi lesquels on peut trouver les 

cytokines, l’irradiation aux UV, le stress oxydant, les dommages à l’ADN ou les chocs 

osmotiques et joue un rôle dans la réponse cellulaire à ces stresses comme l’apoptose, la 

prolifération, la différenciation mais aussi la sénescence (Zhu Chen et al., 2001; Raman et 

al., 2007). La délétion de MKK7 (MAP2K dans la voie JNK), qui inhibe l’activation de la voie 

JNK, induit l’apparition de la sénescence prématurée dans les MEFs par l’inactivation de 

CDK1/CDC2. Il est intéressant de noter que l’activité de CDK1 est normalement réprimée 

par l’activation de la voie p38. Les 2 voies p38 et JNK jouent ici un rôle opposé dans la 

régulation de la sénescence (Wada et al., 2004, 2008; Wada & Penninger, 2004). 
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L’activation de la voie JNK aboutit à l’inhibition de l’expression de p53, aboutissant à 

une augmentation de la capacité de prolifération des cellules. Il a été montré dans les 

souris que la délétion de JNK1 ou JNK2 induit l’accumulation de p53, aboutissant à 

l’apparition de sénescence dans ces cellules (M. Das et al., 2007; L. Hui et al., 2007; 

Schreiber et al., 1999). 

On observe ici que la voie JNK a un effet antagoniste à celui de p38. L’activation de la 

voie JNK étant responsable d’une augmentation de la capacité de prolifération des cellules 

dans des contextes de tumorigénèse (Bode & Dong, 2007; Heasley & Han, 2006). Dans des 

myélomes et des cellules de cancer du sein, l’inhibition de JNK est capable de supprimer 

la prolifération des cellules cancéreuses (Heasley & Han, 2006). L’activation de la voie JNK 

contribue donc à la prolifération des cellules cancéreuses par la suppression de la 

sénescence cellulaire. 

Cependant, une étude a montré que JNK pouvait phosphoryler p53, ce qui contribue à 

la stabilité de la protéine et son activité transcriptionnelle. Ce comportement différent de 

celui observé précédemment a été décrit comme pouvant dépendre du niveau et de la 

durée d’activation de la voie JNK, ainsi que du type et du contexte cellulaire (Buschmann 

et al., 2001).  

3.2.3 La voie ERK 

La voie ERK est majoritairement stimulée via le récepteur de facteur de croissance 

épidermique (EGFR), mais aussi par d’autres facteurs de croissance, des cytokines, des 

infections virales ou via l’activation des RCPG. Cette voie a été impliquée dans le contrôle 

de la prolifération, de la progression du cycle cellulaire, de la différenciation et dans le 

développement (Peyssonnaux & Eychène, 2001). Comme décrit à la Figure 12, les 

protéines MAP3K de la voie ERK ne sont pas partagées avec les autres voies. L’activation 

de MAP3K via phosphorylation est dépendante d’un intermédiaire de la famille des Ras. 

Les Ras, au nombre de 3 (à savoir H-Ras, K-Ras et N-Ras) sont des petites GTPases 

permettant la transmission du signal des récepteurs à domaine tyrosine kinase aux 

protéines MAP3K. Les protéines RAF, elles aussi au nombre de 3 (A-RAF, B-RAF et C-RAF 

ou Raf-1) (M. J. Robinson & Cobb, 1997) vont être activées par les Ras (Marais, Light, 

Fpaterson, & Marshall, 1995) puis activent par phosphorylation les protéines MAP2K, 

MEK1 et MEK2 (Marshall, 1994). On note qu’il existe d’autres MAP3K appartenant à cette 
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voie, Mos et Tpl2 (Raman et al., 2007), mais elles ne seront pas plus explorées par la suite. 

MEK1 et MEK2 comportent un motif riche en proline unique parmi les MAP2K et leur 

délétion induit une perte d’activation de la voie (Catling, Schaeffer, Reuter, Reddy, & 

Weber, 1995; M. J. Robinson & Cobb, 1997). MEK1 et MEK2 vont ensuite phosphoryler 

ERK1 et ERK2, qui vont ensuite phosphoryler des substrats nombreux dont les facteurs de 

transcription tel Elk, c-Fos ou Jun (Joel et al., 1998; Pende et al., 1997; Treisman, 1996) et 

d’autres protéines telles que  Rsk1, Rsk2, Rsk3, MAPKAP2, MAPKAP3, Msk1 ou Msk2 

(Fukunaga & Hunter, 1997; Gavin & Nebreda, 1999; Sturgill, Ray, Erikson, & Maller, 1988) 

contrôlant la prolifération, la différenciation, la progression dans le cycle cellulaire et aussi 

la sénescence ou le cancer. 

En effet, 30% des cancers comportent une mutation sur l’axe RAS-ERK (Garnett & 

Marais, 2004), certaines de ces mutations pouvant aussi parfois aboutir à la sénescence 

cellulaire. 

La mutation activatrice de H-Ras, H-RasG12V, est responsable de l’induction de 

sénescence dans des fibroblastes humains avec une augmentation des niveaux de p16, 

p53 et p21 (A. W. Lin et al., 1998; Serrano et al., 1997). L’activation de Ras est associé à 

une augmentation de la production de ROS qui ont été décrits comme participant à 

l’activation de la voie p38 (Dolado et al., 2007; Han & Sun, 2007). H-RasG12V est aussi 

responsable d’un stress de réplication induisant la sénescence par activation des systèmes 

de reconnaissance des dommages à l’ADN (Di Micco et al., 2006; Mallette, Gaumont-

Leclerc, & Ferbeyre, 2007). La présence de ROS et de dommage à l’ADN est suffisante pour 

l’induction de sénescence par une augmentation de l’expression de p21 via p53 (Campisi 

& d’Adda di Fagagna, 2007; Han & Sun, 2007). L’activation de Ras est aussi responsable de 

l’activation de la dégradation spécifique de protéines nécessaires à la croissance et à la 

progression du cycle cellulaire (Deschênes-Simard et al., 2013; Deschênes-Simard, 

Kottakis, Meloche, & Ferbeyre, 2014).  

La sénescence induite par  H-RasG12V  dépend de l’augmentation de l’activation de ERK 

(Deschênes-Simard et al., 2013; Meloche & Pouysségur, 2007). 

Des mutations des MAP3K sont aussi responsables de l’apparition de cancer, les 

mutations de B-RAF représentant à elles seules 7% des cancers (Davies et al., 2002). Il y a 

20 ans, une équipe a montré que l’activation de la voie MAPK via Raf1 (C-RAF) pouvait 

induire la sénescence (Zhu, Woods, McMahon, & Bishop, 1998). Cependant, aujourd’hui 
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B-RAF est la protéine la plus étudiée des MAP2K, étant mutée dans 40 à 70% des 

mélanomes, 10% des cancers colorectaux, 45% des cancers thyroïdien papillaire mais aussi 

dans des cancers du sein, des ovaires ou des poumons (Davies et al., 2002; Dhomen & 

Marais, 2009; Xing, 2005). Il a été montré que lors de la perte d’une des protéines RAF, 

une autre pouvait assurer ses fonctions, et qu’en cas de double délétion, la troisième était 

capable d’assurer l’activation de la voie (Dorard et al., 2017). Une des mutations, B-

RAFV600E présente un pouvoir d’activation 500 fois supérieur à la protéine sauvage (Garnett 

& Marais, 2004) et a été associée à l’inhibition de la prolifération (Bennett, 2003; Kuwata, 

Kitagawa, & Kasuga, 1993; Mooi & Krausz, 1992). Cette mutation est capable d’inhiber la 

prolifération dans différents modèles de névi, aussi bien cutanées que choroïdiens (Calipel 

et al., 2003). Près de 80% des névi cutanés possèdent cette mutation (Mooi & Peeper, 

2002; Patton et al., 2005) et le lien entre l’expression d’un oncogène et les névi, composés 

de mélanocytes sénescents, a déjà été bien établi (Dhomen et al., 2009; Joselow, Lynn, 

Terzian, & Box, 2017; Kuilman et al., 2010; McNeal et al., 2015; Vredeveld et al., 2012). La 

première description de sénescence après expression de B-RAFV600E date de 2005 

(Michaloglou et al., 2005). 

Il existe 2 formes de MAPK appelées ERK1 et ERK2 (p44 et p42), qui sont parfois 

décrites comme présentant des activités redondantes (Frémin, Saba-El-Leil, Lévesque, 

Ang, & Meloche, 2015; Lefloch, Pouysségur, & Lenormand, 2008; Voisin, Saba-El-Leil, 

Julien, Fremin, & Meloche, 2010), alors que d’autres équipes différencient les deux. ERK2 

a été impliqué dans la progression cancéreuse (Bonito et al., 2014; S. Shin, Dimitri, Yoon, 

Dowdle, & Blenis, 2010). Une étude a montré l’importance de ERK2 dans l’induction de la 

sénescence par Ras (J. Shin, Yang, Lee, & Baek, 2013) alors qu’une autre équipe a montré 

que les deux ERK étaient nécessaires à l’induction de la sénescence (Deschênes-Simard et 

al., 2013). La sénescence induite par l’activation de la voie MAPK/ERK parait dépendre du 

niveau global d’activation des ERK. 

Les mécanismes d’activation de la voie ERK aboutissent à une dérépression des gènes 

CDKN2A et CDKN2B responsable de l’expression de p14Arf, p16INK4A et p15 (Popov & Gil, 

2010). La modification de l’expression de ces inhibiteurs de kinase dépendante des 

cyclines aboutit à une inhibition de phosphorylation de la protéine du rétinoblastome, 

bloquant alors le cycle cellulaire en G1/S (Chicas et al., 2010; Sage et al., 2000). Cependant, 
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on peut aussi observer un arrêt du cycle en G2/M lié à un rôle méconnu de CDK4 dans le 

passage de ce checkpoint (Sheppard, Pearson, & Hannan, 2015) 

Il existe cependant des cas de sénescence dans lesquelles une diminution de 

phosphorylation de ERK1/2 a été observée après activation d’une boucle de rétroaction 

induisant une diminution de la phosphorylation de ERK1/2 en sénescence (Courtois-Cox 

et al., 2006; Wajapeyee et al., 2008), laissant ici découvrir la complexité de la régulation 

de ces mécanismes. 

La régulation de ERK1 et ERK2 se fait via des protéines DUSP (DUal-Specificity 

Phosphatases) ou MKP (MAPK phosphatases). Ces phosphatases vont réguler le niveau 

d’activation de la voie ERK et plusieurs d’entre elles ont déjà été impliquées dans la 

sénescence. La déplétion de ces protéines régulatrices aboutit à une hyperactivation de la 

voie ERK et à la senescence (Kidger et al., 2017; H. Zhang et al., 2015). 

4. Névi et mélanome 

Les névi sont des lésions bégnines de la peau, formées après acquisition d’une 

mutation oncogénique dans un mélanocyte (Bastian, 2014). Les névi sont généralement 

de forme symétrique, de couleur uniforme et sont de taille comprise entre 2 et 6mm. La 

formation des névi n’est pas uniformément répartie au cours de la vie : la majorité se 

forment pendant les vingt premières années de la vie (Schaffer, 2015). Ils peuvent 

régresser. Avec l’âge, le rythme d’apparition des névi diminue (Bataille et al., 2007) alors 

que leur régression augmente (Mackie, English, Aitchison, Fitzsimons, & Wilson, 1985; 

Stegmaier, 1959). Ainsi, le nombre le plus important de névi est observé entre 20 et 30 

ans.  

4.1 Formation des névi 

La formation des névi est dépendante d’une mutation oncogénique. Les mutations 

touchant la voie MAPK, qui contrôle la prolifération, sont associées avec la sénescence 

mais aussi la formation de névi. Les mutations sur la protéine B-RAF rendant la protéine 

constitutivement active sont fréquentes dans les cancers (Davies et al., 2002) et 

particulièrement les mélanomes, dont la mutation de B-RAF (en majorité une transversion 

V600E) est présente dans 50% des cas (Cancer Genome Atlas Network, 2015). Les 

mutations activatrice de B-RAF sont fréquentes dans un grand nombre de névi, environ 
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80% (Piris, Mihm, & Hoang, 2015; Pollock et al., 2002; Poynter et al., 2006; Roh, Eliades, 

Gupta, & Tsao, 2015). Les mutations activatrices de la voie MAPK font partie des 

caractéristiques communes des névi. Ces mutations peuvent toucher différents 

composants de la voie MAPK, comme NF1 ou N-RAS, dans 5 à 20% des névi (Bastian, 2014; 

Cancer Genome Atlas Network, 2015; Roh et al., 2015). 

La formation d’un névi découle de l’apparition d’une mutation activatrice de la voie 

MAPK dans un mélanocyte unique. Cela signifie donc qu’un névi est clonal, formé à partir 

d’une seule cellule (Harada et al., 1997; P. Hui, Perkins, & Glusac, 2001; W. A. Robinson et 

al., 1998; Yeh, von Deimling, & Bastian, 2013).  

Michaloglou a démontré en 2005 que l’expression de l’oncogène B-RAFV600E induisait 

un arrêt rapide de la prolifération dans une culture de mélanocyte (Michaloglou et al., 

2005). Les cellules présentaient des caractéristiques spécifiques des cellules sénescentes 

avec, en plus de l’arrêt prolifératif, une augmentation de l’activité SA-ß-Galactosidase et 

du niveau de p16. Des caractéristiques semblables ont aussi été identifiées dans les névi 

(Gray-Schopfer et al., 2006), permettant alors de faire le lien entre la sénescence induite 

par les oncogènes in vitro et in vivo. L’expression d’une mutation activatrice de B-RAF dans 

le poisson zèbre permet l’apparition de « névi » (Patton et al., 2005). Des expériences 

identiques ont été réalisés chez la souris, avec à chaque fois un résultat identique, à savoir 

l’apparition d’un phénotype identique à celui des névi humains et l’apparition de 

marqueurs caractéristiques des cellules sénescentes (Dankort et al., 2009; Dhomen et al., 

2009; Goel et al., 2009). 

Il existe une différence notable entre la sénescence induite par les oncogènes in vitro 

et in vivo : la cinétique d’arrêt des cellules. Comme nous l’avons dit précédemment, les 

névi font entre 2 et 6mm, ce qui est incompatible avec l’arrêt prolifératif rapide observé 

in vitro (Jeanblanc et al., 2012; Michaloglou et al., 2005; Serrano et al., 1997). Les 

mutations RAS et B-RAF observées in vivo induisent in vitro une augmentation 

remarquable de la prolifération (burst prolifératif), suivi d’un arrêt complet du cycle 

cellulaire (Damsky et al., 2015; Dankort et al., 2009; Pedersen, Viros, Cook, & Marais, 

2014). Or la période de formation des névi peut durer de plusieurs mois à un an avant 

d’observer un arrêt total de la prolifération (Kittler et al., 2000; Menzies, Stevenson, 

Altamura, & Byth, 2011). De plus, afin qu’à partir d’une mutation unique, un mélanocyte 

puisse se diviser jusqu’à former un névus d’une taille de 2 à 6mm (composé de plusieurs 
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centaines de milliers de cellules), les capacités de divisions des cellules doivent être 

maintenues longtemps après apparition de la mutation : on estime qu’après la mutation 

initiale, 13 à 16 cycles de division sont nécessaires à partir d’un mélanocyte précurseur 

unique. 

Chez la souris, la taille moyenne d’un névi est plus faible que chez l’homme, mais on 

estime qu’il est composé d’environ 3000 cellules. Il a été montré que les mélanocytes 

étaient capable de proliférer entre 2 et 3 semaines après l’apparition de la mutation, ce 

qui correspond à 10 ou 11 cycles de division (Damsky et al., 2015), légèrement moins que 

chez l’Homme. Cette différence correspond à un nombre de mélanocyte composant les 

névi plus faible chez la souris que chez l’Homme 

Les mélanocytes composant les névi ainsi observés chez la souris ne sont, en majorité, 

plus capable de proliférer, et ce, de manière définitive, cependant, une fraction très faible 

de mélanocyte composant les névi est capable de sortir de cet arrêt du cycle et donne 

naissance à des mélanomes. 

4.2 Du névi au mélanome 

Le modèle de représentation linéaire de la pathogénèse du mélanome proposé par 

Clark est composé d’une série d’étape selon laquelle les modifications génétique ou 

épigénétique s’accumulent (W. H. Clark et al., 1984; A. J. Miller & Mihm, 2006) (Figure 13). 

Néanmoins ce modèle linéaire d’acquisition, dans lequel le mélanome dérive d’un névus 

ne s’applique qu’à environ un tiers des cas, chiffre pouvant augmenter à 50% des cas dans 

le cas de patients à risques comportant un grand nombre de névi (Bevona, Goggins, Quinn, 

Fullerton, & Tsao, 2003; Haenssle et al., 2016; W. M. Lin et al., 2015). 
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Figure 13 : Modèle de formation linéaire des mélanomes 

Modèle de Clark de progression linéaire du mélanocyte au mélanome malin 
Adaptée de (Damsky & Bosenberg, 2017) 

La transformation de névi à mélanome est plus fréquente sur les parties du corps non 

exposés au soleil comme le tronc et les extrémités proximales des membres au contraire 

des mélanomes se développant sur les parties du cours exposés au soleil, comme le visage 

ou le cou qui ne dérivent eux pas des névi (Shain & Bastian, 2016; Shitara et al., 2014).  

Les mélanomes dérivants des névi présentent majoritairement des mutations B-

RAFV600E et des pertes de PTEN, CDKN2B ou MITF alors que ceux présents sur des parties 

exposées au soleil contiennent des mutations de NF1 et TP53 (J. Leclerc, Ballotti, & 

Bertolotto, 2017; McNeal et al., 2015; Shain & Bastian, 2016). Cela indique donc qu’il existe 

des mécanismes de transformation différents entre les différents types de mélanome, 

dérivant de névi ou non.  

Dans les mélanomes qui dérivent de névi, on peut identifier des traces des névi 

initiaux : des analyses de tissus où les deux lésions cohabitent ont des concordances 

génétiques confirmant l’hypothèse selon laquelle ces mélanomes étaient dérivés de névi 

(Bogdan, Smolle, Kerl, Burg, & Böni, 2003; Dadzie et al., 2009; Demunter, Stas, Degreef, 

De Wolf-Peeters, & van den Oord, 2001; Kakavand et al., 2014; Shitara et al., 2015; 

Tschandl et al., 2013). La proportion de névi évoluant vers le mélanome est extrêmement 
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faible. On considère que sur une vie, le risque d’évolution d’un névus en mélanome est de 

1:3000 pour les hommes et 1:11000 pour les femmes. 

5. EGR-1  

Le facteur de transcription EGR-1 (Early Growth Response protein 1) aussi appelé 

Zif268 (zinc finger protein 225) ou NGFI-A (nerve growth factor-induced protein A) est une 

protéine codée chez l’humain par le gène EGR1. La protéine fait partie de la famille des 

Early Growth Response factors contenant aussi EGR-2, EGR-3 et EGR-4.  

5.1 Expression et régulation de EGR1 

Toutes les protéines EGR sont des protéines nucléaires, composées de 3 domaines de 

fixation à l’ADN en doigt de zinc se fixant sur des régions riches en GC du génome, sur les 

promoteurs des gènes cibles (Gashler & Sukhatme, 1995; Kharbanda et al., 1991; 

Sukhatme et al., 1988). Elles comportent aussi différents domaines permettant leur 

activation et un domaine d’interaction avec des protéines inhibitrices de EGR, NAB1 et 

NAB2 (Russo, Sevetson, & Milbrandt, 1995; Svaren et al., 1996) (Figure 14).  

 

Figure 14 : Famille des protéines EGR et domaines 

EGR4 est un parent éloigné de la famille des EGR, alors qu’on observe une très grande homologie entre EGR2 et EGR3, ainsi 
qu’avec EGR1. On observe la présence de domaine R1 d’interaction avec NAB ainsi que la présence du domaine d’activation 
A dans EGR1, EGR2 et EGR3. 
Tirée de (Poirier et al., 2008) 

L’activité de la protéine EGR-1 est majoritairement régulée via le contrôle de sa 

transcription. La demi-vie de l’ARN messager est très courte, moins de 30 minutes (Gashler 

& Sukhatme, 1995; Grotegut, von Schweinitz, Christofori, & Lehembre, 2006; Kharbanda 

et al., 1991; Sauer, Gitenay, Vo, & Baron, 2010; Sukhatme, 1990; Svaren et al., 1996). 

L’expression de EGR1 est induite par des stimuli extérieurs dont certains sont associés aux 

stress. EGR1 peut être induit par un grand nombre de stimuli parmi lesquels on retrouve 
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les facteurs de croissance, la présence de cytokines, l’activation du récepteur des 

lymphocytes T, la présence d’hormones, de thrombines, le stress mécanique (par 

contrainte de cisaillement par exemple), l’exposition aux neurotransmetteurs, l’exposition 

aux U.V., la présence de ROS, l’hypoxie, ou encore l’ischémie (Gaggioli et al., 2005; Guha 

et al., 2001; Hjoberg et al., 2004; Kaufmann & Thiel, 2002; C.-J. Li, Ning, Matthay, Feghali-

Bostwick, & Choi, 2007; Lohoff et al., 2010; Rössler & Thiel, 2009; Seyfert, Sukhatme, & 

Monroe, 1989; Yan et al., 2000).  

 

Figure 15 : Induction et régulation des EGR par NAB 

Les flèches représentent l’activation de la transcription alors que les lignes barrées représentent la répression de la 
transcription mais aussi de l’activité. 
Adaptée de (Kumbrink, Kirsch, & Johnson, 2010) 

L’induction de EGR1 fait intervenir de façon quasi systématique l’activation de la voie 

MAPK-ERK-Elk1 (Hasan & Schafer, 2008; Hjoberg et al., 2004; Khachigian, 2006; Midgley & 

Khachigian, 2004). Le gène EGR1 humain se trouve sur le chromosome 5q31 et contient 

dans sa région promotrice 5 séquences consensus SRE (Serum Response Element) qui sont 

reconnues par les facteurs de réponse au sérum (SRF) et par les TCF (Ternary Complex 

Factors) parmi lesquels on compte les facteurs de transcriptions Ets dont fait partie Elk1 
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(Buchwalter, Gross, & Wasylyk, 2004; Pagel & Deindl, 2011). La phosphorylation de Elk1 

augmente son affinité pour l’ADN, entraînant l’augmentation de la transcription de EGR1. 

La régulation de la transcription EGR1 est rapide et complexe, et passe en partie par 

une rétroaction de la protéine EGR-1 sur sa propre expression. En effet, on trouve un site 

de fixation de EGR-1 sur le promoteur de EGR1 (Cao, Mahendran, Guy, & Tan, 1993; 

Kumbrink et al., 2010). La transcription de NAB2 est régulée par EGR-1. De plus, le contrôle 

de l’expression de EGR2 et EGR3 dépend du niveau d’expression de EGR1 (Figure 15). De 

même, on observe que EGR3 peut contrôler l’expression de EGR2. Ces deux EGRs sont 

aussi capable d’augmenter l’expression de NAB2, ce qui aura pour effet de réguler les 

niveaux d’expression des 3 EGRs de façon concomitante.  

La répression de l’activité de EGR-1 se fait via l’action de deux protéines, NAB1 et NAB2 

via une fixation sur le domaine Nab Interaction Domain (Figure 14) (Russo et al., 1995; 

Sevetson, Svaren, & Milbrandt, 2000; Svaren et al., 1996, 1998). L’activité 

transcriptionnelle est alors inhibée via le recrutement du complexe NuRD, permettant 

alors le remodelage de la chromatine et sa désacétylation au niveau du site de fixation de 

EGR-1 sur le génome (Srinivasan, Mager, Ward, Mayer, & Svaren, 2006). La protéine NAB1 

est exprimée de façon constitutive alors que l’expression de NAB2 est contrôlée par les 

mêmes stimuli que ceux permettant l’expression de EGR1 (Kumbrink et al., 2010), 

indiquant donc un rôle de régulateur lors des stress pour NAB2 alors que NAB1 sera elle 

responsable de la régulation homéostatique. NAB2, aussi appelé MADER (Melanoma 

Associated Delayed Early Response gene), a été identifié comme une protéine nucléaire 

surexprimée dans les mélanomes malins (Kirsch, Korradi, & Johnson, 1996). La relation de 

régulation entre EGR1 et NAB2 est complexe, en effet on trouve sur le promoteur de NAB2 

un site de fixation de EGR-1 permettant ainsi à EGR-1 d’induire l’expression de NAB2 et 

ainsi diminuer son activité via une régulation négative (Ehrengruber et al., 2000). 

5.2 Fonction de EGR-1 

Les rôles de EGR-1 sont très variés en fonction du type cellulaire, du contexte mais 

aussi du stimuli ayant permis l’induction de EGR (Collins et al., 2008; Honkaniemi, Zhang, 

Longo, & Sharp, 2000; von der Kammer et al., 1998). La protéine EGR-1 est impliquée dans 

un grand nombre de processus de maturation ou de différenciation (Carter, Lefebvre, 

Wiest, & Tourtellotte, 2007). On peut citer leur rôle dans la différenciation cardiaques et 
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neuronales (Cao et al., 1990; Hass, Brach, Gunji, Kharbanda, & Kufe, 1992; Sukhatme et 

al., 1988) comme par exemple la différenciation neuronales des cellules PC12 après 

traitement au NGF (Nerve Growth Factor) (Cao et al., 1990; Changelian, Feng, King, & 

Milbrandt, 1989; Milbrandt, 1987), dans la différenciation des préostéoblastes (Suva, 

Ernst, & Rodan, 1991), dans la différenciation des macrophages (Krishnaraju, Nguyen, 

Liebermann, & Hoffman, 1995) mais aussi des monocytes (Kharbanda et al., 1991). Le rôle 

de EGR-1 dans la maturation des lymphocytes B a aussi pu être mis en évidence à la fin 

des années 80 (Seyfert et al., 1990, 1989; Varnum et al., 1989). 

EGR-1 a aussi une fonction importante dans le contrôle de prolifération (Thiel & Cibelli, 

2002). Selon le contexte cellulaires, les fonctions de EGR-1 peuvent être pro ou 

antiprolifératives (C Liu, Rangnekar, Adamson, & Mercola, 1998; Sukhatme et al., 1988; 

Thiel & Cibelli, 2002). Des études ont montré qu’il existait une association entre EGR-1 et 

p53 dans le contrôle du cycle cellulaire en présence de signaux de croissance (Zwang, Oren, 

& Yarden, 2012), régulant le passage de G1 en S. 

De manière surprenante, les souris KO EGR1 sont viables. Elles présentent cependant 

quelques caractéristiques différentes des souris sauvages. Elles possèdent une 

modification du système endocrine, aboutissant à une perte du récepteur de l’hormone 

lutéinisante, rendant alors les souris femelles infertiles (S. L. Lee et al., 1996; Topilko et al., 

1998). Ces souris présentent aussi une diminution de la masse osseuse et un 

remplacement osseux plus rapide que les souris sauvages (Cenci, Weitzmann, Gentile, 

Aisa, & Pacifici, 2000). Ces souris développent aussi une résistance à la fibrose pulmonaire 

ou tégumentaire après exposition à la bléomycine (M. Wu et al., 2009). 

Le rôle de EGR-1 dans les fibroses a été expliqué en 2011 (Bhattacharyya et al., 2011) 

et semble en partie dépendre de la présence de TGF-b, C-Abl et p300. Là encore la relation 

EGR-1/NAB2 semble jouer un rôle important. Le niveau d’expression de EGR1 permet de 

prédire la vitesse de progression des fibroses (Boon et al., 2009). EGR-1 est connu pour 

réguler positivement un grand nombre de composés de la matrice intracellulaire, comme 

le collagène ou la fibronectine. L’accumulation de collagène a été liée à l’augmentation de 

l’expression de EGR-1 et présente une augmentation des risques d’athérosclérose (Bot et 

al., 2009) tandis que l’élévation du niveau d’expression de la fibronectine, sous le contrôle 

de EGR-1, a été observé dans les mélanomes (Gaggioli et al., 2005). La surexpression de la 

fibronectine est associée au développement de plusieurs malignités comme le cancer 
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colorectal, le cancer du sein ou le mélanome métastasique (Bittner et al., 2000; C.-L. Li et 

al., 2017; L. Zhang et al., 1997). 

EGR1 est associé à des fonctions antagonistes dans les cancers. Ses effets dépendent 

ici du type de cancer avec d’un côté une fonction suppresseur de tumeurs dans les 

fibrosarcomes et les glioblastomes (Calogero et al., 1996; Huang et al., 1997; Chaoting Liu, 

Yao, Mercola, & Adamson, 2000) alors que EGR1 semble accélérer le développement des 

cancers de la prostate (Baron, Duss, Rhim, & Mercola, 2003; Eid, Kumar, Iczkowski, 

Bostwick, & Tindall, 1998; Mora et al., 2004; Salah, Maoz, Pizov, & Bar-Shavit, 2007; 

Sevetson et al., 2000; Thigpen et al., 1996). Un lien a été fait entre la quantité de EGR-1 et 

le grade Gleason de la tumeur (Ahmed et al., 2001). 

Le rôle de EGR1 dans les cancers du sein est complexe. En effet comme nous venons 

de le voir, EGR1 favorise l’expression de la fibronectine, qui est associée avec les 

évènements métastasiques dans les cancers du seins (C.-L. Li et al., 2017). La déplétion de 

EGR1 aboutit à une inhibition de la prolifération, de l’invasion, de la formation de tumeur 

solide et de la migration des cellules de carcinome mammaire (Mitchell, Dass, Sun, & 

Khachigian, 2004). Ces effets laissent dans un premier temps penser que EGR1 est 

nécessaire ou au moins favorise la transformation cellulaire. Cependant la surexpression 

de EGR1 dans des cellules cancéreuses induit une répression des cyclinesD aboutissant à 

un arrêt de la prolifération cellulaire (L. L. Wei, Wu, Gong, & Pei, 2017).  

EGR-1 est responsable de la régulation de l’arrêt de prolifération et d’évènements 

apoptotiques dans le mélanome (Muthukkumar et al., 1995; Sells, Muthukkumar, 

Sukhatme, Crist, & Rangnekar, 1995). Il permet aussi la régulation de l’angiogenèse par le 

facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) (K. H. Lee & Kim, 2009). 

Enfin, des études ont montré une association entre EGR1 et la régulation de 

nombreuses cytokines pro inflammatoires (Decker et al., 2003; Decker, Skerka, & Zipfel, 

1998). Un des mécanismes permettant la régulation de ces cytokines est dépendant de 

l’association entre EGR-1 et NF-κB et la stimulation de l’expression de ce dernier par ce 

complexe (Cogswell, Mayo, & Baldwin, 1997). Une étude récente de 2009 a mis en 

évidence un lien entre la diminution de l’expression de EGR1 et la diminution de 

l’expression de IL8, aboutissant à une diminution de l’invasion dans le cas de tumeurs de 

la prostate (Ma et al., 2009). 
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La délétion du loci 5q31, contenant le gène EGR1, ou la perte totale du bras long du 

chromosome 5 est fréquente dans les cas de myélodysplasie ou de leucémie aigüe dans 

lesquelles EGR1 est impliqué (Le Beau et al., 1986; Nakhoul et al., 2014; Voutsadakis & 

Cairoli, 2012). 

5.3 EGR1 et sénescence 

Il existe aujourd’hui 3 articles décrivant un rôle de EGR-1 dans la sénescence. 

La première publication étudie l’effet de la sénescence réplicative sur des fibroblastes 

humains (Meyyappan, Wheaton, & Riabowol, 1999). Leurs expériences ont mis en 

évidence une diminution de l’expression de EGR1 aussi bien au niveau de l’ARNm que de 

la protéine dans les fibroblastes âgés. De plus, une diminution des capacités de fixation à 

l’ADN et d’activation transcriptionnelle ont aussi été observées avec l’âge. Dans le même 

article, les chocs sérum n’ont plus d’effet sur l’augmentation de la transcription de EGR1. 

Cette absence de réponse est liée à l’absence de fixation des SRF sur les éléments SRE 

présent dans le promoteur de EGR1. Cette observation a aussi été effectué sur le 

promoteur du gène c-Fos (Atadja, Stringer, & Riabowol, 1994), permettant alors à l’auteur 

de conclure que la perte d’expression de ces deux IEG en sénescence est hautement 

corrélée à la perte d’induction des gènes associées à la prolifération dépendant de EGR1 

et de c-Fos. 

Le deuxième article présente lui aussi le rôle de EGR1 dans la sénescence réplicative 

mais dans des fibroblastes embryonnaires murins (MEF) (Krones-Herzig, Adamson, & 

Mercola, 2003). Dans les MEFs, l’absence de EGR1 permet un échappement complet de la 

sénescence et une croissance infinie. En l’absence de EGR1 il a été noté une diminution du 

transcrit de p53 ainsi que des protéines dépendant de p53 tel p21 par exemple. L’absence 

de sénescence observée dans les MEFs n’exprimant pas EGR1 est expliquée par une 

diminution de l’expression de p53 et de ses gènes cibles, responsable de l’induction de 

sénescence. Ces résultats présentent EGR1 comme un régulateur jamais encore décrit de 

l’axe p53-MDM2-Arf et ayant donc un impact important sur la sénescence cellulaire mais 

aussi la croissance cellulaire et le passage de checkpoint du cycle cellulaire. L’activation du 

promoteur de p53 par EGR1 avait-elle par contre déjà été décrite (A. Das et al., 2001; Nair 

et al., 1997) tout comme l’interaction directe entre les protéines EGR1 et p53 (J. Liu et al., 

2001). 
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Une dernière publication, plus récente, étudie EGR1 lors de la sénescence induite par 

Ras dans des 3T3 (Salotti, Sakchaisri, Tourtellotte, & Johnson, 2015). L’expression de Ras 

dans les 3T3, 3T3Ras, permet leur transformation et n’induit pas la sénescence dans ces 

cellules. Les cellules exprimant Ras présentent une diminution de l’expression de EGR1, 

qui découle de l’activation de la voie PI3K menant à la diminution de la quantité totale des 

SRF (S. Y. Shin et al., 2006). Dans le même temps, l’équipe a montré que l’absence de EGR1 

induisait une diminution de l’expression de C/EBPB et que la réexpression de EGR1 

permettait de réexprimer C/EBPB et d’inhiber la prolifération des 3T3Ras. De plus, la 

surexpression de EGR1 induit dans les 3T3Ras l’aplatissement des cellules, l’augmentation 

du signal SA-ß-Galactosidase et la dérépression des gènes du SASP. Une partie de ces effets 

semble dépendre de la présence de C/EBPB. Les effets observés sur ces cellules dépendent 

de leur transformation, impliquant la perte du loci CDKN2A et CDKN2B, et plus 

particulièrement Arf. Arf est capable de moduler l’activité des EGR via des modifications 

post traductionnelles de EGR-1 favorisant alors l’activité de EGR-1 (Yu et al., 2009). 

On peut constater que le rôle de EGR1 dans la sénescence n’est pas clair. En effet on 

observe une diminution de EGR-1 lors du vieillissement des fibroblastes humains  

(Meyyappan et al., 1999) alors que dans des fibroblastes murins, l’absence d’EGR1 permet 

un échappement de sénescence (Krones-Herzig et al., 2003). Les effets présentés sont ici 

antagonistes et ne permettent pas de conclure sur le rôle pro ou anti sénescent que 

pourrait jouer la protéine EGR1. La dernière publication, portant sur la sénescence induite 

par RasV12, indique une diminution de EGR1 lors de l’induction de sénescence (Salotti et 

al., 2015).  

5.4 EGR1 et glucocorticoïdes 

Dans la littérature on trouve aujourd’hui des études décrivant une régulation de la 

transcription et de la traduction de EGR-1 par les glucocorticoïdes, la régulation de NR3C1 

par EGR-1, ainsi que le rôle d’interactions entre le récepteur des glucocorticoïdes et EGR-

1. 

Dans les ostéoblastes, il a été montré que la présence de glucocorticoïdes inhibait 

l’expression de EGR1 ainsi que de EGR2, EGR3 et EGR4 (N. Leclerc et al., 2004, 2008, 2005), 

pouvant ainsi donner une piste d’explication mécanistique à l’augmentation des cas 

d’ostéoporose chez les patients traités à l’aide de glucocorticoïdes (Buehring, 
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Viswanathan, Binkley, & Busse, 2013; Hansen, Kleker, Safdar, & Bartels, 2014; Mazzantini 

& Di Munno, 2014; Rizzoli & Biver, 2015; Seibel, Cooper, & Zhou, 2013; Von Scheven, 

Corbin, Stefano, & Cimaz, 2014). Ces effets d’inhibition de EGR1 par les glucocorticoïdes 

ont aussi été retrouvés dans des cellules du système immunitaire (Hass et al., 1992; 

Kharbanda et al., 1991; Mittelstadt & Ashwell, 2001). Ces effets ont été observé lors de la 

différenciation monocytaire, avec une modulation au niveau post transcriptionnel et une 

réduction de la demi-vie de l’ARNm (Hass et al., 1992; Kharbanda et al., 1991). Une autre 

étude a été réalisée chez la souris afin d’observer les effets de la privation calorique et de 

la réduction de la quantité de glucose sur les réponses aux traitements de chimiothérapie. 

Cela a permis de montrer que les traitements glucocorticoïdes pouvaient diminuer la 

quantité de EGR1 (Di Biase et al., 2017). L’action hyperglycémique des glucocorticoïdes 

active la voie PKA qui aboutit à une diminution de la quantité de EGR1. 

Dans le même temps, d’autres publications ont décrit une augmentation de 

l’expression de EGR1 en présence de glucocorticoïdes. Ces effets ont été observés dans 

des neurones. L’expression de SGK1 (Serum and Glucocorticoïd Kinase 1) induit 

l’expression de EGR1 via l’activation des SRF et CREB1 lors du développement de la 

mémoire spatiale (Tyan, Tsai, Lin, Ma, & Lee, 2008). Des effets similaires ont été observés 

dans des neurones de l’hippocampe où l’activation de GR induit l’augmentation de EGR-1 

dans un mécanisme dépendant de l’activation de la voie MAPK. Cette étude a été réalisé 

sur des souris afin de déterminer les mécanismes moléculaires lié à la mémoire de la peur 

médiée par les effets de stress des glucocorticoïdes (Revest et al., 2005, 2010). 

Des études existent aussi montrant la régulation inverse, où EGR-1 est capable de 

moduler l’expression de NR3C1 dans les neurones de l’hippocampe des souris (Hellstrom, 

Dhir, Diorio, & Meaney, 2012; Weaver et al., 2014). Il existe un site de fixation pour EGR-

1 dans un des exons 1 alternatifs du gène NR3C1 (exon 17), exprimé dans l’hippocampe. 

La présence de EGR-1 sur ce site de fixation augmente l’expression d’un isoforme de GR.  

Différentes études portant sur des cellules chromaffines de rat ou de bovins ont 

montré qu’il existait une interaction directe entre les protéines EGR-1 et GR (Carrasco-

Serrano & Criado, 2004; Ebert et al., 1994). Ces études ont aussi montré qu’un traitement 

glucocorticoïdes augmentait la transcription des gènes activés par EGR-1, et que cette 

réponse était dépendante de la présence d’un site de fixation pour EGR-1 sur le promoteur 

des gènes cibles. 
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Les effets et interactions entre glucocorticoïdes et EGR-1 dépendent donc aussi bien 

du contexte que du type cellulaire étudié. 



 

Résultats 

Sans vouloir la ramener, la seule différence concrète avec des briques, 

 c'est que vous appelez ça des tartes ! 

Lionnel Astier, 

 Kaamelott, Livre I, Les Tartes aux myrtilles, écrit par Alexandre Astier. 
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Résultats 

1. Induction de sénescence par B-RAFV600E  

Les précédents travaux sur la sénescence induite par les oncogènes effectués au 

laboratoire ont été effectués sur une lignée de fibroblastes humain WI-38, issus de 

poumon de fœtus, dans lesquels la sénescence était induite via l’activation d’une protéine 

C-RAF tronquée (Jeanblanc et al., 2012). Pour ma thèse nous avons changé de lignée 

cellulaire ainsi que d’inducteurs de sénescence pour travailler sur des fibroblastes humain 

BJ, issus de peau de prépuce, dans lequel on souhaite induire la sénescence avec un 

oncogène dont l’expression a un intérêt pour l’étude de la sénescence in vivo. L’oncogène 

avec lequel nous avons travaillé est B-RAF, avec la mutation V600E  dont le rôle dans 

l’induction de senescence a été montré aussi bien in vitro que in vivo (Michaloglou et al., 

2005). Nous avons transduit des cellules BJ, immortalisées par l’expression de la 

télomérase holoenzyme humaine hTert, à l’aide d’un lentivirus contenant le vecteur 

pTripZ HA-B-RAFV600E (voir matériels et méthodes). La population de cellules a ensuite été 

sélectionnée à l’aide de puromycine. Nous avons choisi les fibroblastes BJ parce que ces 

cellules prolifèrent bien en oxygène ambiant (≈20%), alors que les fibroblastes WI-38 sont 

plus sensibles au stress oxydant et poussent mieux en 5% d’oxygène. La plupart des 

laboratoires ne sont pas équipés en incubateur réglable en oxygène. Le choix des cellules 

visait à faciliter la culture des cellules et leur distribution à d’autres laboratoires. Nous 

avons utilisé des cellules BJ immortalisées par l’expression ectopique d’hTert afin d’éviter 

de l’hétérogénéité cellulaire due aux pertes variables de séquences télomériques. De cette 

manière, nous étudions la sénescence uniquement due à l’expression de B-RAFV600E, en 

nous affranchissant de la sénescence induite par l’érosion des télomères. Nous sommes 

conscients que l’expression de hTert peut potentiellement modifier certains aspects de la 

réponse cellulaire à l’expression de la kinase RAF activée. Cependant, dans l’article publié 
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dans Oncogene en 2012, le laboratoire a montré qu’il n’y avait pas de différence évidente 

dans la sénescence induite par la kinase C-RAF activée dans des fibroblastes non-

immortalisés versus des fibroblastes immortalisés. L’utilisation des fibroblastes 

immortalisés nous semble la meilleure manière d’obtenir des conditions reproductibles 

d’induction de la sénescence par B-RAFV600E. 

 

Figure 16 : Expression de B-RAFV600E après ajout de doxycycline à différentes concentrations et après différents temps 

A) RT qPCR présentant le niveau d’expression du transcrit 3HA-B-RAFV600E à différentes concentrations de doxycycline 
pendant 24 heures. Normalisation par GAPDH. B) RT qPCR présentant le niveau d’expression du transcrit 3HA-B-RAFV600E au 
cours du temps, à 1000ng/mL de doxycycline. Normalisation par GAPDH. C) Western blot présentant les quantités de B-RAF 
endogènes et de B-RAF mutés (= 3HA-B-RAFV600E) après 48h en présence de différentes concentrations de doxycycline. 
Normalisation sur la quantité totale de protéine chargée. 

L’expression de la protéine B-RAFV600E étant sous le contrôle d’un promoteur TET-on, 

nous avons dans un premier temps contrôlé le niveau d’expression de B-RAFV600E en 

fonction de la concentration de doxycycline. On peut voir que la concentration de 

doxycycline est liée au niveau d’expression de l’oncogène aussi bien au niveau de la 

transcription (Figure 16A) que de la traduction (Figure 16C). Le niveau d’expression de 

l’oncogène est équivalent à l’expression de B-RAF endogène à une concentration 

d’environ 6ng/mL, permettant ainsi de mimer l’apparition d’une mutation de novo. On 

remarque qu’à une forte concentration de doxycycline (1000ng/ml), le niveau 

d’expression atteint un plateau après 8h (Figure 16B).  

Nous avons ainsi créé une lignée cellulaire dans laquelle nous pouvons contrôler 

finement le niveau d’expression de l’oncogène B-RAFV600E et dont la régulation de 
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l’expression après traitement par doxycycline intervient en 8h. Nous nous sommes ensuite 

intéressés aux effets du niveau d’expression de B-RAFV600E sur la prolifération des cellules. 

Pour cela, nous avons analysé la capacité de prolifération des cellules à différents niveaux 

d’expression de B-RAFV600E. 

Nous avons réalisé une expérience dans laquelle nous avons planté des cellules, le 

lendemain nous avons ajouté différentes doses de doxycycline, nous avons attendu 4 

jours, puis nous avons compté le nombre de cellules après coloration de l’ADN à l’aide 

d’un intercalant de l’ADN, Hoechst 33342 ou DAPI. L’étoposide induit un arrêt très rapide 

de la prolifération via la capture du complexe de clivage de la topoisomérase II sur l’ADN 

génomique et l’apparition de cassures double-brin (Pommier, Leo, Zhang, & Marchand, 

2010). Il nous permet d’obtenir l’information du nombre de cellules au moment de l’ajout 

des différentes drogues. 

 

Figure 17 : Prolifération des cellules après différents niveaux d’expression de B-RAFV600E 

Nombre de cellules après 4 jours en présence de différentes concentrations de doxycycline, étoposide ou solvant. 4000 
cellules plantées, le lendemain traitement avec les différentes drogues. En gris, les cellules traitées avec le solvant donnant 
l’information du nombre de cellules en prolifération libre. En orange, les cellules en présence d’étoposide, induisant un 
arrêt du cycle rapide, permettant de connaître le nombre de cellules au moment du plantage. En bleu les différentes 
concentrations de doxycycline. Nombre de noyau par puits compté à l’aide d’un microscope de criblage haut débit. 6 puits 
par conditions. 

On observe qu’à des doses supérieures à 200ng/ml de doxycycline, les cellules n’ont 

pas la capacité d’effectuer un doublement en 4 jours (Figure 17). Cependant, cette 

expérience ne nous fournit pas la raison de cette prolifération limitée. En effet, les cellules 

peuvent ne plus avoir la capacité de proliférer ou juste avoir une prolifération ralentie.  

Nous avons ensuite déterminé la vitesse d’arrêt du cycle cellulaire. À cet effet, nous 

avons utilisé un analogue de nucléotide, l’Ethynyl deoxy-Uridine (EdU) afin de mesurer la 
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synthèse d’ADN dans nos cellules. L’EdU incorporé dans l’ADN lors de la réplication de 

l’ADN peut être détecté par « click-chemistry » avec des marqueurs fluorescents 

(Chehrehasa, Meedeniya, Dwyer, Abrahamsen, & Mackay-Sim, 2009). Nous avons exprimé 

différents niveaux de B-RAFV600E dans les cellules, et nous avons ensuite ajouté de l’EdU. 

L’EdU a été rajouté à différents moments après l’ajout de doxycycline (respectivement 0 

jour, 1 jour, 2 jours, 3 jours et 4 jours après) pour une période de 2 jours. Cette durée nous 

permet ainsi d’être capable de mesurer un cycle cellulaire complet, le temps de 

doublement étant d’environ 36h.  

 

Figure 18 : Cinétique d’arrêt de prolifération après expression de B-RAFV600E 

Mesure du pourcentage de cellules incorporant de l’EdU par période de 48h, à différents temps après ajouts de différentes 
concentrations de doxycycline. Comptage des noyaux totaux et des noyaux marqués à l’aide d’un microscope de criblage 
haut débit. 3 puits par conditions. 

Nous avons ainsi pu observer qu’à une dose de doxycycline de 1000ng/ml, une 

inhibition de la synthèse d’ADN était visible après 1 jour et la synthèse d’ADN suspendue 

2 jours après l’ajout de doxycycline (Figure 18). Contrairement à ce qui a été observé avec 

RASVal12 (Di Micco et al., 2006; A. W. Lin et al., 1998), on n’observe pas de burst prolifératif 

avant la sortie des cellules du cycle cellulaire. Pour une dose plus faible de 100ng/ml, 

l’arrêt complet des cellules nécessite plus de temps, soit 3 jours. Lorsque l’on diminue 

encore plus le niveau d’expression de B-RAFV600E, à 50ng/ml, on observe alors que les 

cellules continuent de proliférer 5 jours après l’initiation de l’expression de doxycycline.  
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Ce résultat nous permet donc d’affirmer qu’aux hauts niveaux d’expression de B-

RAFV600E les cellules arrêtent leur prolifération extrêmement rapidement, la plupart étant 

incapable de répliquer leur ADN dès 24 heures après le début de l’expression de 

l’oncogène. Nous ne pouvons toutefois pas affirmer qu’à des doses faibles de doxycycline, 

les cellules finissent par ne plus être capable de synthétiser de l’ADN. 

 

Nous avons donc réalisé une autre expérience, de clonogénicité, sur une durée plus 

longue afin de nous permettre de déterminer si les cellules sont toujours capables de 

proliférer. À cette fin, nous avons planté des cellules très diluées afin que chaque cellule 

pousse de manière isolée et aboutisse à la formation d’un clone. Nous avons traité les 

cellules avec différentes concentrations de doxycycline, nous les avons laissé proliférer 

pendant 10 jours, puis nous les avons colorées à l’aide d’un colorant des protéines et de 

l’ADN, le cristal violet. 

 

Figure 19 : Clonogénicité à différents niveaux d'expression de B-RAFV600E 

6000 cellules plantées dans une boite 10cm, prolifération pendant 10 jours en présence de doxycycline ou de solvant.  
La condition Dox 0 ng/mL correspond à la capacité de prolifération libre.  
Coloration à l’aide de cristal violet. 

Sur une durée de 10 jours, on observe que les cellules non induites sont capables de 

proliférer jusqu’à former des colonies visibles (Figure 19). Lorsque l’on traite les cellules à 

1000ng/ml, qui induit un arrêt total des cellules en 2 jours, on ne voit pas la formation de 

clone. Lorsque que l’on induit faiblement l’expression de B-RAFV600E, à 30ng/ml, on 

n’observe pas la formation de clone. Cela nous permet donc d’affirmer que même à des 

faibles doses d’expression de B-RAFV600E, on induit un arrêt de la prolifération in vitro. 

Par la suite, nous avons décidé d’utiliser principalement la plus haute expression de 

l’oncogène afin de bénéficier de l’induction quasi synchrone de la sénescence dans nos 

cellules. 

Dox 0	
ng/mL

Dox 30	
ng/mL

Dox 1000	
ng/mL
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Figure 20 : Caractérisation de la sénescence après expression de B-RAFV600E 

A) Microscopie présentant une augmentation de l’activité SA-ß-Galactosidase après 20 jours d’expression de l’oncogène 
muté. B) Score de texture du noyau (Saddle score) obtenu à l’aide d’un microscope de criblage haut débit Operetta 
présentant l’augmentation de la « rugosité » du noyau après expression de l’oncogène muté. C) Modification 
morphologique des cellules, présentée ici en immunohistochimie. D, E, F, G et H) RT qPCR en cinétique présentant le niveau 
d’expression du transcrit de différents CKI, respectivement CDKN2B, CDKN2A, CDKN2C, CDKN2D et CDKN1A après différents 
temps d’expression de l’oncogène muté à doxycycline 1000ng/ml. Temps indiqué en heure. Normalisation par GAPDH. Les 
données des expériences D, F et G correspondent aux mêmes extraits cellulaires. Les données des expériences E et H 
correspondent aux mêmes extraits cellulaires. 

Après avoir montré un arrêt du cycle cellulaire, nous nous sommes intéressés aux 

autres marqueurs de sénescence. Dans notre modèle cellulaire, nous avons pu mettre en 

évidence une augmentation de l’activité SA-ß-Galactosidase (Figure 20A), l’apparition de 

SAHF (Figure 20B) et on note l’apparition d’une modification de la morphologie des 

cellules, avec un étirement des cellules en fuseau (Figure 20C). Cette transformation 

morphologique distingue la sénescence induite par les kinases RAF de la sénescence 

induite par RAS (Serrano et al., 1997). 
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L’expression de CDKN2A p16 a été décrite comme étant un marqueur de sénescence 

(Beauséjour et al., 2003; Erickson et al., 1998; Rayess, Wang, & Srivatsan, 2012; Serrano et 

al., 1997) et démontré par le laboratoire comme étant induit et nécessaire pour la 

sénescence induite par Raf1 (C-RAF) dans des fibroblastes humains WI-38hTERT 

(Jeanblanc et al., 2012). Dans la même étude, nous avons pu mettre en évidence le rôle de 

CDKN1A dans l’induction de sénescence mais aussi une dérépression d’autres CKI (CDKN2B 

par exemple).  

Ici, après expression forte de l’oncogène B-RAFV600E, on observe une dérégulation des 

CKI (Figure 20D, E, F, G et H). Nous observons ainsi une dérépression rapide de CDKN2B 

p15, visible et importante en RTqPCR dès 6 heures après addition de la doxycycline. La 

dérépression de CDKN1A et CDKN2A est de moindre ampleur et significative après 48 

heures. On remarque aussi une répression rapide de CDKN2C et CDKN2D. 

 

Figure 21 : Effet de la déplétion de CDKN1A, CDKN2A et CDKN2B lors de l'induction de sénescence. 

A) Western Blot présentant les effets de déplétions des différents siRNA sur les CKI choisis. Récolte 72h après transfection 
siRNA et après 48h d’expression de 3HA-B-RAFV600E à doxycycline 1000ng/ml. B) Nombre de cellules en présence de 
différents siRNA. 4000 cellules plantées, le lendemain transfection des siRNA à 100pM final, 24h après, traitement à 
doxycycline 1000ng/ml ou solvant (respectivement Dox et Prolif). Si0 : siRNA control. P15 : siRNA dirigé contre CDKN2B. 
P16A : siRNA dirigé contre CDKN2A. P21 : siRNA dirigé contre CDKN1A. 2 puits par conditions. Comptage des noyaux à l’aide 
d’un microscope de criblage haut débit 4 jours après l’ajouts des drogues. 

Nous avons donc voulu étudier l’effet des déplétions de ces gènes sur l’entrée en 

sénescence. Pour cela, nous avons transfecté les cellules avec des siRNA puis 24h après 

nous avons induit l’expression de l’oncogène. Nous avons validé l’effet de déplétion induit 

par chaque siRNA spécifique après 48 heures d’expression de B-RAFV600E (Figure 21A). La 

déplétion de ces CKIs n’a pas d’effet sur la prolifération sans induction de l’oncogène. Nous 

avons ensuite observé l’effet sur la prolifération après expression de l’oncogène : après 4 

jours, nous avons compté les cellules (Figure 21B). La déplétion de p21 permet aux cellules 
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de proliférer malgré l’expression de B-RAFV600E, à un niveau de prolifération proche de 

celui des cellules n’exprimant pas l’oncogène. La déplétion de p16 ne permet pas d’effet 

sur la prolifération après expression de B-RAFV600E. La déplétion de p15 donne un résultat 

intermédiaire, avec un niveau de prolifération inférieur à celui des cellules n’exprimant 

pas B-RAFV600E.  

Avec l’ensemble de ces résultats, nous avons pu donc démontrer que nous avons un 

modèle cellulaire dans lequel nous pouvons réguler finement le niveau d’expression d’un 

oncogène d’intérêt pour l’Homme, et que la vitesse d’arrêt de prolifération des cellules 

est directement corrélée avec le niveau d’expression de l’oncogène. Nous avons observé 

l’augmentation de l’activité SA-ß-Galactosidase, des SAHF, d’une modification 

morphologique des cellules, ainsi que la dérégulation de CKI. Nous avons aussi pu mettre 

en évidence le rôle des CKI, plus particulièrement p15 et p21, dans l’induction de 

sénescence dans notre modèle de fibroblastes humains BJhTERT. 

2. Effet des glucocorticoïdes sur la sénescence 

Lors d’un stage de fin d’étude au laboratoire, une étudiante avait effectué un crible 

phénotypique d’une chimiothèque avec pour objectif d’identifier des molécules capables 

de moduler la sénescence, en éliminant spécifiquement des cellules sénescentes, ou de 

permettre la prolifération des cellules sénescences. La chimiothèque utilisée était la 

Prestwick Chemical Library, composée d’environ 1200 composés dont l’usage a été validé 

pour la médecine humaine.  

Lors de ce crible, l’ensemble des molécules appartenant à la classe des glucocorticoïdes 

avait permis une augmentation de la prolifération malgré l’expression d’un oncogène, 

Raf1 (C-RAF). Les effets des glucocorticoïdes avaient déjà été décrit comme permettant 

une augmentation du nombre de doublements possibles de fibroblastes humains en 

retardant la sénescence réplicative (Grove & Cristofalo, 1977; S. Li et al., 1998; Mawal-

Dewan et al., 2003; Rosner & Cristofalo, 1979). D’autres expériences avaient aussi 

démontré la capacité des glucocorticoïdes à moduler de manière spécifique certains 

composants de la sénescence, comme le SASP (Senescence-Associated Secretory 

Phenotype) (Laberge et al., 2012). L’ensemble de ces raisons nous a donc poussé à étudier 

les effets des glucocorticoïdes sur l’induction de sénescence par B-RAFV600E.  
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Figure 22 : Effet des glucocorticoïdes sur l’induction de sénescence et translocation du récepteur des 
glucocorticoïdes. 

A) Nombre de cellules après 4 jours en présence de différentes concentrations de clobetasol en présence de doxycycline à 
1000ng/ml. 4000 cellules plantées, le lendemain traitement avec les différentes drogues. En gris, les cellules traitées par 
doxycycline 1000ng/ml et DMSO, le solvant du clobetasol, donnant l’information du nombre de cellules en absence de 
glucocorticoïdes. En orange, les cellules en présence de d’éthanol et de DMSO, les solvant de la doxycycline et du 
clobetasol, permettant de connaitre le nombre de cellules en prolifération libre. En bleu, le nombre de cellules en fonction 
de la concentration de clobetasol, en présence de doxycycline. Nombre de noyau par puits compté à l’aide d’un microscope 
de criblage haut débit. 4 puits par conditions. B) Immunofluorescence montrant la translocation du récepteur de 
glucocorticoïdes (GR) après ajout du clobetasol à 2nM pendant 2 heures et l’absence d’effet lors de l’ajout du solvant 
(DMSO). L’expérience a été réalisé dans des cellules en présence d’éthanol ou de doxycycline 1000ng/ml (Prolifération et 
doxycycline 24h). 

Le crible ayant été effectué sur une autre lignée cellulaire de fibroblastes humains 

(WI38hTERT) et la sénescence induite par un autre oncogène (Raf1-ER), nous avons au 

préalable voulu confirmer les effets observés dans notre lignée cellulaire. Pour cela, nous 

avons induit la sénescence à l’aide d’une forte expression de B-RAFV600E, 1000ng/mL. Nous 

avons décidé d’utiliser un niveau d’expression élevé de l’oncogène afin d’induire un arrêt 

prolifératif rapide et attendre ensuite 5 jours, permettant ainsi d’avoir une différence 

importante entre le nombre de cellules induites en sénescence et les cellules en 

prolifération. Cet écart important pourra alors nous permettre de détecter de faibles 

effets sur la prolifération. 

Pour étudier les effets des glucocorticoïdes, nous avons choisi de travailler avec le 

propionate de clobetasol (appelé clobetasol par la suite) pour plusieurs raisons. Tout 

d’abord, lors du crible précédent, ce glucocorticoïde était celui qui permettait la plus 

grande capacité de prolifération. De plus, il est fréquemment utilisé en médecine humaine 

en application topique, ce qui rendait son utilisation pertinente pour observer des effets 

in vivo sur la formation de névi et mélanomes induits par B-RAFV600E. Nous avons donc 
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traité les cellules avec différentes doses de clobetasol et au même moment, induit 

l’expression de l’oncogène par l’ajout de doxycycline. Nous avons attendu 5 jours après 

l’ajout des différentes drogues, puis nous avons compté les cellules.  

 

Figure 23 : Cinétique d’arrêt de prolifération après traitement par le clobetasol. 

Mesure du pourcentage de cellules incorporant de l’EdU par période de 48h. À 0h ajout de doxycycline 1000ng/ml dans 
tous les puits. En bleu ajout du solvant DMSO et en rouge de clobetasol à 2nM (DMSO et Clobe 2nM). 3 puits par 
conditions. 

Nous notons alors que les cellules induites en sénescence et traitées par des doses 

supérieures à 125pM de clobetasol sont capable de proliférer à des niveaux proches des 

cellules non induites en sénescence (Figure 22A). On observe aussi qu’à de faibles 

concentration (4pM) des effets sur la prolifération sont notables. Ces concentrations sont 

extrêmement faibles, pour rappel la concentration circulante de cortisol varie entre 80nM 

la nuit à 700nM au réveil. En tenant compte du fait qu’il est ici fait mention de la 

concentration circulante et non pas de la concentration intracellulaire, cela nous interpelle 

sur l’action que pourrait avoir une augmentation même faible des niveaux de cortisol 

circulant. De plus, le cortisol est un glucocorticoïde ayant une affinité moindre que le 

clobetasol pour le récepteur des glucocorticoïdes. Nous avons décidé d’effectuer toutes 

nos expériences à une concentration de 2nM. Cette concentration faible permet de n’avoir 

que de très faibles effets sur la prolifération libre des cellules (Figure 24A). En effet, il était 

important pour nous que les concentrations de clobetasol utilisées n’influent pas sur la 

capacité de prolifération libre des cellules, les glucocorticoïdes pouvant parfois inhiber la 
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prolifération cellulaire (Alexandre, Céline, Patrice, Carole, & Philippe, 2014; Ayroldi et al., 

2007; Engelbrecht et al., 2003; Poulsen et al., 2014; Ramalingam et al., 1997; Smith & 

Cidlowski, 2010). 

Nous avons ensuite étudié la synthèse d’ADN dans des cellules après induction de 

sénescence et traitement par le clobetasol. Dans cette expérience, nous observons que les 

cellules exprimant B-RAFV600E sont capables de synthétiser l’ADN pendant plus longtemps 

en présence de clobetasol (Figure 23). Je traiterai plus loin la question de l’échappement 

total ou partiel à la sénescence induite par B-RAFV600E lors d’un traitement par les 

glucocorticoïdes. 

 

Figure 24 : Contrôle du rôle du récepteur des glucocorticoïdes. 

A) Nombre de cellules après 4 jours en présence de RU486. 4000 cellules plantées, le lendemain traitement avec les 
différentes drogues. En bleu, les cellules traitées par le solvant, DMSO, et en rouge par RU486 à 1µM (respectivement -
RU486 et +RU486). -dox : solvant éthanol. +dox : doxycycline 1000ng/ml. -clob : solvant DMSO. +clob : Clobetasol 2nM. 
Nombre de noyau par puits compté à l’aide d’un microscope de criblage haut débit. 4 puits par conditions. B) Nombre de 
cellules en présence de siRNA. 4000 cellules plantées, le lendemain transfection des siRNA à 100pM final, 24h après, 
traitement à doxycycline 1000ng/ml ou solvant avec DMSO (respectivement Dox et Prolif) ou avec doxycycline 1000ng/ml 
et clobetasol 2nM (Dox+Clob). Si0 : siRNA control. NR3C1 : siRNA dirigé contre le récepteur de glucocorticoïdes NR3C1. 2 
puits par conditions. Comptage des noyaux à l’aide d’un microscope de criblage haut débit 4 jours après l’ajout des drogues. 

Afin de nous assurer de la spécificité des effets observées, nous avons vérifié que les 

effets que nous contemplions étaient bien dépendants du récepteur des glucocorticoïdes 

(gène NR3C1), et n’étaient pas dus à un autre un mécanisme d’action (par exemple via le 

récepteur des minéralocorticoïdes). Dans un premier temps, on observe la translocation 

du récepteur des glucocorticoïdes (GR pour la suite) dans le noyau après l’ajout de 
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glucocorticoïde (Figure 22B). Par la suite, nous inhibons le récepteur des glucocorticoïdes 

par deux techniques différentes.  

Dans un second temps, nous inhibons la fixation du clobetasol sur le GR à l’aide du 

RU486 (ou mifépristone), un antagoniste chimique du récepteur des glucocorticoïdes et 

du récepteur à la progestérones (Figure 24A).  

Dans cette expérience, on observe que l’inhibition du récepteur des glucocorticoïdes 

n’influe pas sur la prolifération libre, ni sur l’induction de sénescence. Comme 

précédemment décrit dans la littérature, la présence de clobetasol inhibe légèrement les 

capacités de prolifération des cellules, qui voient leurs capacités normales de prolifération 

restaurées après traitement par le RU486. Lorsque l’expression de l’oncogène et le 

traitement clobetasol sont concomitants, on observe ici aussi que les cellules sont 

capables de proliférer plus que les cellules non traitées par les glucocorticoïdes. Si l’on 

ajoute l’antagoniste du récepteur des glucocorticoïdes, on constate alors une capacité de 

prolifération identiques aux cellules non traitées par le clobetasol, ce qui indique que nos 

résultats sur la prolifération dépendent de la fixation du clobetasol sur le récepteur des 

glucocorticoïdes. 

Nous avons ensuite effectué une déplétion de NR3C1 par l’utilisation d’un siRNA. Dans 

cette expérience, on peut observer une perte totale des effets du clobetasol sur 

l’échappement de sénescence (Figure 24B). En effet, lorsque l’on déplète NR3C1, on 

n’observe aucune différence entre les cellules sénescentes traitées par le clobetasol et les 

cellules sénescentes non traitées par le clobetasol. L’ensemble de ces résultats nous 

permet donc de conclure que les effets observés du clobetasol sur la prolifération 

dépendent du récepteur des glucocorticoïdes. 

3. Modulation de la voie MAPK 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, les glucocorticoïdes sont capables de 

moduler l’activation de la voie MAPK via l’expression de DUSP1 (aussi appelé MKP-1) 

(Engelbrecht et al., 2003; Gupta, Awasthi, & Wagner, 2007; O Kassel et al., 2001; Shah, 

King, Chandrasekhar, & Newton, 2014) ou de GiLZ (aussi appelé TSC22D3) (Ayroldi et al., 

2002, 2007; Ayroldi & Riccardi, 2009; Cheng et al., 2013) en diminuant la phosphorylation 

des protéines Erk1 et Erk2 (désigné par la suite par Erk). Des analyses transcriptomiques 
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nous ont aussi permis d’identifier DUSP1, DUSP5 et GILZ dont l’expression était régulée 

par le clobetasol (Figure 25A). 

Nous avons alors voulu vérifier si les effets sur la prolifération des glucocorticoïdes 

n’étaient pas dus à une modulation de la voie MAPK. En effet, une diminution de 

l’activation de la voie MAPK après expression de B-RAFV600E pourrait aboutir à une 

diminution de l’activité et causer un retard d’entrée en sénescence. Pour cela nous avons 

regardé par Western Blot la phosphorylation de Erk après expression de B-RAFV600E, en 

présence ou non de clobetasol. Nous pouvons dans un premier temps noter que la 

phosphorylation de Erk semble maximale après 6 heures d’expression de l’oncogène. On 

note également que la présence de glucocorticoïde ne modifie pas le niveau de 

phosphorylation de Erk (Figure 25B).   

 

Figure 25 : Quantité relative de DUSP1 DUSP5 et GILZ après traitement par les glucocorticoïdes et effet des 
glucocorticoïdes sur la phosphorylation de Erk. 

A) Analyse transcriptomique bead-array sur des cellules en prolifération, traité par le solvant ou les glucocorticoïdes 
pendant 2 heures (DMSO 2h et Clobetasol 2h). Log fold change d’expression, n=3. B) Western blot présentant les niveaux 
de phosphorylation de Erk. Cellules en prolifération en présence d’éthanol et DSMO (Prolif) ou traités pendant 6h, 24h ou 
48h en présence de doxycycline 1000ng/ml et DMSO ou doxycycline 1000ng/ml et clobetasol 2nM (respectivement Dox et 
DoxClob). Normalisation sur la quantité totale de protéine chargée et GAPDH 

Ces résultats tendent à montrer une absence d’effet sur la phosphorylation de Erk, 

mais DUSP1 et DUSP5 sont aussi capables de moduler la voie SAPK/JNK et p38MAPK. De 

plus les effets de GILZ sont multiples et peuvent moduler la voie AKT/PKB, ainsi que 

moduler la phosphorylation de Rb. Pour ces raisons, nous avons ensuite réalisé un knock-

down de ces gènes, afin de quantifier leur rôle dans le retard d’entrée en sénescence des 

cellules. 

Nous avons commencé par valider la déplétion de ces gènes par RTqPCR, après 

induction par les glucocorticoïdes et utilisation d’un siControl ou d’un siTarget dirigé 

contre le gène d’intérêt (Figure 26A), on observe bien une déplétion du transcrit des gènes 

ciblés. Nous avons ensuite réalisé une expérience de déplétion de ces gènes sur le même 

modèle que celui réalisé à la Figure 21. Nous avons néanmoins rajouté une condition dans 
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laquelle nous induisons l’expression de B-RAFV600E et dans le même temps nous traitons 

les cellules avec du clobetasol. L’objectif est ici d'éclairer sur le rôle de chaque protéine 

dans le retard d’entrée en sénescence des cellules après traitement par les 

glucocorticoïdes (Figure 26B). La déplétion de DUSP1 et DUSP5 limite la prolifération libre 

des cellules, ainsi que la prolifération en sénescence ou en sénescence traité par les 

glucocorticoïdes (Figure 26), il est donc impossible de conclure sur leur rôle dans la 

modulation de la sénescence par les glucocorticoïdes. La déplétion de TSC22D3 n’induit 

pas de différence avec le contrôle, dans aucune des conditions étudiées (prolifération, 

doxycycline, doxycycline+clobetasol) et nous pensons que cela indique que ce facteur 

n’est pas un médiateur de l’action des glucocorticoïdes sur la sénescence. 

 

Figure 26 : Validation et caractérisation des effets de la déplétion de DUSP1, DUSP5 et GILZ sur l'induction de 
sénescence. 

A) RT qPCR présentant le niveau d’expression des transcrit DUSP1, DUSP5 et TCS22D3 (GiLZ) en présence de solvant ou de 
clobetasol 2nM pendant 8h (-Clob et +Clob). Les cellules ont été transfectés 24 heures avant l’ajout des drogues avec un 
siRNA control (Si Control) ou un siRNA dirigé contre le transcrit d’intérêt (Si Target) à une concentration finale de 100pM. 
Normalisation par GAPDH, Si Control = 1. B) Nombre de cellules en présence de différents siRNA. 4000 cellules plantées, le 
lendemain transfection des siRNA à 100pM final, 24h après, traitement à doxycycline 1000ng/ml ou solvant avec DMSO 
(respectivement Dox et Prolif) ou avec doxycycline 1000ng/ml et clobetasol 2nM (Dox+Clob). Si0 : si control. DUSP1 : siRNA 
dirigé contre DUSP1. DUSP5 : siRNA dirigé contre DUSP5. GiLZ : siRNA dirigé contre TSC22D3. 2 puits par conditions. 
Comptage des noyaux à l’aide d’un microscope de criblage haut débit 4 jours après l’ajouts des drogues. 

Pour finir, nous avons étudié l’expression de 4 gènes cibles de la voie MAPK, dans des 

cellules exprimant ou non B-RAFV600E et traitées ou non par le clobetasol, de façon à mettre 

en évidence des effets globaux du traitement par les glucocorticoïdes sur ces cibles. En 

effet, il était envisageable que l’activation globale de la voie MAPK soit modifiée par le 

clobetasol, malgré l’absence de répression importante de la phosphorylation de ERK1/2 

analysée par western-blot. Pour cela nous avons observé l’effet d’un traitement court de 

clobetasol pendant 8h sur des cellules traitées ou non à l’aide de doxycycline 1000ng/ml 

pendant 8h sur l’expression des gènes DUSP1, c-Fos, JUN et MSK1. Comme attendu, on 
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observe bien une augmentation de l’expression de tous ces gènes après expression de B-

RAFV600E et activation de la voie MAPK (Figure 27). 

On observe qu’un traitement clobetasol induit l’expression du gène DUSP1, aussi bien 

en prolifération qu’après expression de B-RAFV600E. On n’observe pas d’effet de régulation 

de c-Fos et JUN par le clobetasol, que l’on exprime l’oncogène ou non. Concernant MSK1, 

dont l’augmentation de l’expression en sénescence a déjà été montré dans cette lignée 

par un collaborateur (Culerrier, Carraz, Mann, & Djabali, 2016), on n’observe pas d’effet 

d’un traitement clobetasol en prolifération, alors qu’après expression de B-RAFV600E, on 

observe une légère diminution de MSK1 après traitement par le clobetasol. Ces résultats 

montrent que le clobetasol régule différemment des cibles de la voie des MAPK, ce qui 

nous permet de conclure que ses effets sur la sénescence ne sont pas dus à une diminution 

globale de la voie des MAPK. 

 

Figure 27 : Effet des glucocorticoïdes sur des gènes cibles de la voie des MAPK. 

RT qPCR présentant le niveau d’expression des transcrit DUSP1, c-Fos, Jun et MSK1 en prolifération ou après 8h de 
traitement doxycycline 1000ng/ml (Prolifération et Doxycycline 8h). Dans le même temps les cellules sont aussi traitées à 
l’aide de DMSO ou de clobetasol 2nM pendant 8h (DMSO 8h et Clobetasol 8h). Normalisation par GAPDH, Condition 
« Prolifération DMSO8h » = 1. 

Le retard d’entrée en sénescence par les glucocorticoïdes ne semble pas donc pas 

passer par une inhibition de la voie des MAPK par le clobetasol.  
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4. Rôle de la voie NF-κB 

En médecine humaine, une des utilisations principales des glucocorticoïdes est de 

lutter contre l’inflammation (Beck et al., 2009), et un des mécanismes de cette régulation 

passe par la répression de l’activité NF-κB (Croxtall, van Hal, Choudhury, Gilroy, & Flower, 

2002; Gustafsson, 2015; Hayashi, Wada, Ito, & Adcock, 2004; Hofmann, Hehner, Bacher, 

Dröge, & Schmitz, 1998; Wikström, 2003). De plus, comme nous l’avons vu 

précédemment, une des fonctions des glucocorticoïdes sur la sénescence est la 

modulation de certains composant du SASP, en partie via la modulation de la voie NF-κB 

(Laberge et al., 2012). Parmi les activités des composés du SASP on peut citer l’induction 

de la sénescence de façon paracrine, ou au moins de renforcer les effets de la sénescence 

(Coppe et al., 2008; Kuilman et al., 2008; Oubaha et al., 2016). 

 

Figure 28 : Volcano plot présentant les gènes cibles de la voie NF-κB 

A) Gènes cibles de la voie NF-κB (bleu) différentiellement exprimés après 24 heures de présence de doxycycline 1000ng/mL 
comparé aux cellules en prolifération. 178 gènes non différentiellement exprimé. B) Gènes cibles de la voie NF-κB (bleu) 
différentiellement exprimés un traitement de deux heures de clobetasol 2nM ou non sur des cellules traitées à l’aide de 
doxycycline 1000ng/mL depuis 24h. 300 gènes non différentiellement exprimé. 
La liste complète des 347 gènes est présente dans le Matériel et Méthode : Identification des gènes cibles de NF-κB. 

La première étape était de vérifier si dans notre lignée on observait l’induction de 

gènes dépendants de NF-κB et dont on pouvait observer la modulation par les 

glucocorticoïdes. Nous avons pour cela utilisé des données obtenues lors d’une expérience 

de transcriptomique décrite à la Figure 34. Dans un premier temps nous avons observé 

que l’expression de l’oncogène B-RAFV600E induisait une expression différentielle 
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(augmentation et diminution) d’un nombre restreint de gènes cibles de la voie NF-κB 

(Figure 28A). 

Par ailleurs, un traitement court avec clobetasol ne permet la modification que d’un 

très petit nombre de gènes de la voie NF-κB (Figure 28B), ce qui semble indiquer que la 

répression de la voie NF-κB par le clobetasol ne joue pas de rôle majeur dans la modulation 

de l’expression différentielle de ces gènes lors de l’induction de la sénescence. 

 

Figure 29 : Absence de translocation de RelA dans la lignée exprimant IκB mutée comparé à la lignée contrôle 

Immunofluorescence présentant l’intensité et la translocation de RelA dans le noyau dans la lignée parentale (WT) et dans 
la lignée exprimant IκB-SR (IkB-SR). Cellules traitées ou non à l’aide de Tumor Necrosis Factor alpha (TNFα). 

Pour évaluer différemment l’implication de la voie NF-κB, nous avons voulu étudier 

l’importance de la voie RelA sur l’induction de sénescence dans notre modèle. Dans un 

premier temps, nous avons utilisé une construction exprimant constitutivement une 

protéine IκB mutée, l’IκB-Super Répresseur (IκB-SR), dans la lignée de fibroblastes humains 

hBJ-V600E (Boehm et al., 2007; Brown, Gerstberger, Carlson, Franzoso, & Siebenlist, 

1995). RelA est séquestré dans le cytoplasme par IκB-SR, ce qui empêche la formation du 

complexe NF-κB dans le noyau et donc l’expression des gènes dépendants de NF-κB/RelA 

(Figure 29). IκB-SR ne régule pas la protéine RelB qui est séquestrée dans le cytosol 

uniquement par p100 (Solan, Miyoshi, Carmona, Bren, & Paya, 2002). 
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Nous avons voulu en premier lieu vérifier s’il était possible d’induire la sénescence dans 

des cellules n’exprimant pas les molécules du SASP par séquestration de RelA. Nous avons 

donc traité les cellules avec différentes doses de doxycycline pour faire varier l’expression 

de l’oncogène et induire la sénescence. Lorsque l’on compare les résultats obtenus dans 

la lignée exprimant IκB-SR (Figure 30A) par rapport à la lignée parentale (Figure 17A), on 

voit qu’il n’y a aucune différence entre les deux lignées, nous permettant d’affirmer que 

l’activité transcriptionnelle de NF-κB/RelA n’est pas nécessaire pour l’induction de la 

sénescence par B-RAFV600E  dans notre modèle.  

Nous avons donc reproduit l’expérience de la Figure 22A dans la lignée exprimant IκB-

SR (Figure 30B). On peut observer que la présence de clobetasol permet ici aussi une 

prolifération soutenue des cellules, malgré un niveau d’expression élevé de l’oncogène. 

Ces résultats nous permettent de conclure que l’expression des gènes dépendants de RelA 

n’est ni nécessaire à l’induction de sénescence dans notre modèle, ni responsable de 

l’échappement de sénescence observé lors du traitement par les glucocorticoïdes. 

 

Figure 30 : Expression de B-RAFV600E et traitement clobetasol dans une lignée séquestrant RelA dans le cytoplasme. 

A) Nombre de cellules après 4 jours en présence de différentes concentrations de doxycycline, étoposide ou solvant. 4000 
cellules plantées, le lendemain traitement avec les différentes drogues. En gris, les cellules traitées avec le solvant donnant 
l’information du nombre de cellules en prolifération libre. En orange, les cellules en présence d’étoposide, induisant un 
arrêt du cycle rapide, permettant de connaître le nombre de cellules au moment du plantage. En bleu les différentes 
concentrations de doxycycline. Nombre de noyau par puits compté à l’aide d’un microscope de criblage haut débit. 6 puits 
par conditions. B) Nombre de cellules après 4 jours en présence de différentes concentrations de clobetasol en présence de 
doxycycline à 1000ng/ml. 4000 cellules plantées, le lendemain traitement avec les différentes drogues. En gris, les cellules 
traitées doxycycline 1000ng/ml et DMSO, le solvant du clobetasol, donnant l’information du nombre de cellules en absence 
de glucocorticoïdes. En orange, les cellules en présence de d’éthanol et de DMSO, les solvant de la doxycycline et du 
clobetasol, permettant de connaitre le nombre de cellules en prolifération libre. En bleu, le nombre de cellules en fonction 
de la concentration de clobetasol, en présence de doxycycline. Nombre de noyau par puits compté à l’aide d’un microscope 
de criblage haut débit. 4 puits par conditions. 

De plus le clobetasol a des effets identiques sur la lignée qui exprime IκB-SR, ce qui 

suggère que les effets ne passent pas par une inhibition des gènes dépendants de RelA, 

mais plutôt d’une action sur la transcription d’autres gènes. 
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Néanmoins, ce mutant IκB-SR ne séquestre qu’une composante de la voie NF-κB dans 

le noyau, et on peut toujours imaginer que d’autres composants vont pouvoir exprimer 

une réponse inflammatoire. Un des effets principalement recherchés lors de l’usage des 

glucocorticoïdes en médecine humaine est la diminution de l’inflammation. Cependant les 

traitements glucocorticoïdes peuvent induire un grand nombre d’effets secondaires, 

comme, entre autres, l’hyperglycémie, l’immunodéficience, l’ostéoporose, la cataracte, le 

glaucome, la prise de poids, l’insuffisance surrénalienne… (Moghadam-Kia & Werth, 2010). 

Il existe aujourd’hui des analogues de glucocorticoïdes ayant pour fonction de ne réprimer 

que la voie NF-κB afin d’éviter les effets secondaires liés à l’usage des glucocorticoïdes 

(Beck et al., 2013; De Bosscher et al., 2005; Sundahl, Bridelance, Libert, De Bosscher, & 

Beck, 2015) et de ne garder que les propriétés anti-inflammatoires des glucocorticoïdes, 

fonction qui est majoritairement recherchée lors de leurs usages.  

 

Figure 31 : Comparaison entre le CompoundA et le clobetasol et effet du CompoundA sur l’induction de 
sénescence. 

A) Structure chimique en représentation de Cram du propionate de clobetasol (clobetasol), un stéroïde B) Structure 
chimique en représentation de Lewis du CompoundA (CpdA), un composé non stéroïdien. C) Nombre de cellules après 4 
jours en présence de différentes concentrations de CompoundA en présence de doxycycline à 1000ng/ml. 4000 cellules 
plantées, le lendemain traitement avec les différentes drogues. En gris, les cellules traitées doxycycline 1000ng/ml et 
DMSO, le solvant du CompoundA, donnant l’information du nombre de cellules en absence de CompoundA. En orange, les 
cellules en présence de d’éthanol et de DMSO, les solvant de la doxycycline et du CompoundA, permettant de connaitre le 
nombre de cellules en prolifération libre. En bleu, le nombre de cellules en fonction de la concentration de CompoundA, en 
présence de doxycycline 1000ng/ml. Nombre de noyau par puits compté à l’aide d’un microscope de criblage haut débit. 4 
puits par conditions. 

Nous avons donc décider d’utiliser le CompoundA, identifié en 2005 par De Bosscher 

et al., comme présentant des capacités de répressions de la voie NF-κB. Le Compound A 

fait partie de la classe des AINS (Anti-Inflammatoire Non Stéroïdiens) (Figure 31A et B). Les 

traitements glucocorticoïdes à long-terme induisent un grand nombre d’effets secondaires 

indésirable qui sont dus à l’activation transcriptionnelle d’un grand nombre de gènes par 
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la présence du récepteur des glucocorticoïdes (Figure 10). Le compound A a été identifié 

comme permettant l’inhibition de l’expression des gènes dépendants de NF-κB sans 

activer la transcription des autres gènes pouvant être responsable des effets secondaires 

des traitements glucocorticoïdes (De Bosscher et al., 2005). Nous avons donc reproduit 

l’expérience d’échappement de sénescence effectuée avec le clobetasol, en utilisant le 

Compound A à la place, afin de mesurer l’importance de l’inhibition de l’activité NF-κB 

dans le délai d’entrée en sénescence. Nous pouvons ici remarquer qu’à aucune des 

concentrations utilisées nous n’observons d’augmentation de la capacité de prolifération 

des cellules, et que la concentration la plus élevée a même un effet d’inhibition de la 

prolifération des cellules (Figure 31C).  

Ces résultats sont appuyés par les résultats que nous avons vu au chapitre précédent : 

GILZ est aussi connu pour se fixer à NF-κB et inhiber la transcription des gènes dépendant 

de NF-κB (Ayroldi et al., 2001; Cheng et al., 2013; Di Marco et al., 2007), et sa déplétion 

n’a pas d’effet sur la capacité du clobetasol à moduler l’induction de la sénescence (Figure 

30B). 

Nous avons donc démontré que NF-κB ne semble pas jouer de rôle majeur dans 

l’induction de la sénescence. De plus, les glucocorticoïdes modulent la sénescence de 

façon indépendante à celles de leurs effets sur la voie NF-κB. 

Ainsi, malgré les effets connus des glucocorticoïdes sur l’inflammation et les gènes du 

SASP, ainsi que les effets du SASP sur l’induction et le renforcement de la sénescence, les 

effets des glucocorticoïdes observés précédemment sur le retard d’entrée des cellules en 

sénescence ne semblent pas dépendre de la voie NF-κB.  

5. Effets du clobetasol sur les CKI 

Nous avons remarqué que les CKI p15 et p21 jouaient un rôle dans l’induction de 

sénescence et que les glucocorticoïdes permettaient de moduler l’induction de 

sénescence dans notre modèle. Nous avons voulu savoir si la modulation de sénescence 

par les glucocorticoïdes était due à une modification de l’expression de ces CKI. 

Pour cela nous avons observé l’expression des CKI en sénescence, traité ou non par les 

glucocorticoïdes. Nous avons vu dans la Figure 20D que la dérégulation de l’expression de 

CDKN2B en sénescence était rapide et importante. Ici nous observons que le traitement 
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des cellules par le clobetasol induit une diminution forte de l’expression de CDKN2B 

(Figure 32A), qui reste cependant supérieure à l’expression en prolifération. Concernant 

CDKN1A, nous avons vu Figure 20H que la dérégulation était plus lente, et nous voyons ici 

(Figure 32B) que les glucocorticoïdes induisent une diminution du niveau d’expression de 

CDKN1A, allant jusqu’à réduire l’expression à un niveau comparable à celui observé en 

prolifération. 

Cette expérience nous permet donc de montrer que le niveau d’expression des CKI est 

régulé par la présence de clobetasol. 

 

Figure 32 : Effet de l’expression de B-RAFV600E et d’un traitement clobetasol sur l’expression de CDKN2B et CDKN1A. 

A) RT qPCR présentant le niveau d’expression du transcrit CDKN2B en prolifération ou après 24h de traitement doxycycline 
1000ng/ml (Prolifération et Dox 24h). Dans le même temps les cellules sont aussi traitées à l’aide de DMSO ou de clobetasol 
2nM pendant 24h (DMSO et Clob). Normalisation par GAPDH, Condition « Prolifération DMSO » = 1. B) RT qPCR présentant 
le niveau d’expression du transcrit CDKN1A en prolifération, après 24h ou 48h de traitement doxycycline 1000ng/ml 
(Prolifération, Dox 24h et Dox 48h). Dans le même temps les cellules sont aussi traitées à l’aide de DMSO ou de clobetasol 
2nM pendant 24h (DMSO et Clob). Normalisation par GAPDH, Condition « Prolifération DMSO » = 1. 

Nous avons voulu par la suite savoir si la déplétion de CDKN1A et CDKN2B par les 

glucocorticoïdes étaient responsable de l’ensemble des effets des glucocorticoïdes sur le 

retard d’entrée en sénescence observé. Pour cela, nous avons repris nos expériences de 

déplétions de CDKN1A et CDKN2B (Figure 21), mais nous avons aussi traité les cellules avec 

les glucocorticoïdes et effectué une déplétion simultanée de CDKN1A et CDKN2B (Figure 

33). 

Dans un premier temps, on remarque qu’en prolifération, aucune des déplétions n’a 

d’effet substantiel sur le nombre de cellules, pas même la double déplétion (« Prolif », 

barre grise, cyan et verte vs barre bleu).  

Lorsque les cellules exprimant fortement B-RAFV600E sont traités par le clobetasol à 

2nM, on observe un niveau de prolifération équivalent à celui des cellules non induites 

(barres bleues, « Sen+Clobe » vs « Prolif »), rappelant les résultats observées Figure 22A 

et Figure 24B. Lorsque l’on déplète CDKN1A ou CDKN2B et que l’on traite les cellules avec 
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du clobetasol, on observe une augmentation du niveau de prolifération comparé aux 

cellules pour lesquelles les CKI n’ont pas été déplétés (« Sen+Clobe », barre grises et cyan 

vs bleu). De même, l’effet de la déplétion d’un CKI couplée à un traitement 

glucocorticoïdes est systématiquement supérieur à l’effet de la déplétion d’un CKI sans 

traitement glucocorticoïde (« Sen » vs « Sen+Clobe »). Il est intéressant de noter que le 

niveau de prolifération des cellules déplétées pour un CKI et traitées par clobetasol est 

équivalent à celui des cellules dont les deux CKI ont été déplétés mais sans addition de 

glucocorticoïde. Ce résultat peut s’expliquer simplement : nous avons relevé 

précédemment que les glucocorticoïdes réprimaient l’expression des CKI, donc un 

traitement clobetasol couplé à une simple déplétion a pour effet de diminuer l’expression 

des deux CKI.  

 

Figure 33 : Effet de la déplétion de CDKN1A et CDKNB lors de l’induction de sénescence et traitement clobetasol 

Nombre de cellules en présence de différents siRNA. 4000 cellules plantées, le lendemain transfection des siRNA à 100pM 
final, 24h après, traitement à doxycycline 1000ng/ml ou solvant avec DMSO (respectivement Dox et Prolif) ou avec 
doxycycline 1000ng/ml et clobetasol 2nM (Dox+Clob). Si0 : siRNA control (bleu). CDKN2B : siRNA dirigé contre CDKN2B 
(gris). CDKN1A : siRNA dirigé contre CDKN1A (cyan). CDKN2B+CDKN1A : siRNA dirigé contre CDKN2B et CDKN1A (vert). 2 
puits par conditions. Comptage des noyaux à l’aide d’un microscope de criblage haut débit 4 jours après l’ajouts des 
drogues. 

Cependant, lorsque les cellules subissent une double déplétion CDKN1A et CDKN2B 

après expression de B-RAFV600E on observe un effet synergique, permettant aux cellules 

une prolifération supérieure à celle observée pour une simple déplétion (« Sen », barre 

verte vs barre grise et cyan). La double déplétion, combinée au traitement clobetasol lors 

de l’induction de sénescence, nous permet aussi d’observer une « hyperprolifération » des 
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cellules (supérieure aux cellules en prolifération libre) (barre verte, « Sen+Clobe » vs 

« Prolif »). 

Ces observations confirment un rôle synergique de p15 et p21 dans l’arrêt prolifératif 

lors de l’expression de B-RAFV600E, et au-delà, montrent qu’une stimulation mitogène 

couplée à la déplétion de CKIs permet une prolifération accrue des cellules. Le fait que le 

clobetasol permette systématiquement une prolifération accrue, même dans le cas de la 

double déplétion CDKN2B/CDKN1A indique qu’il existe d’autres cibles qui freinent la 

prolifération lors de l’induction de la sénescence. 

6. Effets transcriptomiques du clobetasol et 

identification de cibles  

Afin d’identifier les gènes modulés par le clobetasol, nous sommes passés d’une 

approche ciblée sur des gènes déjà identifiés comme jouant un rôle dans notre modèle 

(CDKN2B et CDKN1A) à une approche globale. Pour cela, nous avons effectué une analyse 

transcriptomique en bead-array sur des échantillons en prolifération, induit en sénescence 

pendant 24h et traité ou non par le clobetasol. Nous avons voulu identifier des cibles 

directes, en effectuant un traitement court (2heures) par le clobetasol. 

Nous recherchions des gènes répondant au profil suivant : 

- l’expression est modulée par l’induction de sénescence 

- le traitement clobetasol restaure une expression proche de celle en 

prolifération 

- le traitement par Compound A n’a pas d’effet ou un effet différent de celui du 

clobetasol 

Nous avons donc pu identifier une liste de gènes répondant à ces critères (Figure 34). 

En parallèle à cette étude, et en collaboration avec la plateforme PARi au CEA, nous 

avons effectué un crible pilote de siRNAs sur un petit ensemble de 200 gènes exprimant 

des protéines associées à la chromatine et impliquées dans la transcription et la régulation 

épigénétique. Le but de ce crible était d’identifier des gènes nécessaires à l’induction de 

la sénescence. Nous avons pu comparer les résultats de ce crible avec les résultats de notre 

analyse transcriptomique, et nous avons eu la chance de constater que la déplétion de 
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EGR1 permet une prolifération accrue lors de l’induction de sénescence, alors que EGR1 

est induit par l’expression de B-RAFV600E, et est un gène candidat pour une régulation 

directe par le clobetasol, sans être affecté par le Compound A (Figure 35A et B).  

 

Figure 34 : Liste gènes identifiés par analyse transcriptomique en bead-array 

Liste des sondes identifiées répondant au profil recherché à savoir dont l’expression est modulée par l’induction de 
sénescence (Regulated by Dox), où le traitement clobetasol restaure une expression proche de celle en prolifération 
(Opposed by short clob treatment) et où le traitement par Compound A n’a pas d’effet ou un effet différent de celui du 
clobetasol (Not opposed by short cpdA treatment) 

Il est intéressant de noter que la déplétion de EGR1 n’a pas d’effet significatif sur la 

prolifération normale. Il est à noter que la déplétion de JUNB, qui était présent dans la 

banque de siRNAs utilisée, ne permet pas d’échappement significatif de la sénescence.  

De façon remarquable, E2F7 est aussi un gène candidat issu de notre analyse. E2F7 a 

récemment été impliqué dans la sénescence induite par les oncogènes (Aksoy et al., 2012) 

dans un modèle de fibroblastes IMR90 exprimant une protéine RAS mutée. Dans cette 

étude, E2F7 était le seul membre de la famille E2F dont le niveau était augmenté en 

sénescence, et les auteurs ont montré que la déplétion de E2F7 et pRB permettait un 

échappement complet de la sénescence dans leur modèle, et que la déplétion seule de 

E2F7 permettait cet échappement dans des fibroblastes BJ exprimant RasV12. Cela nous 

indique donc que la méthode d’analyse choisie nous permet d’identifier des gènes 

pertinents dans l’induction de sénescence par les oncogènes. 
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Figure 35 : Identification de EGR1 par double approche transcriptomique et siRNA 

A) Analyse des données obtenues en bead-array présentant l’expression relative de EGR1 après différents temps de 
présence de doxycycline 1000ng/mL, respectivement 0h, 24h, 48h, 72h et 120h, avec traitement court (2h) de DMSO (barre 
noire) ou de clobetasol 2nM (barre grise). B) Nombre de cellules en présence de différents siRNA. 4000 cellules plantées, le 
lendemain transfection des siRNA à 100pM final, 24h après, traitement à doxycycline 1000ng/ml ou solvant avec DMSO 
(respectivement Sen et Prolif). Si0 : siRNA control (gris). EGR1 : siRNA dirigé contre EGR1 (cyan).  
Comptage des noyaux à l’aide d’un microscope de criblage haut débit 4 jours après l’ajouts des drogues. 

Enfin, on remarque que ni CDKN1A, ni CDKN2B ne figurent dans cette liste. En effet, 

dans les données de Bead-Array, ni CDKN1A ni CDKN2B ne sont significativement réprimés 

par un traitement de 2hrs par le clobetasol. En RT-qPCR, nous n’avons pas non plus 

observé d‘effet significatif de traitements courts. Ces données suggèrent que ni CDKN1A 

ni CDKN2B ne sont des cibles directes du clobetasol. 

7. EGR-1 et CKI  

EGR-1 est potentiellement une cible directe des glucocorticoïdes, et sa déplétion 

permet une prolifération accrue lors de l’induction de la sénescence (Figure 35B). EGR1 

est un facteur de transcription, pourrait-il être impliqué dans l’induction de CDKN1A et 

CDKN2B ? Un lien entre EGR-1 et CDKN2B avait déjà été établi dans un autre contexte de 

lignée hépatocytaire (Hu et al., 2010) alors que le lien entre EGR-1 et CDKN1A a lui été 

démontré à de nombreuses reprises dans des modèles différents (Choi et al., 2008; Della 

Ragione et al., 2003; S.-J. Kim, Kim, Shim, & Chang, 2014; Parra, Gutiérrez, & Ferreira, 2013; 

S. Y. Shin et al., 2010). De plus des analyses in-silico et des données présentes sur ENCODE 

indiquent qu’un grand nombre de site de fixation de EGR-1 sont présent à proximité de 

sites d’initiation de la transcription de CDKN1A (Figure 36).  
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Figure 36 : Site de fixation EGR-1 connu sur le promoteur de CDKN1A 

Données Encode présentant les sites de fixations vérifiés de EGR-1 sur le promoteur de CDKN1A. 

Nous avons observé que l’expression de B-RAFV600E induit l’expression de EGR-1, qui 

est réprimée par les glucocorticoïdes. Dans le même temps, nous avons observé que le 

traitement par les glucocorticoïdes induisait une répression de CDKN1A et CDKN2B. Nous 

nous sommes donc demandé si l’expression de CDKN1A et CDKN2B était régulée par EGR-

1 dans notre modèle d’induction de sénescence (Figure 37). 

 

Figure 37 : Hypothèse de régulation de l’expression de CDKN1A et CDKN2B par EGR-1 

Schéma présentant une voie simplifiée de l’inhibition de la prolifération après expression de 3HA-B-RAFV600E via EGR1 puis 
CDKN1A (p21) et CDKN2B (p15). On présente aussi la répression de EGR1 par les glucocorticoïdes. 

Nous avons alors étudié les effets de la déplétion de EGR1 par siRNA sur l’expression 

de CDKN2B et CDKN1A (Figure 38A) en prolifération et après 24 heures et 48 heures 

d’induction forte de l’oncogène. Comme attendu, on observe bien l’induction de ces CKI 

lors de l’induction de sénescence. On observe aussi que la déplétion de EGR1 (validée en 

Western blot Figure 38B) induit une diminution de l’induction de CDKN2B et CDKN1A.  

L’augmentation forte de l’expression de CDKN2B après expression de B-RAFV600E n’est 

cependant pas inhibée lors de la déplétion de EGR1. On note que le niveau d’expression 

reste largement supérieur à celui des cellules où B-RAFV600E n’est pas exprimé. L’expression 

de CDKN1A après expression de B-RAFV600E augmente entre 24h et 48h, mais reste 

bRafV600E Cell proliferationEGR1

p21

p15

?

Glucocorticoïd
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mesurée comparée à l’augmentation de l’expression de CDKN2B. À 24h, la déplétion de 

EGR1 régule l’expression de CDKN1A au niveau observé en prolifération. À 48h, malgré la 

déplétion de EGR1, on observe une augmentation du niveau d’expression de CDKN1A. 

 

Figure 38 : Effet de la déplétion de EGR1 sur CDKN2B p15 et CDKN2A p21.  

A) RT qPCR présentant le niveau d’expression de CDKN2B et CDKN1A après différents temps d’expression de 3HA-B-
RAFV600E. ARN récolté après 0h, 24h et 48h de doxycycline 1000ng/ml. Les cellules ont été transfectés 24 heures avant 
l’ajout des drogues avec un siRNA control (SiControl) ou un siRNA dirigé contre le transcrit d’EGR1(SiEGR1) à une 
concentration finale de 100pM. Normalisation par GAPDH, Si Control = 1. B) Western blot présentant l’efficacité de la 
déplétion de EGR1 et ses effets sur la quantité de p15 et p21. Les cellules ont été transfectés 24 heures avant l’ajout des 
drogues avec un siRNA control (siNT) ou un siRNA dirigé contre le transcrit d’EGR1(siEGR1) à une concentration finale de 
100pM. Le lendemain les cellules ont été traitées à doxycycline 1000ng/ml pendant 48h puis récoltées. La détection de p15 
présente deux bandes, chaque bande a été quantifiée séparément, d’où la présence d’une barre noire et d’une barre grise. 
La normalisation a été effectuée sur la quantité de protéines chargée. 

Les effets de la déplétion de EGR1 ont ensuite été vérifiés au niveau de la traduction 

de p15 et p21. Un Western blot a été réalisé sur des extraits récoltés 72h après 

transfection du siRNA EGR1 et 48h de traitement doxycycline 1000ng/ml. Nous avons alors 
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pu observer une diminution de la quantité de p15 d’environ 30% après déplétion de EGR1 

(Figure 38C). Les effets de la déplétion de EGR1 sur la quantité de p21 sont plus faibles, on 

observe une diminution de la quantité de p21 d’environ 20% (Figure 38D). On notera que 

les effets de la déplétion de EGR1 sont plus importants au niveau de l’ARN qu’au niveau 

protéique. Nous concluons de ces expériences qu’EGR-1 participe à l’augmentation de 

l’expression de CDKN2B et CDKN1A en sénescence, mais n’est sans doute pas le seul 

facteur responsable de la transcription de ces CKI. 

La question suivante était de savoir si les effets observés sur la prolifération par les 

glucocorticoïdes dépendaient de cette régulation des CKI par EGR1 ou s’il existait d’autres 

voies impliquées. Pour cela nous avons donc effectuées des combinaisons de déplétions 

de différents transcrits : EGR1, CDKN2B et CDKN1A (Figure 39). 

Dans un premier temps on peut remarquer qu’aucune de ces déplétions, mêmes 

combinées, ne semble avoir d’effet substantiel sur les cellules en prolifération. Lorsque 

l’on induit les cellules en sénescence, on observe des effets différents selon les gènes 

ciblés, la déplétion de EGR1 ou CDKN1A ayant des effets plus prononcés que celle de 

CDKN2B seul. 

Lorsque l’on étudie les doubles déplétions, on observe que pour la déplétion 

EGR1+CDKN2B les effets sont antagonistes à ceux de la seule déplétion de EGR1. 

La double déplétion EGR1+CDKN1A présente elle un effet de prolifération légèrement 

supérieur à chaque déplétion seul, on a donc un faible effet synergique. 

La double déplétion CDKN2B+CDKN1A, comme déjà observé lors des chapitres 

précédents, permet aux cellules de proliférer comme les cellules n’ayant pas été induite 

en sénescence, comme pour la double déplétion EGR1+CDKN1A. Les effets additionnels 

dû à la triple déplétion EGR1+CDKN1A est celle qui, en sénescence, donne la plus grande 

capacité de prolifération des cellules.  

Par la suite, on étudie les effets combinés des multiples déplétions et d’un traitement 

glucocorticoïde sur l’induction de sénescence.  

Les résultats concernant la déplétion de CDKN2B, CDKN1A ou CDKN2B+CDKN1A sont 

comparables à ceux examinés à la Figure 21. 

On note que la déplétion de EGR1 couplé à un traitement clobetasol donne un niveau 

de prolifération accru, avec une augmentation du nombre de cellule supérieur à 50% après 

4 jours de prolifération par rapport aux cellules non sénescentes. De façon remarquable, 
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cette prolifération est équivalente à celle observée quand EGR1, CDKN2B et CDKN1A sont 

déplétés avec traitement clobetasol, et supérieure à la prolifération observée pour les 

combinaisons EGR1+CDKN2B et EGR1+CDKN1A. Il faut noter cependant que la densité 

cellulaire dans un puit de boite 96-puits avec plus de 45000 noyaux comptés est très forte, 

à un niveau tel que la prolifération pourrait être fortement réprimée par inhibition de 

contact. Il faut aussi noter que nous avons observé que la mesure du nombre de cellules 

était moins fiable à ces densités. Il est n’est donc pas exclu que la prolifération des cellules 

déplétées en EGR1+CDKN2B+CDKN1A en présence de clobetasol soit supérieure à la 

prolifération des cellules simplement déplétées en EGR1. 

 

Figure 39 : Déplétions combinées de EGR1, CDKN2B et CDKN1A sur l’induction de sénescence 

Nombre de cellules en présence de différents siRNA. 4000 cellules plantées, le lendemain transfection des siRNA à 100pM 
final, 24h après, traitement à doxycycline 1000ng/ml ou solvant avec DMSO (respectivement Dox et Prolif) ou avec 
doxycycline 1000ng/ml et clobetasol 2nM (Dox+Clob). SiControl : siRNA control. EGR1 : siRNA dirigé contre EGR1. CDKN2B : 
siRNA dirigé contre CDKN2B. CDKN1A : siRNA dirigé contre CDKN1A. EGR1+CDKN2B : siRNA dirigé contre EGR1 et CDKN2B. 
EGR1+CDKN1A : siRNA dirigé contre EGR1 et CDKN1A. CDKN2B+CDKN1A : siRNA dirigé contre CDKN2B et CDKN1A. 
EGR1+CDKN2B+CDKN1A : siRNA dirigé contre EGR1, CDKN2B et CDKN1A. 2 puits par conditions. Comptage des noyaux à 
l’aide d’un microscope de criblage haut débit 4 jours après l’ajouts des drogues. 

Comme nous l’avons observé précédemment, le fait que le clobetasol permette 

systématiquement une prolifération accrue, même dans le cas de la triple déplétion 

EGR1+CDKN2B+CDKN1A indique qu’il existe d’autres cibles qui freinent la prolifération 

lors de l’induction de la sénescence. 

Par ailleurs, nous avons observé des différences morphologiques entre les cellules 

sauvages et les cellules déplétées en EGR1 lors de l’induction de sénescence. On n’observe 
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pas ni l’allongement des cellules, ni l’organisation en « réseau » que nous avons vue après 

induction de sénescence par B-RAFV600E dans les fibroblastes (Figure 20C). 

8. EGR-1 et échappement de sénescence 

Pour mieux caractériser le rôle de EGR-1 dans l’induction de sénescence, nous avons 

analysé la capacité des cellules déplétées en EGR1 à répliquer leur ADN lors de l’induction 

de sénescence. Nous avons repris la même expérience que pour la Figure 18 avec ici une 

déplétion de EGR1 24h avant le début de l’expression de B-RAFV600E, et traitement ou non 

par clobetasol (Figure 40). 

Sans traitement par le clobetasol, lorsque EGR1 est déplété, on constate que 40% des 

cellules encore la capacité d’entrer en phase S 48h après l’induction de sénescence. On 

remarque toutefois que cette capacité est perdue 72h après l’induction de sénescence. 

Nous observons aussi que 25% des cellules traitées par le siRNA contrôle ont toujours la 

capacité d’entrer en phase S 72h après l’induction de sénescence si elles sont traitées par 

le clobetasol. 

 

Figure 40 : Cinétique d’arrêt de prolifération après expression de B-RAFV600E, avec et sans déplétion de EGR1 

Mesure du pourcentage de cellules incorporant de l’EdU par période de 48h. À 0h ajout de doxycycline 1000ng/ml dans 
tous les puits. Clob indique les cellules traitées par sur clobetasol 2nM et DMSO les cellules traitées par le solvant DMSO. 
Les cellules ont été transfectées avec un siRNA contrôle (Si0) ou dirigé contre EGR1 (SiEGR1) à une concentration finale de 
100pM 24 heures avant l’ajout des drogues. 3 puits par conditions. 
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Enfin, on observe un effet synergique entre la déplétion de EGR1 et le traitement par 

le clobetasol pour retarder la perte de la capacité à entrer en phase S. Ces résultats sont 

cohérents avec la capacité proliférative observée par comptage de noyaux à la Figure 39. 

La question suivante était de savoir si la perte de EGR1 permet aux cellules d’échapper 

complètement à la sénescence induite par l’expression de B-RAFV600E. Malheureusement, 

l’utilisation de siRNA pour dépléter l’ARNm de EGR1 ne permet pas de répondre à cette 

question. En effet, il est certain que les divisions successives entrainent une dilution du 

siRNA transfecté, jusqu’à rendre la déplétion inefficace après un certain nombre de 

passages. Il faut d’ailleurs noter que cela pourrait expliquer la perte progressive de 

capacité à entrer en phase S. 

Nous avons donc décidé de créer une lignée où l’expression de EGR1 est durablement 

réprimée (nous avions précédemment observé que la déplétion de EGR1 n’empêchait pas 

la prolifération cellulaire, et par ailleurs EGR1 n’est pas essentiel chez la souris). Nous 

avons dans un premier temps tenté d’obtenir une déplétion stable de EGR1 par shRNA, en 

utilisant des vecteurs commerciaux, sans résultat. Nous avons alors choisi de créer une 

lignée où l’expression de EGR1 est empêchée par édition du génome. 

9. Création de la lignée KO EGR1  

Nous avons utilisé une technique impliquant deux coupures simple-brin par un mutant 

de Cas9 (voir matériel et méthodes : CrispR cas9), pour minimiser la possibilité d’édition 

de génome off-target, et obtenir une lignée clonale knock-out EGR1 à partir de la lignée 

de fibroblastes immortalisés exprimant l’oncogène 3HA-B-RAFV600E. Cette lignée a été 

isolée, après amplification clonale, par un test phénotypique où l’absence d’expression de 

EGR1 est déterminée par immunofluorescence (Figure 41A).  

Après obtention de clones où EGR-1 ne peut pas être détecté, le séquençage permet 

de valider l’édition de génome sur les 2 allèles (Figure 41B). Nous avons ainsi créé une 

lignée cellulaire de fibroblastes humains, dans laquelle nous pouvons exprimer l’oncogène 

B-RAFV600E et où EGR1 n’est pas exprimé. Nous confirmons par ailleurs que EGR1 n’est pas 

nécessaire à la croissance normale des cellules.  
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Enfin, nous avons confirmé l’absence d’expression de EGR1 par Western-Blot (Figure 

41C), et que le clone KO EGR1 exprimait B-RAFV600E de manière similaire à la lignée 

parentale (Figure 41C). 

 

 

Figure 41 : Caractérisation de la déplétion de EGR1 via CRISPR 

A) Immunofluorescence présentant l’intensité du signal EGR1 dans les cellules sauvages (WT) et KO, dans des conditions de 
prolifération et en présence de doxycycline 1000ng/ml pendant 24 heures. B) Présentation de la séquence sauvage de EGR1 
ainsi que des indels présents sur chaque allèle dans la lignée KO et tailles des protéines obtenues. Les triangles rouges 
représentent les sites de coupures. C) Western Blot présentant la quantité totale de protéines 3HA-B-RAFV600E (ligne du 
haut) ou de EGR1 (ligne du bas) exprimée dans des cellules exprimant EGR1 (WT) ou une version tronquée de la protéine 
(KO) en prolifération et après 24 heures de traitement doxycycline à 30ng/mL ou 1000ng/ml (respectivement 0, 30 et 
1000). Normalisation sur la quantité totale de protéine chargée. 

10. Effets du KO de EGR1 sur l’induction de 

sénescence 

Nous nous sommes dans un premier temps intéressés aux effets du niveau 

d’expression de B-RAFV600E sur la prolifération des cellules. Pour cela, nous avons analysé 

la capacité de prolifération des cellules à différents niveaux d’expression de B-RAFV600E de 

manière identique à ce que nous avons effectué pour la Figure 17. À l’aide de cette 

expérience, nous souhaitons ainsi déterminer si, en absence de EGR1, nous observions un 

comportement identique à celui observé lors de la déplétion de EGR1 ou si les effets 

étaient plus importants, avec un échappement de sénescence. 
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Dans un premier temps, nous avons observé les effets de l’expression de l’oncogène à 

différents niveaux sur les capacités de prolifération des cellules, sur le modèle de 

l’expérience réalisé à la Figure 17.  

 

Figure 42 : Contrôle de l’expression de B-RAFV600E dans la lignée KO EGR1 et effet sur la prolifération  

Nombre de cellules après 4 jours en présence de différentes concentrations de doxycycline, étoposide ou solvant. 4000 
cellules plantées, le lendemain traitement avec les différentes drogues. En gris, les cellules traitées avec le solvant. En 
orange, les cellules en présence d’étoposide. En bleu les différentes concentrations de doxycycline. Nombre de noyau par 
puits compté à l’aide d’un microscope de criblage haut débit. 6 puits par conditions. 

On note alors que, pendant les 4 premiers jours suivant l’ajout de doxycycline, les 

cellules n’exprimant pas EGR1 sont capable de proliférer à un niveau voisin de celui des 

cellules non traitées, sans influence notable de la concentration de doxycycline et donc du 

niveau d’expression de B-RAFV600E (Figure 41C et Figure 42).  

Afin de déterminer si nous étions en situation d’échappement de sénescence, nous 

avons mesuré la capacité de prolifération des cellules par des courbes de prolifération. 

Dans ces expériences, les cellules qui prolifèrent sont maintenues en conditions de division 

exponentielle par des passages réguliers. Les cellules, dans les différentes conditions 

expérimentales, sont comptées tous les 2 à 3 jours, et nous représentons le nombre de 

divisions en fonction du temps. Pour les cellules qui prolifèrent, cette expérience permet 

de ne plus être limité par des problèmes de densité cellulaire. 

Nous observons dans un premier temps que les cellules parentales et les cellules KO 

EGR1 ont des vitesses de prolifération similaires. On observe aussi que les cellules KO 

EGR1, comme les cellules parentales, ne prolifèrent plus après 7 jours. Enfin, alors que le 
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nombre de cellules parentales n’augmente plus 2 jours après l’ajout de doxycycline, le 

nombre de cellules KO EGR1 augmente lui entre 2 et 4 jours (Figure 43). 

 

Figure 43 : Cinétique d’arrêt de prolifération des cellules KO EGR1 après expression de B-RAFV600E  

Courbes de prolifération des cellules exprimant ou non EGR1 (WT et KO) pendant 7 jours, en présence de solvant ou de 
doxycycline 1000ng/ml (Prolif et Dox1000). Représentation du nombre de doublement des cellules, la valeur 0 
correspondant au nombre de cellules au moment du traitement solvant ou doxycycline 1000ng/mL. Les cellules sont 
passées tous les 2 à 3 jours, puis replantées à une densité cellulaire équivalente à celle observée lors de l’ajout des drogues 
(0 jour). 

Ces données nous indiquent que la présence de EGR1 n’est pas nécessaire à l’arrêt du 

cycle cellulaire après expression forte de B-RAFV600E, mais que cet arrêt est retardé en 

absence de EGR1.  

Nous avons précédemment observé, par une mesure du nombre de cellules après 4 

jours, que l’arrêt prolifératif des cellules parentales dépend de la concentration de 

doxycycline. La Figure 42B indiquait que le nombre de cellules KO EGR1 ne diminuait pas 

de façon importante après 4 jours de traitement par la doxycycline à toutes les 

concentrations testées (qui est compatible avec la courbe de prolifération de la Figure 43 

effectué à doxycycline 1000ng/mL). Nous avons donc souhaité observer l’influence des 

niveaux plus faible d’expression de B-RAFV600E sur la cinétique d’arrêt des cellules KO EGR1. 

Nous avons alors quantifié le nombre de doublement effectué par les cellules à 

différents niveaux d’expression de l’oncogène, sur le modèle de l’expérience décrite à la 

Figure 43. Les données pour 0ng/mL et 1000ng/mL correspondent à celles de la Figure 43 

à 7 jours. 
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Dans les cellules WT, les données sont similaires à celles observées à la Figure 17 avec 

un nombre de cellules dépendant du niveau d’expression de B-RAFV600E (Figure 44A). Dans 

les cellules KO EGR1, on observe au contraire que le niveau d’expression de B-RAFV600E 

semble ne pas avoir d’effet sur la capacité de doublement des cellules : un arrêt de la 

prolifération est observé dans les cellules KO EGR1 à tous les niveaux d’expression de B-

RAFV600E et la cinétique d’arrêt n’est pas dépendante du niveau d’expression de 

l’oncogène.  

 

Figure 44 : Comparaison des effets des faibles niveau d’expression de B-RAFV600E dans une lignée EGR1 WT et EGR1 
KO 

A) Histogramme présentant le nombre de doublement de cellules effectué pendant une période de 7 jours en présence de 
différentes concentrations de doxycycline (0, 30, 100 et 1000ng/mL) dans des cellules exprimant ou non EGR1 (WT EGR1 et 
KO EGR1). Représentation du nombre de doublement des cellules, la valeur 0 correspondant au nombre de cellules au 
moment du traitement solvant ou doxycycline 1000ng/mL. B) RT qPCR présentant le niveau d’expression des transcrits 
EGR1 après 24h en présence de différentes concentrations de doxycycline 0, 30, 100 et 1000ng/mL. Normalisation par 
GAPDH, Condition « 0 ng/ml » = 1. 

Il est alors intéressant de mettre en parallèle la capacité de doublement des cellules 

WT EGR1 de la Figure 44A avec le niveau d’expression de EGR1 dans ces cellules, en 

fonction de l’expression de l’oncogène (Figure 44B). Les données semblent indiquer que 

la vitesse d’arrêt des cellules est corrélée au niveau d’expression de B-RAFV600E et de EGR1, 

et qu’en absence de EGR-1 la cinétique d’arrêt ne dépend pas de la quantité d’oncogène 

exprimée. 

11. Effet des glucocorticoïdes en l’absence 

de EGR1 

Nous avons identifié EGR1 comme gène candidat différentiellement exprimé lors de 

l’induction de la sénescence et relais possible de l’action des glucocorticoïdes sur la 
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sénescence. Nous avons aussi montré que la présence de glucocorticoïdes entrainait une 

diminution de la quantité de transcrit EGR1 et de la quantité de protéine EGR-1. 

Cependant, au cours du chapitre précédent, nous avons mis en évidence un arrêt de 

prolifération des cellules n’exprimant pas EGR1 après l’expression de l’oncogène B-

RAFV600E.  

 

Figure 45 : Effet du clobetasol sur la prolifération de cellules KO EGR1 après expression de B-RAFV600E  

A) Coloration en cristal violet après 7 jours de prolifération en présence de différentes concentrations de doxycycline (0, 50 
et 1000ng/ml) dans des cellules exprimant ou non EGR1 (WT et KO). Dans le même temps, les cellules ont été traités à 
l’aide du clobetasol à 2nM ou du solvant DMSO (Clob 2nM et DMSO). B)  Nombre de cellules après 4 jours en présence de 
différentes concentrations de clobetasol en présence de doxycycline à 1000ng/ml dans des cellules n’exprimant pas EGR1. 
4000 cellules plantées, le lendemain traitement avec les différentes drogues. En gris, les cellules traitées doxycycline 
1000ng/ml et DMSO, le solvant du clobetasol, donnant l’information du nombre de cellules en absence de glucocorticoïdes. 
En orange, les cellules en présence de d’éthanol et de DMSO, les solvant de la doxycycline et du clobetasol, permettant de 
connaitre le nombre de cellules en prolifération libre. En bleu, le nombre de cellules en fonction de la concentration de 
clobetasol, en présence de doxycycline. Nombre de noyau par puits compté à l’aide d’un microscope de criblage haut débit. 
4 puits par conditions. 

Nous avons donc voulu savoir si les glucocorticoïdes étaient capables de retarder 

l’arrêt prolifératif des cellules malgré l’absence de EGR1. Pour cela, nous avons repris le 

modèle présenté en Figure 43A. Nous avons planté des cellules, ajouté de la doxycycline à 
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50ng/mL ou 1000ng/mL ou un contrôle éthanol, et dans le même temps ajouté du 

clobetasol ou un contrôle DMSO. Nous avons ensuite attendu 7 jours, puis nous avons 

effectué une coloration à l’aide de cristal violet. 

Comme le montre la Figure 45A, dans les cellules parentales (WT), et comme nous 

l’avions observé dans la Figure 17, le niveau d’expression de B-RAFV600E détermine la 

capacité de prolifération des cellules exprimant EGR1. Le clobetasol permet une 

prolifération accrue. 

À contrario, la capacité de prolifération des cellules KO EGR1 est indépendante du 

niveau d’expression de B-RAFV600E. Comme le montre la Figure 45A, le clobetasol permet 

aussi une prolifération accrue. L’intensité de la coloration cristal violet indique même la 

possibilité d’une prolifération plus importante en présence de clobetasol et de doxycycline 

que dans les cellules non traitées. La Figure 39 montrait une « hyperprolifération » des 

cellules déplétées en EGR1 et traitées avec clobetasol. Dans la Figure 45B, nous confirmons 

cet effet à différentes doses de clobetasol. 

Ainsi, en dépit de l’absence de EGR1, les glucocorticoïdes sont toujours capables de 

prolonger la capacité de prolifération des cellules malgré l’induction de B-RAFV600E, ce qui 

montre que EGR1 n’est pas le seul médiateur de leur effet sur la sénescence. 

12. Cellules KO EGR1, glucocorticoïdes et 

induction de CKI 

Après avoir créé et caractérisé la lignée EGR1 KO puis étudié les effets des 

glucocorticoïdes sur cette lignée, nous avons voulu confirmer les effets de l’absence de 

EGR1 sur l’expression des CKI CDKN1A et CDKN2B comme nous l’avions vu lors de la 

déplétion de EGR1 (Figure 38A). Nous avons obtenu des données transcriptomiques par 

séquençage des ARNm, après 24 heures d’expression de BRAFV600E, dans les cellules WT 

EGR1 et dans la lignée KO EGR1, avec et sans un traitement continu par le clobetasol. 

Les effets sur l’expression de CDKN1A et CDKN2B dans les cellules WT EGR1 ont déjà 

été décrits Figure 32 et sont observés de façon comparable ici (Figure 46) : forte induction 

du transcrit CDKN2B et répression partielle par le clobetasol, faible induction du transcrit 

CDKN1A et répression par le clobetasol. 
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Dans les cellules KO EGR1, on observe une augmentation du transcrit de CDKN1A dans 

toutes les conditions comparées à la lignée sauvage. On notera cependant que 

l’expression de l’oncogène ou un traitement glucocorticoïdes ne permettent pas de 

moduler l’expression de CDKN1A, contrairement à ce que nous observons dans les cellules 

WT EGR1. Ces données viennent contredire ce que nous avions observé à la Figure 38A, 

où nous avions vu, que la déplétion de EGR1 induisait une répression de l’expression de 

CDKN1A, semblant indiquer que la présence de EGR1 jouait un rôle dans l’activation de 

l’expression de CDKN1A. Ici, la présence de EGR1 semble jouer un rôle dans la répression 

de l’expression de CDKN1A. 

 

Figure 46 : Comparaison du niveau d’expression de CDKN2B et CDKN1A dans la lignée WT et KO EGR1, après 
traitement doxycycline et clobetasol 

Analyse des données obtenues en RNAseq présentant l’expression relative de CDKN1A et CDKN2B traitement 24h à l’aide 
doxycycline 1000ng/mL (Dox), doxycycline 1000ng/mL et clobetasol 2nm (Dox+Clob) ou en prolifération contrôle (Prolif) 
dans des cellules WT EGR1 (bleu) ou KO EGR1 (orange) clobetasol 2nM pendant 24h (DMSO et Clob).  

Concernant CDKN2B, on n’observe pas de différence sur son niveau d’expression en 

prolifération lié à la présence ou non de EGR1. L’amplitude de l’induction de CDKN2B après 

expression de B-RAF muté est réduite dans les cellules KO EGR1 comparé aux cellules WT 

EGR1. Le traitement clobetasol permet de restaurer un niveau d’expression de CDKN2B 

équivalent à celui observé en prolifération. 
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13. Expériences préliminaires 

Dans ce chapitre, nous aborderons des résultats exploratoires n’ayant pas encore été 

confirmés mais qui apportent des idées et pistes de réflexion sur le fonctionnement du 

modèle d’induction de sénescence par B-RAFV600E, ainsi qu’une base pour la suite du projet 

dans le laboratoire après mon départ. 

13.1  Glucocorticoïdes et échappement de sénescence 

Mes expériences mesurant la capacité des cellules à synthétiser l’ADN (Figure 23) 

semblaient suggérer que, même en présence de clobetasol, les cellules perdent 

progressivement la capacité de proliférer quand B-RAFV600E est exprimé. Cependant, dans 

les expériences où j’ai compté les cellules avec et sans induction de la sénescence, et en 

présence ou absence de clobetasol (Figure 22, Figure 24, Figure 30, …), nous avons observé 

que le glucocorticoïde, malgré l’expression de l’oncogène, permet une prolifération 

similaire à celle des cellules non traitées. Ces deux types d’expériences sont réalisées sur 

des durées courtes après l’induction de l’expression de B-RAFV600E. Nous avons donc voulu 

évaluer la capacité proliférative des cellules exprimant B-RAFV600E en présence de 

clobetasol. 

Pour cela, nous avons simplement cultivé les cellules, en les comptant régulièrement 

et en reportant le nombre de doublement en fonction du temps, de manière identique à 

ce qui a été effectué à la Figure 43. Lors de la mise au point de cette expérience, nous 

avons constaté que les cellules traitées avec doxycycline et clobetasol, en l’absence de 

passage régulier (traitement avec trypsine/EDTA pour les décoller du support de culture), 

arrêtent de proliférer de manière compatible avec les expériences précédentes (non 

présentées). Nous avons cependant observé qu’au moment où la courbe de prolifération 

indique un arrêt, les cellules étaient assez denses dans nos conditions expérimentales, et 

montraient un changement rapide de morphologie. En changeant le milieu, nous avons 

observé une atténuation des effets morphologiques, mais pas d’augmentation de la 

capacité de proliférer. Cependant, la trypsinisation régulière des cellules traitées avec 

doxycycline et clobetasol permet de maintenir leur capacité proliférative (Figure 47). 
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Figure 47 : Effets des glucocorticoïdes sur l’échappement de sénescence lors des conditions de croissances 
« stimulantes » 

A) Courbes de prolifération des cellules WT EGR1 pendant 20 jours, en présence de solvant éthanol et DMSO (courbe verte) 
ou de doxycycline 30ng/ml et clobetasol (courbe rouge). B) Courbes de prolifération des cellules WT EGR1 pendant 45 jours, 
en présence de solvant éthanol et DMSO (courbe verte) ou de doxycycline 1000ng/ml et clobetasol (courbe rouge). C) 
Courbes de prolifération des cellules KO EGR1 pendant 20 jours, en présence de solvant éthanol et DMSO (courbe verte) ou 
de doxycycline 30ng/ml et clobetasol (courbe rouge). D) Courbes de prolifération des cellules KO EGR1 pendant 45 jours, en 
présence de solvant éthanol et DMSO (courbe verte) ou de doxycycline 1000ng/ml et clobetasol (courbe rouge). 
Représentation du nombre de doublement des cellules. Les cellules sont passées tous les 2 à 3 jours, puis 
systématiquement replantées à la même densité (300000 cellules/60cm2). 

Ces observations préliminaires montrent que le clobetasol permet un échappement 

complet à la sénescence quand les cellules sont régulièrement décollées de leur support 

de culture, aussi bien dans les cellules WT que dans les cellules KO EGR1. La forme des 

courbes, pour les cellules KO EGR1 traitées avec 30ng/mL (Figure 47C) et 1000ng/mL 

(Figure 47D) de doxycycline, et pour les cellules WT traitées avec 30ng/mL de doxycycline 

(Figure 47A), semble exclure la sélection d’une sous-population cellulaire et nous pensons 

que dans ces conditions le clobetasol permet à toutes les cellules d’échapper à la 
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sénescence induite par B-RAFV600E. Néanmoins, pour les cellules WT traitées avec 

1000ng/mL de doxycycline, la forme de la courbe pourrait indiquer soit un ralentissement 

transitoire, soit la sélection d’une sous-population (Figure 47B). Des analyses 

complémentaires sont nécessaires pour distinguer entre ces deux possibilités. 

Les cellules WT et KO EGR1 peuvent donc conserver leur capacité proliférative en 

présence de B-RAFV600E, à partir du moment où elles sont cultivées en présence de 

glucocorticoïdes et régulièrement traitées avec trypsine et EDTA. Ici encore, des 

expériences complémentaires seront nécessaires pour comprendre les mécanismes 

impliqués, et en particulier évaluer l’importance des contacts cellules-cellules et entre 

cellules et matrice extracellulaire dans l’induction de la sénescence par B-RAFV600E. De plus, 

il nous faudra aussi déterminer comment les glucocorticoïdes permettent d’échapper 

complètement à la sénescence dans ces conditions. 

13.2 Résultat préliminaire de ChIP contre EGR1 

Pour identifier les gènes directement régulés par EGR1, nous avons entrepris des 

expériences d’immunoprécipitation de chromatine. Je présenterai ici uniquement des 

données préliminaires, l’analyse complète des expériences finales étant encore en cours 

au laboratoire à ce jour. Pour identifier les sites de fixation de EGR1, et les corréler avec 

des analyses de transcriptomiques en RNAseq effectuées en parallèle, nous avons cultivé 

des cellules WT pendant 24hrs en présence de 1000ng/mL de doxycycline. J’ai mis au point 

les conditions de fixation des cellules au formaldéhyde, les conditions de fractionnement 

de la chromatine par sonication et les conditions d’immunoprécipitation. La fabrication 

des librairies de fragments immunoprécipités et le séquençage massif ont été effectués 

par la plateforme de séquençage de l’I2BC. L’analyse bio-informatique des séquences a 

été faite par l’équipe. Je présenterai ici quelques figures montrant les promoteurs de 

différents gènes d’intérêt, les sites de fixations connus dans les bases de données et les 

résultats de notre expérience préliminaire.  

Pour commencer, on peut observer en haut de chaque graphique les coordonnées 

génétiques de chaque gène ainsi que leurs sites d’initiation de la transcription, les exons 

et les introns. Au milieu de l’image, on trouve les données de notre expérience de ChIP 

préliminaire, représentant l’enrichissement des « reads », et donc la fixation de EGR-1, lors 

du séquençage.  Les sites de fixations de EGR-1 connus sont représentés en bas de l’image 
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par des rectangles gris à noir. La couleur représente l’intensité du signal obtenue, les 

signaux les plus intense étant représentés en noir. La présence d’une barre verte indique 

une séquence consensus pour la fixation de EGR-1.  

 

Figure 48 : Fixation de EGR1 aux promoteurs de EGR1, EGR2, EGR3, NAB1 et NAB2 

Représentation de l’enrichissement en séquence lors d’une expérience préliminaire de ChIP dirigé contre EGR1. 
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La première étape a donc été de vérifier la présence de EGR-1 sur des sites de fixations 

connu. Pour cela nous avons observé si nous pouvions détecter un enrichissement de EGR-

1 sur le promoteur de EGR1, EGR2, EGR3, NAB1 et NAB2 (Figure 48). Le lien entre 

l’expression des 3 EGR et de leur répresseurs NAB ont été démontré  (Krones-Herzig et al., 

2005; Kubosaki et al., 2009; Kumbrink et al., 2010; Spaapen et al., 2013; H. H. Zhang et al., 

2014). Nous avons utilisé genome browser pour représenter les enrichissements de 

séquence et pouvoir les comparer avec des sites de fixation déjà connu présent dans la 

base de données « Factorbook Motifs ». Lors de cette expérience, nous avons identifié des 

sites d’enrichissement spécifique de EGR1 au niveau des promoteurs de ces 5 gènes, qui 

avaient déjà été détectés et annotés. Cela nous permet donc de confirmer dans notre 

modèle la fixation de EGR-1 sur le promoteur de ces 5 gènes à des sites spécifiques et 

connues. Nous avons ainsi pu démontrer à l’aide de cette expérience préliminaire la 

preuve de concept de cette expérience.  

 

Figure 49 : Fixation de EGR1 aux promoteurs de CDKN1A et CDKN2B 

Représentation de l’enrichissement en séquence lors d’une expérience préliminaire de ChIP dirigé contre EGR1. 

Nous avons donc ensuite voulu vérifier la présence de EGR-1 sur les promoteurs des 

CKIs étudiées, CDKN2B et CDKN1A. On observe bien la présence de EGR-1 sur le promoteur 

de CDKN1A au niveau d’un site de fixation référencé. Il n’existe pas de site décrit de 

fixation de EGR1 sur le promoteur de CDKN2B dans la base de donnée ENCODE, cependant 
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une équipe a identifié un site de fixation de EGR-1 en amont de CDKN2B (Hu et al., 2010). 

Au niveau du promoteur de CDKN2B on observe un léger enrichissement de EGR1 

correspondant au site décrit précédemment.  

Il me faut néanmoins préciser qu’après analyse des séquences obtenues lors de cette 

expérience préliminaire, nous avions très peu de séquences uniques (~5M sur 25M 

séquencés). Nous avons ainsi pu identifier un problème de taille moyen de fragment après 

sonication, non compatible avec la méthode de préparation de la librairie employée. Cela 

engendrait une perte de tous les fragments de taille supérieurs à 250 paires de bases pour 

le séquençage, ce qui a fini par aboutir à un séquençage multiple de chaque fragment. 

Depuis ce travail, l’ensemble du protocole a été optimisé, et des résultats permettant une 

détermination des sites de fixation (peak-calling) et l’analyse corrélative avec les données 

de transcriptomique ont été obtenus. 

13.3 H2A.J dans la sénescence induite par B-RAFV600E 

Le laboratoire travaille sur un autre projet, concernant l’accumulation en sénescence  

d’un variant d’histone H2A, H2A.J (Contrepois et al., 2017). J’ai donc tenté de rapprocher 

les différents sujets du laboratoire et observer les effets de l’expression de l’oncogène B-

RAFV600E sur l’expression de H2AFJ et sur la quantité de protéine finale H2A.J. 

 

Figure 50 : Niveau d’expression de H2AFJ et quantité de protéine H2A.J 

A) Représentation des données obtenues en bead-array sur l’abondance du transcrit H2AFJ au cours du temps lors de 
traitement doxycycline 1000ng/ml. Niveau d’expression comparé au niveau exprimé en prolifération. B) 
Immunofluorescence présentant l’intensité relative du signal H2A.J par cellules en prolifération ou après 120h de 
traitement doxycycline 1000ng/ml (Prolifération et Doxycycline 5 jours). Normalisation à 1 pour l’intensité du signal en 
« Prolifération ». 

Dans notre modèle nous avons pu observer rapidement une augmentation de 

l’expression du transcrit dans les premières 48 heures, puis un niveau d’expression qui 
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augmente plus légèrement jusqu’à 5 jours d’expression de l’oncogène B-RAFV600E (Figure 

50A).  

Dans le même temps, nous avons voulu déterminer si les effets au niveau 

transcriptomique avaient une répercussion au niveau traductionnel. Pour cela, nous avons 

observé par immunofluorescence l’intensité du signal H2A.J dans les noyaux. On observe 

une augmentation importante de l’intensité du signal H2A.J après 5 jours d’expression de 

B-RAFV600E (Figure 50B). Les données observées ici relient parfaitement l’augmentation du 

niveau d’expression du transcrit et la quantité de protéine final. Ces données vont à 

l’encontre de ce qui avait été observé dans la publication où l’on constate un découplage 

entre transcription et traduction. Il faut cependant signaler que l’accumulation observé de 

H2A.J après sénescence induite par l’étoposide était bien plus importante. 

Nous avons pu observer cette accumulation de H2A.J sans observer d’apparition de 

foyer H2AX, de la même manière que ce qui a été observé lors de l’induction de 

sénescence par C-RAF-ER déjà décrit précédemment (Jeanblanc et al., 2012). En absence 

de dommage à l’ADN, l’augmentation de H2A.J reste donc limitée dans notre modèle. 

 

Figure 51 : Effet du clobetasol sur l’expression de H2AFJ 

Représentation des données obtenues en bead-array sur l’abondance du transcrit H2AFJ au cours du temps lors de 
traitement doxycycline 1000ng/ml. Les cellules ont été traité par DMSO ou par clobetasol 2nM pendant les 2h précédant la 
récolte (respectivement DMSO et Clob 2h) ou un traitement continu de 120h (Clob 120h), débuté au moment de l’ajout de 
la doxycycline. 

Par la suite, nous avons voulu savoir si les glucocorticoïdes pouvaient moduler 

l’expression de H2AFJ. Nous avons alors exprimé pendant différentes périodes de 0 heure 
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(prolifération libre) à 120 heures l’oncogène et nous avons traités nos cellules avec du 

DMSO ou effectué des traitements courts, 2 heures, de clobetasol à 2nM (Figure 51). Lors 

d’un traitement court de clobetasol nous n’avons pas vu de différence d’expression avec 

les cellules non traitées. Cela nous indique que les glucocorticoïdes ne permettent pas la 

régulation directe du transcrit H2AFJ. Nous avons ensuite voulu savoir si un traitement 

continu pendant 5 jours permettait une modulation du niveau d’expression de H2AFJ. 

Nous observons dans cette configuration de traitement une diminution de l’expression 

faible des cellules traitées comparée aux cellules non traitées (Figure 51). On note 

cependant que la répression n’est pas totale et le niveau d’expression est toujours bien 

supérieurs à ceux observés en prolifération.  

Nous avons pu démontrer que l’induction de sénescence par B-RAFV600E permettait 

d’augmenter la quantité de transcrit et de protéine de façon corrélée. Par la suite nous 

avons pu montrer l’absence de régulation direct entre les glucocorticoïdes et la 

transcription de H2AFJ, mais dans le même temps nous avons montré qu’un traitement 

long par les glucocorticoïdes pouvait réduire le niveau de transcrit. Cette donnée ne nous 

permet cependant pas de conclure à une régulation indirecte ou à plus long terme de 

H2AFJ par les glucocorticoïdes, car comme nous l’avons vu précédemment, la présence 

continue de glucocorticoïdes retarde l’entrée des cellules en sénescence. La diminution 

observée de la quantité de transcrit peut donc être simplement dus au retard d’entrée en 

sénescence. Il serait intéressant d’observer les effets d’un traitement continu des 

glucocorticoïdes sur des cellules dont la sénescence est induite par des dommages à l’ADN, 

comme présenté dans la publication du laboratoire (Contrepois et al., 2017). 

 



 

Discussions et 

Conclusions 

La fleur en bouquet fane, et jamais ne renaît ! 

Guillaume Briat, 

 Kaamelott, Livre II, 44 : Le Dialogue de Paix, écrit par Alexandre Astier. 
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Discussions et 

Conclusions 

1. B-RAFV600E 

Le laboratoire possédait un modèle d’étude de la sénescence induite par les oncogènes 

qui consistait en des fibroblastes WI-38hTERT exprimant la protéine de fusion GFP-∆C-

RAF-ER (Jeanblanc et al., 2012). Afin d’étudier la sénescence induite par un oncogène plus 

pertinent pour la médecine humaine, nous avons décidé d’utiliser B-RAFV600E, retrouvé 

dans près de 80% des névi mais aussi dans environ 50% des mélanomes. Nous avons aussi 

changé de lignée cellulaire, en choisissant des, fibroblastes « BJ » issus de peau de prépuce 

humain. Une des raisons ayant motivée notre choix était lié à l’absence d’impact du stress 

oxydant sur la prolifération normale de cette lignée cellulaire à 20% 02, rendant ainsi 

possible sa culture par nos partenaires de la plateforme PARi, avec laquelle le laboratoire 

a collaboré pour le crible siRNA (la plateforme ne disposant pas d’incubateur avec une 

régulation du taux de dioxygène).  

Nous avons donc construit un modèle cellulaire de fibroblastes humain dans lequel 

nous pouvons faire varier le niveau d’expression d’une forme oncogénique de la kinase B-

RAF qui est la plus pertinente à la cancérologie humaine, B-RAFV600E, de façon très fine 

(Figure 16). Nous avons montré qu’en surexprimant B-RAFV600E cela aboutissait à un arrêt 

rapide de la prolifération, en moins de 48 heures. De plus, en faisant varier l’expression de 

l’oncogène et en ayant un niveau d’expression faible (mais supérieur aux 6ng/mL observé 
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à la Figure 16C correspondant à celui de B-RAF endogène), l’arrêt du cycle cellulaire est 

plus lent et prend plus d’une semaine. Nous avons observé que la cinétique d’arrêt du 

cycle était directement dépendante du niveau d’expression de l’oncogène (Figure 17, 

Figure 18 et Figure 19).  

Nous avons ensuite observé plusieurs caractéristiques des cellules sénescentes telles 

que l’arrêt du cycle cellulaire, l’augmentation de l’activité SA-ß-Galactosidase, la formation 

de SAHF, la dérépression des gènes du SASP, nous permettant alors d’affirmer que le 

phénotype observé après expression de B-RAFV600E correspondait bien à l’induction de 

sénescence dans nos cellules. Nous avons aussi observé une modification morphologique 

des cellules (Figure 20).  

 

 

Figure 52 : Induction de sénescence à l’aide de B-RAFV600E dans notre modèle et rôle de p15 et p21 

Schéma simplifié de notre modèle d’induction de sénescence après expression de l’oncogène B-RAFV600E 

Les mécanismes d’induction de la sénescence par les oncogènes ont régulièrement été 

décrits comme dépendant des axes p53/p21 et p16/pRB (Beauséjour et al., 2003; Braig & 

Schmitt, 2006; Campisi, Andersen, Kapahi, & Melov, 2011; Campisi & d’Adda di Fagagna, 

2007; Coppe et al., 2008; Dalle Pezze et al., 2014; Hemann & Narita, 2007; Iannetti et al., 

2014; Kollarovic et al., 2016; Kuilman et al., 2008, 2010; J. Li, Han, Cousin, & Conboy, 2014; 

Rayess et al., 2012; Sharpless & Sherr, 2015; van Deursen, 2014). Dans notre modèle 

d’induction de sénescence par B-RAFV600E dans les fibroblastes, nous avons observé une 

augmentation du niveau d’expression de CDKN2A, CDKN2B et CDKN1A après expression 

de B-RAFV600E. 

Les importances respectives de ces CKIs dans la sénescence induite par l’expression 

d’oncogènes varient en fonction des lignées cellulaires et des oncogènes (Haferkamp, 

Scurr, et al., 2009; Jeanblanc et al., 2012; McNeal et al., 2015). Dans notre modèle, les CKIs 

les plus importants pour l’arrêt de la prolifération sont p21 et p15, puisque la déplétion de 

chacun d’entre eux conduit à un échappement (au moins partiel) de la sénescence. À 

contrario, nous n’avons pas observé d’effet de la déplétion de CDKN2A sur l’induction de 

bRafV600E Cell proliferation

p21

p15
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la sénescence par B-RAFV600E (Figure 21). Nous avons aussi noté un effet synergique de la 

déplétion combinée de p15 et p21 (Figure 33), et (dans des expériences qui ne figurent 

pas dans ce manuscrit), nous n’avons pas observé d’effets synergiques de la déplétion de 

p16 avec p21 et p15. 

L’expression  de CDKN2A est augmentée dans les névi in vivo (Karim et al., 2009; Talve, 

Sauroja, Collan, Punnonen, & Ekfors, 1997). La perte d’un allèle de CDKN2A induit une 

augmentation de la taille des névi (Florell et al., 2004; Newton Bishop et al., 2000) ainsi 

qu’une augmentation de la fréquence d’apparition des mélanomes (Aoude, Wadt, 

Pritchard, & Hayward, 2015; De Snoo & Hayward, 2005) et l’inactivation des deux allèles 

n’est présente que dans les formes les plus avancées des mélanomes (Cancer Genome 

Atlas Network, 2015; Shain et al., 2015; Shain & Bastian, 2016). Les équipes de Bosenberg 

et Marais ont montré que, dans un modèle murin, la perte concomitante de CDKN2A 

(INK4A et/ou Arf) et l’expression de B-RAFV600E conduisait à une pénétrance des 

mélanomes atteignant 100% (Damsky et al., 2015; Dankort et al., 2009; Dhomen et al., 

2009). 

Concernant CDKN1A, son expression a été associé à l’induction de sénescence après 

expression de B-RAFV600E et phosphorylation de FOXO4 (De Keizer et al., 2010). De même 

l’expression de C-RAF dans différentes lignées cellulaires aboutit à l’induction de CDKN1A 

(Houben et al., 2009). L’expression de CDKN1A est fortement diminuée dans les 

mélanomes par AP1 (Jalili et al., 2012). La suppression de AP1, et l’augmentation de la 

quantité de p21 qui en découle aboutit à un arrêt du cycle cellulaire dans ces cellules. 

Néanmoins, dans 30% des mélanomes et 40% des métastases associées, on ne détecte pas 

p21. De même, plus les lésions seront invasives, moins on détectera la présence de p21 

(Maelandsmo et al., 1996). Une étude publiée en 2006 vient cependant nuancer ces 

résultats en présentant une augmentation du nombre de cellules positives pour p21 dans 

les névi dysplasiques comparé aux névi bénins, et 100% des mélanomes à croissance 

radiale exprimeront p21 alors que p21 sera absent des mélanomes à croissance verticale 

(Gray-Schopfer et al., 2006). Le rôle de CDKN1A dans l’induction de sénescence semble 

grandement dépendre du type cellulaire et de l’inducteurs de sénescence, une induction 

RAS ou C-RAF ne semblant pas nécessiter la présence de p21 (Haferkamp, Tran, et al., 

2009). 
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Dans des mélanocytes en culture, le niveau d’expression de CDKN2B est corrélé avec 

le niveau d’expression de B-RAF muté (McNeal et al., 2015), de manière identique à ce que 

nous avons observé. Dans ce modèle, la perte de CDKN2B (et pas de p16, p21) permet la 

progression du névus vers le mélanome. 

 

En conclusion, dans notre modèle de sénescence induite par B-RAFV600E dans des 

fibroblastes humains, nous observons l’induction de p15, p16 et p21, et un rôle 

prépondérant de p15 et p21 dans les étapes précoces de l’induction de la sénescence. Ces 

CKIs sont aussi induits dans des contextes plus physiologiques (mélanocytes et névi), et 

leur perte est corrélée avec l ‘évolution vers la formation de mélanomes. Notre modèle 

est donc pertinent pour l’étude des mécanismes d’induction de la sénescence induite par 

B-RAFV600E.  

2. Glucocorticoïdes 

L’usage des glucocorticoïdes est fréquent en médecine humaine (Buckingham, 2006; 

Caratti et al., 2015; Kadmiel & Cidlowski, 2013; Newton, 2000; Stellato, 2012). Nous avons 

montré que les glucocorticoïdes peuvent moduler l’induction de sénescence dans notre 

modèle. Il permet aux cellules de continuer à proliférer, malgré un niveau d’expression 

d’oncogène très supérieur au niveau physiologique.  

De nombreuses équipes ont publié des travaux présentant une modulation de la voie 

MAPK par les glucocorticoïdes (Ayroldi et al., 2002, 2007; Caunt & Keyse, 2013; Cheng et 

al., 2013; A. R. Clark & Lasa, 2003; Gutierrez-Mecinas et al., 2011; O Kassel et al., 2001; 

Shah et al., 2014). Les interactions entre les glucocorticoïdes et la voie MAPK sont 

nombreuses et peuvent avoir lieu à différents niveaux de la voie. On note des interactions 

directes avec RAS ou RAF, l’expressions des protéines DUSP par les glucocorticoïdes qui 

vont inhiber la phosphorylation de la voie, ou encore l’expression de GiLZ pouvant agir à 

différents niveaux de la voie. Nous avons donc dans un premier temps voulu vérifier si les 

effets de retard d’entrée en sénescence observés n’était pas dus à une diminution de 

l’activation de la voie MAPK. Nous avons bien observé comme attendu une modification 

de l’expression de DUSP1, DUSP5 ou GILZ par les glucocorticoïdes, mais nous n’avons pas 

pu mettre en évidence une diminution de la phosphorylation de Erk après traitement par 
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les glucocorticoïdes. Nous avons aussi déplété ces gènes lors de l’induction de sénescence 

et de traitement glucocorticoïdes, et nous n’avons pas noté d’effet sur la prolifération 

nous laissant imaginer qu’un de ces gènes puisse être responsable des effets observés 

normalement par les glucocorticoïdes. Pour finir, nous avons observé l’expression de 

gènes cibles de la voie des MAPK et encore une fois, nous n’avons pas pu mettre en 

évidence une diminution spécifique de l’activation de la voie par un traitement 

glucocorticoïde. Cela semble donc indiquer que les effets observés ne sont pas dépendant 

d’une simple diminution globale de l’activation de la voie MAPK par les glucocorticoïdes. 

Les glucocorticoïdes jouent un rôle, déjà démontré, dans la répression de certains 

gènes du SASP (Laberge et al., 2012). Le SASP a été décrit comme capable d’induire la 

sénescence dans les cellules environnantes, par effet paracrine, ou de renforcer le 

processus de sénescence des cellules qui expriment le SASP, par effet autocrine (Malaquin, 

Martinez, & Rodier, 2016). Dans notre modèle, nous n’avons pas mis en évidence 

l’activation spécifique de la voie NF-κB après expression de l’oncogène B-RAFV600E. De 

même, nous n’avons pas démontré que l’activation de la voie NF-κB était nécessaire pour 

l’entrée en sénescence. Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure que des gènes identifiés 

comme des cibles de la voie NF-κB jouent un rôle dans l’induction de sénescence, mais 

qu’ils seraient, ici, régulés par d’autres facteurs de transcription, par exemple EGR1. Nous 

sommes arrivés à cette conclusion par deux approches. La première est l’expression d’un 

gène IκB-SR (super répresseur) empêchant la translocation nucléaire de RelA, et donc 

l’activation de la voie qui en dépend. La deuxième est une approche avec une molécule 

appartenant à la classe des composés SEGRA (SElective Glucocorticoid Receptor Agonists), 

une classe de composés présentant les caractéristiques désirables des glucocorticoïdes 

(anti-inflammation, immunosuppresseur, …) et pas leurs effets secondaires décrit. La liste 

des effets secondaires associés aux traitements ou dérèglement glucocorticoïde est vaste, 

on peut noter le diabète, l’apparition d’ostéoporose, la prise de poids, l’hyperfragilité de 

la peau, le syndrome de Cushing et d’autres… (Gennari, 1993; Keenan et al., 1996; Klein, 

Go, & Cunha, 2001; Koch, Doppman, Patronas, Nieman, & Chrousos, 2000; Moghadam-Kia 

& Werth, 2010). Nous avons démontré via l’utilisation du compound A (Beck et al., 2013; 

De Bosscher et al., 2005) que l’inhibition des gènes dépendant de l’activation par NF-κB 

n’était pas responsable des effets sur le retard d’entrée en sénescence observé. À la 

lumière de ces résultats, il nous paraît ainsi peu probable que l’activation de la voie NF-κB 
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joue un rôle majeur dans les premières étapes d’induction de sénescence à une expression 

forte d’oncogène.  

 

 

Figure 53 : Modèle de régulation des CKI par les glucocorticoïdes et rôle d’une protéine encore inconnue 

Schéma simplifié de notre modèle d’induction de sénescence après expression de l’oncogène B-RAFV600E et la modulation 
par les glucocorticoïdes. 

Après avoir identifié les CKI jouant un rôle sur l’induction de sénescence dans notre 

modèle, CDKN2B et CDKN1A, il était logique de regarder si les effets observés lors des 

traitements glucocorticoïdes étaient dus à la modulation de ces CKI. Nous avons mis en 

évidence un impact des glucocorticoïdes sur le niveau d’expression de certains CKI, la 

présence de glucocorticoïdes induisant la diminution de leurs expressions (Figure 53). 

Nous avons, à l’aide d’expériences combinés de déplétion de CDKN2B et CDKN1A avec 

traitement clobetasol, pu déterminer que les deux CKI présentées n’étaient pas les seules 

cibles modulées par les glucocorticoïdes responsables de l’échappement de sénescence 

observé. Nos données de transcriptomiques suggèrent aussi que CDKN1A et CDKN2B ne 

sont pas des cibles directes des glucocorticoïdes. 

Nous avons effectué une analyse transcriptomique avec différents temps d’induction 

de B-RAFV600E, en présence de clobetasol, Compound A ou de contrôle, afin d’identifier 

d’autres cibles des glucocorticoïdes, ce qui nous a permis d’analyser le rôle d’une cible 

potentiellement directe, le facteur de transcription EGR1. 

bRafV600E Cell proliferation
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3. EGR1 

Nous avons identifié EGR1 à l’aide d’une l’analyse transcriptomique dont les résultats 

ont été analysés en parallèle d’un crible préliminaire de siRNA. Les cibles de ce crible 

étaient constituées d’un petit ensemble gènes codants pour de protéines associées à la 

chromatine. Ces deux expériences nous ont alors permis d’identifier EGR1 comme étant 

modulé par les glucocorticoïdes et permettant une prolifération soutenue malgré 

l’expression de B-RAFV600E. 

EGR1 est un facteur de transcription à domaine doigt de zinc décrit comme pouvant 

jouer un rôle dans la sénescence réplicative. En effet, il a été montré que la déplétion de 

EGR1 permettait un échappement total de la sénescence réplicative dans une lignée de 

fibroblastes embryonnaire murin KO EGR1 (Krones-Herzig et al., 2003). Dans ce modèle, la 

perte d’EGR1 induisait une diminution de l’expression de p53. Il faut noter que, après mon 

départ, le laboratoire a montré que notre modèle de cellules KO EGR1 est toujours capable 

d’induire la phosphorylation de p53 et l’expression de p21 en réponse aux dommages de 

l’ADN induits par l’étoposide, de manière indistinguable de la lignée sauvage (Régis 

Courbeyrette, communication personnelle).  

Une autre étude a montré un rôle de EGR1 dans l’induction de sénescence induite par 

Ras (Salotti et al., 2015). Cependant dans cette étude, l’induction de Ras induit une 

répression de EGR1 dans une lignée cellulaire murine transformée, ce qui est contraire à 

nos observations à la suite de l’expression de B-RAFV600E dans des fibroblastes humains 

non-transformés.  

 

Dans notre modèle, nous avons vu que le clobetasol réprime l’induction de l’expression 

de EGR1 par B-RAFV600E. Il avait déjà été décrit par plusieurs équipes que les 

glucocorticoïdes étaient capable de moduler négativement l’expression de EGR1 dans des 

monocytes (Hass et al., 1992; Kharbanda et al., 1991; Mittelstadt & Ashwell, 2001) alors 

qu’une équipe a montré des effets opposés, avec une stimulation de l’expression de EGR1 

après traitement glucocorticoïdes dans des neurones (Revest et al., 2005, 2010). Ces 

données laissent penser qu’il existe une possible régulation directe entre les 

glucocorticoïdes et EGR1. 
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Nous avons observé une modulation du niveau de l’expression et de la transcription 

de CDKN2B et CDKN1A lors de la déplétion de EGR1, ce qui semble indiquer un contrôle 

de ces deux CKIs par EGR1 (Figure 38). Un contrôle de l’expression de CDKN1A par EGR1 a  

déjà été démontré dans d’autres modèles (Choi et al., 2008; Della Ragione et al., 2003; S.-

J. Kim et al., 2014; S. Y. Shin et al., 2010). 

Une publication dont les travaux ont été effectués sur une lignée hépatocytaire 

cancéreuse montre qu’EGR1, après stimulation par TPA peut induire l’expression de 

CDKN2B (Hu et al., 2010). Malgré le caractère artificiel de cette stimulation de l’expression 

de EGR1, cela montre que EGR1 peut contrôler l’expression de CDKN2B. De plus et comme 

nous l’avons vu au premier chapitre de la discussion, le lien entre le niveau d’expression 

de l’oncogène B-RAF et CDKN2B a déjà été démontré (McNeal et al., 2015). Cet effet est 

médié par TGF-ß. Dans leur modèle, McNeal et al. observent aussi une augmentation de 

EGR1 après expression de B-RAFV600E. Il a donc été proposé par l’auteur que l’induction de 

TGF-ß se fasse par l’intermédiaire de EGR1. En effet, il a déjà été montré que EGR1 pouvait 

réguler l’expression de TGF-ß (Baron, Adamson, Calogero, Ragona, & Mercola, 2006). 

Cependant, dans notre modèle, nous n’avons pas mis en évidence d’induction de TGF-ß 

au niveau transcriptionnel, mais nous observons aussi une augmentation de CDKN2B liée 

à une augmentation de EGR1. De plus, nos résultats préliminaires de ChIP-Seq nous ont 

permis d’identifier EGR-1 sur le promoteur de CDKN2B (Figure 49). Nous pensons donc 

que EGR-1 contrôle directement l’expression de CDKN2B dans le contexte de l’induction 

de la sénescence par l’expression de B-RAFV600E dans les fibroblastes BJ.  

 

Par la suite, nous nous sommes intéressés aux effets des glucocorticoïdes sur les CKIs 

en absence de EGR1. Nous avons observé dans les cellules KO EGR1 que les 

glucocorticoïdes permettaient des effets de modulation du même ordre que ceux 

observés dans les cellules exprimant EGR1 pour CDKN2B et des effets faibles sur la 

modulation de l’expression de CDKN1A (Figure 46).  Il semblerait donc que la répression 

de CDKN2B par les glucocorticoïdes ne nécessite pas EGR-1, mais que l’induction forte de 

CDKN2B dépende partiellement de EGR-1. Il semble alors qu’un autre mécanisme soit 

responsable de l’expression de CDKN2B, sans doute le même que celui permettant l’arrêt 

des cellules en absence de EGR-1. Cette autre voie nécessite plus de temps pour aboutir à 

la sénescence et un arrêt complet du cycle, comme nous pouvons l’observer par le faible 
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niveau d’expression de CDKN2B en absence de EGR1. Dans cette même expérience, on 

observe que la perte de EGR1 induit une augmentation du niveau d’expression de 

CDKN1A, qui ne semble alors plus modulé par l’expression de l’oncogène ou la présence 

de glucocorticoïdes. Ces résultats viennent contredire les résultats observés lors de la 

déplétion de EGR1 par siRNA (Figure 38). Il est possible que ces divergences d’effets soient 

dus à la perte totale de EGR-1 dans les KO alors qu’une quantité faible, mais néanmoins 

suffisante pour assurer une fonction, de EGR-1 peut subsister après déplétion par siRNA. 

Considérant l’ensemble de nos expériences, EGR-1 semble pouvoir être un régulateur 

positif et négatif de l’expression de CDKN1A. 

Nous avons mis en évidence qu’en absence de EGR1, un traitement glucocorticoïdes 

sur des cellules exprimant B-RAFV600E induisait une hyperprolifération des cellules, 

indépendamment de la concentration de clobetasol utilisée ou du niveau d’expression de 

B-RAFV600E. Cette hyperprolifération est à caractériser, mais nous pouvons soumettre 

l’hypothèse que des checkpoints du cycle cellulaire sont passés plus vite, avec une durée 

de phase G1 fortement diminuée, ou bien une insensibilité à l’inhibition de contact lorsque 

les fibroblastes arrivent à forte densité en culture.  

Dans notre modèle, nous avons montré que EGR1 joue un rôle dans l’induction de 

sénescence par B-RAFV600E. Nous avons pu exposer un lien direct entre le niveau 

d’expression de B-RAFV600E et EGR1 (Figure 16 et Figure 44B). Nous avons par la suite pu 

mettre en relation le niveau d’expression de EGR1 et le temps nécessaire pour parvenir à 

un arrêt du cycle cellulaire (Figure 18). La lignée KO EGR1 nous a ensuite permis d’observer 

que EGR1 n’était pas nécessaire à un arrêt du cycle cellulaire après expression d’une 

version mutée de B-RAF et que la cinétique d’arrêt des cellules, plus lente qu’en présence 

de EGR1, ne semblait plus dépendre du niveau d’expression de B-RAF. Ce résultat pourrait 

indiquer que EGR1 est un senseur du niveau d’expression de B-RAFV600E, requis pour un 

arrêt rapide de la prolifération quand l’oncogène est fortement exprimé. 

De façon remarquable, un traitement clobetasol sur des cellules KO EGR1 exprimant 

B-RAFV600E permet un échappement de la sénescence. Cela semble indiquer qu’une autre 

voie d’induction de la sénescence, ne dépendant pas de EGR-1 ni du niveau d’expression 

de B-RAFV600E, existe. Cette voie est elle aussi modulée par les glucocorticoïdes (Figure 54).  
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Figure 54 : Modèle d’induction de sénescence par B-RAFV600E, rôle de EGR1, des glucocorticoïdes et nouveaux 
mécanismes d’action 

Schéma simplifié de notre modèle d’induction de sénescence après expression de l’oncogène B-RAFV600E et la modulation 
par les glucocorticoïdes ainsi que le rôle de EGR1. La présence d’un ou des facteurs encore inconnus y est présenté. 

Pour finir, nous avons eu les résultats préliminaires d’une expérience de ChIP-Seq 

dirigé contre EGR-1 sur des cellules exprimant fortement B-RAFV600E pendant 24 heures. 

Nous avons alors pu confirmer la présence de EGR-1 aux promoteurs des autres EGR et de 

leurs régulateurs sur des sites de fixations déjà décrit dans la littérature, nous permettant 

alors de confirmer la faisabilité de nos résultats. Nous avons aussi pu détecter un 

enrichissement de EGR-1 aux promoteurs de CDKN1A et de CDKN2B. 

4. Conclusion générale 

Lors de ma thèse, j’ai donc caractérisé un nouveau modèle d’induction de sénescence 

dans des fibroblastes humains à l’aide de l’oncogène B-RAFV600E. J’ai montré que la 

cinétique d’arrêt du cycle cellulaire dépendait du niveau d’expression de l’oncogène. J’ai 

montré que les glucocorticoïdes permettaient de moduler la cinétique d’entrée des 

cellules en sénescence et j’ai pu identifier plusieurs cibles potentielles, dont EGR1. J’ai pu 

observer un lien entre la quantité de protéine EGR-1 et la cinétique d’arrêt. J’ai aussi 

obtenu des données montrant que EGR1 participe au contrôle transcriptionnel de CDKN1A 

et CDKN2B. Malgré cela, EGR1 n’est pas nécessaire à l’induction de sénescence par B-

RAFV600E mais pourrait cependant être un médiateur de l’arrêt rapide de prolifération et 

un senseur du niveau d’expression de l’oncogène.  
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Perspectives 

Avant mon arrivée au laboratoire, le travail précédemment effectué avait permis de 

mettre en évidence que l’ensemble des glucocorticoïdes de la chimiothèque Prestwick 

permettait aux cellules de proliférer malgré l’expression d’un oncogène. 

Lors de ma thèse, je me suis efforcé dans un premier temps de valider l’induction de 

sénescence dans un autre type cellulaire et avec un oncogène plus physiologique, B-

RAFV600E. J’ai pu mettre en évidence le rôle de CDKN2B et CDKN1A dans l’induction de 

sénescence par B-RAFV600E. 

J’ai d’abord commencé par valider les effets des glucocorticoïdes observés dans le 

précédent modèle, puis je les ai caractérisés. J’ai ensuite exploré leurs mécanismes 

d’action, ce qui m’a permis de découvrir le rôle joué par EGR1 dans la sénescence induite 

par l’oncogène B-RAFV600E. 

J’ai pu démontrer que EGR1 est un facteur prépondérant de l’induction rapide de 

sénescence par B-RAFV600E, mais qu’il n’est pas suffisant pour induire la sénescence. 

1. Rôle de EGR1 dans l’induction de la 

sénescence 

Nous avons mis en évidence le rôle d’EGR1 sur la sénescence via la régulation de 

CDKN2B et CDKN1A, mais nous avons aussi montré que d’autres voies, indépendantes de 

EGR1, existaient. Par la suite, nous voulons dans un premier temps confirmer les 

mécanismes de régulation de CDKN1A par EGR1 et vérifier la fixation de EGR1 sur CDKN2B 

par des expériences de ChIP-Seq dont l’analyse est en cours. Ces expériences de ChIP dirigé 

contre EGR1 ont été effectuées dans 3 conditions, la première avec des cellules non 

traitées (afin de connaître les sites de fixations de base de EGR1), la seconde avec des 
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cellules exprimant fortement B-RAFV600E pendant 24 heures (afin de détecter un 

enrichissement de EGR1 à des promoteurs spécifiques) et la troisième condition avec des 

cellules exprimant fortement B-RAFV600E et traitées à l’aide du clobetasol en continu 

pendant 24 heures (afin d’observer un enrichissement plus faible ou différentiel des 

cellules non traitées par le clobetasol). Ces mêmes expériences vont aussi nous permettre 

d’identifier quels sont les autres protéines modulées par EGR1 dans notre contexte 

d’induction de sénescence et quels sont les effets des glucocorticoïdes sur les gènes cibles 

de EGR1, identifié à l’aide d’analyses transcriptomiques par RNAseq qui ont été effectuées 

dans les mêmes conditions que le ChIP-Seq. 

2. Autres mécanismes d’action des 

glucocorticoïdes 

Afin d’identifier d’autres mécanismes d’action des glucocorticoïdes que la régulation, 

et confirmer un lien de régulation direct de EGR1 par les glucocorticoïdes en sénescence, 

nous avons entrepris la réalisation d’une expérience de ChIP-Seq dirigé contre le récepteur 

des glucocorticoïdes (GR). 

La réalisation de cette expérience a été entrepris après mon départ du laboratoire et 

n’a pas encore abouti. Un résultat préliminaire prometteur avait été obtenu, avec une 

immunoprécipitation suivie de séquençage à une faible profondeur (~10 millions de 

« reads ») montrait quelques pics de GR sur des cibles connues, coïncidant avec des pics 

identifiés par le consortium ENCODE.  Il avait alors été décidé d’utiliser un kit commercial 

soi-disant « optimisé », mais qui n’a actuellement pas permis d’obtenir de résultats 

satisfaisants : après séquençage à grande profondeur (>30 millions de « reads »). Il a été 

conclu que l’immunoprécipitation avait échoué (aucun pic analysable, répartition 

« homogène » des séquences). 

Les résultats attendus devraient nous permettre d’identifier si il existe un lien direct 

entre GC et EGR1 puis, identifier les autres cibles des glucocorticoïdes permettant de 

moduler la sénescence, même en absence de EGR1. Couplé à nos analyses d’expériences 

de transcriptomiques, cela nous permettra d’identifier les gènes dont l’expression est 

modulée par les glucocorticoïdes et dont on retrouve le récepteur dans le promoteur. 
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Cette liste de gènes candidats sera ensuite tester à l’aide d’un crible siRNA. Lors de ce 

crible nous auront ainsi deux groupes de gènes cibles : 

- les gènes induits en sénescence et réprimés par le clobetasol (comme EGR1). 

La déplétion de ces gènes doit alors permettre un échappement partiel ou total 

de sénescence. 

- les gènes réprimés en sénescence et induits par le clobetasol. La déplétion de 

ces gènes doit-elle inhiber partiellement ou totalement les effets du clobetasol 

sur la prolifération cellulaire. 

Notre première approche sera d’analyser la présence du récepteur des 

glucocorticoïdes sur le promoteur de EGR1. Des expériences préliminaires nous ont exposé 

une capacité des glucocorticoïdes à moduler l’expression de EGR1 en moins de 30 minutes. 

Étant donné la cinétique rapide de modulation, il nous semble fort peu probable qu’elle 

fasse intervenir d’autres facteurs et que le mécanisme soit indirect. Aucun site de fixation 

du récepteur des glucocorticoïdes n’est décrit au promoteur de EGR1, ce qui pourrait au 

premier abord affaiblir cette approche, mais il a été démontré que le récepteur des 

glucocorticoïdes pouvait agir via la fixation sur un autre facteur de transcription et ainsi 

activer ou réprimer le gène cible (Caratti et al., 2015; Kadmiel & Cidlowski, 2013; Louw-du 

Toit, Hapgood, & Africander, 2014; Mangelsdorf et al., 1995; Newton, 2000; Oakley & 

Cidlowski, 2011, 2013; Revollo & Cidlowski, 2009; Wikström, 2003). Il est intéressant de 

noter ici qu’un grand nombre de facteurs de transcription ont été décrit comme présent 

au promoteur de EGR1, et que le récepteur des glucocorticoïdes a été présenté comme 

capable d’interagir avec un certain nombre d’entre eux (Figure 55). 

 

Figure 55 : Sites de fixation de facteurs de transcription connus pour interagir avec le récepteur des 
glucocorticoïdes 

Représentation des sites de fixation des facteurs de transcriptions connu comme interagissant avec le GR sur le promoteur 
de EGR1 
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Avec l’utilisation des cellules KO EGR1, et à l’aide d’expérience de RNAseq en cours, 

nous espérons pouvoir identifier d’autres voies régulant l’entrée en sénescence des 

cellules après l’expression de B-RAFV600E. L’étude des gènes modulés par les 

glucocorticoïdes dans cette lignée pourra aussi nous aider à identifier de nouvelles 

protéines impliquées dans l’induction de sénescence. En utilisant l’approche combiné 

RNAseq et expériences de siRNA que nous avons déjà utilisées pour identifier EGR1, nous 

espérons identifier les mécanismes responsables de la réponse à l’expression de B-

RAFV600E, qui, quand ils sont perturbés par les glucocorticoïdes, permettent le retard ou 

l’échappement total sénescence. 

3. Se rapprocher du in vivo  

Lors de ma thèse, nous avons, quasi exclusivement, induit la sénescence en exprimant 

des niveaux non physiologiques de B-RAFV600E, privilégiant la rapidité de l’arrêt pour 

identifier des mécanismes. Nous avons néanmoins pu mettre un évidence un arrêt du cycle 

cellulaire lors de l’expression faible d’oncogène, équivalent à l’expression de B-RAF 

sauvage. Cependant, il nous reste à caractériser les mécanismes d’induction de 

sénescence en présence d’une expression de novo, « mono allélique », de B-RAFV600E.  

Nous disposons pour cela de plusieurs modèles d’étude.  

Notre lignée cellulaire permet de finement moduler l’expression de notre oncogène B-

RAFV600E et ainsi de nous retrouver dans des conditions proches des conditions in vivo. 

Nous espérons ainsi évaluer l’importance d’EGR1 lors de ce contexte d’induction de 

sénescence, et aussi valider les autres mécanismes responsables de l’induction de 

sénescence que nous aurons pu identifier lors de la surexpression de B-RAFV600E. 

Nous pourrons aussi étudier les effets des glucocorticoïdes sur l’induction de 

sénescence dans les fibroblastes dans ces conditions de faible expression de B-RAFV600E, et 

ainsi confirmer les effets conférant des propriétés d’échappement total de la sénescence 

par les glucocorticoïdes. 

Nous avons aussi entrepris la création d’une lignée de souris exprimant la protéine B-

RAFV600E après recombinaison (Dankort et al., 2007).  

Ce modèle sera utilisé pour confirmer nos observations in vitro sur l’induction de 

sénescence B-RAFV600E dans les mélanocytes, aboutissant à l’apparition de névi. Nous 
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souhaitons là aussi confirmer le rôle joué par EGR1 dans notre modèle de fibroblastes et 

valider les autres mécanismes responsables de l’induction de sénescence in vitro. Nous 

allons aussi étudier les effets des glucocorticoïdes lors d’applications topiques 

coïncidentes avec l’événement de recombinaison. Nous sommes particulièrement 

intéressés par le devenir des névi ainsi formés. D’après nos données, nous pouvons nous 

attendre à une taille moyenne des névi beaucoup plus importantes, les glucocorticoïdes 

ayant, dans notre modèle, présentés un retard d’entrée en sénescence. La formation de 

mélanome après traitement par les glucocorticoïdes est cependant à envisager, 

l’échappement de sénescence pouvant être total. Nous nous intéresserons à la vitesse 

d’apparition des névi, leurs nombres, leurs tailles mais aussi au devenir des névi et leurs 

capacités de transformation en mélanome. Nous pouvons aussi utiliser le RU486 afin de 

mesurer les effets des concentrations circulantes de glucocorticoïdes sur la formation et 

vérifier le rôle plus général des glucocorticoïdes. 

Notre lignée de souris recombinante sera dans le même temps accouplé avec une 

lignée CDKN2A KO (Krimpenfort, Quon, Mooi, Loonstra, & Berns, 2001) afin de permettre 

la dérivation de mélanocytes et étudier la sénescence in vitro. Cela nous permettra alors 

de nous rapprocher de notre modèle de névi et mélanome in vivo tout en ayant la 

possibilité d’effectuer des expériences de ChIP-Seq, RNAseq ou de déplétion de gènes 

cibles à l’aide de siRNA. 

Nous envisageons dans le même temps l’acquisition de souris KO EGR1, afin de les 

accoupler elles aussi avec nos souris recombinantes afin d’exprimer B-RAFV600E. Nous 

voulons alors observer quelles seront les effets de l’absence de EGR1 in vivo. Des études 

ont montré que EGR1 permettait un contrôle de la prolifération dans cellules de la peau 

dans le cadre de pathologies hyperproliférative (Fang et al., 2007), nous souhaitons donc 

vérifier cette hypothèse dans notre modèle d’induction de sénescence par B-RAFV600E. 

4. Les glucocorticoïdes en médecine humaine 

L’usage des glucocorticoïdes en médecine humaine est fréquent dans le cadre des 

chimiothérapies (Coleman, 1992). Les effets décrit sont parfois antagoniste, certains 

décrivant des effets antiprolifératifs (Dobos, Kenessey, Tímár, & Ladányi, 2011; Landi, 
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Baccarelli, Calista, Fears, & Landi, 2001) alors que d’autres présentent des effets opposés 

(Collinson et al., 2008; Jensen et al., 2009; C. Zhang et al., 2007).  

Il existe un cas documenté d’association entre une exposition aux glucocorticoïdes et 

le développement de mélanome (Lazarus & Kaufman, 2012). Les conclusions font ici 

suggestions d’une diminution de l’efficacité des lymphocytes T ou de leur nombre, ne 

permettant pas l’élimination des cellules cancéreuses par le système immunitaire. On peut 

citer en plus de ce mécanisme la diminution de l’expression de certains des composés du 

SASP dans les cellules sénescentes. La non-élimination des cellules sénescentes par le 

système immunitaire permet alors la présence continue de cellules sénescentes, 

favorisant l’apparition de cancer via une inflammation chronique. 

Les patients greffés doivent utiliser un traitement à vie d’immunosuppresseur, parmi 

lesquels on trouve fréquemment les glucocorticoïdes. Il existe aujourd’hui un grand 

nombre d’études (Gerlini, Romagnoli, & Pimpinelli, 2005; Jensen et al., 2009; Karagas et 

al., 2001; Krynitz et al., 2013; Lazarus & Kaufman, 2012; Mire, Hollowood, Gray, Bordea, & 

Wojnarowska, 2006; Muthusamy, Mumford, Hudson, Fuggle, & Friend, 2012; Troche et 

al., 2014) ayant démontré une augmentation de la prévalence du nombre de cancer de la 

peau chez des patients greffés.  

Ces études montrent donc qu’un lien existe entre la présence de glucocorticoïdes et la 

survenue de différents types de cancer de la peau. Ces données peuvent être mise en 

parallèle à mes données obtenues sur la modulation de sénescence par les 

glucocorticoïdes et aux données connues portant sur la modification de la réponse 

inflammatoire par les glucocorticoïdes. L’étude des mécanismes d’induction de la 

sénescence et leurs modulations par les glucocorticoïdes peuvent ainsi permettre de 

mieux comprendre les raisons et les mécanismes impliqués dans l’augmentation du risque 

d’apparition des cancers de la peau chez les patients greffés. 

  



 

Matériels et 

méthodes 

Mon frère, il peut pas aller à l'école.  

Quand on lui explique un machin technique, il s'évanouit. 

Jean-Christophe Hembert,  

Kaamelott, Livre II, O'Brother, écrit par Alexandre Astier. 
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Matériels et 

méthodes 

1. Cellules, expression d’oncogène et 

conditions de culture cellulaire 

Les expériences de ma thèse ont été effectuées sur plusieurs lignées de fibroblastes : 

BJ, IMR90 ou WI38. Les lignées cellulaires étaient immortalisées via l’expression 

constitutive de la télomérase holoenzyme hTert (human telomerase reverse transcriptase) 

ou non. 

Plusieurs oncogènes ont été utilisé. J’ai utilisé principalement l’oncogène B-RAFV600E 

dont l’expression est sous contrôle d’un promoteur TET-ON afin d’induire la sénescence. 

La protéine B-RAFV600E muté contient 3 tag HA, permettant ensuite la détection de 

l’expression de la protéine. J’ai aussi utilisé l’expression de l’oncogène NRASVal12 sous 

contrôle d’un promoteur TET-ON. Les expériences préliminaires, dont le crible chimique, 

ont été effectuées sur des cellules dont l’expression de la sénescence dépendait de 

l’activation de C-RAF. Dans ce modèle, on a utilisé une construction contentant le domaine 

kinase de la protéine C-RAF fusionné au récepteur des œstrogènes. Lors de l’ajout de 4-

Hydroxy-Tamoxifen (4HT), on modifie la conformation de la protéine et découvre le 

domaine kinase de la protéine, la rendant alors active. 
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Dans le cas de l’étude de la voie NF-κB et ses implications en sénescence, nous avons 

utilisé un vecteur d’expression constitutif exprimant un ARN codant pour la protéine IκB 

muté, ne disposant pas de site de clivage, empêchant donc la translocation de RelA dans 

le noyau et donc l’expression des gènes dépendant du complexe NF-κB.  

La croissance des cellules s’effectue en MEM additionné de Sérum de Veau Fœtal à 

10% final, de pyruvate de Sodium à 1% final, d’un mélange d’Acide Aminé Non Essentiel à 

1% final et de Glutamax à 1% final. 

Les cellules sont cultivées à 37°C à 5% de CO2, à taux d’O2 ambiant. 

2. Traitements et drogues utilisées 

La doxycycline utilisée pour induire la sénescence B-RAFV600E et NRAS est utilisé à une 

concentration finale de 1µg/ml, diluée en éthanol. Le 4HT utilisé pour induire la 

sénescence C-RAF-ER est utilisé à une concentration finale de 1µg/mL. 

Les traitements glucocorticoïdes ont été fait à l’aide de propionate de clobetasol, 

resuspendu en DMSO. La concentration finale du clobetasol est de 2nM. Un inhibiteur du 

récepteur des glucocorticoïde a aussi été utilisé, le RU486, aussi appelé mifépristone, à 

une concentration finale de 1µM en DMSO. Le Compound A (CpdA), un agoniste du 

récepteur des glucocorticoïde, connu pour n’activer que la réponse inflammatoire des GC 

via l’inhibition de l’expression des gènes dépendant de NF-κB a été utilisé à une 

concentration finale de 1µM en DMSO. 

Afin de mesurer la synthèse d’ADN, un analogue de nucléotide a été utilisé, l’EdU (5-

ethynyl-2′-deoxyuridine). La concentration finale d’EdU était de 25nM. 

3. Microscopie haut débit, inversé et 

immunofluorescence 

Pour les expériences de comptage de cellules, les cellules sont incubées 30 minutes en 

présence de Hoechst H33342 à une concentration final de 50µg/ml. Alternativement, les 

cellules ont été fixé et coloré à l’aide d’une solution de paraformaldéhyde 1,6% + H33342 

à 50µg/mL final. On utilise ensuite un algorithme de détection des noyaux sur un 
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microscope de criblage haut-débit, Perkin Elmer Operetta ou ThermoScientific CellInsight 

CX5. 

Pour étudier les SAHF, nous avons mis au point un programme sur Perkin Elmer 

Operetta nous permettant de déterminer un score de texture dans le noyau. Le score de 

texture est dépendant de l’homogénéité du signal de fluorescence en DAPI. Pour cela, on 

fixe les cellules 15’ à l’aide de formaldéhyde 1,6% final. Les cellules sont ensuite lavées et 

perméabilisées par deux lavages de 10’ en PBS + 0,1% Tw-20 puis on incube les cellules 

dans une solution de DAPI 100ng/mL pendant 30’ à température ambiante.  

La synthèse d’ADN a été mesuré en suivant le kit et le protocole Click-It EdU Thermo 

Fischer. Un groupement contenant un fluorochrome (détectable à 488nm, 594nm ou 646 

nm) a été ajouté sur le nucléotide modifié (EdU) par réaction chimique, permettant 

ensuite sa détection. Là aussi, j’ai utilisé de manière indifférencié les deux microscopes de 

criblage haut-débit. À l’aide d’un algorithme adapté, j’ai pu déterminer le nombre de 

noyau ayant incorporé le nucléotide modifié sur au moins une phase S. 

Pour la microscopie inversée, on fixe les cellules 15’ à l’aide de formaldéhyde 1,6% 

final. Les cellules sont ensuite lavées et perméabilisées par deux lavages de 10’ en PBS + 

0,1% Tw-20. L’anticorps primaire est ensuite incubé 1h à température ambiante (ou toute 

la nuit à 4°C) dans du PBS + 0,1% Tw-20. On lave ensuite 3 fois à l’aide d’une solution de 

PBS + 0,1% Tw-20, puis on incube l’anticorps secondaire 30’ à température ambiante. On 

lave de nouveau 3 fois à l’aide d’une solution de PBS + 0,1% Tw-20 puis on incube les 

cellules dans une solution de DAPI 100ng/mL pendant 30’ à température ambiante. Les 

anticorps utilisés sont résumés dans le tableau. 

4. ARN : extraction, RT, qPCR et séquençages 

hauts débits 

L’ARN est extrait des cellules en suivant le protocole d’extraction Standard du kit 

Macheray Nagel NucleoSpin RNA. L’ARN est ensuite quantifié à l’aide d’un 

ThermoScientific Nanodrop 2000. Une étape de reverse transcription est effectuée selon 

le protocole Maxima Reverse Transcriptase à partir de 500ng ou 1µg d’ARN. L’ADNc 

obtenu est ensuite dilué au 1/10 avant d’effectuer les qPCR. 
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Les PCR quantitatives en temps réel ont effectuées en utilisant le réactif et le protocol 

du kit Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix à l’aide d’un IQ5 BioRad en utilisant le 

niveau d’expression de GAPDH comme contrôle de normalisation. 

La liste des primers utilisés est présente dans le tableau suivant :  

Cible séquence forward séquence reverse 

3-HA-B-RAFV600E ACAGTAGGCCAACGGATAGG  TTGCTGTGGTGTAGGGGCAG  

CDKN1A CACTCAGAGGAGGCGCCATGTCA CCCAGGCGAAGTCACCCTCCA 

CDKN2A(INK4A) CACCGAATAGTTACGGTCGG GCACGGGTCGGGTGAGAGTG 

CDKN2B GGACTAGTGGAGAAGGTGCG GGGCGCTGCCCATCATCATG 

CDKN2C GGGGACCTAGAGCAACTTAC GTAGCAGTCTCCTGGCAATC 

CDKN2D CTCAACCGCTTCGGCAAGAC GGACTGGTACCGGAGGTGTC 

DUSP1 ACAAGAGCATCCCTGTGGAG CAGTGGACAAACACCCTTCC  

DUSP5 CTCGCTACTCGCTTGCCTAC  TCCACGCAACACTCAGGATA  

EGR1 AGCCCTACGAGCACCTGAC GTTTGGCTGGGGTAACTGGT 

c-Fos GGGGCAAGGTGGAACAGTTAT CCGCTTGGAGTGTATCAGTCA 

GAPDH ATGGGGAAGGTGAAGGTCG GGGGTCATTGATGGCAACAATA 

JUN TCCAAGTGCCGAAAAAGGAAG CGAGTTCTGAGCTTTCAAGGT 

MSK1 TCCTCACTGTCAAGCACGAG  GGACCTTCAGGAGCTCAAAA  

NR3C1 TTCCCTGGTCGAACAGTTTT AGAGTTTGGGAGGTGGTCCT 

TSC22D3 TGGTGGCCATAGACAACAAG CTGCTCCTTCAGGATCTCCA 

 

Des ARN extraits à partir du kit Macheray Nagel NucleoSpin RNA ont aussi été utilisé 

pour des expériences de Bead-array Illumina v2 ou des expériences de RNAseq. 

5. Identification des gènes cibles de NF-κB 

La liste de gènes définis comme étant des cibles de NF-κB a été défini d’après les 

données du laboratoire Gilmore ( https://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-

genes/ ) ainsi que celles du laboratoire Abadie ( http://bioinfo.lifl.fr/NF-KB/ ). 

La liste des 347 gènes sélectionnés est présente dans le tableau suivant :  

ABCA1 ABCB1 ABCB4 ABCC6 ABCG8 ADH1A ADORA1 ADORA2A 

AFP AGER AGT AICDA ALOX12 ALOX12B AMACR AMH 

ANGPT1 APOBEC2 APOC3 APOD APOE AQP4 AR ARFRP1 

ART1 ASPH ASS1 ATP1A2 B2M BACE1 BAX BCL2 

BCL2A1 BCL2L1 BCL2L11 BCL3 BDKRB1 BDNF BLNK BMP2 

BMP4 BNIP3 BRCA2 BTK C2CD4A C3 C4A C4BPA 

CALCB CASP4 CCL1 CCL11 CCL15 CCL17 CCL19 CCL2 

CCL20 CCL22 CCL23 CCL28 CCL3 CCL4 CCL5 CCND1 

CCND2 CCR5 CCR7 CD209 CD274 CD38 CD3G CD40 

CD40LG CD44 CD48 CD69 CD74 CD80 CD83 CD86 

CDK6 CDX1 CEBPD CFB CFLAR CHI3L1 CIDEA COL1A2 

https://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes/
https://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes/
http://bioinfo.lifl.fr/NF-KB/
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CR2 CREB3 CRP CSF1 CSF2 CSF3 CTSB CXCL1 

CXCL10 CXCL2 CXCL3 CXCL5 CXCL8 CXCL9 CXCR2 CXCR5 

CYP19A1 CYP27B1 CYP7B1 DEFB4A DIO2 DMP1 DNASE1L2 E2F3 

EBI3 EDN1 EGFR ELF3 ENG EPHA1 EPO ERBB2 

ERVW-1 F3 F8 FABP6 FAS FASLG FCER2 FCGRT 

FGF8 FN1 FSTL3 FTH1 G6PC GADD45B GATA3 GBP1 

GCLC GCLM GNAI2 GNRH2 GRM2 GSTP1 GZMB HAMP 

HAS1 HBE1 HBZ HIF1A HLA-B HLA-G HMGN1 HMOX1 

HOXA9 HSD11B2 HSP90AA1 ICAM1 IER3 IFNB1 IFNG IGFBP2 

IL10 IL11 IL12A IL12B IL13 IL15 IL15RA IL17A 

IL1A IL1B IL1RN IL2 IL23A IL27 IL2RA IL32 

IL6 IL9 INHBA IRF1 IRF2 IRF4 IRF7 JUNB 

KCNK5 KCNN2 KDM6B KISS1 KITLG KLK3 KLRA1P KRT15 

KRT3 KRT5 KRT6B LAMB2 LBP LCN2 LEF1 LGALS3 

LIPG LTA LTB LYZ MADCAM1 MBP MDK MMP1 

MMP3 MMP9 MTHFR MUC2 MYB MYC MYLK MYOZ1 

NCAM1 NFKB1 NFKB2 NFKBIA NFKBIE NFKBIZ NGF NLRP2 

NOD2 NOS1 NOS2 NOX1 NPY1R NQO1 NR4A2 NRG1 

NUAK2 OLR1 OPN1SW OPRD1 OPRM1 ORM1 OXTR PAFAH2 

PDGFB PDYN PENK PGLYRP1 PGR PI3 PIGF PIK3CA 

PIM1 PLAU PLCD1 PLK3 POMC PPARGC1B PRDM1 PRF1 

PRKACA PRKCD PRL PSG6 PSMA2 PSMB9 PSME1 PSME2 

PTAFR PTEN PTGDS PTGS2 PTHLH PTPN1 PTX3 PYCARD 

RACK1 RAG1 RAG2 RBBP4 REL RELB S100A4 S100A6 

SAA1 SAA2 SAT1 SCNN1A SDC4 SELE SELP SENP2 

SERPINA1 SERPINA3 SERPINB1 SERPINE1 SERPINE2 SH3BGRL SKP2 SLC11A2 

SLC16A1 SLC2A5 SLC3A2 SLC6A6 SNAI1 SOD1 SOD2 SOX9 

SP7 SPI1 SPP1 ST6GAL1 ST8SIA1 STAT5A TACR1 TAP1 

TAPBP TERT TFEC TFF3 TFPI2 TGM1 TGM2 TICAM1 

TLR2 TLR9 TNC TNF TNFAIP3 TNFRSF4 TNFRSF9 TNFSF10 

TNFSF13B TNFSF15 TNIP1 TNIP3 TP53 TPMT TRAF1 TRAF2 

TREM1 TRPC1 TWIST1 UPK1B UPP1 VCAM1 VEGFC VIM 

WT1 XIAP YY1      

6. SiRNA 

Les expériences de knock-down ont été effectuées sur des fibroblastes hBJ-B-RAFV600E 

en suivant le protocole suivant pour 3 puits de boite 96 puits. 

Les siRNAs proviennent de Thermo Fischer Silencer® Select utilisés à une concentration 

finale de 1,25nM en suivant le protocole suivant : 

-Diluer 2µL de lipofectamine RNAiMax (Invitrogen) dans 40µL final d’OptiMEM 

(Invitrogen) pendant 10’ 

-Incuber 9µL de siRNA dans 36µL final du mix OptiMEM+RNAiMax pendant 15’. 

-Ajouter 144µL de MEM complet au mix OptiMEM+RNAiMax + siRNA. 
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-Ajouter 50µL par puits de la solution préparée (volume final 200µL) 

Les ARN ciblés et référence des siRNA sont présents dans le tableau suivant. 

  Silencer Select Dharmacon 

Target Reference Sequence Reference Sequence 

Control 4390843   12061420   

CDKN2B s2843   003245-03-005   

CDKN2A (INK4A)   CGCACCGAAUAGUUACGGU   CCAACGCACCGAAUAGUUAUU 

CDKN1A s415   003471-00-005   

NR3C1 -   003424-03-005   

DUSP1 s4363       

DUSP5 s4375       

TSC22D3 s4331 + s4330       

EGR1 s4538   006526-01-005   

7. Western Blot 

Les culots de cellules sont dans un premier temps resuspendu dans du PBS puis on 

ajoute du Sample Buffer 4x contenant des inhibiteurs de protéase (PIC Biotool) et des 

inhibiteurs de phosphatase. Les échantillons sont ensuite chauffés 5’ à 95°C puis déposés 

sur un gel SDS-PAGE de la concentration adapté à la séparation des protéines d’intérêt. 

On transfert ensuite sur une membrane de nitrocellulose Amershan Protran 0,2µm NC GE 

Healthcare. La membrane est ensuite bloquée en tampon PBS+Odyssey blocking buffer 

(ratio 1:1). Les anticorps primaire sont incubés en tampon PBS+Odyssey blocking buffer 

(ratio 1:1) sur la nuit à 4°C. La membrane est ensuite lavée 3 fois à l’aide d’une solution de 

PBS + 0,1% TW20 puis incubé en anticorps secondaire pendant 1h à température 

ambiante. La membrane sera de nouveau lavée 3 fois en PBS + 0,1% TW20 puis sera scanné 

à l’aide du système d’imagerie infrarouge LiCor Odyssey. 

8. CrispR cas9 

Transfection de la lignée BJhB-RAFV600E Puro : 

- 200 000 cellules BJh B-RAFV600E Puro sont transfectées en boite 6 puits avec le 

plasmide AIO-GFP-EGR1 Ex1 260-302: 

- 200µl OptiMEM + 2 µg ADN + 3µl TransfeX (ATCC Ref : ACS-4005) 

- Incubé 15’ RT puis 200µl Mix ajouté à 2 ml de MEM complet sans P/S par puits (3 

puits sont transfecté) 

- Changement du milieu 5h après transfection 



127 
 

 

Tri cellulaire sur FACS BD ARIA : 

- 72h après transfection les 3 puits sont trypsinisés et poolés, centrifugé et repris dans 

500 µl de MEM complet + EDTA 0,5mM + P/S 

- Trie des cellules GFP positive et amplification de cette population cellulaire en MEM 

Complet + P/S 

 

Clonage cellulaire : 

- Dilution limite à 1 cellule/puits des BJh B-RAFV600E AIO GFP EGR1 trié au FACS planté 

dans une boite 96 puits avec 2 000 cellules BJh B-RAFV600E Blasti induite en 

senescence depuis 4 jours. 

- 10 jours plus tard ajout de puromycine 2µg/ml pendant 4 jours puis 1 µg/ml ensuite 

afin d’éliminer les cellule sénescente B-RAF V600E Blasti. 

- Amplification des puits présentant des clones 

- Screening par IF par détection d’EGR1 après induction senescence dox 1µg/ml 

pendant 24h (anticorps Cell Signaling Ref : 4154S) 

- Séquençage de l’ADNg pour identifier la délétion  

9. Chromatin Immuno-Precipitation 

Protocole Crosslink et sonication : 

- 10M de cellules, fixé en formaldéhyde (EM grade) 1% pendant 10 minutes (1,375mL 

formaldéhyde dans 22mL de milieu, 5mL/boîte). 

- Quenchage 10minutes avec glycine en concentration finale 0,2M (2,4mL Glycine 2,5M 

dans 5mL de milieu, 1mL/boite). 

- Lavage PBS froid 10mL.  

- Récolte PBS (scrap) puis centrifugation (10min à 1500g). Pellet lavé en PBS. 

- Suspension dans 1mL de tampon LB3 et sonication Covaris. Programme Covaris : 

150W, 10%, 200 burst/cycle, 5x2’ 

- Ajout de 100µL de Triton X-100 10%, puis centrifugation 15min à 20000g à 4°C 

- Prélever 20µL pour protéinase K, purification, dosage et dépose sur gel afin de vérifier 

la taille de sonication 

 

Préparation des billes de sepharose : (~4h) 

- Bien resuspendre les billes  

- Prévoir 70µL de billes par échantillon (30µL IgG + 30µL Ac Spé) (repérer le volume 

total sur le tube) 

- Laver les billes à l’aide du tampon LB3+ 

- Centrifuger à 20000g 4°C pendant 1 minute 

- Laisser reposer 30 seconde sur rack avant de retirer le surnageant 
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- Incuber les billes pendant au moins 3h avec de la BSA 2% en chambre froide sur roue 

- Centrifuger à 20000g 4°C pendant 1 minute 

- Lavage avec 1mL de LB3+ 

- Resuspendre les billes en LB3+ dans le volume d’origine 

- Garder les billes à 4°C 

 

Chromatin immunoprecipitation : 

- Préparer 250µL de chromatine par échantillon dans 500µL de LB3+ final 

- Prélever 12,5µL par échantillon dans 25µL de LB3+ et congeler (➔ input (5%)) 

- Pour chaque échantillon, préparer 6µg d’Ac final 

- Incubation Overnight sur roue en chambre froide (4°C) 

- Ajouter 30µL de billes/échantillon 2h sur roue à 4°C 

 

Lavage : 

- Centrifuger à 20000g 4°C pendant 1 minute 

- Laver 1 fois avec 800µLmL de LPS  

- Centrifuger à 20000g 4°C pendant 1 minute 

- Laver avec 800µL de LTS 

- Centrifuger à 20000g 4°C pendant 1 minute 

- Laver avec 800µL de LiCL 

- Centrifuger à 20000g 4°C pendant 1 minute 

- Laver 1 fois avec 800µL de TE 

- Centrifuger à 20000g 4°C pendant 1 minute 

- Resuspendre dans 200µL de TE-SDS 

 

Reverse crosslink, extraction d’ADN préparation des librairies et sizing 

- Ajouter 1,25µL de protéinase K, puis incuber à 65°C O/N au Thermomix© 

- Centrifuger à 20000g 4°C pendant 1 minute 

- Extraire l’ADN à l’aide du kit Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean-up© ou 

en faisant une extraction phénol/chloroforme 

- ChIP-Seq amplification de la library et sizing réalisés à l’aide du SX-8G IP-Star de 

Diagenode 

- Création de la library à l’aide du kit diagenode MicroPlex Library Preparation kit v2 

(REF : C05010012) 

- Sizing à 325pb avec les bille AMPure XP (Beckman Coulter Ref : A63880) 

- Contrôle des library sur Bio Analyzer Agilent High Sensitivity DNA Kit (Ref : 5067-

4626), et dosage ADN sur Qubit (Invitrogen Qubit dsDNA HS Ref : Q32851). 

 
 
Composition des tampons utilisés. 

Tampon LB3 (50mL) : 
-10mM Tris-HCl (pH8) -> 500µL Trizma 1M (ph7,5, ajusté avant) 

http://www.mn-net.com/tabid/1452/default.aspx
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-100mM NaCl -> 1mL NaCl 5M 
-1mM EDTA -> 100µL EDTA 0,5M 
-0,5mM EGTA -> 50µL EGTA 0,5M 
-0,1% Na-Deoxycholate -> 500µL solution 10% (4g dans 40mL H20 final) 
-0,5% N-lauroylsarcosine -> 2,5mL solution 10% (4g dans 40mL H20 final) 
-qsp H20 50mL -> 45,35mL  
 
Tampon LB3+ (50mL) : 
-10mM Tris-HCl (pH8) -> 500µL Trizma 1M (ph7,5, ajusté avant) 
-100mM NaCl -> 1mL NaCl 5M 
-1mM EDTA -> 100µL EDTA 0,5M 
-0,5mM EGTA -> 50µL EGTA 0,5M 
-0,1% Na-Deoxycholate -> 500µL solution 10% (4g dans 40mL H20 final) 
-0,5% N-lauroylsarcosine -> 2,5mL solution 10% (4g dans 40mL H20 final) 
-1 tablet Roche PIC 
-qsp H20 50mL -> 45,35mL  
 
Tampon LPS (250mL) : 
-20mM Tris-HCl (pH8) -> 5mL Trizma 1M 
-150mM NaCL -> 7,5mL NaCl 5M 
-2mM EDTA -> 1000µL EDTA 0,5M 
-0,1% SDS 
-0,25% Triton X-100 -> 6,25mL de Tx 10% 
-qsp H20 250mL -> 186,2mL 
 
Tampon LTS (250mL) : 
-20mM Tris-HCl (pH8) -> 5mL Trizma 1M 
-500mM NaCL -> 25mL NaCl 5M 
-2mM EDTA -> 1000µL EDTA 0,5M 
-0,1% SDS 
-0,25% Triton X-100 -> 6,25mL de Tx 10% 
-qsp H20 250mL -> 186,2mL 
 
Tampon LiCl (50mL) : 
-10mM Tris-HCl (pH8) -> 500µL Trizma 1M  
-250mM LiCl -> 2,5mL LiCl 5M 
-1mM EDTA -> 100µL EDTA 0,5M 
-0,1% Na-Deoxycholate -> 500µL solution 10% (4g dans 40mL H20 final) 
-1% NP-40 ou Igepal CA-630 -> 5mL de NP-40 à 10% 
-qsp H20 50mL -> 45,35mL  
 
Tampon TE (100mL) : 
-10mM Tris-HCl (pH8) -> 1000µL Trizma 1M  
-1mM EDTA -> 200µL EDTA 0,5M 
 
Tampon TE-SDS (50mL) : 
-10mM Tris-HCl (pH8) -> 500µL Trizma 1M  
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-1mM EDTA -> 100µL EDTA 0,5M 
-1% SDS 



 

Bibliographie 

C’est pour ça : j’lis jamais rien. C’est un vrai piège à cons c’t’histoire-là.  

En plus j’sais pas lire. 

Franck Pitiot, 

 Kaamelott, Livre I, Le Chaudron Rutilant, écrit par Alexandre Astier. 
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Résumé : La sénescence cellulaire est un 

mécanisme suppresseur de tumeur. En effet, elle 

se caractérise par l’inhibition irréversible de la 

prolifération cellulaire, en réponse par exemple à 

l’expression de certains oncogènes activés. In 

vivo, les névi, dont 80% expriment l’oncogène B-

RAF-V600E, sont des exemples visibles d’un 

tissu composé de cellules exprimant un oncogène 

et sénescentes, protégeant ainsi de la 

transformation vers le mélanome. On retrouve 

cependant B-RAF-V600E dans 50% des 

mélanomes malin, ce qui implique la possibilité 

d’un échappement à la sénescence. Lors de ma 

thèse, j’ai étudié les mécanismes d’induction de 

sénescence par B-RAF-V600E, et un possible 

mécanisme d’échappement induit par les 

glucocorticoïdes (GC). Les GC sont 

fréquemment utilisés en traitement topique pour 

leurs propritétés anti-inflammatoire mais aussi 

comme immunosuppresseurs. Nous avons 

constaté qu’ils interfèrent avec l’induction de la 

sénescence in vitro. 

En étudiant leurs effets sur les modifications du 

programme transcriptionnel induites par 

l’expression de B-RAF-V600E,  j’ai mis en 

évidence le rôle d’une de leurs cibles, le facteur 

de transcription EGR1, dans l’induction de la 

senescence. Les GC réduisent l’expression de 

EGR1 et EGR1 contrôle positivement 

l’expression des inhibiteurs de kinases 

dépendantes de cycline CDKN2B et CDKN1A. 

EGR1 se comporte comme un senseur du niveau 

d’activation de la voie MAPK/ERK pour induire 

un arrêt rapide de la prolifération. J’ai aussi 

constaté que les GC, mais pas la perte de EGR1, 

permettent un échappement total à la sénescence 

induite par B-RAF-V600E, impliquant 

l’existence d’autres cibles.  

Mes résultats montrent le rôle de EGR1 dans 

l’induction de la sénescence et incitent à évaluer 

l’effet des glucocorticoïdes sur la tumorigénèse 

liée à l’expression de B-RAF-V600E et dans 

l’augmentation de la prévalence des cancers de 

la peau chez les patients greffés. 
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Abstract : Cellular senescence is a tumor 

suppressor mechanism. Indeed, it corresponds to 

an irreversible cell cycle arrest, in response for 

instance to the expression of an activated 

oncogene. In vivo, nevi, 80% of which express 

the B-RAF-V600E oncogene, are composed of 

cells that expressed an oncogene and became 

senescent, protecting against progression to 

melanoma. Nevertheless, B-RAF-V600E is 

found in 50% of malignant melanoma, which 

implies mechanisms of senescence escape. 

During my PhD, I studied the mechanisms of 

senescence induction by B-RAF-V600E, and a 

possible escape mechanism by glucocorticoids 

(GC). GC are often used in topical treatment of 

skin diseases for their anti-inflammatory 

properties, and are also used as 

immunosuppressant. We observed that they  

interfere with senescence induction in vitro. 

While studying the effects of GC, I identified 

one of their targets, transcription factor EGR1, 

and showed that GC repress EGR1 which 

positively controls the expression of cell cycle 

inhibitors CDKN2B and CDKN1A. EGR1 acts 

as a sensor of the level of MAPK/ERK pathway 

activation to induce a rapid cell-cycle arrest. I 

also showed that GC, but not the loss of EGR1, 

allow full escape to senescence induced by B-

RAF-V600E, implying the existence of other 

targets. 

My results demonstrate the role of EGR1 in 

senescence induction, and highlight the need to 

evaluate GC action on tumorigenesis linked to 

B-RAF-V600E, as well as in the higher 

prevalence of skin cancers in transplanted 

patients. 
 

 


