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Résumé

Différents mécanismes cellulaires de réparation, de défense et de maintien de I’homéostasie sont
continuellement activés au cours de la vie. IIs permettent d’établir un équilibre temporaire face aux
agressions successives endogénes et exogeénes. Le principe d’hormesis”, selon lequel I’exposition &
un faible stress induit une meilleure résistance a un stress ultérieur que son absence, permet
d’amplifier ces mécanismes d’adaptation cellulaire. Le vieillissement, la sénescence et finalement
la mort cellulaire, résultent de I’épuisement des ressources qui maintiennent 1’équilibre et réparent
les dommages moléculaires. L’endothélium vasculaire est dynamique et trés sensible au stress
oxydant. Avec I’age, le changement graduel de I’environnement redox vers un état pro-oxydant
contribue a une redistribution progressive des facteurs endothéliaux menant a la dysfonction
endothéliale. Nous suggérons qu’une exposition modérée au stress oxydant durant la phase de
maturation de I’endothélium détermine la longévité vasculaire, selon le principe bénéfique
d’hormesis.

Abstract

In order to maintain cellular homeostasis against endogenous and exogenous aggressions, different
cellular mechanisms of defence, maintenance and repair are continuously activated throughout
life. Hormesis, a concept based on the fact that mild stresses protect cells against subsequent
stresses, amplifies the efficacy of the cellular mechanisms of defence and repair. Ageing,
senescence and ultimately death, result from the exhaustion of these mechanisms maintaining
cellular functions. One of the major sources of vascular endothelial damage is oxidative stress. The
age-dependent shift in the redox environment towards pro-oxidation contributes to a progressive
compensatory remodelling of the endothelium, an accumulation of damages, and its dysfunction,
the premises for atherosclerosis. We propose that in agreement with the concept of hormesis, a

* . \ < - . - - - . . - .
Hormesis, d’apres le mot grec #drmésis (mouvement rapide, impatience), est le terme employé pour des réponses biologiques,
généralement favorables, a une faible exposition aux toxines et autres situations de stress.
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moderate exposure during endothelial maturation to mild physiological oxidative stressors
determines vascular longevity.

Définition

L’implication des radicaux libres et du stress oxydant dans le vieillissement a été proposée il
y plus de 50 ans [1]. 1l a été amplement décrit qu’avec I’age, le stress oxydant - défini
comme un déséquilibre entre les sources oxydantes et les anti-oxydants, en défaveur de ces
derniers - induit des dommages moléculaires aux lipides, aux protéines et aux acides
nucléiques dans différents tissus de diverses espéces [2]. Plus d’une douzaine de
mécanismes de réparation de ces dommages et de maintien de I’homéostasie ont été
répertoriés [3]. Ceux-ci sont continuellement activés au cours de la vie et permettent une
adaptation temporaire face aux agressions multiples. C’est le principe d’hormesis, terme
employé en toxicologie qui s’applique quand un agent procure des effets bénéfiques a faibles
doses et des effets toxiques a hautes doses [4]. En biologie, I’hormesis se définit comme une
réponse adaptative des cellules ou d’un organisme a un stress modéré : celuici induit des
mécanismes cellulaires qui protégent les cellules contre un stress ultérieur [5]. La longévité
est ainsi strictement corrélée a I’efficacité de ces mécanismes réparateurs. Le vieillissement,
la sénescence et finalement la mort, résultent de I’inefficacité a maintenir I’homéostasie
cellulaire et & réparer les dommages. Les cellules endothéliales sont trés sensibles au stress
oxydant et leur dysfonction est une caractéristique du vieillissement vasculaire [6].
Toutefois, en accord avec le principe d’hormesis, une exposition précoce des cellules
endothéliales, durant leur phase de maturation a de faibles concentrations de radicaux libres,
devrait augmenter leur longévité vasculaire.

du vieillissement

Le vieillissement est caractérisé par un déclin graduel des fonctions biologiques a la suite
d’un dysfonction-nement progressif des différents systemes cellulaires de réparation et de
maintien de I’homéostasie. En conséquence, des dommages irréversibles s’accumulent dans
les lipides, protéines et acides nucléiques [3, 7]. Ce concept général s’applique aussi au
systéme vasculaire et aux cellules endothéliales [6, 8].

Il n’existe toutefois aucune théorie capable d’expliquer les causes et les mécanismes de
toutes les facettes du vieillissement. Néanmoins, la plus populaire est celle « des radicaux
libres » ou « du stress oxydant » [8] congue par D. Harman [1]. Elle stipule que des
substances réactives oxygénées (ROS) provoquent le vieillissement en endommageant
I’ADN et en oxydant les protéines et les lipides [9].

Les principaux radicaux libres sont I’anion superoxyde ( 03), le radical hydroxyle (OH<"), le
peroxyde d’hydrogéne (H2O5, qui n’est pas en soi un composé radicalaire), le monoxyde
d’azote (NO) et le peroxynitrite (ONOQO™). Divers systemes enzymatiques produisent des
ROS dans les vaisseaux. Les principaux sont le cytochrome P450, les cyclo-oxygénases, les
lipo-oxygénases, les NOS (NO synthases), ainsi que la xanthine oxydase et la NADPH
oxydase [10]. Ces deux derniéres enzymes sont d’ailleurs retrouvées dans I’endothélium
vasculaire, luiméme une source importante de ROS. Les nombreuses sources potentielles de
ROS exogénes comprennent les radiations, les infections pathogénes, les herbicides/
insecticides, les toxines, les UV et la fumée de cigarette [8].

Med Sci (Paris). Author manuscript; available in PMC 2013 June 28.



1duosnuey Joyiny ¥HIO 1duosnuey Joyiny JHIO

1duosnue Joyiny gHID

Thorin-Trescases et al. Page 3

Tous les facteurs de risque cardiovasculaires sont associés a une augmentation du stress
oxydant. Par exemple, les ROS participent a la modification fonctionnelle de plusieurs
protéines, a I’oxydation des LDL (/ight density lipoproteins), a des changements de
perméabilité membranaire, a des dommages moléculaires (ADN, lipides, protéines), a la
dysfonction endothéliale, toutes conditions qui prédisposent a I’athérogenése. De ce fait, les
dommages moléculaires induits par le stress oxydant sont souvent utilisés comme
biomarqueurs du vieillissement.

Les mécanismes enzymatiques anti-oxydants de maintien cellulaire comprennent la SOD
(superoxyde dismutase) qui catalyse la dismutation de I’O,¢~ en H,0», la catalase (qui
dégrade le H,0, en eau et oxygéne) et la GPx (glutathion peroxydase) qui dégrade le H,O»
en eau. La GPx est la principale défense anti-oxydante dans les cellules endothéliales. Les
anti-oxydants endogénes non enzymatiques incluent les vitamines C et E, le glutathion, les
caroténoides et les flavonoides.

Selon Bokov et al. [2], pour que la théorie d’une responsabilité des radicaux libres dans le
vieillissement soit validée, trois criteres doivent étre respectés : (1) les dommages
moléculaires causés par le stress oxydant doivent s’accumuler avec I’age ; (2) les
manipulations diététiques, pharmacologiques ou génétiques augmentant la longévité doivent
en paralléle diminuer les dommages moléculaires ; (3) les manipulations diminuant le niveau
de stress oxydant doivent en paralléle allonger la durée de vie. De nombreuses études ont
confirmé le premier critére [11]. De méme, I’augmentation de la longévité par restriction
calorique chez la souris [12] ou par manipulation génétique chez un invertébré [2] réduit les
dommages moléculaires associés au stress oxydant. En revanche, la plupart des essais
cliniques n’ont démontré aucun effet bénéfique des anti-oxydants (a-tocophérol, vitamines
C et/ou E) sur la morbidité et la mortalité associées aux maladies cardiovasculaires [13]. De
plus, I’administration de différents anti-oxydants chez la souris ou les invertébrés n’a pas
augmenté leur longévité [2]. De méme, la surexpression des génes codant pour des enzymes
anti-oxydantes (Cu/Zn SOD, catalase) chez des insectes n’a pas clairement permis
d’allonger leur durée de vie [2]. Ces données suggérent donc que la théorie des radicaux
libres ne peut a elle seule expliquer le processus complexe du vieillissement. D autres
mécanismes pourraient également étre a I’origine du vieillissement : anomalies ou mutations
génétiques, modifications des protéines, perte de fonction immunitaire, inflammation des
tissus, augmentation de I’incidence des tumeurs [3]. Enfin, il est probable que le
vieillissement ne soit pas génétiquement programmé par des « gérontogénes® » [11].

Vieillissement cellulaire ou sénescence cellulaire

Au niveau cellulaire, le vieillissement est dénommé sénescence, un état irréversible dans
lequel les cellules endommagées ne proliférent plus, mais demeurent métaboliquement
actives [14, 15]. Tres étudiée en culture cellulaire [16-19], la sénescence joue un réle
physiopathologique /n vivo [20, 21]. Les cellules sénescentes s’accumulent dans des endroits
stratégiques de dommages cellulaires [21, 22], par exemple dans la plaque athérosclérotique
[23]. Les cellules endothéliales sénescentes sont pro-inflammatoires, pro-thrombotiques et

1Genes impliqués dans la régulation de la longévité ou qui initient le processus du vieillissement.
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pro-athérosclérotiques et pourraient ainsi participer a la maturation de la plaque [16-18, 20,
23]. La sénescence est un processus moléculaire complexe activé par différents stimulus
(Figure 1). Dans les conditions physiologiques, les mitoses successives induisent la
sénescence dite réplicative. Elle est provoquée par le raccourcissement des téloméres
(Pextrémité des chromosomes eucaryotes), inhérent a la division cellulaire et reconnu
comme un dommage a I’ADN [9]. Des études ont démontré que la longueur des télomeres
de certains types de cellules humaines (leucocytes, fibroblastes) diminuait parallélement a
I’augmentation du nombre de mitoses effectuées et a I’age chronologique des individus [24].
Ce raccourcissement active les protéines inhibitrices du cycle cellulaire comme p21, p53,
p16 et Rb (protéine rétinoblastome) et méme finalement & la sénescence par épuisement du
potentiel réplicatif [25].

Toutefois, la sénescence peut aussi étre déclenchée indépendamment de la longueur des
télomeéres, en présence de diverses sources de stress (oncogénes, rayons UV, irradiations,
stress oxydant). On parle alors de sénescence induite prématurément par le stress (SIPS).
Elle passe par la cavéoline-1, la voie de ERK1/2 (extracellular signal requlated kinases 1 and
2) et celle de p38 MAPK (mitogen activated protein kinase) qui activent également les
protéines inhibitrices du cycle cellulaire [14] (Figure 1).

Dans des conditions pathologiques telles que les maladies cardiovasculaires, la sénescence
s’avererait plutdt étre une réponse précoce au stress. Ainsi, dans des cellules endothéliales
vasculaires provenant de patients athérosclérotiques, nous avons démontré que I’apparition
de la sénescence est prématurée et qu’elle posséde des composantes des voies réplicative et
SIPS [18]. L’apparition de la sénescence dans les cellules endothéliales corréle avec la durée
d’exposition de ces patients aux facteurs de risque cardiovasculaires (hypertension, diabéte,
hypercholestérolémie, tabagisme), mais pas avec leur &ge chronologique. Cette sénescence
prématurée des cellules endothéliales peut étre retardée /n vitro par un traitement avec I’anti-
oxydant N-acétyl-cystéine (NAC) [17]. Le NAC posséde un groupement thiol et ressemble
aux composés anti-oxydants endogenes comme le glutathion [26]. Il neutralise ainsi
directement les radicaux libres et il est capable de régénérer les concentrations
intracellulaires de glutathion et indirectement celles de glutathion peroxidase. Dans notre
étude, I’effet anti-oxydant du NAC est démontré par une réduction significative du niveau de
peroxydation lipidique [17]. Dans d’autres études, le NAC a aussi ralenti la sénescence
réplicative des cellules endothéliales [23], tout comme d’autres anti-oxydants, tels que la
vitamine C [28] ou I’atovastatine [27]. Surexprimer la sousunité catalytique de la télomérase
(hTERT, human telomerase reverse transcriptase), une ribonucléoprotéine qui allonge les
télomeres, peut également ralentir la sénescence de cellules endothéliales isolées chez des
patients coronariens [29].

L apparition de la sénescence dans des cultures de cellules endothéliales de fumeurs
réguliers, donc issues d’un environnement toxique hautement inflammatoire et oxydant, est
totalement indépendante de I’age chronologique des donneurs [16]. Cette sénescence résulte
entiérement du stress oxydant et des dommages moléculaires qui I’accompagnent. En effet,
elle n’est ni associée a un changement de longueur des télomeres, ni a une activation de la
télomérase, mais a un niveau de stress oxydant endogéene trés éleveé ainsi qu’a des défenses
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anti-oxydantes trés basses. Ces dommages produits par la SIPS pourraient contribuer a la
dysfonction endothéliale précoce observée chez les fumeurs [30].

Vieillissement endothélial dans un environnement pro-oxydant

Le systeme vasculaire est particulierement vulnérable aux dommages et il a été proposé que
son vieillissement pourrait précéder les différentes altérations cellulaires et tissulaires
engendrées par le vieillissement en général [8]. La dysfonction endothéliale caractéristique
du vieillissement vasculaire [6] se traduit par une baisse de la capacité vasodilatatrice de
I’endothélium [31] et par un déséquilibre des facteurs endothéliaux dilatateurs (NO,
prostacycline, HoO» et facteurs endothéliaux hyperpolarisants endothelium-derived
hyperpolarizing factor, [EDHF] et constricteurs [endothéline-1, thromboxane A,
angiotensine 11, anion superoxyde et acide 20-hydroxyeicosatétraénoique] qui contrélent le
tonus vasculaire [32]. Nous avons démontré que I’endothélium est un systéme dynamique
continuellement exposé a des dommages et a des réparations [32, 33]. Nous avons ainsi
observé des changements dans la contribution des différents facteurs vasoactifs endothéliaux
au cours de la maturation (phase normale du développement de I’endothélium, qui est suivie
de la dysfonction lors du vieillissement). Ces changements permettent de maintenir une
fonction endothéliale, mais ils sont néanmoins prédictifs d’une future dysfonction [32-34].
Ainsi, I’endothélium artériel rénal de souris adulte agées de 6 mois sécréte plus de
thromboxane A, (TXA,) que celui d’une souris jeune de 3 mois [34]. Cette production de
thromboxane est induite par les ROS puisqu’elle est réversible par un traitement anti-
oxydant [34]. Chez une souris agée (12 a 20 mois) et dyslipidémique, la dysfonction
endothéliale dans une artére de conductance (artére rénale) provient d’une perte de NO
partiellement compensée par une augmentation de production de prostacycline dilatatrice
[32], alors qu’elle provient plutdt d’un déclin précoce d’EDHF dans une artére de résistance
(artére gracilis) [33].

Nous avons également observé que dans les arteres cérébrales de souris athérosclérotiques
(souris C57BI6 LDLR™~-ApoB*'*) la dysfonction endothéliale précoce (observée dés I’age
de 3 mois) résulte d’une diminution de la fonction de la NOS, d’une augmentation de ROS
et d’une production anormale de TXA, vasoconstrictrice, cette derniére pouvant étre
bloquée par un traitement anti-oxydant de type polyphénol (A. Drouin, manuscrit en
préparation). Une augmentation de TXA, a la suite d’une augmentation de I’activité des
cyclo-oxygénases avec I’age et la dyslipidémie conduit a une augmentation du taux de ROS,
selon un mécanisme a déterminer. En conséquence, un découplage de la NOS et/ou une
chélation du NO peuvent survenir et engendrer une dysfonction endothéliale.

Un changement graduel de I’environnement redox semble ainsi contribuer a la redistribution
progressive des facteurs endothéliaux avec I’age. Le fait que dans nos données, un traitement
anti-oxydant (NAC ou polyphénol) renverse la redistribution des facteurs endothéliaux avec
I’age suggere un role global des ROS. Ni leur source, ni leur type n’ont clairement été
identifiés, mais nous avons impliqué au moins I’anion superoxyde puisqu’on observe un fort

marquage au DHE (dihydroxyethidium, sensible au %) dans les vaisseaux de souris agées
et/ou dyslipidémiques.
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Vieillissement et principe d’hormesis

Alors que de fortes concentrations de ROS sont dommageables pour le systeme vasculaire,
des concentrations physiologiques sont essentielles a la maturation de I’endothélium. En
effet, les ROS jouent un role crucial dans la physiologie de la cellule et dans des processus
aussi variés que le développement, la croissance cellulaire ou le systéme immunitaire [36].
Nos données suggérent que la longévité fonctionnelle de I’endothélium vasculaire est
déterminée en grande partie durant la phase de maturation et qu’elle dépend de I’exposition
physiologique aux ROS. Le principe d’hormesis aurait un role important a jouer. Ainsi, des
dommages modérés a I’ADN causés par une exposition mineure aux ROS induiraient
I’activation de la machinerie télomérique et la surex-pression d’enzymes de réparation de
I’ADN [19, 21]. De méme, un stress oxydant modéré induit la surexpression d’enzymes et
de molécules anti-oxydantes qui maintiennent I’homéostasie cellulaire [37, 38].

Afin de tester I’application du principe d’hormesis au vieillissement vasculaire, nous avons
administré un traitement anti-oxydant (avec le polyphénol catéchine) avant ou apres la phase
de maturation endothéliale pour en détecter les effets sur la dysfonction endothéliale chez
des souris saines, agées de 12 mois [39]. Débuter le traitement avant la maturation (de I’age
de 3 mois a 12 mois) n’a pas amélioré la fonction endothéliale : la dysfonction persistait
toujours a 12 mois, associée a une expression marquée de facteurs pro-inflammatoires
comme Cox-2 (cyclo-oxygénase-2) et a une diminution d’anti-oxydants endogenes comme
la MnSOD (superoxyde dismutase a manganése). En revanche, débuter le traitement apreés le
début de la maturation (de I’age de 9 mois & 12 mois), a prévenu la dysfonction endothéliale,
empéché I’augmentation de I’expression de Cox-2 et maintenu un niveau d’expression élevé
de Sirtuin-1, une désacétylase capable d’induire la résistance au stress.

Ces données suggerent qu’un traitement anti-oxydant tardif préserve la fonction endothéliale
en s’opposant a I’augmentation croissante du stress oxydant qui survient post-maturation. En
méme temps, ce traitement tardif ne perturbe pas I’équilibre redox durant la phase de
maturation, équilibre indispensable au bon fonctionnement endothélial. En d’autres mots, un
stress oxydant endogene modéré est bénéfique a long terme car il contribue a I’activation des
défenses antioxydantes, selon le principe d’hormesis.

Conclusions

La sénescence, I’hormesis et la mort cellulaire sont les différents résultats de I’interaction
des cellules avec leur environnement. Ces résultats dépendent non seulement de I’intensité et
de la durée du stress, mais aussi de I’efficacité et de la rapidité des mécanismes de défense,
de réparation et d’élimination. Notre hypothese est que I’hormesis est essentielle a la
maturation cellulaire car, en activant les mécanismes endogénes de défense et d’adaptation,
un stress modéré arme les cellules pour mieux combattre un stress ultérieur. Dans le cas des
cellules endothéliales, une exposition modérée a un stress oxydant durant la phase de
maturation stimule les mécanismes antioxydants. En revanche, I’accumulation chronique de
stress conduit ultimement a I’épuisement des mécanismes protecteurs, a I’impossibilité de
s’adapter au nouvel environnement cellulaire et donc a la sénescence, ainsi qu’a la mort
cellulaire (Figure 2).
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Figure 1. Activation des cascades de signalisation de la sénescence par différents stimulus
La sénescence peut survenir selon deux voies majeures, la sénescence réplicative et la

sénescence induite par le stress (SIPS). La sénescence réplicative est inhérente a la division
cellulaire et conduit & I’érosion progressive des télomeres (I’extrémité des chromosomes)
jusqu’a un seuil critique ou les téloméres deviennent dysfonctionnels. Ceci active des
protéines telles qu’ATM qui induit la phosphorylation de H2AX, un marqueur de dommage
a I’ADN. De nombreuses protéines sont alors activées pour propager ce signal de dommage,
dont p53, une protéine dite suppresseur de tumeurs. Celle-ci joue un réle clé en activant p21,
une protéine inhibitrice du cycle cellulaire qui empéche la phosphorylation de Rb et bloque
ainsi la prolifération cellulaire. La sénescence induite par le stress, dont le stress oxydant
associé aux facteurs de risque des maladies cardiovasculaires, est observée prématurément.
Elle découle, entre autres, de I’activation de p38 MAPK, qui induit I’activation de la voie
p53-pRb. Un autre inhibiteur de cycline, p16, serait un intermédiaire potentiel. Ces
différentes voies peuvent se croiser, puisque le stress oxydant peut directement endommager
les télomeres, et varier selon les types cellulaires. MAPK : mitogen activated protein kinase ;
ATM : ataxia telangiectasiamuté ; H2AX : histone de type H2AX ; pRb : protéine
rétinoblastome phosphorylée.
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Figure 2. Schématisation du principe d’hormesis dans la longévité endothéliale
Les cellules sont constamment exposées a des ROS, endogénes et environnementaux. Durant

la phase de maturation endothéliale, une exposition a un stress oxydant modéré, en plus de
ses effets physiologiques, stimule des mécanismes de réparation et de défenses cellulaires.
L’expression de genes codant pour les enzymes anti-oxydantes, les molécules de
détoxification et les systémes de réparation de I’ADN, est augmentée afin de maintenir un
niveau physiologique de stress oxydant, ce qui prépare les cellules face a un stress ultérieur.
C’est le principe d’hormesis. Cependant, I’accumulation de stress conduit a I’inefficacité de
ces mécanismes protecteurs, a des dommages irréversibles et donc a la sénescence cellulaire,
au vieillissement et finalement a la mort.
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