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NOUVELLE

Restriction calorique

et longévité:

résultats inattendus chez la levure

Pierre-Antoine Defossez

> La restriction calorique prolonge () mys romyces cerevisiae est, elle aussi,
la durée de vie de nombreux ani- 1999,n°12,  soumise au vieillissement, et on
maux [1]. Ainsi, la longévité d’une P- 1454 appelle durée de vie des cellules le

souris dont "alimentation est limi-

tée peut étre jusqu’a 30 % supérieure a
celle d’une souris qui se nourrit a volonté.
Des expériences sont en cours sur de
grands singes pour déterminer si ce phé-
nomeéne existe également chez les pri-
mates. Les résultats préliminaires obte-
nus sont prometteurs et suggerent que la
restriction calorique pourrait augmenter
la longévité humaine [2, 3]. Il s’agirait
alors du seul traitement connu pour
accroitre notre espérance de vie.

Les mécanismes par lesquels la restric-
tion calorique agit sur la longévité sont
inconnus. Lexplication la plus couram-
ment invoquée implique les radicaux
libres. Ces molécules, produites par la
respiration cellulaire, sont fortement
réactives et peuvent oxyder lipides, pro-
téines et acides nucléiques dans la cel-
lule. U'accumulation de dommages dus
aux radicaux libres serait I'une des causes
du vieillissement cellulaire [4,5]. De
nombreux résultats expérimentaux
confortent cette théorie: par exemple, la
durée de vie de la drosophile est accrue
par I"augmentation de I'expression des
enzymes qui neutralisent les radicaux
libres dans cet organisme. Chez les mam-
miferes, la restriction calorique semble
s’accompagner d’une diminution des
dommages oxydatifs [5]. Ainsi, la res-
triction calorique pourrait diminuer la
formation des radicaux libres en ralentis-
sant le métabolisme et/ou en ren-

nombre de divisions qu’elles peu-
vent effectuer avant d’atteindre la
sénescence (=). Leonard Guarente et son
équipe ont montré que les effets béné-
fiques de la restriction calorique s’appli-
quent également & S. cerevisiae [6]. Ces
cellules sont habituellement cultivées en
présence de glucose. Or, la diminution de
la concentration de glucose dans le
milieu de culture augmente la durée de
vie des cellules de 20 a 30 % [6] (=).
Partant de cette observation, Lin et al.
ont utilisé des techniques de génétique et
de biologie moléculaire pour disséquer les
mécanismes par lesquels la restriction
calorique augmente la longévité des cel-
lules de levure [7]. Leurs résultats sont
surprenants a plus d’un titre. €n effet,
contrairement aux résultats attendus, les
cellules carencées ne sont pas plus résis-
tantes aux dommages oxydatifs que des
cellules témoins. Au contraire, la restric-
tion calorique s’accompagne d’un
accroissement de la respiration et, de
fagon surprenante, c’est cet accroisse-
ment de la respiration qui est lui-méme
responsable de I'allongement de la lon-
gévité. Le groupe de Guarente, en mesu-
rant ’oxygeéne consommé par les cellules,
a tout d’abord observé que la restriction
calorique provoquait une augmentation
de la respiration cellulaire. On peut pro-
poser une explication simple a ce phéno-
mene. La levure dispose de deux voies

métaboliques

principales pour

forcant les mécanismes de défense () mss produire de I’ATP a partir de nutri-
cellulaire contre "oxydation. 20::’4“° 6T, ments: la respiration et la fermen-
p-

La levure de boulanger Saccha-
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cascade de réactions enzymatiques qui a
lieu dans le cytoplasme. €n revanche, la
respiration met en ceuvre le cycle de
I"acide tricarboxylique et les réactions de
phosphorylation oxydative qui ont lieu
dans les mitochondries. Quand les res-
sources nutritives sont abondantes, la
fermentation est prédominante. Quand
ces ressources se raréfient, les cellules
privilégient la respiration, qui produit
plus d’ATP. ’augmentation de I'activité
respiratoire des cellules soumises a une
restriction calorique peut donc se com-
prendre, mais a-t-elle un role dans I'ac-
croissement de la longévité?

Pour le savoir, les auteurs ont d’abord
produit des cellules incapables de respi-
rer. Pour ce faire, ils ont délété des cel-
lules le géne CYTI, qui code pour le cyto-
chrome cl. Ce transporteur des électrons
de la membrane mitochondriale est
indispensable a la respiration. Dans un
milieu riche en glucose, des cellules
dépourvues de CYTI ont une durée de vie
normale, ce qui confirme le caractere
facultatif de la respiration sur milieu
riche. Mais I"observation clé de Lin et de
ses colléegues, c’est que ces cellules
dépourvues de CYTI ne vivent pas plus
longtemps en milieu carencé en glucose
qu’en milieu riche, contrairement aux
cellules de type sauvage. La respiration
est donc nécessaire a ’accroissement de
longévité des cellules de levure induit par
la restriction calorique.

Les auteurs ont ensuite cherché a déter-
miner si ’augmentation de la respiration
pouvait suffire a augmenter la longévité
des cellules. Ils ont a cet effet utilisé un
intéressant stratagéme génétique. Le
facteur de transcription Hap4 est le prin-
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cipal activateur des genes néces-
saires a la respiration. Quand la
concentration de glucose dans le  P-764
milieu est élevée, I’expression de

Hap4 est réprimée et la respiration est
faible. Mais en surexprimant artificielle-
ment Hap4, on peut induire la respiration
méme en milieu riche [8]. Lin et al.
observent que la surexpression de Hap4
augmente effectivement la consomma-
tion d’oxygene des cellules, et que cette
respiration accrue s’accompagne d’un
accroissement de la longévité cellulaire.
Ueffet de Hap4 est bien dii a la respira-
tion, car sa surexpression reste sans effet
sur un mutant privé de CYTI, qui ne peut
donc pas respirer. Ces résultats démon-
trent que I’augmentation de la respira-
tion suffit, a elle seule, a prolonger la
durée de vie des cellules.

Cette situation est pour le moins inatten-
due, carI’accroissement de la respiration
devrait s’accompagner d’une production
accrue de radicaux libres, dont on sait
qu’ils accélerent le vieillissement.
L'accroissement de la respiration aug-
menterait-il la résistance des cellules
aux radicaux libres? Deux observations
des auteurs réfutent cette possibilité.
Tout d’abord, I’analyse du

(-)) m/s
2001, n° 6-7,

expériences antérieures ont mon-
tré que Sir2 est nécessaire a I’ef-
fet de la restriction calorique sur
la longévité de la levure [6]. Cet
effet de Sir2 passe-t-il par la
respiration? Sir2 peut-il stimuler la res-
piration ou au contraire I’augmentation
de la respiration active-t-elle Sir2? Pour
répondre a ces questions, deux séries
d’expériences ont été réalisées. D’une
part, 'activité de Sir2 a été estimée en
mesurant I’expression d’un géne rappor-
teur inséré dans I’ADN ribosomique de
levure, dont Sir2 est un répresseur trans-
criptionnel [9]. Les auteurs montrent par
cette mesure indirecte que la restriction
calorique augmente 'activité de Sir2. La
surexpression de Hap4, qui induit la res-
piration méme en milieu riche, a le méme
effet. De plus, les auteurs rapportent
qu’en I'absence de Sir2, la surexpression
de Hap4 augmente la respiration mais
n’augmente pas la longévité. Ces obser-
vations montrent sans ambiguité que Sir2
se trouve en aval de la respiration dans la
cascade de facteurs contrélant la durée
de vie de la levure (Figure 1). €n
revanche, le mécanisme par lequel la res-
piration active Sir2 reste spéculatif.

Sachant qu’in vitro, I'activité de Sir2
dépend directement de la concentration
de son co-facteur, le nicotinamide adé-
nine dinucléotide (NAD), les auteurs pro-
posent que le NAD produit par la respira-
tion dans la mitochondrie soit exporté
vers le cytoplasme ol il activerait Sir2.
L'article de Lin et al. montre de fagon
convaincante que les radicaux libres ne
sont pas impliqués dans le vieillissement
de la levure S. cerevisiae. Contrairement
aux apparences, ce résultat n’est pas
incompatible avec la théorie impliquant
les radicaux libres dans la sénescence. &n
effet, et comme le rappellent Lin et al., il
est presque certain que les radicaux
libres sont en partie responsables du
vieillissement des cellules post-mito-
tiques, c’est-a-dire les cellules ayant
perdu la capacité de se diviser [4, 5].
Ces résultats mettent peut-étre en
lumiére une différence fondamentale
entre les mécanismes de vieillissement
des cellules mitotiques et post-mito-
tiques qu’il sera intéressant d’explorer
dans les cellules des organismes supé-
rieurs. ¢

Caloric restriction and lifespan:
unexpected results in yeast

transcriptome des cellules

par micropuces a ADN A
montre que la restriction
calorique n’induit pas les
enzymes de détoxification
des radicaux libres. De i
plus, les auteurs obser-

vent que la restriction
calorique ne rend pas les ¢
cellules plus résistantes a
différents agents produc-
teurs de radicaux libres. ¢
Pour disséquer ce phéno-

Durée de vie A

meéne au niveau molécu-
laire, les auteurs se sont
intéressés a la protéine
Sir2, une désacétylase
impliquée dans le contrale
de la durée de vie de la
levure, et probablement
aussi d’autres organismes
[9] (2). €n effet, des
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Figure 1. Restriction calorique, radicaux libres et longévité: anciens et nouveaux modéles. A. La restriction calorique
prolonge la durée de vie des mammiferes. Cet effet est généralement attribué a une diminution de la production de
radicaux libres, que I’on pense due a une diminution de la respiration. B. La restriction calorique augmente le poten-
tiel de division des cellules de levure. Lin et al. montrent que la respiration des levures soumises a la restriction calo-
rique augmente. Cette augmentation accroit I"activité de la protéine Sir2, mais n’a pas d’effet sur la résistance aux
radicaux libres. C. Si le mécanisme découvert chez S. cerevisiae est également a I’ceuvre chez les mammiferes, la

diminution des radicaux libres pourrait étre une conséquence de I’augmentation de la respiration.
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NOUVELLE

Un dénominateur commun
aux voies de signalisation

Hedgehog et Wingless

Muriel Navarro, Pascal Thérond

> Les protéines sécrétées des familles
Hedgehog (Hh) et Wnt/Wingless (Wg) sont
des protéines conservées au cours de I'évo-
lution. Elles interviennent dans 'induction et
I’organisation de nombreux tissus au cours
de 'embryogenese. Par exemple, chez les
vertébrés, elles sont impliquées dans la ven-
tralisation du tube neural et dans le déve-
loppement des membres. Le déreglement de
leurs voies de signalisation est responsable
chez ’lhomme de nombreuses maladies,
comme des syndromes malformatifs au
cours de 'embryogenése précoce ou I'appa-
rition de divers cancers chez 'adulte [1].

Un paralléle peut étre fait entre les deux
voies de signalisation activées par Hh [2] et
Wg [3] (Figure 1). Les molécules Hh et Wg
activent respectivement les protéines
Smoothened (Smo) et Frizzled (Fz), qui ont
une structure semblable aux récepteurs a
sept domaines transmembranaires couplés
aux protéines G. Cela provoque dans les deux
cas I'activation de complexes cytoplas-
miques multi-protéiques comprenant des
protéines clés pour la régulation de la
réponse génique, telles que le régulateur
transcriptionnel Armadillo de la famille 3-
caténine (Arm/[-cat) pour la voie Wg et le
facteur de transcription Cubitus interruptus
(Ci) pour la voie Hh.
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€n 'absence dusignal Wg, la
protéine Arm est phospho-
rylée par Shaggy, homo-
logue de la glycogen syn-
thase kinase 3 (Sgg/GSK3).
Ainsi phosphorylée, Arm/[3-
cat est aussitot dégradée par le processus
d’ubiquitinylation/protéasome 26S, grdce a
la protéine Slimb, qui I'adresse vers le com-
plexe ubiquitine ligase [4]. Uactivation de
la voie Wg inhibe 'activité Sgg/GSK3, ce qui
favorise I"accumulation de la forme cyto-
plasmique de Arm/[B-cat et conduit a sa
translocation nucléaire. Arm/B-cat s’asso-
cie alors au facteur de transcription
Pangolin/T cell factor (TCF) pour contrdler
les genes cibles de la voie.

Concernant la voie Hh, en I'absence du
ligand, Ci est phosphorylée par la protéine
kinase dépendante de I’AMPc (PKA), entra-
nant son clivage en une forme répressive de
la transcription (Cirp) [5]. Ce clivage
dépend lui aussi de I'activité de Slimb et
donc certainement d’un adressage au pro-
téasome. Lorsque la voie est activée, le cli-
vage de Ci est inhibé. La protéine Ci stabili-
sée est alors activée par un mécanisme
encore inconnu [6], conduisant a sa trans-
location nucléaire et a I'activation maxi-
male des cibles géniques de la voie.
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Des travaux récents montrent maintenant
que la protéine Sgg/GSK3, initialement
impliquée dans la voie Wg comme effecteur
négatif, est également un
inhibiteur de la voie Hh [7,
8]. Uanalyse de la séquence
de Ci et la comparaison avec
ses homologues de verté-
brés, les protéines de la
famille Gli, révélent qu’au-
tour de trois sérines cibles
de la phosphorylation par la
PKA, il existe une séquence
consensus SyRRXSpgaXXSc, ou Sy serait
phosphorylée par Sgg/GSK3 et Sc par la
caséine kinase 1 (CK1). Des expériences in
vitro d’activités kinases associées a la
mutagenese de ces sites possibles de phos-
phorylation ont confirmé que Ci est bien un
substrat de Sgg/GSK3 et de CK1, mais seule-
ment apres avoir été précédemment phos-
phorylée par la PKA. De plus, des expé-
riences réalisées in vivo chez la drosophile
montrent qu’en I'absence de fonction de
Sgg/GSK3, ou apres la mutation des sites Sy
reconnus par Sgg/GSK3 sur Ci, le clivage de
Ci en Cire, est aboli. Il en résulte une accu-
mulation de Ci, suggérant que Sgg/GSK3
participe a sa protéolyse dans des condi-
tions physiologiques. Il reste a déterminer si
P’activation par Hh contrdle la stabilité de Ci
en réglant 'activité d’une phosphatase, qui
s’opposerait a I'action de la PKA, et/ou de
Sgg/GSK3 et CK. Alternativement, Hh pour-
rait déphosphoryler Ci en inhibant directe-
ment ces protéine kinases.

Finalement, le fait que Sgg/GSK3, déja
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