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I . A ) Protéines lamines : de la physiologie à la pathologie 

 

A . 1 )  Les protéines lamines 

 

1 . a )  Généralités 

 

 Les lamines appartiennent à la famille des filaments intermédiaires de type V. Il s’agit 

de protéines nucléaires codées par 3 gènes et réparties en 2 classes :  

o Les lamines de type A, codées par le gène LMNA : lamine A et lamine C (principales 

isoformes, essentiellement exprimées dans les cellules différenciées); lamine C2 

(uniquement exprimée dans les cellules germinales mâles) et la lamine A∆10 (mise en 

évidence dans la lignée tumorale GLC-A1 correspondant à un adénocarcinome 

pulmonaire (Lin and Worman, 1993; Machiels et al., 1996)).  

o Les lamines de type B : lamine B1 codée par LMNB1 (Lin and Worman, 1995), lamine 

B2 codée par LMNB2 (expression constitutive et apparaissant très tôt au cours du 

développement) (Biamonti et al., 1992; Höger et al., 1990) et lamine B3 également 

codée par LMNB2 (uniquement exprimée dans les spermatocytes) (Elkhatib et al., 

2015). 

 

1 . b )  Structure 

 

 Les lamines, exclusivement nucléaires, possèdent des similitudes structurales avec les 

filaments intermédiaires cytoplasmiques, mais se distinguent néanmoins de ces derniers par 

quelques particularités. Ainsi, on retrouve (Figure 1) : 

o Un domaine en N-terminal correspondant à la « tête » globulaire de la lamine (Head). 

o Un domaine central correspondant à la partie « tige » de la lamine (Road) constituée de 

4 sous-domaines organisés en super-hélices alpha (1A, 1B, 2A et 2B) séparés entre eux 

par des régions « de liaison » (L1, L12, L2). Ces dernières ont une séquence qui est 

différente de celle des filaments intermédiaires cytoplasmiques. Ce domaine central est 

essentiel pour la polymérisation des lamines. 

o Un domaine en C-terminal correspondant à la partie « queue » de la lamine (Tail), qui 

contient un domaine « Immunoglobuline-like ». Une séquence d'adressage de la protéine 

au noyau est retrouvée au sein de cette région : la séquence NLS (Nuclear Localization 
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Sequence). Ce domaine participe à des liaisons de type protéine-protéine et de type 

protéine-ADN (Dittmer and Misteli, 2011; Stuurman et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Structure schématique des lamines (Broers et al., 2006; Burke and Stewart, 2013) 

 

 De la même manière que les filaments intermédiaires cytoplasmiques, les monomères 

de lamines s'assemblent, dans un premier temps, sous la forme de dimères via leur domaine 

central. Puis, ces dimères vont se positionner en parallèle et en « tête-à-queue » afin de former 

des polymères ou protofilaments. Ces protofilaments vont ensuite s'assembler entre eux et 

former des filaments intermédiaires de lamines (Figure 2) (Dittmer and Misteli, 2011; Stuurman 

et al., 1998). 

 Les filaments intermédiaires de lamines ont un diamètre inférieur à celui des filaments 

intermédiaires cytoplasmiques. En effet, il a été montré récemment que les microtubules, les 

microfilaments d’actine et les filaments intermédiaires de vimentine mesurent respectivement 

24, 8 et 10 nm de diamètre, alors que les filaments intermédiaires de lamines ne mesurent que 

3,5 nm de diamètre (Figure 3). 
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Figure 2 :  Représentation schématique de la formation des filaments intermédiaires de lamines  

(Modifié à partir de (Dittmer and Misteli, 2011)) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Exemples d’éléments du cytosquelette avec leur diamètre respectif : microtubule, 

actine, vimentine et lamines (Turgay et al., 2017)  
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1 . c )  Synthèse 

  

 Les lamines de type A sont codées par le gène LMNA situé sur le chromosome 1q21.2-

q21.3. Ce gène a une taille de 25 kb et contient 12 exons (Lin and Worman, 1993). L’épissage 

alternatif du gène LMNA produit 2 transcrits majoritaires codant la prélamine A et la lamine C. 

Une séquence protéique commune aux lamines A et C est générée à partir des exons 1 à 9. Pour 

la suite de sa séquence, la lamine A est générée à partir d’une partie seulement de l’exon 10, 

suivie des exons 11 et 12 (Navarro et al., 2008). La lamine C est générée à partir des exons 1 à 

10, l’exon 10 étant inclus quasi-entièrement comme partie codante, suivie de sa séquence 3’ 

non-codante (Figure 4) (Burke and Stewart, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Représentation schématique du gène LMNA (12 exons) codant les lamines A et C 

(Captur et al., 2018)  

 

 La lamine B1 est codée par le gène LMNB1 situé sur le chromosome 5q.23.3-q.31.1 (Lin 

and Worman, 1995), et la lamine B2 et la lamine B3 par le gène LMNB2 situé sur le 

chromosome 19p13.3, via un épissage alternatif (Furukawa and Hotta, 1993). 

 La lamine A et les lamines B sont synthétisées sous la forme d'un précurseur appelé 

prélamine, contrairement à la lamine C, directement produite sous forme mature. La synthèse 

des protéines matures nécessite plusieurs étapes post-traductionnelles (3 pour les lamines B et 

4 pour la lamine A) se déroulant dans le cytoplasme et impliquant différentes enzymes. 

 La prélamine est farnésyléea par la Farnésyl-Transférase (FT) au niveau de l'extrémité 

C-terminale sur une séquence de type CaaXb. Le groupement farnésyl entraine l’ancrage de la 

 
a La farnésylation est une réaction au cours de laquelle un groupement farnésyl vient se greffer à une protéine.  
b C = cystéine; a = résidu aliphatique; X = méthionine 
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prélamine sur le versant cytosolique de la membrane du réticulum endoplasmique (RE). Puis, 

3 acides aminés sont clivés en C-terminal par la métalloprotéase ZMPSTE24/FACE 1 pour la 

lamine A et FACE2 pour les lamines B. Il s'ensuit une carboxy-méthylation de la cystéine en 

C-terminal par la Isoprényl-Cystéine-Carboxy-Méthyl-Transférase (ICMT). A ce stade, les 

lamines de type B sont matures, et sont importées dans le noyau, où elles sont ancrées à la face 

nucléoplasmique de l’enveloppe nucléaire (EN). Pour la lamine A, une étape supplémentaire 

de clivage en C-terminal par ZMPSTE24 entraîne la suppression des 15 derniers acides aminés 

incluant le groupement farnésyl. Ainsi, la lamine A mature n’est plus farnésylée, elle devient 

soluble, et est importée ainsi dans le noyau où elle y reste localisée (Figure 5) (Burke and 

Stewart, 2013).  

 La lamine C est directement produite sous forme mature. Ne contenant pas la séquence 

CaaX, elle n’est pas ancrée directement à l’enveloppe nucléaire et est donc soluble. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Modifications post-traductionnelles de l’extrémité C-terminale des prélamines 

(Modifié à partir de (Dechat et al., 2010)) 

 

 La lamine A est constituée de 646 acides aminés et possède un poids moléculaire de 70 

kDa, alors que celui de la lamine C est de 65 kDa (572 acides aminés). La structure de la lamine 

C est très proche de celle de la lamine A (Figure 6) puisque les 566 premiers résidus sont 

communs (ses 6 derniers acides aminés C-terminaux spécifiques proviennent de l’épissage 

alternatif). 
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 Les lamines B1 et B2 ont un poids moléculaire de 67 et 68 kDa respectivement (Broers 

et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique de la lamine A et de la lamine C (Dechat et al., 2010) 

 

1 . d )  Localisation 

 

 Dans une cellule, l’enveloppe nucléaire permet de délimiter un volume, le 

nucléoplasme, qui renferme la presque totalité de l’information génétique des cellules 

eucaryotes. Le nucléoplasme est un espace compartimenté contenant : la chromatine 

(hétérochromatine et euchromatine), un ou des nucléoles (site(s) de transcription de certains 

ARN ribosomaux), la matrice nucléaire et d’autres compartiments impliqués dans diverses 

fonctions (réplication de l’ADN, maturation des ARNm…). 

 La matrice nucléaire ou nucléosquelette correspond à l’ensemble du matériel restant 

dans le nucléoplasme après action de divers traitements (DNase, détergents, tampons 

concentrés…) enlevant une grande partie de l’ADN, les ARNs de grande taille et les protéines 

solubles qui sont associées à l’ADN et aux ARNs. La matrice nucléaire comporte : les lamines 

nucléaires, des constituants fibreux autres (par exemple : des protéines NuMA (Nuclear Mitotic 

Apparatus) ; des protéines situées sur la face nucléoplasmique des pores nucléaires) et des 

molécules « insolubles » (Cau and Seïte, 2012). 

 Les lamines nucléaires sont soit ancrées à l’EN au niveau de sa face nucléoplasmique, 

formant la lamina (structure filamenteuse dense), soit dispersées dans le reste du nucléoplasme 

(sans être en relation directe avec l’enveloppe nucléaire) (Stuurman et al., 1998). 

 La lamina est une condensation de lamines au contact de la face nucléoplasmique de 

l’EN. Elle contient les 3 catégories de lamines : les lamines B, ancrées par leur groupement 

farnésyl au feuillet de la face nucléoplasmique de l’EN ; les lamines A et C, solubles, qui 

interagissent entre elles et avec les lamines B. La lamina contient également le domaine 

nucléoplasmique de protéines transmembranaires de l’EN qui agissent comme les récepteurs 

pour les lamines (Lamin Binding Protein), mais aussi pour les histones, l’ADN… 



8 

 

 Le reste du nucléoplasme contient aussi des lamines A et C, mais pas de lamines B dont 

la localisation est limitée à la lamina en raison de leur ancrage à l’EN via leur groupement 

farnésyl (Cau and Seïte, 2012). 

 

1 . e )  Rôles 

 

 Les lamines sont des constituants de la matrice nucléaire qui, en interagissant 

directement ou indirectement avec d’autres protéines, participent à l’architecture de l’enveloppe 

nucléaire, à l’organisation des pores nucléaires, à celle de la chromatine, et au niveau 

fonctionnel, aux processus de réplication et de réparation de l’ADN, de transcription et de 

régulation de l’expression des gènes (mécanismes épigénétiques). 

 Ainsi, la lamina peut interagir avec la chromatine, avec des facteurs régulant la 

transcription de gènes, avec des protéines du cytosquelette, mais également avec des protéines 

des voies de signalisation (Figure 7). Ces nombreuses interactions lui confèrent différents rôles 

majeurs au sein de la cellule eucaryote. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 :  Représentation schématique des rôles physiologiques de la lamina nucléaire (Bell and 

Lammerding, 2016) 

 

e . i )  Les lamines, architectes du noyau cellulaire 

 

 La lamina nucléaire est impliquée dans la morphologie (forme, taille) et la rigidité du 

noyau ainsi que dans la mécano-transduction intra-nucléaire. Des études sur des fibroblastes 

embryonnaires de souris (MEFs pour Mouse Embryonic Fibroblasts) « knockout » 
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homozygotes pour le gène Lmna (MEFLmna-/-) ont montré une altération de la forme des noyaux, 

ainsi qu’une diminution de leur rigidité (Broers et al., 2004; Guo et al., 2014; Prokocimer et al., 

2009). Des MEFs de génotype LmnaLCO/LCO (LCO pour Lamin C-Only), n’exprimant pas la 

lamine A mais exprimant la lamine C, présentent des anomalies mineures de forme et de rigidité 

nucléaires. Des MEFs de génotype Lmnb1Δ/Δ, n’exprimant pas la lamine B1, présentent 

seulement une altération de la forme du noyau (Lammerding et al., 2006; Prokocimer et al., 

2009). Des altérations au niveau des interactions entre le nucléosquelette et le cytosquelette 

peuvent induire des changements dans les propriétés mécaniques du noyau et ainsi altérer le 

fonctionnement de la cellule. En effet, Corne et al., montrent que l’inhibition des lamines de 

type A par un siRNA (small interfering ARN : petit ARN pouvant se lier à une séquence 

d’ARNm et empêcher l’expression génique par clivage de cet ARNm) dans des fibroblastes 

dermiques humains induit notamment une altération de l’expression de protéines impliquées 

dans l’organisation du cytosquelette en particulier celles jouant un rôle dans l’adhérence focale 

(par exemple ACTR2/3 pour Actin-related protein 2/3, FSCN1 pour Fascin actin-bundling 

protein 1). La perte des lamines A et C diminue les zones d’adhérence focale, la capacité 

d’adhérence et augmente la mobilité cellulaire et les forces de tension cytosquelettique (Corne 

et al., 2017). 

 Au cours de la mitose, les lamines sont phosphorylées par diverses protéines dont le 

complexe Cycline B/CDK1 (phase M du cycle cellulaire). Cette phosphorylation permet une 

dépolymérisation du réseau de lamines et facilite ainsi la fragmentation de l'enveloppe nucléaire 

lors de la prophase. Puis, en fin de mitose, le réseau des lamines se reconstitue afin de recréer 

la lamina dans le noyau des 2 cellules filles nouvellement formées (Peter et al., 1990). Au cours 

de la cytokinèse, les lamines B interviennent dans la formation de l'anneau contractile (Burke 

and Stewart, 2013).  

 Les lamines interagissent avec des régions de l’hétérochromatine appelées LADs 

(Lamina-Associated Domains) (Naetar et al., 2017; van Steensel and Belmont, 2017) via des 

protéines intermédiaires (ou LBP pour Lamin-Binding Protein). Par exemple, LBR (Lamin B 

Receptor) est une protéine transmembranaire de la face nucléoplasmique de l’enveloppe 

nucléaire qui interagit avec la lamine B, l’ADN et la HP1 (Human Heterochromatin Protein 

1) ; LAP2 (Lamina-Associated Polypeptide 2) et LAP2 interagissent avec la chromatine ainsi 

qu’avec les lamines de type A et les lamines de type B, respectivement (Dechat et al., 2008). 

Parmi les nombreuses fonctions induites par ces interactions, on peut citer celle permettant le 

positionnement de l'hétérochromatine au niveau de la périphérie du noyau (Vigouroux et al., 

2004) avec par exemple l’interaction des lamines A avec ING1 (Inhibitor-of-Growth-protein1), 
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un régulateur épigénétique, qui est réduite dans les cellules HGPS pouvant expliquer, en partie, 

la perte de chromatine périphérique dans les cellules HGPS. Cette interaction lamines/LADS 

pourrait réguler des protéines et des enzymes agissant sur le remodelage de la chromatine et 

contribuer ainsi à la localisation de la chromatine en périphérie du noyau (Prokocimer et al., 

2013).  

 Le réseau de lamines nucléaires participe également au positionnement des 

chromosomes au sein du noyau. Par exemple, dans les noyaux de fibroblastes dermiques 

d’individus sains, les chromosomes 13 et 18 sont localisés en périphérie du noyau alors que 

dans les cellules issues de patients atteints de laminopathies (avec mutations dans le gène LMNA 

ou bien dans celui de l’émerine), ces chromosomes se retrouvent localisés vers l’intérieur du 

noyau (Dechat et al., 2008). 

 Les lamines, en plus de former un cadre structural pour le nucléoplasme, jouent un rôle 

important dans la régulation épigénétique, dans la réplication et la réparation de l’ADN, dans 

la transcription de gènes (Robin and Magdinier, 2016), ainsi que dans la modulation des voies 

de signalisation cellulaire. 

 

e . ii )  Les lamines, supports des fonctions nucléaires 

 

 Comme vu précédemment, les lamines nucléaires interagissaient avec les LADs. Ces 

domaines d’hétérochromatine sont associés à une activité transcriptionnelle réduite, avec 

enrichissement en histones ayant une activité répressive sur la transcription des gènes 

(H3K9me2, H3K9me3 et H3K27me3), ainsi qu’à des régions dépourvues de gènes (Naetar et 

al., 2017; van Steensel and Belmont, 2017). Une altération des lamines peut induire une 

réorganisation de l'hétérochromatine et, par conséquent, une modification de l’activité 

transcriptionnelle des gènes associés (Burke and Stewart, 2013). Dans les cellules de patients 

atteints de Progeria (pathologie induite par une mutation du gène LMNA - traitée dans la partie 

A.2.a), une modification de l’organisation de la chromatine périphérique est décrite et est liée 

à des variations de plusieurs marqueurs de l’hétérochromatine (Sujet détaillé dans la partie 

A.2.a.ii) (H3K9me3, H4K20me3, H3K27me3, HP1) (Dechat et al., 2008). Par ailleurs, 

certains facteurs de transcription sont préférentiellement localisés au niveau de la lamina 

nucléaire. Par exemple, le facteur de transcription Oct-1a est lié à la lamine B. Lors de l’entrée 

en sénescence de la cellule, Oct-1 se dissocie de la lamine B et n’exerce plus son activité 

 
a Oct-1 est un facteur de transcription qui réprime la collagénase. 
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répressive sur ses gènes cibles (Gruenbaum et al., 2003). Ainsi, une perturbation dans 

l’organisation ou l’expression de la lamine B pourrait modifier la transcription de gènes ciblés 

par des facteurs de transcription en lien avec les protéines lamines. Les lamines de type A 

participent à la régulation de l'activité de la pRb (protéine du Rétinoblastome) via une protéine 

partenaire : LAP2- (Lamina-Associated polypeptide 2 alpha) (Dechat et al., 2008). La pRb est 

une protéine qui se lie au facteur de transcription E2F et qui le régule négativement. Le facteur 

de transcription E2F est fortement impliqué dans la prolifération des cellules, en particulier au 

cours de la phase G1 du cycle cellulaire (décrit plus loin). Par exemple, dans des fibroblastes 

humains, une sous-expression des lamines A/C ou de LAP2- peut induire un arrêt du cycle 

cellulaire en phase G1 (Dechat et al., 2008). 

 Les pores nucléaires font partie des complexes protéiques membranaires avec lesquelles 

les lamines de type A et B peuvent se lier et participer aux échanges nucléo-cytoplasmiques 

(Busch et al., 2009; Maeshima et al., 2006). Dans des fibroblastes humains de patients atteints 

de Progeria, une altération dans le gradient de concentration de la protéine Ran, régulant le 

transport d’ARNs et de protéines entre ces 2 compartiments, a été décrite. Cette anomalie 

conduit à une perturbation dans les échanges de protéines impliquées dans des mécanismes 

cellulaires importants, comme par exemple la réparation de l’ADN via les protéines ATR et 

ATM (décrites plus loin) (Dworak et al., 2019; Kelley et al., 2011). 

 Au début de la phase de réplication de l’ADN, les lamines A et C forment des foci où 

se localisent les protéines impliquées dans l’initiation de la réplication  telles que la PCNA 

(Proliferating Cell Nuclear Antigen) (Musich and Zou, 2009) et l’ADN polymérase  (Wheaton 

et al., 2017). Ainsi, une altération de l’organisation des lamines de type A pourrait avoir un 

impact sur le phénomène de réplication de l’ADN et induire une instabilité génomique dans les 

cellules. Il a été montré que l’injection de lamine A humaine dépourvue de son extrémité N-

terminale dans des extraits d’œufs de Xenopus (grenouille africaine), induisait une importante 

inhibition (plus de 90 %) de la synthèse d’ADN, ainsi qu’une perturbation de l’organisation de 

facteurs impliqués dans l’étape d’élongation : RFC (Replication Factor C) et PCNA. Ces 

derniers sont des cofacteurs de l’ADN polymérase δ, enzyme responsable de la synthèse de 

l’ADN lors de l’étape d’élongation. A l’inverse, des facteurs impliqués dans l’initiation de la 

synthèse d’ADN ne semblent pas perturbés (Moir et al., 2000).   

 Les lamines jouent également un rôle dans la réparation de l’ADN. En effet, dans des 

MEFs Zmpste24-/-, Liu et al., décrivent une augmentation des dommages à l’ADN, une 

sensibilité accrue aux agents endommageant l’ADN, des aberrations chromosomiques. Le 
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recrutement de protéines impliquées dans la réparation de l’ADN (53BP1 pour p53-binding 

protein 1 et Rad51) est également altéré dans ces MEFs et dans des fibroblastes dermiques 

humains de patients atteints de Progeria (Liu et al., 2005). 

 

A . 2 )  Laminopathies d’origine génétique 

 

 Les laminopathies rassemblent les pathologies causées par une anomalie des lamines ou 

de leurs partenaires. Des mutations dans le gène LMNA ont été associées à plusieurs phénotypes 

très hétérogènes, comme par exemple des dystrophies musculaires, des cardiopathies, des 

lipodystrophies, des neuropathies périphériques, des syndromes de vieillissement prématuré...  

 On distingue classiquement 2 groupes de laminopathies selon le(s) tissu(s) touché(s) : 

systémiques (touchant de nombreux tissus) ou tissu-spécifiques (un seul tissu atteint).  

 Nous détaillerons, dans un premier temps, la Progeria de Hutchinson-Gilford, qui 

correspond à une laminopathie systémique d’origine génétique caractérisée par un 

vieillissement prématuré et accéléré chez les patients atteints. 

 Il sera abordé dans un second temps d’autres exemples de laminopathies systémiques 

ou tissu-spécifiques. 

 

2 . a )  Progeria de Hutchinson-Gilford 

 

a . i )  Historique et épidémiologie 

 

 La Progeria de Hutchinson-Gilford ou HGPS (pour Hutchinson-Gilford Progeria 

Syndrome) a été décrite initialement par les Dr. Jonathan Hutchinsona en 1886 et Dr. Hastings 

Gilfordb en 1897. Le premier observa chez un enfant âgé de 3,5 ans, une absence de cheveux 

ainsi qu’une atrophie cutanée et de ses appendices. En 1895, il reporta un second cas. H. Gilford 

s’intéressa à ces 2 mêmes patients en décrivant les symptômes d’un vieillissement précoce 

(DeBusk, 1972) (Hennekam, 2006). 

 La Progeria est une maladie génétique extrêmement rare : DeBuskc rapporta 18 cas de 

HGPS sur 145 000 000 de naissances aux Etats-Unis de 1915 à 1967, soit une incidence de 1 

 
a Médecin anglais exerçant dans divers domaines tels que la dermatologie, la chirurgie, l’ophtalmologie … 
(1828-1913) 
b Chirurgien anglais (1861-1941) 
c Dr Franklin Lafayette DeBusk (1923-2007) – médecin américain 
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cas pour 8 000 000 de nouveau-nés (Hennekam, 2006) (DeBusk, 1972). De 1900 à 2005, aux 

Pays-Bas, 5 nouveaux cas de HGPS sur 19 981 000 naissances ont été rapportés. 

 La prévalence de cette pathologie avoisine 1 cas pour 4-8 millions de nouveau-nés et on 

dénombre 162 cas d’enfants atteints de HGPS dans le monde en Juillet 2019 (Figure 8). En 

décembre 2017, 144 cas de patients atteints de Progeria avaient été décrits dans le monde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : 162 cas de Progeria et syndromes apparentés décrits dans le monde (mise à jour en 

Juillet 2019) dont 125 enfants atteints de la forme classique de HGPS et 37 enfants atteints d’un 

syndrome progéroïde caractérisé par une absence de production de progérine 

(https://www.progeriaresearch.org/). 

 

a . ii )  Phénotype clinique 

 Le nom « Progeria », où les termes grecs « pro » et « geras » signifient respectivement 

« précoce » et « âge avancé », a été proposé par Gilford, car la Progeria correspond à un 

syndrome de vieillissement prématuré (Hennekam, 2006). 

 Les enfants atteints de la forme classique sont asymptomatiques à la naissance et 

développent progressivement des signes spécifiques de la maladie après quelques mois de vie 

(Figure 9) : retard de croissance staturo-pondéral sévère, alopécie, hypoplasie faciale, 

ostéoporose généralisée, atteinte dégénérative des cartilages et ostéolyse (les clavicules et les 

phalanges sont principalement touchées), lipoatrophie générale progressive, aspect pseudo-

sclérodermiforme de la peau... La plupart de ces signes cliniques rappellent ceux observés au 

cours du vieillissement physiologique chez des personnes âgées. Cependant, certains signes 

cliniques retrouvés chez des personnes âgées ne sont pas décrits chez les patients HGPS : 

cancers, altérations cognitives et maladie d'Alzheimer, cataracte (Strandgren et al., 2017). 

https://www.progeriaresearch.org/


14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Signes cliniques observés dans la Progeria de Hutchinson-Gilford  A) Alopécie : les 

patients perdent leurs cheveux jusqu’à une alopécie presque complète ; B) Caractéristiques faciales : 

voix aigüe, veines du crâne proéminentes, dentition anormale ; C) Changements d’aspect de la peau : 

sclérodermie (lésions scléreuses en forme de tâches serrées avec des zones de décoloration), perte de 

poils et de graisse sous-cutanée ; D) Posture : en position « d’équitation » ; E) Dysplasie du squelette : 

diminution de la densité minérale osseuse (DMO), atteintes de la hanche ; F) Contractures articulaires, 

acro-ostéolyse ; G) Perte de Cellules Musculaires Lisses Vasculaires (VSMC) aortiques : rigidité 

artérielle, calcification de la media artérielle ; H) Capacités cognitives normales ; I) Retard de 

croissance  (Modifié à partir de Gonzalo et al., 2017; Strandgren et al., 2017; Ullrich and Gordon, 

2015). 

 

 L’espérance de vie des patients atteints de Progeria est estimée à 14,6 ans (Hennekam, 

2006). Le décès des patients survient généralement par infarctus du myocarde lié à des 

complications cardiovasculaires : plaques d'athérome localisées dans des vaisseaux de gros 

diamètre (aorte, carotides, coronaires), calcifications des valves cardiaques, fibrose du 

myocarde, hypertension artérielle, insuffisance cardiaque congestive... 

 Des troubles du métabolisme lipido-glucidique ont été également rapportés : insulino-

résistance, diabète, diminution du taux de HDL (Vigouroux et al., 2004). 
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a . iii )  Mutation génique et conséquences cellulaires 

 

 La Progeria de Hutchinson Gilford est causée, dans la grande majorité des cas, par une 

mutation de novo autosomique dominante (c.1824 C>T) dans le gène LMNA se traduisant in 

silico au niveau protéique par une mutation isosémantique : p.Gly608Gly. La substitution d'une 

cytosine par une thymidine dans l'exon 11 du gène LMNA entraîne en fait la création, au sein 

du transcrit primaire (pré-ARNm), d'un site d'épissage cryptique provoquant la perte de 150 

nucléotides : l’ARNm obtenu est donc plus court (Figure 10) (Navarro et al., 2008). La protéine 

traduite à partir de cet ARNm, est tronquée de 50 acides aminés (606-656) au niveau de la 

partie C-terminale de la protéine. Ces acides aminés perdus contiennent le site de clivage de 

l’enzyme ZMPSTE24 permettant, à la dernière étape de maturation de la prélamine A, 

d’éliminer le groupement farnésyl. Ainsi, la perte de cette séquence d’acides aminés dans la 

Progeria entraine la production d’une prélamine A tronquée et farnésylée appelée « progérine » 

qui va demeurer ancrée à l'enveloppe nucléaire en raison de la persistance du groupement 

farnésyl. L'accumulation progressive de progérine au sein du noyau est responsable d'une 

toxicité cellulaire dose-dépendante (Burke and Stewart, 2013) induisant des altérations 

conséquentes, d'une part de l'architecture de l’enveloppe nucléaire, et d'autre part, des 

mécanismes cellulaires (Figure 11) (Strandgren et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Synthèse de la lamine A chez un individu normal (A) et Synthèse de la progérine chez 

un individu atteint de Progeria (B) (Gonzalo et al., 2017) 
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 Des maladies extrêmement rares, comme la Progeria, peuvent être à l'origine de signes 

cliniques plus fréquemment retrouvés dans d’autres contextes physiologiques ou pathologiques 

et peuvent alors permettre d'étudier les processus cellulaires impliqués (Gordon et al., 2014). 

De manière intéressante, il a été démontré qu'il existait, en moindre quantité par rapport à des 

patients HGPS, de la progérine dans des cellules de sujets sains très âgés, d’environ 90 ans 

(Scaffidi, 2006). De même, il a été mis en évidence que le taux de progérine augmentait avec 

l'âge, à la fois dans les fibroblastes de patients HGPS et dans les fibroblastes de sujets sains 

(Strandgren et al., 2017). Ces observations mettent ainsi en évidence un lien moléculaire entre 

le vieillissement normal et pathologique de la Progeria. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Anomalies nucléaires induites par l’accumulation de progérine dans les cellules HGPS 

(Capell et al., 2009) 

 

▪ Conséquences cellulaires de l’accumulation nucléaire de progérine : Anomalies 

morphologiques 

 La morphologie du noyau des fibroblastes de patients HGPS en culture in vitro se 

modifie au fur et à mesure des passages (Figure 12). En effet, il est progressivement détecté un 

épaississement de la lamina ainsi que des hernies ou "protubérances" (Goldman et al., 2004) 

donnant ainsi un aspect dysmorphique aux noyaux de ces cellules. Il est également observé une 
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"rigidité" de l’enveloppe nucléaire la rendant ainsi plus sensible aux évènements mécaniques 

(Gonzalo et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Altérations morphologiques du noyau de fibroblastes de patients HGPS à différents 

passages P6, P13 et P26 (a, b et c) comparativement aux noyaux de fibroblastes issus d’un 

individu sain âgé de 92 ans (d) et issus d’un prépuce d’un individu sain (e). Marquage anti-

lamine A (Goldman et al., 2004) 

 

 De plus, au cours des passages, les fibroblastes de patients HGPS présentent 

progressivement une anomalie de la répartition des pores nucléaires (Figure 13). Leur 

distribution n'est plus uniforme comparée à celle des fibroblastes de témoins. Des zones 

dépourvues de pores nucléaires sont décrites dans les cellules HGPS (Figure 13 f) (Goldman et 

al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Organisation de l’enveloppe nucléaire (anticorps anti-lamine A : a et d), 

répartition des pores nucléaires (anticorps anti-nucléoporine : b et e) dans des fibroblastes 

HGPS à P6 et P24 et superposition des deux marquages (c et f) (Goldman et al., 2004) 

 



18 

 

▪ Conséquences cellulaires de l’accumulation nucléaire de progérine : Anomalies 

fonctionnelles 

 

o Raccourcissement des télomères 

Les télomères sont des structures nucléoprotéiques protégeant les extrémités des 

chromosomes des phénomènes de dégradation et de fusion. Au cours du cycle cellulaire, les 

télomères se raccourcissent progressivement. A terme, lorsqu’ils atteignent une longueur 

critique (ou seuil critique), la division cellulaire s’arrête car, à ce stade, cette taille de télomères 

est considérée comme une cassure double-brin de l'ADN. Les fibroblastes HGPS présentent un 

phénotype dans lequel l’augmentation de la progérine est associée à une altération des télomères 

(anomalies de structure, de longueur et de fonction ; anomalie de distribution au niveau du 

noyau) (Prokocimer et al., 2013). Des études ont montré qu’il existait un lien entre quantité de 

progérine accumulée et la diminution de longueur des télomères : dans des fibroblastes humains 

sains, le raccourcissement progressif des télomères au cours de la sénescence cellulaire 

participe à l’activation de la production de progérine, et, de manière réciproque, l’expression 

de la progérine participe au raccourcissement des télomères (Cao et al., 2011a). Wood et al 

(2014) montrent que, dans les fibroblastes dermiques de patients HGPS, la protéine TRF2 

(Telomeric Repeat-binding Factor 2) n’interagit plus avec les lamines A/C comparativement à 

des fibroblastes issus de poumons de sujets sains. Cette perte d’interaction causée par la 

présence de progérine dans les cellules HGPS participe à l’instabilité télomérique. En effet, la 

protéine TRF2 joue notamment un rôle dans le maintien de l’intégrité des télomères et la 

protection contre la fusion des chromosomes entre eux. 

Par ailleurs, comme abordé ci-après, les télomères étant des régions enrichies en 

marques H3K9me3 et H4K20me3, des changements dans la méthylation des histones de ces 

télomères pourraient être, en partie, la cause du raccourcissement des télomères observés dans 

les cellules HGPS (Dechat et al., 2008). 

 

o Modifications épigénétiques 

 L'hétérochromatine correspond à de la chromatine très condensée avec une moins bonne 

accessibilité de l'ADN et donc une expression génique quasiment inactive. Elle peut être divisée 

en deux types : constitutive et facultative. L'hétérochromatine constitutive est retrouvée au 

niveau de séquences répétées d'ADN, comme par exemple autour des centromères et des 

télomères et n'est pratiquement pas exprimée. L'hétérochromatine facultative apparaît lors de 

modifications intervenant au sein de la cellule et abrite en général des gènes 
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transcriptionnellement "éteints". L'expression et l'accumulation de progérine participent à la 

perte de l'hétérochromatine constitutive via des modifications au niveau des histones 

spécifiques de l'hétérochromatine et des protéines associées (comme par exemple HP1) 

(Arancio et al., 2014) (Carrero et al., 2016), en particulier, les histones H3K9me3, H4K20me3 

et H3K27me3 qui ont une activité répressive de la transcription.  

 L'histone H3K9me3 est un marqueur de l'hétérochromatine constitutive que l'on 

retrouve à la fois dans la zone péricentrique des chromosomes et au niveau des télomères. Cette 

marque est diminuée dans les cellules HGPS (Arancio et al., 2014), mais également dans des 

cellules issues d’individus sains âgés exprimant de la progérine (Dechat et al., 2008). La 

protéine HP1 est l'un des composants de l'hétérochromatine péricentrique qui se lie à 

H3K9me3. HP1 permet le maintien de cette hétérochromatine à activité transcriptionnelle 

réprimée (Zeng et al., 2010). Dans les cellules HGPS, l'altération de H3K9me3 est associée, 

d'une part à une diminution de l'interaction entre la lamina nucléaire et l'hétérochromatine, et 

d'autre part à celle entre HP1 et H3K9me3.  

 L'histone H4K20me3 est un autre marqueur de l'hétérochromatine constitutive que l'on 

retrouve au niveau des télomères des chromosomes (Arancio et al., 2014). Dans les cellules 

HGPS, une surexpression de cette marque est observée (Pal and Tyler, 2016), conduisant à un 

raccourcissement des télomères (Arancio et al., 2014).  

 Il est également observé une dérégulation négative de l'histone H3K27me3 dans les 

fibroblastes dermiques humains HGPS. Cette histone est un marqueur de l'hétérochromatine 

facultative, qui, dans ces cellules HGPS est retrouvée sous-exprimée dans les régions pauvres 

en gènes et surexprimée dans les régions riches en gènes (McCord et al., 2013). 

 

o Anomalies de la réplication de l’ADN 

 L’accumulation de progérine conduit à une perturbation de la structure nucléaire des 

cellules, ainsi que celle des foyers nucléoplasmiques de lamine A/C contenant des protéines 

impliquées dans la réplication de l’ADN, notamment le PCNA, l’ADN polymérase  et le RCF 

(Replication Factor C). Une altération de la distribution de ces protéines pourrait conduire 

d’une part, à un arrêt de la progression de la fourche de réplication et d’autre part, induire la 

formation de dommages à l’ADN double-brin (Musich and Zou, 2009) (Figure 14). Ces derniers 

activent diverses protéines clefs dans la voie de signalisation des dommages à l’ADN comme 

par exemple ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related) et ATM (Ataxia Telangiectasia-

mutated) (cf. paragraphe Anomalies de réparation de l’ADN), qui vont par la suite induire 
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l’activation d’une protéine suppresseur de tumeur, p53 (traitée plus loin), jouant un rôle dans le 

cycle cellulaire, la réparation de l’ADN, l’apoptose, les réponses cellulaires au stress. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : L’accumulation de progérine conduit à la séquestration de PCNA loin des sites de 

réplication. La diminution de la progression de la fourche de réplication constitue un signal 

d’activation de p53 : la cellule entre en sénescence prématurément (Wheaton et al., 2017) 

 

o Anomalies de la transcription de l’ADN 

 Dans les cellules HGPS, le processus de transcription est altéré en lien notamment avec 

des anomalies d’expression ou de localisation de facteurs de transcription (Tableau 1).  
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Tableau 1 : Exemples de facteurs de transcription (TFs) dont la régulation est altérée dans la 

Progeria (Prokocimer et al., 2013) 

 

o Anomalies de réparation de l’ADN 

 Les fibroblastes HGPS présentent, à l’état basal, une accumulation de foyers contenant 

l’histone H2AX (marqueur de lésion de l’ADN non réparé) associés à une activation 

persistante de kinases impliquées dans les DDR (DNA Damage Response ou Réponses aux 

Dommages de l’ADN), telles que : ATM, ATR et Chk1 (voir plus loin). De plus, les cellules 

HGPS sont particulièrement sensibles à des dommages de l’ADN induits par des ROS (Reactive 

Oxygen Species) ou par des radiations ionisantes, et présentent une capacité de réparation de 

l’ADN sévèrement réduite (Carrero et al., 2016). Les mécanismes de réparation de l’ADN sont 

complexes faisant notamment appel au recrutement de nombreux facteurs protéiques de 

réparation au niveau des sites de lésions de l’ADN. Dans les cellules HGPS, une modification 

de l’expression et du recrutement de ces protéines altèrent deux mécanismes majeurs de 

réparation de l’ADN double-brin : HR (Homologous Repair pour Recombinaison Homologue) 

et NHEJ (Non-Homologous End Joining pour Jonction d’extrémités non homologues) induisant 
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une activation des points de contrôle du cycle cellulaire (voir plus loin) et un arrêt de la 

prolifération (Gonzalo and Kreienkamp, 2015) (Figure 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Altération des mécanismes de réparation des dommages de l’ADN dans les cellules 

HGPS. A) Dans les cellules d’individus sains, les télomères sont longs, fonctionnels et des facteurs de 

réparation (NHEJ factors et HR factors) sont recrutés au niveau des sites de cassures de l’ADN double-

brin (DSB pour Double-Strand Breaks). B) Dans les cellules HGPS, les télomères sont raccourcis et les 

facteurs de réparation ne sont plus recrutés de manière efficace. Les ROS s’accumulent dans les cellules 

HGPS et endommagent l’ADN (Gonzalo and Kreienkamp, 2015) 

 

 

 Une étude menée sur des fibroblastes humains HGPS, a montré que l’expression de 

γH2AX était augmentée après un traitement induisant la production de ROS : le H2O2 (peroxyde 

d’hydrogène). Cette étude montre qu’un pré-traitement par un anti-oxydant qui empêche la 

production de ROS en présence de H2O2, la N-Acétyl-Cystéine ou NAC, induit une diminution 

de ces foyers contenant l’histone H2AX et semble empêcher leur accumulation. Cette étude 

suggère également que l’accumulation de H2AX dans les fibroblastes HGPS participe à la 

diminution de la prolifération de ces cellules (Richards et al., 2011). 

 

o Anomalies de voies de signalisation 

 Parmi les voies de signalisation altérées dans les cellules HGPS, nous pouvons citer par 

exemple : la voie ERK-MAPK (survie, prolifération, différenciation…) ; la voie Wnt/β-

caténine (prolifération, survie, différenciation, angiogenèse, migration…) ; la voie NF-κBa 

(inflammation, cycle cellulaire, sénescence, stress oxydant…) ; la voie mettant en jeu le facteur 

de transcription NRF2 (résistance au stress oxydant). 

 
a Facteur de transcription dimérique généré à partir des protéines : Rel (p-Rel), p65 (RelA), RelB, p50/p105 
(NFKB1) et p52/p100 (NFKB2). Les homodimères de p50 et les hétérodimères contenant RelB  sont associés à 
une inhibition de la transcription génique (Oakley et al., 2005) 

A B 
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 Des études ont montré que le vieillissement physiologique de fibroblastes de sujets sains 

et le vieillissement prématuré de fibroblastes de patients HGPS impliquaient des voies de 

signalisation similaires. Par exemple, dans des fibroblastes de sujets sains âgés de plus de 60 

ans, il est décrit une diminution de l’expression de l’EGFR (Epidermal Growth Factor 

Receptor), un récepteur à activité tyrosine kinase impliqué dans la voie des MAPKinases, 

comparativement à des fibroblastes de sujets sains jeunes (15-30 ans). Ce profil d’expression 

est comparable dans les fibroblastes HGPS. De même, dans les fibroblastes de sujets sains âgés 

et de patients HGPS, il est décrit une activation de la voie ERK, ainsi qu’une activation d’une 

protéine intervenant dans la voie MAPK, la protéine p38 (Aliper et al., 2015). 

 Plusieurs études menées sur le modèle murin Zmpste24-/- (accumulation de prélamine A 

farnésylée secondaire à l’absence de clivage par Zmpste24 – voir plus loin) ont montré une 

altération de la voie Wnt canonique. Espada et al., montrent que dans les cellules épidermiques 

de ce modèle, une diminution intracellulaire de la forme active de la β-caténine (Act-β-

caténine) est associée à celle de la Cycline D1 (une des cibles directes) (Espada et al., 2008). 

La β-caténine est le principal acteur de la voie Wnt canonique : elle agit comme un co-activateur 

transcriptionnel. De manière très schématique, en l’absence de Wnt, la β-caténine est dégradée 

dans le cytoplasme par le protéasome. À l’inverse, en présence de Wnt, sa dégradation est 

inhibée : elle s’accumule dans le cytoplasme et est importée dans le noyau dans lequel elle va 

participer à la transcription de gènes cibles (Clevers, 2006). Au cours de la 4ème et dernière étape 

de la différenciation ostéogénique, Choi et al., montrent que des cellules progénitrices dérivées 

d’iPSC HGPS présentent une diminution du rapport entre la forme active de la β-caténine 

nucléaire et cytoplasmique. Cette étude montre également que l’étape de farnésylation de la 

progérine est impliquée dans la diminution de la β-caténine : au bout d’une semaine de 

différenciation ostéogénique, des hBM-MSCs (human Bone Marrow-MSCs), exprimant une 

progérine ne pouvant pas être farnésyléea, présentent une accumulation de la β-caténine active 

comparativement à des hBM-MSCs exprimant de la progérine (Choi et al., 2018). 

 L’étude de 2 modèles murins (Zmpste24-/- et LmnaG606G/G609G – voir plus loin) a montré 

par ailleurs que l’accumulation de prélamine A farnésylée et de progérine, respectivement,  

induisait une hyperactivation de la voie NF-κB (augmentation de NF-κB, diminution du 

facteur inhibiteur de NF-κB : IκBα) qui est dépendante des protéines ATM (augmentation de la 

forme phosphorylée active de la protéine ATM) et NEMO (NF-κB Essential Modulator : sous-

unité régulatrice qui permet la libération de IκBα) (accumulation dans le noyau) (Figure 16) 

 
a Mutation induisant le remplacement du résidu cystéine du motif C-terminal en sérine 
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(Osorio et al., 2012). Le facteur NF-κB régule de très nombreux gènes notamment ceux liés à 

l’inflammation (interleukines, chimiokines, cytokines, molécules d’adhérence…). L’altération 

de son expression est impliquée dans la sénescence cellulaire. Par exemple, des souris NFKB1-

/-a présentent une inflammation systémique chronique (grossissement de la rate, taux d’Il-6 

plasmatique élevé, infiltration hépatique de cellules immunitaires) progressant avec l’âge et qui 

est associée à un vieillissement prématuré (perte de poids, hypertrophie cardiaque, perte de tissu 

adipeux sous-cutané, taux de décès précoce plus élevé…) (Jurk et al., 2014). On parle 

d’inflamma’aging (notion développée page 82). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Modèle d’activation de NF-κB par l’intermédiaire d’ATM et NEMO lors de 

l’accumulation de prélamine A farnésylée ou de progérine (Modifié à partir de (Osorio et al., 2012) 

 

 Enfin, des études menées sur des fibroblastes WT et HGPS ont montré que la protéine 

NRF2 (Nuclear Factor Erythroid 2 (NFE2) - Related Factor 2) était délocalisée au niveau de 

la périphérie des noyaux des fibroblastes HGPS. Dans ces cellules, la progérine séquestre NRF2 

et empêche ainsi son activité de transcription de gènes impliqués notamment dans la protection 

contre le stress oxydant (Figure 17). L’inhibition de ce facteur de transcription par un siRNA 

(Small Interfering RNA) induit, dans les fibroblastes HGPS, une aggravation des anomalies 

moléculaires avec par exemple : une augmentation des foci γH2AX et une diminution de HP1γ 

et de H3K27me3. De même, il a été montré que la restauration de la voie impliquant NRF2b 

 
a Souris dépourvues de p105 et p50 
b La voie NRF2 a été restaurée à l’aide de caNRF2 (pour Constitutively Activated NRF2). 
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dans les fibroblastes HGPS, induisait une diminution des anomalies moléculaires : 

augmentation de HP1γ et H3K27me3 et diminution des foci γH2AX (Kubben et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Dans les cellules HGPS, la progérine séquestre la protéine NRF2 en périphérie du 

noyau : la progérine altère l’activité transcriptionnelle de NRF2 (Kubben et al., 2016). 

 

o Dysfonctionnement mitochondrial 

 Des expériences menées sur des fibroblastes dermiques de témoins et de patients HGPS, 

appariés en âge, ont révélé un dysfonctionnement mitochondrial dans les cellules HGPS illustré 

par une diminution de l’expression de composants de la chaîne respiratoirea, une diminution de 

la synthèse d’ATP et une diminution de l’activité de phosphorylation oxydative mitochondriale 

(OXPHOS pour OXydative PHOSphorylation)b. La diminution de l’activité OXPHOS 

mitochondriale est également retrouvée au sein de fibroblastes immortalisés issus de souris 

homozygotes LmnaG609G/G609G (exemple de modèle murin HGPS produisant de la progérine, 

voir plus loin) comparativement à des fibroblastes de souris sauvages (WT). De plus, ces 

fibroblastes du modèle murin HGPS présentent une diminution de la synthèse mitochondriale 

d’ATP. Des études menées sur le tissu cardiaque de souris WT, homozygotes LmnaG609G/G609G 

et hétérozygotes LmnaG609G/+ ont révélé que la progérine avait un effet temps- et dose-dépendant 

sur l’activité OXPHOS. L’effet dose-dépendant de la progérine sur cette dernière est également 

démontré dans le muscle squelettique issu de souris WT, homozygotes Zmpste24-/- et 

 
a Par exemple, le cytochrome c (retrouvé dans l’espace intermembranaire mitochondrial) et la sous-unité I du 
complexe cytochrome c oxydase IV (COXI) (retrouvée dans la membrane interne de la mitochondrie). 
b Activité évaluée grâce au ratio de 2 enzymes : COX (Cytochrome c oxydase) / CS (Citrate Synthase). La CS est 
utilisée afin de normaliser la COX. Ce ratio permet d’évaluer de manière globale l’activité de la chaîne 
respiratoire. 
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homozygotes LmnaG609G/G609G. A l’inverse, dans le cerveau de ces mêmes souris, il n’y a pas de 

différence significative de l’activité OXPHOS mitochondriale (Rivera-Torres et al., 2013). 

 Le dysfonctionnement de l’activité mitochondriale dans les cellules de modèles murins 

HGPS décrit ci-dessus, a de nombreuses conséquences cellulaires, dont la production anormale 

de ROS.  

 Les ROS sont des molécules oxydantes produites par les cellules aérobies pouvant 

participer à des voies de signalisation cellulaire et pouvant, si elles sont produites en excès, 

endommager des macromolécules comme l’ADN (cassure), les protéines (oxydation), les 

lipides (peroxydation)… (Figure 18). Les cellules ont normalement la capacité de réguler et de 

maintenir à des taux physiologiques les ROS via de multiples mécanismes. Une altération d’un 

ou plusieurs mécanismes peut induire un rupture de cet équilibre en faveur d’une augmentation 

de la production de ROS (Mittler, 2017), entrainant un stress oxydant, toxique pour la cellule, 

pouvant aboutir à l’entrée en sénescence cellulaire prématurée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Exemples de rôles des ROS dans les mécanismes cellulaires en fonction de leur taux 

(Modifié à partir de (Mittler, 2017) 

 

 Richards et al., ont montré que des fibroblastes dermiques HGPS avaient un taux basal 

de ROS plus élevé ainsi qu’une prolifération cellulaire basale diminuée comparativement aux 

fibroblastes sains. Il est également décrit qu’après un traitement par H2O2, les fibroblastes 

HGPS produisaient une quantité plus élevée de ROS et avaient une prolifération cellulaire 

diminuée comparativement aux fibroblastes sains traités par H2O2. De même, un pré-traitement 

par la NAC avant celui par H2O2, induit une amélioration de la prolifération cellulaire dans les 

fibroblastes sains et HGPS comparativement à la condition sans pré-traitement. Ainsi, 
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l’activation de la production d’espèces réactives de l’oxygène dans les fibroblastes HGPS, 

participe à la diminution de la prolifération cellulaire. Cependant, la proportion d’anomalies 

nucléaires observées dans les fibroblastes HGPS semble être indépendante du taux de ROS 

(Richards et al., 2011). 

 Une autre étude menée sur le stress oxydant dans les fibroblastes HGPS a montré une 

augmentation de l’ARNm de l’enzyme MnSOD  (Manganèse SuperOxyde Dismutase) dans ces 

cellules qui s’accentue au fil des passages (Viteri et al., 2010). MnSOD appartient à la famille 

des superoxyde dismutases qui protège les cellules des dommages oxydatifs et régule le taux 

d’ion superoxyde (O2
-). 

 

o Anomalie de la prolifération cellulaire 

 Une étude menée sur des fibroblastes HGPS a montré que les cellules de patients 

présentaient une sous-expression de la protéine LAP2α associée à une diminution du taux de 

lamines de type A nucléoplasmiques. Ces caractéristiques ont été corrélées à la diminution de 

la prolifération cellulaire observée dans les cellules HGPS. En effet, les fibroblastes « non-

proliférants » ont un faible taux de LAP2α et inversement. Cet article suggère que la perte de 

LAP2α contribue à un défaut de prolifération des cellules HGPS (Vidak et al., 2015). Par 

ailleurs, d’autres protéines et mécanismes cellulaires peuvent participer à la diminution de la 

prolifération cellulaire. 

  

o Sénescence cellulaire 

 La sénescence cellulaire se définit par un arrêt irréversible du cycle cellulaire 

accompagné de modifications morphologiques, biochimiques et fonctionnelles. La sénescence 

cellulaire est la principale caractéristique des cellules HGPS et sera abordée plus en détails dans 

la partie « I.B.b La sénescence cellulaire ». 

 Dans des fibroblastes humains HGPS sénescents, l’isoforme Δ133p53a de p53 est 

diminuée et est impliquée dans le processus de sénescence. En effet, son inhibition par des 

siRNAs dans des fibroblastes HGPS induit une augmentation du nombre de cellules sénescentes 

et de l’expression des ARNm de p21 (protéine ciblée directement par p53) et d’Il-6 et Il-8, des 

cytokines inflammatoires impliquées dans le SASP (Senescence-Associated Secretory 

 
a Le gène TP53 est à l’origine d’au moins 13 isoformes de p53 résultant d’un épissage alternatif, d’une 
utilisation d’un promoteur alternatif ou bien d’un autre site d’initiation de la transcription. Δ133p53 est une 
isoforme tronquée au niveau de l’extrémité N-terminale initié par l’utilisation d’une méthionine dans le codon 
133 du transcrit, lui-même issu du promoteur 2 de TP53. 
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Phenotype) (traité plus loin). Cette étude révèle également que STUB1, une protéine empêchant 

la dégradation de Δ133p53 par autophagie, est diminuée dans les fibroblastes HGPS sénescents. 

L’induction de l’expression de Δ133p53 par un lentivirus induit une augmentation de la 

prolifération ainsi qu’une diminution de l’ARNm de p21, du miR-34a et de foyers positifs pour 

γH2AX (via l’augmentation d’un facteur de réparation de l’ADN : RAD51). Cependant, aucun 

effet n’a été décrit sur le niveau de progérine et sur les anomalies morphologiques nucléaires 

(von Muhlinen et al., 2018). 

 Une étude menée par Varela et., sur le modèle murin Zmpste24-/- a montré que des gènes 

régulés négativement par p53 étaient surexprimés dans le foie de ces souris dont notamment 

p21 (décrite dans la partie traitant du cycle cellulaire et de la sénescence). Les anomalies de 

l’enveloppe nucléaire observées chez ce modèle murin pourraient être un signal d’activation de 

p53. Par exemple, les altérations de la chromatine peuvent être considérées par la cellule comme 

un stress dit « génotoxique » et ainsi conduire à une réponse de sénescence cellulaire ou bien 

d’apoptose médiée par p53. Les fibroblastes des modèles murins entrent en état de sénescence 

car ils présentent les caractéristiques spécifiques des cellules sénescentes : diminution 

spontanée de la prolifération cellulaire ; arrêt définitif du cycle cellulaire ; diminution de la 

capacité réplicative ; morphologie altérée (aplatissement et élargissement de la cellule) ; 

activité accrue de la β-galactosidase acide (Varela et al., 2005). 

 

a . iv )  Modèles animaux de Progeria 

 

Parmi les modèles animaux développés ces dernières années pour étudier la Progeria et 

les syndromes apparentés, le modèle murin est le principal modèle utilisé pour explorer des 

mécanismes moléculaires in vivo, et plus récemment, des approches thérapeutiques. D’autres 

modèles, comme par exemple Caenorhabditis elegans (C. elegans), organisme très utilisé pour 

l’étude du vieillissement de manière générale, ont également émergé. 

 

o Modèles murins 

 La classification en 2 groupes des syndromes progéroïdes selon Carrero et al., précisée 

plus haut, est également applicable aux différents modèles murins créés et utilisés non 

seulement pour l’étude des syndromes progéroïdes humains mais également pour l’étude des 

mécanismes du processus de vieillissement physiologique. 
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 Les anomalies phénotypiques les plus fréquemment rapportées dans les modèles de 

souris progéroïdes concernent essentiellement les os, les articulations, les muscles 

squelettiques, la peau, le système cardiovasculaire, le foie, les reins (Harkema et al., 2016). 

 Plusieurs modèles murins de la Progeria ont été générés afin de pouvoir mener des 

études in vivo pour mieux comprendre la physiopathologie de cette maladie et tester des 

approches thérapeutiques. Ces modèles ont été obtenus soit par la modification du gène Lmna, 

soit par celle du gène Zmpste24 (Kõks et al., 2016). 

 

▪ Souris murin « knock-in » LmnaHG a 

 Dans ce modèle murin, la mutation responsable de la Progeria a été introduite. Les souris 

hétérozygotes (LmnaHG/+) expriment de la lamine A, de la lamine C et de la progérine. Elles 

expriment la progérine à des taux très importants et l’accumulation de cette protéine conduit à 

des dysmorphies nucléaires marquées.   

 À la naissance, les souris hétérozygotes (LmnaHG/+) semblent normales, mais des signes 

cliniques d’HGPS apparaissent au bout de 6 à 8 semaines de vie. À cet âge, elles commencent 

à perdre du poids et présentent une croissance lente. Elles développent des lésions ostéolytiques 

au niveau des côtes entraînant de nombreuses fractures spontanées, une cyphose de la colonne 

vertébrale et des anomalies au niveau du crâne (lésions ostéolytiques de l’arc zygomatique, 

altérations des sutures crâniennes, micrognathie) (Yang, 2006). Elles conservent leur force de 

préhension et semblent ne pas présenter d’anomalie du muscle squelettique au niveau 

histologique. Elles présentent une diminution du tissu adipeux sous-cutané ainsi qu’une 

diminution de la graisse abdominale (Yang, 2006). Les aortes des souris hétérozygotes âgées 

de 6-7 mois ne présentent pas d’altération au niveau du muscle lisse (intima, media et 

adventice). Ce modèle murin ne développe pas de maladies cardiovasculaires (Yang, 2006). Le 

décès survient avant 28 semaines de vie. (Yang et al., 2008). 

 Ce modèle, dans lequel de la prélamine A tronquée s’accumule, se rapproche du modèle 

Zmpste24-/- présentant une accumulation de prélamine A farnésylée. Ces 2 protéines ont toutes 

deux le groupement farnésyl conservé. Au niveau phénotypique, ces 2 modèles présentent de 

nombreuses similitudes avec quelques caractéristiques qui leur sont propres. 

 Les souris homozygotes LmnaHG/HG sont très sévèrement touchées et meurent avant 3 

semaines de vie. De très petite taille, elles sont totalement dépourvues de tissu adipeux et 

 
a L’allèle LmnaHG correspond à la délétion de l’intron 10 (suppression de la synthèse de lamine C) et de l’intron 
11 ainsi que de la délétion des 150 derniers nucléotides de l'exon 11 (suppression de la synthèse de prélamine 
A). 
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présentent de très nombreuses fractures spontanées localisées au niveau des extrémités, un tissu 

osseux faiblement minéralisé, une micrognathie et un crâne anormalement formé avec des 

sutures crâniennes ouvertes. Un fort pourcentage de noyaux dysmorphiques est décrit dans les 

fibroblastes de ces souris. 

 

▪ Modèle murin « knockout » Zmpste24-/- (Bergo et al., 2002; Harkema et al., 2016; 

Pendás et al., 2002; Piekarowicz et al., 2019; Yang, 2006)  

 Comme précisé plus haut, ce modèle murin présente une accumulation de prélamine A 

farnésylée, par blocage de la dernière étape de maturation de la prélamine. Les cellules de souris 

homozygotes Zmpste24-/- n’expriment pas de lamine A mature et présentent des dysmorphies 

nucléaires marquées. 

 À la naissance, les souris homozygotes semblent normales mais développent 

rapidement, après 4-6 semaines de vie, un phénotype très similaire à celui des patients HGPS : 

retard de croissance, perte de poids, alopécie, anomalies osseuses, ostéopénie (réduction de la 

masse et de densité osseuse), sarcopénie (réduction de la masse, de la force et de la fonction 

musculaire). 

 Les souris Zmpste24-/- présentent un phénotype ostéopénique avec des anomalies 

osseuses marquées. Ceci se traduit notamment par une altération de la dentition (incisives 

minces, longues), l’apparition de fractures spontanées, la perte de la capacité de différenciation 

des cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse en ostéoblastes (cellules 

participant à la formation du tissu osseux), une micrognathie, une posture anormale caractérisée 

par une position courbée et une scoliose. Elles développent, à environ 4 mois de vie, une 

anomalie de la force de préhension. Elles n’arrivent à s’accrocher à la grille que pendant un 

temps très bref. Elles présentent également une démarche lente et anormale : membres 

postérieurs traînants fréquemment en lien avec la faiblesse musculaire que présentent ces souris 

vers l’âge de 6-8 semaines. Des foyers de dégénérescence musculaire, une infiltration de 

cellules inflammatoires et une fibrose interstitielle ont été décrits, hormis dans le modèle de 

Bergo et al. 

 Vers l’âge de 16 semaines, les souris Zmpste24-/- ont totalement perdu leur tissu adipeux 

sous-cutané et présentent une atrophie sévère de l’épiderme, des follicules pileux et des corps 

apoptotiques sont retrouvés dans la couche basale de l’épiderme. Ceci peut se traduire au niveau 

phénotypique par la perte de leur fourrure, de leurs moustaches et de leurs cils. 

 Au niveau cardiaque, les souris présentent : une diminution de l’épaisseur de la paroi du 

ventricule, des zones de dégénérescence musculaire, une infiltration de cellules inflammatoires, 
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une fibrose interstitielle, une dilatation ventriculaire. Ces altérations du myocarde suggèrent 

que le décès de ces souris pourrait être dû à une cardiomyopathie dilatée et à une insuffisance 

cardiaque. En revanche, Bergo et al. ne décrivent aucune pathologie cardiaque dans  leur 

modèle murin. Pendάs et al. rapportent par ailleurs une diminution de la glycémie et de la 

triglycéridémie après 4 semaines de vie. 

 Ces souris Zmpste24-/- constituent un modèle de syndrome progéroïde avec lequel il est 

possible d’étudier les mécanismes cellulaires altérés par l’accumulation de prélamine A 

farnésylée : morphologie de l’enveloppe nucléaire, sénescence cellulaire, hyperactivation de la 

voie p53, phénotype progéroïde… Il a été, par exemple, utilisé pour tester des approches 

thérapeutiques visant à réduire la farnésylation de la progérine. Cependant, il n’est pas possible 

avec ce modèle d’étudier le mécanisme moléculaire d’épissage aberrant du gène LMNA tel 

qu’observé chez les HGPS. 

 

▪ Modèle murin « knock-in » LmnaG609G/G609G a  

 Ces souris ont été générées par l’introduction de la mutation à l’origine de la Progeria 

chez l’Homme. Les souris homozygotes produisent de la progérine, de la lamine A à des 

niveaux très faibles et de la lamine C à des niveaux intermédiaires, tandis que les souris 

hétérozygotes LmnaG609G/+ produisent de la progérine en plus des taux normaux de lamines A 

et C. En termes de phénotype, celui des souris LmnaG609G/+ est moins marqué et s’explique par 

une meilleure « tolérance » des souris vis-à-vis de l’accumulation de progérine par rapport aux 

humains. De même, la dermopathie restrictive entraîne chez l’humain une diminution du poids 

du fœtus, un accouchement prématuré et une mort périnatale, alors que, dans le modèle murin 

de cette pathologie, les souris ne présentent pas de phénotype particulier jusqu’à 3-4 semaines 

de vie. Ainsi, les souris homozygotes LmnaG609G/G609G sont un meilleur modèle de HGPS que 

les souris hétérozygotes LmnaG609G/+ car elles présentent d’une part un phénotype progéroïde 

plus prononcé et plus précoce (retard de croissance, perte de poids progressive, courbure du 

rachis, calcifications au niveau des vaisseaux…, décès prématuré vers l’âge de 4,5 mois), et 

d’autre part, elles reproduisent le mécanisme moléculaire à l’origine de la maladie humaine 

(Osorio et al., 2011a).  

Les souris LmnaG609G/G609G ont une posture anormale et une courbure marquée de 

manière excessive de la colonne vertébrale (Osorio et al., 2011a; Piekarowicz et al., 2019). 

Osorio et al. décrivent également chez ces souris : une diminution de la taille des incisives 

 
a LmnaG609G ; c.1827 C > T ; p.Gly609Gly. 
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inférieures, un amincissement de l’os cortical (couche externe de l’os ; très présent dans le 

centre des os longs) avec une augmentation de sa porosité au niveau des tibias, une réduction 

de la taille du crâne. Comme pour le modèle murin Zmpste24-/-, ces souris montrent une force 

de préhension réduite (Osorio et al., 2011a). Au niveau cutané, elles présentent également une 

perte du tissu adipeux sous-cutané, une atrophie des follicules pileux (Osorio et al., 2011a; 

Piekarowicz et al., 2019) et une perte de poils (Harkema et al., 2016). Ce modèle murin présente 

une grande similarité de phénotype vasculaire avec celui des patients HGPS. En effet, les souris 

présentent de nombreuses altérations au niveau des vaisseaux sanguins avec notamment : une 

diminution progressive des cellules musculaires lisses, une accumulation de collagène, une 

dégradation de l’élastine, une fibrose et une calcification (Harkema et al., 2016). Au niveau 

cardiaque, elles présentent des troubles du rythme cardiaque de type bradycardie (Osorio et al., 

2011a; Piekarowicz et al., 2019). 

 Ce modèle de souris présente aussi une diminution de la glycémie, de l’adiponectine 

(protéine synthétisée dans le tissu adipeux et impliquée dans le métabolisme des graisses et du 

glucose) mais également d’hormones telles que la leptine (hormone digestive régulant les 

réserves de graisses et à activité anorexigène), l’hormone de croissance et l’IGF-1 (Insulin-like 

Growth Factor-1 : synthétisée majoritairement par le foie et impliquée notamment dans le 

métabolisme du glucose et la prolifération cellulaire) (Piekarowicz et al., 2019). 

 Ces souris LmnaG609G/G609G constituent donc un excellent modèle animal car il 

reproduit de manière fidèle à la fois le mécanisme moléculaire à l’origine de la Progeria 

(mutation ponctuelle du gène Lmna), les altérations cellulaires induites (morphologie 

nucléaire altérée par exemple) ainsi que le phénotype clinique.  

 En plus de ces modèles murins exprimant un phénotype pluritissulaire de syndromes 

progéroïdes, il est intéressant de noter que des modèles murins exprimant de la progérine 

spécifiquement dans un tissu ont également été générés. 

 Wang et al. ont généré des souris transgéniquesa exprimant la progérine dans 

l’épiderme. Les kératinocytes de ce modèle de souris présentent des anomalies morphologiques 

nucléaires qui sont décrits comme réversibles en présence d’un traitement par un inhibiteur de 

la farnésyl-transférase (voir plus loin). Cependant, ces souris ne présentent pas de différences 

significatives au niveau cutané (épaisseur de la peau, densité des poils, morphologie de la 

peau…)(Wang et al., 2008). De même, Sagelius et al. ont généré des souris transgéniquesb qui 

 
a Sous le contrôle d’un promoteur de la kératine 14. 
b Ces lignées sont dites inductibles par la tétracycline et la séquence portant la mutation G609G est retrouvée 
dans les tissus exprimant la kératine 5. 
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présentent des anomalies de la peau et de la dentition, une diminution des adipocytes, une 

altération des follicules pileux et des glandes sébacées (Sagelius et al., 2008). Ces souris 

pourraient être utilisées afin d’étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans les 

altérations de la peau et de ses annexes au cours de la Progeria. 

 Dans une autre étude, il a été réalisé une expression de la progérine dans des cellules 

(pré)-adipocytaires de souris. Ces animaux présentent, après de nombreuses semaines, une 

augmentation du nombre de (pré)-adipocytes exprimant de la progérine, une accumulation de 

dommages à l’ADN, une sénescence et une atrophie du tissu adipeux, de la fibrose, un état 

inflammatoire généralisé (Revêchon et al., 2017). 

 

o C. elegans 

 Depuis plusieurs années, le nématode, Caenorhabditis elegans, est utilisé en tant que 

modèle pour l’étude du vieillissement, car il possède de nombreux avantages comme par 

exemple : une durée de vie très courte (d’environ 3 semaines) ; une facilité d’élevage ; de 

nombreux gènes conservés chez les mammifères supérieurs ; des mécanismes moléculaires et 

cellulaires communs avec l’Homme ; différents biomarqueurs du vieillissement identifiés 

(Figure 20)… (Litke et al., 2018). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Biomarqueurs potentiels du vieillissement chez C. elegans (NMD : Nonsense-mediated 

mRNA Decay ; ERUP : Endoplamic Reticulum Unfolded Protein Response ; mtDNA : mitochondrial 

DNA) (Modifié à partir de (Son et al., 2019)). 

 

 Aux travers de nombreuses études, il a été décrit que des facteurs génétiques et 

environnementaux avaient un rôle important dans la régulation de la durée de vie de C. elegans.  



34 

 

 Au cours du vieillissement, C. elegans présente un caractère phénotypique majeur : la 

diminution progressive de sa mobilité. Le tissu musculaire exprime de moins en moins le 

facteur de transcription UNC-120 induisant la diminution de l’expression de gènes impliqués 

dans la contraction musculaire. (Mergoud dit Lamarche et al., 2018). La surexpression de UNC-

120 retarde le vieillissement musculaire du ver sans augmenter sa durée de vie. La perspective 

qui ressort de cette étude est un « vieillissement en bonne santé » qui pourrait être une stratégie 

thérapeutique dans certaines pathologies (Mergoud dit Lamarche et al., 2018). 

 Les études menées sur C. elegans sont potentiellement applicables au vieillissement des 

mammifères, dont les humains, puisque les processus moléculaires impliqués sont décrits 

comme étant très conservés (Mack et al., 2018).  

 C. elegans contient un seul gène de lamine (lmn-1) codant une isoforme appelée Ce-

lamine. Comme chez l’Homme, cette protéine présente une séquence CaaX à son extrémité C-

terminale induisant la farnésylation de la protéine. De plus, comme pour les lamines de type A 

humaines, la Ce-lamine est indispensable pour maintenir la structure du noyau (Rzepecki and 

Gruenbaum, 2018). Cette protéine est essentielle car la réduction de son expression entraine la 

mort des embryons précoces, associée à des anomalies cellulaires multiples. En raison de ses 

similitudes avec l’espèce humaine, C. elegans a été utilisé ces dernières années comme modèle 

de laminopathies. A ce jour, 16 mutations correspondant à des contextes de laminopathies ont 

été introduites chez l’animal : la dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss, la cardiomyopathie 

dilatée, le lipodystrophie partielle familiale de Dunnigan et la Progeria. La mutation Q159K de 

Ce-lamine, correspondant à la mutation humaine E145K, s’accompagne d’un phénotype HGPS. 

L’animal mutant présente un phénotype de Progeria incluant des défauts de mobilité avec 

anomalies musculaires, de fertilité et un vieillissement précoce avec réduction de la durée de 

vie (Bank et al., 2012). À ce jour, le modèle correspondant à la mutation p.G608G humaine n’a 

pas été rapporté.  

 

a . v )  Stratégies thérapeutiques 

 

 Les modèles murins détaillés ci-dessus ont permis d’explorer différentes pistes en vue 

d’améliorer le phénotype moléculaire et clinique de ces souris. Nous ne citerons que quelques 

exemples d’études réalisées afin d’illustrer ces propos. 
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 Il a été étudié notamment l’impact de l’inhibition de l’enzyme ICMTa dans des souris 

Zmpste24-/-. Cette expérience a révélé que les souris Zmpste24-/- Icmthm présentaient 

notamment un taux de prélamine A non méthylée plus élevé, une durée de vie plus longue, une 

amélioration du poids et du pelage, une augmentation de la densité osseuse et du tissu adipeux, 

une délocalisation nucléoplasmique de la prélamine A, une inhibition de l’entrée en sénescence 

des fibroblastes…(Ibrahim et al., 2013) 

 

 Dans des fibroblastes de patients HGPS, il a été étudié les effets d’une molécule de 

synthèse, la Remodeline qui inhibe l’activité de NAT10 (N-Acétyl-Transférase 10). Cette 

dernière est une enzyme impliquée dans l’ancrage des microtubules sur le noyau. Suite au 

traitement des cellules par la Remodeline, il a été notamment décrit une diminution du nombre 

de noyaux morphologiquement anormaux, de la production de dommages à l’ADN, du nombre 

de cellules sénescentes, une amélioration de la prolifération cellulaire…(Larrieu et al., 2014). 

L’inhibition de NAT10 par la Remodeline dans les cellules HGPS permet de diminuer la force 

exercée par les microtubules sur un noyau « fragilisé » et ainsi d’améliorer sa morphologie. 

L’amélioration de la forme du noyau semble impliquée dans la restauration de certaines 

fonctions cellulaires.  

 Dans le modèle murin LmnaG609G/G609G, Sanger et al., ont administré la Remodeline par 

voie orale et ont notamment décrit une amélioration du poids des souris, une réduction de la 

perte du tissu adipeux, une diminution d’anomalies cardiovasculaires (par exemple fibrose 

aortique et perte de cellules du muscle lisse vasculaire). Dans cette même étude, des souris 

LmnaG609G/G609G Nat10+/+ ont été générées afin de mimer in vivo les effets de la Remodeline et 

ont été comparées aux souris LmnaG609G/G609G Nat10+/- b. L’équipe a décrit par exemple un retard 

dans l’apparition de la courbure de la colonne vertébrale, un retard dans l’apparition de la 

bradycardie, une augmentation de la fertilité des mâles et des femelles, chez les souris 

LmnaG609G/G609G Nat10+/- … Un second modèle a été généré, Lmna+/G609G Nat10+/-. Ce dernier 

présente également des améliorations dans la durée de vie, la perte de poids et de la courbure 

de la colonne vertébrale (Sanger Mouse Genetics Project et al., 2018). 

 
a Il a été utilisé un allèle hypomorphique : Icmthm. Un allèle est dit hypomorphe lorsque le produit du gène a la 
même fonction que le gène sauvage mais il est moins exprimé ou moins actif. Dans cette étude, l’allèle 
hypomorphique sera à l’origine d’une diminution de l’activité de ICMT.  
b Le génotype Nat10-/- est létal pendant la période embryonnaire. 
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 Il est intéressant de noter que dans des fibroblastes humains HGPS et dans des cellules 

de tissu cutané de souris LmnaG609G/G609G, l’acétylation d’un résidu de lysine en position 40 

(L40) de la α-tubuline est augmenté et fait partie des substrats de NAT10. 

 

 Les exemples de stratégies thérapeutiques suivants se focalisent sur les différents 

mécanismes moléculaires et biologiques impliqués dans la pathologie  (Figure 21) : synthèse 

de la progérine et ancrage à l’enveloppe nucléaire via le groupement farnésyl (inhibition du site 

d’épissage aberrant, inhibition de l’étape de farnésylation), dégradation de la progérine 

(activation de la voie de l’autophagie), effets toxiques induits (diminution des molécules de 

l’inflammation, inhibition de voies hyperactivées…). Différentes approches ont été 

développées ces dernières années et testée in vitro et pour certaines in vivo dans des modèles 

murins, avec plus ou moins d’efficacité. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Stratégies thérapeutiques dans la Progeria ciblant plusieurs mécanismes impliqués 

dans la maladie (Harhouri et al., 2018) 
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▪ Inhibition de la synthèse de progérine par blocage du site d’épissage (Figure 21 A) 

 Cette stratégie vise à cibler directement le site d'épissage anormal activé par la mutation, 

afin d’inhiber la synthèse de la progérine. Par exemple, l'administration d'oligonucléotides anti-

sens (AON pour Antisense OligoNucleotides) ciblant ce site d’épissage anormal dans l’exon 11 

dans des cellules de patients HGPS et dans des modèles de souris LmnaG609G/G609G conduit à 

une diminution de la production de progérine. Dans cette approche, un second AON ciblant le 

site d’épissage physiologique situé dans l’exon 10 est utilisé pour renforcer l’effet, en diminuant 

la production de lamine A au profit de la lamine C (Osorio et al., 2011a).  

 Dans des fibroblastes humains HGPS, HGPS-like et MAD-B (Mandibuloacral 

Dysplasia type B ou Dysplasie acro-mandibulaire de type B), Harhouri et al., ont utilisé des 

AON de séquences spécifiques de la mutation retrouvée dans le gène Lmnaa et ont montré une 

diminution de la prélamine A, de la progérine, de la prélamine AΔ90 et de la prélamine AΔ35. 

Ils ont également montré une diminution du nombre de cellules sénescentes et des anomalies 

morphologiques nucléaires (Harhouri et al., 2016a). 

 La protéine SRSF-1 (Serine/arginine-Rich Splicing Factor 1) favorise le site d'épissage 

cryptique à l'origine de la synthèse de la progérine et sa transcription est modulée par un 

antidiabétique oral : la metformine. Ce principe actif réduit l'expression de SRSF-1 et de la 

progérine au sein de MSCs (Mesenchymal Stem Cells) HGPS, de fibroblastes humains HGPS 

et de fibroblastes de souris LmnaG609G/G609G (Egesipe et al., 2016). Il est intéressant de noter que 

le MG-132 (voir plus loin) diminue également l’expression de SRSF-1 (Harhouri et al., 2017). 

 L'utilisation in vitro d’un siRNA (small interfering RNA) ciblant la protéine SRSF-1 

dans des MEFs LmnaG609G/+ induit une diminution de la progérine et corrige la morphologie 

des noyaux (Lopez-Mejia et al., 2011). 

 

▪ Inhibition de la synthèse de prélamine A farnésylée par blocage de la 

farnésylation (Figure 21 B) 

 Le blocage de l'étape de farnésylation par des FTIs (Farnesyl Transferase Inhibitors), 

qui se lient sur la séquence de liaison CaaX de la Farnésyl-Transférase (FT), a été testé dans 

des fibroblastes humains HGPS, ainsi que dans des modèles de souris HGPS, montrant des 

améliorations phénotypiques et de la morphologie nucléaire in vitro. En 2007, un essai clinique 

sur 25 patients a été mis en place, basé sur l'administration d'un FTI : le lonafarnib. Cet essai 

 
a HGPS : Lmna c.1824C>T (accumulation de progérine) ; HGPS-like : Lmna c.1968+2T>C , c.1968+1G>A , 
c.1968+5G>C , c.1968G>A (accumulation de progérine et de prélamine AΔ90) ; c.1868C>G (accumulation de 
prélamine AΔ35) ; MAD-B : Lmna c.1274T>C (accumulation de prélamine A) 
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a montré quelques améliorations de signes cliniques (allongement de la moyenne de survie, 

gain de poids, amélioration de la rigidité des vaisseaux et du tissu osseux) avec néanmoins des 

variations interindividuelles (Gordon et al., 2012). 

 Cependant, il a été montré que, dès lors que l'activité de la FT était bloquée, la 

prénylation de la progérine par un groupement farnésyl était remplacée par un groupement 

géranyl-géranyl par le biais d’une autre enzyme, la géranyl-géranyl-transférase I. La progérine 

étant toujours présente sous forme prénylée, l’effet attendu visant à diminuer sa toxicité s’avère 

très limité. Par ailleurs, l'administration simultanée d'un FTI et d'un GGTI 

(GeranylGeranylTransferase I Inhibitor) induit une accumulation de prélamine A associée à 

une relocalisation des lamines A, C et B1 de la lamina nucléaire vers le nucléoplasme et une 

diminution du nombre de noyaux déformés et de foyers γH2AX (Varela et al., 2008). 

 Une autre approche de l'inhibition de la prénylation a été mise en place par notre équipe 

(Unité INSERM et Laboratoire de Génétique Moléculaire - Professeur Nicolas Lévy). Elle est 

basée sur l'utilisation de 2 molécules pharmaceutiques ayant déjà une AMM : le zolédronate 

(bi-phosphonate indiqué dans le traitement de pathologies osseuses) et la pravastatine (statine 

indiquée dans le traitement des hypercholestérolémies). Ces 2 principes actifs inhibent 2 

enzymes nécessaires à la synthèse des groupements farnésyl et géranyl-géranyl. 

L'administration conjointe de ces 2 molécules (ZoPra) a montré son efficacité à la fois in vitro 

dans les fibroblastes HGPS (réduction de la prénylation, correction des anomalies nucléaires) 

et in vivo dans les souris Zmpste24-/- (croissance, poids, tissu adipeux, durée de vie...). En 2009, 

les résultats d’un essai clinique consistant en l'administration combinée de pravastatine, de 

zolédronate et de lonafarnib chez 37 patients HGPS n'ont pas montré de bénéfice 

supplémentaire par rapport à la monothérapie avec le lonafarnib (Gordon et al., 2016). 

 Les mono-AminoPyrimidines (mono-APs), agissant de manière similaire au 

zolédronate et aux FTI, ont montré également une efficacité in vitro sur le phénotype de cellules 

iPSCs (Induced Pluripotent Stem Cells) dérivées de fibroblastes de patients HGPS (Blondel et 

al., 2016). 

 

▪ Induction de la dégradation de la progérine par activation de l'autophagie (Figure 

21 C) 

 Un immunosuppresseur, la rapamycine, induit dans des fibroblastes HGPS, une 

augmentation de la clairance de la progérine par autophagie, ainsi que des améliorations des 

anomalies nucléaires (forme du noyau, hétérochromatine), et un retard de l'entrée en sénescence 

de ces cellules. La rapamycine a la propriété d'inhiber l'activité de la protéine kinase mTOR 
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(Mammalian Target Of Rapamycin) qui intervient au sein de nombreux processus 

physiologiques dont la prolifération cellulaire, l'autophagie, la transcription de gènes, la 

biosynthèse des protéines... (Cao et al., 2011b). 

 Dans un essai clinique en cours mené à Boston, l'évérolimus, un inhibiteur sélectif de 

mTOR, est actuellement testé en co-administration avec du lonafarnib (NCT02579044). 

 Les PML-NB (Promyelocytic-Nuclear Bodies) constituent de nouveaux biomarqueurs 

dans la Progeria car ils sont le siège d'une accumulation de progérine. Ce sont des sphères de 

0,1-1 µl de diamètre appartenant à la matrice nucléaire et régulant de nombreuses fonctions 

nucléaires dont l'autophagie. Le MG-132, une molécule fort prometteuse, agit à la fois sur la 

translocation nucléo-cytoplasmique de la progérine à partir de ces PML-NB et sur sa clairance 

par autophagie. De plus, le MG-132 agit au niveau de la synthèse de la progérine via la 

régulation négative du facteur d’épissage SRSF1 (cf ci-dessus). Ces effets ont été décrits sur 

des fibroblastes HGPS, sur des iPSC de patients HGPS dérivées en cellules souches 

mésenchymateuses (MSCs) et en cellules de muscles lisses vasculaires (VSMCs). Le MG-132 

améliore le phénotype cellulaire, réduit la sénescence, augmente la prolifération et la viabilité 

des cellules HGPS. Dans les modèles de souris LmnaG609G/G609G, l’administration locale de la 

molécule conduit à une diminution de l'expression de la progérine dans le muscle squelettique 

(Harhouri et al., 2017). 

L’utilisation de molécules anti-oxydantes a également montré des effets bénéfiques. Le 

sulforaphane, un antioxydant, conduit à des effets similaires à ceux observés avec la 

rapamycine dans les cellules HGPS. Les cellules HGPS ont été décrites comme exprimant de 

manière réduite les récepteurs à la vitamine D. Le traitement de cellules HGPS avec de la 1,25α-

dihydroxy-vitamine D3 a montré également une amélioration du phénotype de ces cellules : 

diminution du taux de progérine, diminution des anomalies morphologiques nucléaires, retard 

de l’entrée en sénescence des cellules, réduction de l’accumulation de dommages à l’ADN 

(Kreienkamp et al., 2016; Strandgren et al., 2017). 

 

▪ Réduction des effets toxiques de la progérine (Figure 21 D) 

 Le bleu de méthylène, un antioxydant mitochondrial, induit de nombreuses 

améliorations au sein des cellules HGPS avec notamment : une amélioration de la prolifération 

et de la morphologie nucléaire, une augmentation de la quantité de lamine A et de lamine C, 

une augmentation de la fraction soluble de la progérine en induisant une libération de cette 

dernière de l’enveloppe nucléaire, une diminution des niveaux de ROS et une restauration de 

l’hétérochromatine périphérique (Xiong et al., 2016). 
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 Le resveratrol, un polyphénol, est un activateur de SIRT1 via une augmentation de 

l’interaction de cette dernière avec la lamine A. Un traitement au resveratrol a montré que cette 

molécule prolongeait la durée de vie des souris Zmpste24-/-, améliorait certaines anomalies 

phénotypiques (perte de poids, tissu osseux), restaurait la population de cellules souches 

adultes… (Liu et al., 2012). 

 Le salicylate de sodium, un anti-inflammatoire, administré à des souris Zmpste24-/- 

induit une amélioration du poids, du tissu adipeux sous-cutané, de la taille de la rate et prolonge 

la durée de vie des souris. Cette molécule empêche l’activation de NF-κB in vivo (Osorio et al., 

2012). 

 Parmi les nombreuses molécules décrites, nous pouvons citer le MG-132. Ce dernier 

semble prévenir des dommages causés par l'oxydation dans les cellules HGPS, inhiber la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et diminuer la dégradation de la protéine I-κB dans 

les modèles murins (Harhouri et al., 2018). 

 

▪ CRISPR/Cas9 : une potentielle stratégie thérapeutique ? 

– Principe général du système CRISPR/Cas9 

 Le génome de la bactérie Escherichia coli, contient des séquences appelées CRISPR 

(Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic Repeats) correspondant à des séquences 

répétées d’ADN (20-37 paires de bases) régulièrement espacées par des séquences dites 

« spacer » (20-40 paires de bases). Ces séquences CRISPR correspondent à de l’ADN viral que 

la bactérie a intégré à son propre génome. Comme pour un gène classique, les séquences 

CRISPR sont transcrites en ARN. Cependant, cet ARN ne sera pas traduit en protéine mais sera 

utilisé par la bactérie en tant qu’« ARN guide » (ou sgRNA pour single guide RNA) afin de 

reconnaître et d’éliminer des virus.  

 Cette capacité d’élimination est liée à une enzyme capable de couper l’ADN double-

brin : Cas9 (CRISPR-associated protein 9) après que l’« ARN guide » ait reconnu la séquence 

d’ADN viral.  

 Les coupures induites par l’endonucléase Cas9 peuvent être réparées selon 2 

mécanismes : la recombinaison non-homologue (NHEJ) ou la recombinaison homologue (HR) 

(Figure 22).  
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Figure 22 : l’enzyme Cas9 est guidée par le sgRNA et va couper l’ADN double-brin. La coupure 

induite par l’endonucléase peut être réparée soit par le système NHEJ, soit par le système HDR 

(Williams and Warman, 2017). 

 

➢ Recombinaison non-homologue : ce système de réparation ne nécessite pas de matrice 

homologue et peut engendrer une délétion ou une insertion d’un nombre variable de 

nucléotides et ainsi modifier le cadre de lecture du gènea. Avec ce mécanisme de 

réparation, un gène peut devenir non-fonctionnel ou bien devenir fonctionnel 

(Tremblay, 2015). 

➢ Recombinaison homologue : ce système de réparation utilise une séquence d’ADN 

homologue à celle qui précède et à celle qui suit le site de coupure. Ce système permet 

une réparation fidèle des cassures double-brin et peut être utilisé pour modifier des 

nucléotides d’un gène ciblé, d’introduire un ou plusieurs exons manquants, ou 

d’introduire un gène entier (Tremblay, 2015). Par exemple, au cours des phases S et G2 

du cycle cellulaire, la chromatide sœur d’un chromosome pourrait servir de modèle 

homologue. 

 

– CRISPR/Cas9 et la Progeria de Hutchinson-Gilford 

 Dans leur étude, Santiago-Fernάndez et al. ont utilisé le système CRISPR/Cas9 dirigé 

contre l’exon 11 du gène LMNA. Ils ont réalisé des expériences in vitro dans des MEFs 

(génotype Lmna+/+ et LmnaG609G/G609G) et des fibroblastes humains (génotype Lmna+/+ et 

 
a Si le nombre de nucléotides délétés/insérés n’est pas un multiple de 3. 
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LmnaG608G/+), mais également des expériences in vivo dans le modèle murin HGPS 

LmnaG609G/G609G. Les résultats in vitro montrent une diminution de la quantité de progérine (et 

de lamine A), du nombre de noyaux exprimant la progérine, et du pourcentage d’altérations 

nucléaires. Les résultats in vivo montrent également une diminution tissulaire de noyaux 

exprimant la progérine (foie, cœur, muscle squelettique), une augmentation de la durée de vie 

des souris, une amélioration de leur phénotype (la perte du toilettage se fait plus tard, le poids 

est légèrement amélioré, l’hypoglycémie basale de ces souris est en partie améliorée), une 

diminution de la fibrose (cœur et quadriceps) …(Santiago-Fernández et al., 2019) 

 Bevret et al. ont utilisé le système CRISPR/Cas9 dirigé contre les exons 11 et 12 du 

gène Lmna (ARNs guides utilisés : gLmna-2 et gLmna-1 pour l’exon 11 et 12 respectivement) 

dans le modèle murin HGPS LmnaG609G/G609G. Les résultats montrent une très bonne efficacité 

du système CRISPR/Cas9 dans le foie à l’origine d’une perte de lamine A et de progérine. Au 

niveau phénotypique, les souris ayant reçu l’injection de sgRNAs présentent une amélioration 

notamment au niveau du poids, de la posture (suppression de la cyphose), de l’épaisseur de la 

peau et de la couche adipeuse sous-cutanée, de la bradycardie, de la force de préhension, de la 

vitalité (appréciée en fonction du degré d’activité de la souris sur une roue) et du taux de survie. 

Au niveau cellulaire, il a été observé une amélioration de la dégénérescence des cellules du 

muscle lisse vasculaire de la crosse aortique (augmentation du nombre de noyaux) (Beyret et 

al., 2019). 

 

2 . b )  Autres syndromes progéroïdes 

 

 Les syndromes progéroïdes constituent un groupe de pathologies génétiques rares 

caractérisées par un phénotype clinique imitant le vieillissement physiologique. Carrero et al., 

propose une classification des syndromes progéroïdes en deux catégories basées sur la voie 

moléculaire altérée. Ainsi, le 1er groupe rassemble les syndromes progeroïdes induits par une 

altération des composants de l’enveloppe nucléairea et le 2nd groupe comprend les syndromes 

progeroïdes induits par des mutations de gènes impliqués dans les voies de réparation de 

l’ADN. Carrero et al., suggère aussi que la plupart de ces syndromes progéroïdes présentent 

plusieurs caractéristiques communes remarquables (Figure 19) et qui seraient étroitement liées 

à celles du vieillissement physiologique (Carrero et al., 2016). 

 

 
a Ce groupe comprend : la HGPS, les HGPS-like le Syndrome de Néstor-Guillermo (NGPS), le Syndrome de 
Progeria Atypiques (APS), la Dermopathie Restrictive (DR) et la dysplasie acro-mandibulaire de type A 
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Figure 19 : 9 exemples de caractéristiques communes à la plupart des syndromes progéroïdes : 

augmentation des dommages de l’ADN ; altération des télomères ; modifications épigénétiques ; 

altérations de la lamina nucléaire ; dérégulation du cycle cellulaire ; sénescence ; anomalies 

métaboliques ; inflammation et épuisement des cellules souches (Carrero et al., 2016) 

 

b . i )  HGPS-like 

 

 Les patients atteints du syndrome appelé « HGPS-like » présentent un phénotype 

similaire à celui de la HGPS classique (lipoatrophie, veines sous-cutanées visibles, perte de 

cheveux, athérosclérose, ostéolyses). Comme dans la Progeria, ces patients décèdent 

prématurément de complications cardiaques, à un âge plus précoce ou plus tardif (en fonction 

de la mutation concernée) que la forme classique de la maladie. Les mutations retrouvées chez 

ces patients touchent le gène LMNA et aboutissent à la synthèse soit de progérine (c.1968G>A ; 

c.1968+1G>A ; c.1968+5G>A), soit d’une autre forme tronquée de lamine A comme : la 

prélamine AΔ90 (c.1968G>A ; c.1968+1G>A ; c.1968+5G>A) ou la prélamine AΔ35 

(c.1868C>G) (Barthélémy et al., 2015). 

 

b . ii )  Syndrome Progéroïde Atypique (ou APS pour Atypical Progeroid 

Syndrome) 

 

 Les Syndromes Progéroïdes Atypiques sont caractérisés par des mutations du gène 

LMNA sans production de progérine ou d’autres formes de lamine A tronquée (c.406G>C ; 

c.11C>G ; c.1762T>C ; c.331G>A ; c.475G>A ; c.29C>T). Sur le plan clinique les patients 

présentent des caractères progéroïdes comme par exemple, une petite taille, un vieillissement 
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prématuré, une atrophie cutanée, une lipodystrophie, une alopécie partielle… Sur le plan 

cellulaire, les noyaux des cellules de ces patients présentent des anomalies morphologiques 

parfois similaires à celles des patients HGPS (Garg et al., 2009). 

 

b . iii )  Dermopathie restrictive (DR) 

 

 La DR est une pathologie létale pré- ou néonatale causée majoritairement par une 

mutation du gène ZMPSTE24, de transmission autosomique récessive. Des cas de mutation du 

gène LMNA de transmission autosomique dominante responsable d'un phénotype identique ont 

été également rapportés. Ces mutations induisent l’accumulation de prélamine A farnésylée par 

défaut de maturation post-traductionnelle. En période prénatale, des signes cliniques évocateurs 

peuvent être observés tels que : un retard de croissance, un hydramnios, un cordon ombilical 

court, une diminution de l'activité fœtale. En période néonatale, on retrouve : une hypoplasie 

de la mâchoire (bouche en O), une fente palatine, la présence de dents, la présence de fontanelles 

larges, une hypoplasie pulmonaire, une anomalie de la colonne vertébrale, une hyperkératose, 

une communication inter-auriculaire... La majorité des accouchements donne lieu à des fœtus 

mort-nés, et les nouveau-nés vivants décèdent dans les premiers jours de vie à cause de 

l'insuffisance de développement des poumons (OMIM#275210) (ORPHA#1662). 

 

b . iv )  Syndrome de Werner Atypique (SWA) 

 

 Le SWA est dû à une mutation hétérozygote (p.A57P, p.R133L, p.L140R, p.D300N, 

p.T506del) du gène LMNA, alors que le Syndrome de Werner (SW) est causé par une mutation 

du gène WRN (chromosome 8) codant une hélicase de type RecQ impliquée dans la réparation 

de l’ADN (ORPHA#79474) (ORPHA#902) (Saintigny and Monnat Jr, 2002) 

(https://ghr.nlm.nih.gov). Le SW, ainsi que sa variante, se caractérisent par un vieillissement 

accéléré où l'on peut observer : une atrophie cutanée, une lipodystrophie, une athérosclérose, 

une ostéoporose, une myopathie.... Les patients atteints de SWA accumulent dans leurs noyaux 

de la progérine ainsi que de la prélamine AΔ90. La forme atypique se déclare chez l'adulte 

jeunea et les symptômes progressent plus rapidement que dans le Syndrome de Werner 

"classique" que l’on appelle aussi "Progeria de l'adulte" (OMIM #277700) 

(https://rarediseases.info.nih.gov). 

 
a Début plus précoce que dans le syndrome de Werner classique. 

https://ghr.nlm.nih.gov/
https://rarediseases.info.nih.gov/
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a . vi )  Dysplasie acro-mandibulaire de type A 

 

 Des mutations faux-sens (p.Arg527His et p.Ala529Val) du gène LMNA sont 

responsables de la dysplasie acro-mandibulaire de type A de transmission autosomique 

récessive. Les nouveau-nés et les enfants en bas-âge atteints présentent des anomalies du tissu 

osseux (retard de croissance, anomalie des os du crâne et de la face, ostéolyse...), des anomalies 

du tissu adipeux (lipoatrophie au niveau des extrémités par exemple), une atrophie cutanée, une 

alopécie, des troubles du métabolisme lipido-glucidique (OMIM#248370) (ORPHA#2457). 

 

 

2 . c )  Laminopathies tissu-spécifiques 

  

 Les laminopathies tissu-spécifiques touchent spécifiquement un tissu comme le tissu 

adipeux (lipodystrophie), le muscle strié squelettique (dystrophies musculaires) ou le tissu 

nerveux (neuropathie périphérique). Afin d'illustrer cette catégorie de laminopathies, il a été 

pris pour exemples : la lipodystrophie partielle familiale de Dunnigan de type 2, la 

cardiomyopathie dilatée avec mutation du gène LMNA, la dystrophie musculaire des ceintures, 

les dystrophies musculaires congénitales et la maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 2B1. 

 La Lipodystrophie Partielle Familiale de Dunnigan de type 2 (LPFD2) est dûe à une 

mutation du gène LMNA de transmission autosomique dominante. (ORPHA#2348) 

(OMIM#151660). Les symptômes se déclarent vers l'adolescence et à l'âge adulte 

(ORPHA#2348) associant un trouble du métabolisme lipido-glucidique (diabète, 

hypertriglycéridémie) et une répartition anormale du tissu adipeux (perte de graisse sous-

cutanée au niveau des membres inférieurs ; accumulation de graisse au niveau du visage et du 

cou). Des complications liées à l'hypertriglycéridémie et au diabète se développent : 

athérosclérose, stéatose, hypertension artérielle (OMIM#151660) (ORPHA#2348) ... 

 La cardiomyopathie dilatée se traduit par une dilatation du ventricule gauche et une 

altération de la fonction systolique. Des mutations dans de très nombreux gènes peuvent en être 

à l'origine. Parmi eux, des mutations du gène LMNA sont responsables d’une cardiomyopathie 

dilatée de transmission autosomique dominante. Les symptômes sont observés à l'âge adulte et 

se traduisent par une anomalie de la conduction, des troubles de la fréquence cardiaque 

(fibrillation, arythmie), une insuffisance cardiaque congestive, associés à un risque majeur de 

mort subite (OMIM#115200) (Hershberger and Morales, 1993).. 
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 La dystrophie musculaire des ceintures regroupe de nombreux phénotypes assez 

similaires classés selon le mode de transmission autosomique dominant (LGMD1a) ou récessif 

(LGMD2b) (Pegoraro and Hoffman, 1993). Des mutations de nombreux gènes sont impliqués. 

Parmi eux, le gène LMNA, responsable de la LGMD1B. Les signes cliniques chez ces patients 

débutent vers l'âge de 20 ans, avec une faiblesse musculaire au niveau scapulaire et pelvien, des 

complications cardiaques (troubles de la conduction auriculo-ventriculaire, cardiomyopathie 

dilatée) (OMIM#159001). La DMED de type 1 est causée par une mutation du gène EMD 

(chromosome Xq28) codant l'émerine et dont la transmission est de type récessive 

(OMIM#310300) (Bonne et al., 1993). L’émerine est une protéine transmembranaire de l’EN 

qui interagit directement avec les lamines, permettant la fixation de ces dernières à l’EN. Les 

DMED de type 2 et de type 3 sont causées par une mutation au sein du gène LMNA et dont la 

transmission est, respectivement, autosomique dominante et autosomique récessive 

(OMIM#181350 ; OMIM#616516) (Scharner et al., 2011).  

 La pathologie se traduit dès la petite enfance (3-4 ans environ) par : une atrophie et une 

faiblesse musculaire au niveau des membres supérieurs proximaux (scapulo-huméral) et 

inférieurs proximaux (muscles de la ceinture pelvienne), des contractures au niveau des 

articulations (coude), une atteinte du muscle cardiaque (Bonne et al., 1993).  

 La dystrophie musculaire congénitale liée à la mutation du gène LMNA, de 

transmission autosomique dominante (OMIM# 613205), peut être considérée comme une 

variante à début précoce de la DMED où certains signes cliniques caractéristiques de cette 

dernière sont absents : contractures du coude et complications cardiaques par exemple (Sparks 

et al., 1993). Les nourrissons atteints de cette pathologie présentent dans les 6 premiers mois de 

vie, soit un défaut de soutien de la tête et du tronc, soit une perte progressive du soutien de la 

tête après avoir appris la marche et la position assise. Ces enfants souffrent d’une faiblesse 

musculaire distale et proximale, respectivement dans les membres inférieurs et supérieurs, 

d’une chute de la tête, de contractures des membres inférieurs au niveau proximal, d’une rigidité 

et d’une hyper-extensibilité du rachis, d’une insuffisance respiratoire pouvant nécessiter une 

ventilation mécanique (OMIM# 613205) (Quijano-Roy et al., 2008). 

 La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) est une neuropathie périphérique qui 

atteint les nerfs périphériques provoquant une atrophie musculaire. Il existe différents types de 

CMT (selon le mode de transmission, le gène impliqué, la zone du nerf altérée) qui ont un 

phénotype assez similaire. Parmi les gènes impliqués, une mutation autosomique récessive du 

 
a Sous-groupes : LGMD1A et LGMD1B 
b De nombreux sous-groupes de LGMD2 existent 
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gène LMNA est responsable de la CMT de type 2B1. Les symptômes apparaissent dès la petite 

enfance (3-4 ans) avec une déformation des pieds, une anomalie dans la courbure de la colonne 

vertébrale, une faiblesse et une atrophie musculaire des membres inférieurs, une altération de 

la conduction axonale, une perte ou une absence de réflexe (OMIM#605588) (Bird, 1993)... 

 Les laminopathies systémiques et tissus-spécifiques présentées précédemment sont 

résumées dans le tableau suivant : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. 

 

 

 

 

 

Tableau 2 : Exemples de laminopathies primaires (mutations fréquentes, modes de transmission, 

caractéristiques cliniques) (HET : hétérozygote ; HOM : homozygote) (Frankel, Delecourt et al., 

2018)) 
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Tableau 2 (suite) : Exemples de laminopathies primaires (mutations fréquentes, modes de 

transmission, caractéristiques cliniques) (HET : hétérozygote ; HOM : homozygote) (Frankel, 

Delecourt et al., 2018)) 
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I . B ) Cycle cellulaire et sénescence 
 

B . 1 )  Le cycle cellulaire 

 

 La division cellulaire, chez les organismes pluricellulaires, est nécessaire à la formation 

de l’organisme, à sa croissance et au renouvellement de ses cellules. Le cycle cellulaire est une 

séquence ordonnée d’évènements qu’une cellule présente au cours de sa vie aboutissant à sa 

division en 2 cellules filles.  

 Le cycle cellulaire comprend l’interphase et la mitose et est divisé en différentes étapes 

qui sont étroitement liées afin d’assurer la duplication du matériel génétique, puis la ségrégation 

des chromosomes dans chaque cellule fille génétiquement identique au cours de la division 

cellulaire. 

 L’interphase occupe la plus grande partie du cycle et correspond à une période 

comprise entre la fin d’une division et le début de la suivante. Au cours de cette phase, la cellule 

se développe (accroissement du volume) et réplique son ADN. 

 La mitose (phase M) correspond à une période au cours de laquelle la cellule mère se 

divise en 2 cellules filles génétiquement identiques. Cette étape du cycle permet le maintien 

d’une information génétique constante en quantité et en qualité au niveau des chromosomes.  

 

1 . a )  Différentes phases 

 

 Le cycle cellulaire est constitué de deux phases G pour "Gap" (pauses) (G1 et G2) qui 

sont séparées par la phase S (correspondant à la phase de synthèse ou réplication de l'ADN) et 

par la phase M (correspondant à la mitose) (Pommier and Kohn, 2003). Les phases G1, S et G2 

constituent l’interphase. La phase G0, ou phase de quiescence, est une phase de sortie 

temporaire ou permanente du cycle cellulaire (Figure 23). 

 La progression des cellules dans le cycle cellulaire nécessite l’action de plusieurs 

protéines qui vont interagir entre elles sous forme de complexes : les Cyclines et les CDKs 

(Cyclin-Dependent Protein Kinases) (Pommier and Kohn, 2003). 

 Selon la phase du cycle dans laquelle se trouve la cellule, différents complexes de 

protéines vont être formés au cours du cycle cellulaire et vont présenter des variations (Pommier 

and Kohn, 2003; Viallard et al., 2001). 
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Figure 23 : Phases du cycle cellulaire (Carassou et al., 2012) 

 

a . i )  Phase G0 

 

 Durant cette phase, les cellules sont qualifiées de « quiescentes » : elles ne se divisent 

pas, cessent leur croissance mais sont cependant métaboliquement actives (activité de synthèse 

protéique diminuée). Ces cellules en phase G0, sont en dehors du cycle cellulaire et peuvent 

pour certaines, si elles sont stimulées par des facteurs mitogéniques extérieurs, rentrer à 

nouveau dans le cycle cellulaire en phase G1.  

 

a . ii )  Phases G1 et G2 

 

 Au cours de ces phases, les cellules sont métaboliquement actives (transcription de 

l’ADN en ARN, synthèse protéique). Les phases G1 et G2 comportent deux points de contrôle 

du cycle cellulaire appelés « Cell Cycle Checkpoints » (traités plus loin) dont l'objectif est de 

contrôler la "qualité" du cycle cellulaire : le 1er a lieu en fin de phase G1 et le 2nd en G2. En 

présence d'anomalies, ces « Checkpoints » sont capables d'induire un arrêt du cycle cellulaire 

et d'enclencher, soit des mécanismes de réparation, soit la mort cellulaire par apoptose 

(Pommier and Kohn, 2003). En phase G1, la cellule peut soit poursuivre le cycle et passer en 

phase S, soit sortir du cycle en phase G0. 
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a . iii )  Phase S 

 

 Cette phase est celle au cours de laquelle le contenu de la cellule en ADN va doubler 

par le phénomène de réplication de l’ADN. A l’issue de la phase S, chaque cellule aura 

dupliqué son contenu en ADN nucléaire et chaque chromosome sera à 2 chromatides. Au cours 

de la réplication de l'ADN au sein d'une cellule, chacun des deux brins d'ADN va être utilisé en 

tant que "modèle" (ou matrice) pour la synthèse d'un nouveau brin complémentaire.  

 À l'issue de la mitose, chacune des deux cellules filles hériteront d'un brin d'ADN 

provenant de la cellule mère et d'un brin néoformé au cours de la phase de réplication. Cette 

répartition du matériel génétique permet de qualifier la réplication de l'ADN de "semi-

conservatrice" (Figure 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Représentation schématique de la réplication de l’ADN (Alberts et al., 2002) 

 

 Lors de la réplication, une hélicase vient dans un premier temps, séparer les deux brins 

d'ADN parents créant ainsi deux brins monocaténaires qui serviront de matrice. Dès lors, la 

conformation de l'ADN prend la forme d'un « Y » ou « fourche de réplication » (replication 

fork en anglais). En parallèle une primase (ou ARN polymérase) débute la synthèse d'amorces 

d'ARN et des RPA (Replication Protein A) viennent se fixer sur l'ADN simple brin dans le but 

d'empêcher la reformation de la double hélice d'ADN. Puis, deux ADN polymérases se lient à 

leur tour sur les deux brins matrices afin de synthétiser les deux nouveaux brins d'ADN dans le 

sens 5'-3'. Le « brin principal » (leading strand en anglais) est synthétisé de manière continue 

grâce à l'ADN polymérase qui se déplace dans le sens 5'-3' le long du brin matrice. Le « brin 

retardé » (lagging strand en anglais) est quant à lui synthétisé de manière discontinue : l'ADN 

polymérase se déplace dans le sens inverse (de 3' vers 5') sur le second brin matrice et génère 

non pas un brin entier d'ADN, mais, plusieurs fragments courts d'ADN appelés « fragments 
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d'Okazaki ». Enfin, l'enzyme RNAse H va dégrader les amorces d'ARN sur les deux brins 

néoformés. Puis, une autre ADN polymérase va se positionner au niveau des fragments 

d'Okazaki pour synthétiser les « morceaux manquants ». Pour finir, une ADN ligase va lier tous 

les fragments d'ADN du "brin retardé" afin d'obtenir un brin d'ADN continu (Alberts et al., 

2002; Das-Bradoo and Bielinsky, 2010).  

 

a . iv )  Phase M 

 

 La phase M ou mitose est une étape du cycle cellulaire conduisant à la formation de 

deux cellules filles génétiquement identiques à partir d’une cellule mère. Cette phase du cycle 

cellulaire comporte 5 étapes (la prophase, la prométaphase, la métaphase, l'anaphase et la 

télophase), suivies de la cytokinèse (Figure 25). Au cours ces différentes étapes, de nombreux 

réarrangements des composants cellulaires sont observés. Par exemple : la condensation et la 

migration des chromosomes, la séparation des chromatides, la disparition de l'enveloppe 

nucléaire, la modification de l'organisation du cytosquelette.  

Durant la prophase, les centrosomes se déplacent en direction des pôles opposés de la 

cellule. Ces centrosomes sont le point de départ de la formation du fuseau mitotique constitué 

de microtubules. En parallèle, l'enveloppe nucléaire commence à se désagréger 

(dépolymérisation des lamines après leur phosphorylation; phosphorylation de LAP2β ; 

désassemblage des pores nucléaires) permettant ainsi aux microtubules, émanant des 

centrosomes, de se fixer aux chromosomes au niveau de leur kinétochorea (Cooper, 2000). La 

prométaphase correspond à la fin de la formation du fuseau mitotique et au début de la 

migration des chromosomes en direction du centre de la cellule (Cooper, 2000; Meijer, 2003). 

La métaphase correspond à la fin de l'alignement des chromosomes qui ont suivi le fuseau 

mitotique précédemment formé. Les chromosomes sont situés, à présent, à égale distance des 

deux pôles de la cellule (Cooper, 2000; Meijer, 2003) et sont organisés en une plaque 

équatoriale au centre de la cellule. Le complexe cohésine (composé de 4 protéines cohésines, 

Scc1, Scc3, Smc1, et Smc3) maintient les deux chromatides sœurs. Lors de la transition 

métaphase-anaphase, la séparase (une protéase de la famille des caspases) clive une sous-unité 

du complexe cohésine, libérant les chromatides sœurs. Afin d'être réparties en deux lots 

identiques, chaque chromatide d’un chromosome sera attirée par les microtubules à des deux 

 
a Le kinétochore est une structure associée au centromère du chromosome, au niveau de laquelle les 
microtubules viennent se fixer au cours de la prophase. Le centromère est la zone de contact des deux 
chromatides d'un même chromosome. 
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pôles de la cellule (Meijer, 2003). L'anaphase est l'étape au cours de laquelle on observe une 

séparation et une migration des chromatides vers les pôles du fuseau mitotique.  

La transition métaphase/anaphase constitue un dernier « Cell Cycle Checkpoints » 

(traité plus loin). 

Lors de la télophase, les chromosomes (à une chromatide) sont au niveau des deux pôles 

de la cellule, les chromosomes commencent à se décondenser, le fuseau mitotique disparaît et 

l’enveloppe nucléaire commence à se reformer (Meijer, 2003).  

 

La cytokinèse débute dès l'anaphase, par l'apparition, à la surface de la cellule, d'un 

« sillon de clivage ». Ce dernier va progressivement s'étendre et devenir de plus en plus profond 

jusqu'à diviser la cellule mère en deux cellules filles. En parallèle, une structure nommée 

"anneau contractile", formée de plusieurs protéines dont des filaments d'actine et de myosine, 

va s'assembler sous la membrane plasmique et se contracter afin de participer à la division 

physique de la cellule mère (Alberts et al., 2002).  
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Figure 25 : Représentation de l’interphase, des 5 phases de la mitose et de la cytokinèse a) 

Interphase : la réplication de l’ADN se produit (en vert : l’ADN original ; en orange : l’ADN néo-

synthétisé) b) Prophase : les chromosomes se condensent et le fuseau mitotique commence à se former. 

c) Prométaphase : les microtubules permettent aux chromosomes de commencer leur migration vers le 

centre de la cellule. d) Métaphase : les chromosomes sont alignés au centre de la cellule sur la plaque 

équatoriale. e) Anaphase : séparation et migration des chromatides vers les pôles opposés du fuseau. f) 

Télophase : les chromosomes sont séparés et les enveloppes nucléaires s’assemblent autour des 

chromosomes g) Cytokinèse : la membrane plasmique se resserre et divise le cytoplasme (O’Connor, 

C. (2008) Cell Division : Stages of Mitosis. Nature Education 1(1) :188) 

 

 

1 . b )  Régulation du cycle cellulaire 
 

 La progression au sein de chaque phase du cycle, ainsi que le passage d’une phase à une 

autre, sont régulés par l’expression, la dégradation et la phosphorylation de nombreuses 

protéines. Les cyclines, les CDKs (Cyclin-Dependent Protein Kinases), les protéines 

modulatrices (notamment des kinases et des phosphatases), ainsi que les protéines inhibitrices 
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des CDKs sont les acteurs majeurs du fonctionnement du cycle cellulaire (Shapiro, 2002) 

(Figure 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Cyclines, CDKs, protéines modulatrices et inhibiteurs de CDKs impliqués dans la 

régulation du cycle cellulaire (https://www.tocris.com/cell-biology/cell-cycle) 

 

b . i )  Généralités sur les protéines majeures du cycle cellulaire 

 

o Les cyclines 

 Les cyclines constituent une famille d’approximativement 30 protéines dont le poids 

moléculaire est compris entre 35 et 90 kDa (Malumbres, 2014). Elles possèdent 1 voire 2 

régions Cyclin-Box d’environ 100 acides-aminés organisés sous la forme d’hélices alpha 

(Malumbres, 2014) impliquée(s) dans la fixation de CDK spécifiques à chaque cycline. 

 Chez les mammifères, les cyclines peuvent être réparties en 2 ou 4 classes selon leur 

fonction (cyclines Start ou mitotiques) ou selon la phase du cycle cellulaire pendant laquelle 

elles sont exprimées (cyclines de la phase G1, S, G2, M) : 

– Les cyclines « Start » regroupent les cyclines pour lesquelles la concentration augmente 

en phase G1 (Cyclines D) ou lors de la transition G1/S (Cycline E). 

– Les cyclines « MITOTIQUES » regroupent les cyclines dont la concentration augmente 

progressivement au cours des phases S et G2 (Cycline A), et dont le pic d’expression est 

atteint en phase M (Cycline B) (Viallard et al., 2001). 

Aucune cycline n’est présente durant toute la durée du cycle cellulaire. De manière 

périodique (cyclique), elles sont synthétisées et dégradées à des moments précis du cycle 

(Viallard et al., 2001) (Figure 27). Leur concentration varie donc, d’une part en fonction de 
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l’expression de leurs gènes, et d’autre part en fonction de leur dégradation par protéolyse. Les 

cyclines participent également à de nombreux autres processus au sein de la cellule, en plus de 

la régulation du cycle cellulaire : réparation des dommages de l’ADN ; contrôle de la 

différenciation cellulaire, de la migration cellulaire, du métabolisme énergétique et de 

l’expression de facteurs de transcription (Hydbring et al., 2016). 

 Les cyclines sont des protéines essentielles aux CDKs car, en tant que partenaires, elles 

permettent aux CDKs d’être enzymatiquement actives. En effet, elles contrôlent l’activité des 

CDKs mais également la spécificité de leurs substrats. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Variation des cyclines en fonction de la phase du cycle cellulaire (Hochegger et al., 

2008) (Le complexe Cycline D – CDK4,CDK6 n’est pas représenté dans cette figure) 

 

o Les CDKs (Cyclin-Dependent Protein Kinases) 

 Les CDKs constituent une famille de 20 protéines (CDK1 à CDK20) (Malumbres, 2014) 

de type sérine/thréonine kinases (Lim and Kaldis, 2013; Malumbres, 2014) de faible poids 

moléculaire (34-40 kDa) (Carassou et al., 2012) qui peuvent être sous forme activée ou 

inactivée. Contrairement à leurs partenaires, les CDKs ont une expression relativement 

constante au cours du cycle cellulaire (Hochegger et al., 2008). Ces enzymes catalysent la 

phosphorylation transférant un groupement phosphate de l’ATP sur un résidu sérine ou 

thréonine de protéines cibles qui portent une séquence spécifique reconnue par la CDK 

(Carassou et al., 2012). Les CDKs phosphorylent des protéines essentielles au bon 

fonctionnement du cycle cellulaire comme : les lamines et leurs récepteurs (disparition de 

l’enveloppe nucléaire en prophase), la tubuline (polymérisation des microtubules)… 

 Initialement, la CDK est dans une conformation inactive. Des régions participent à 

l’inhibition de l’activité de la CDK en l’absence de cycline. Pour être fonctionnelle, la CDK 

doit dans un premier temps s’associer à une cycline, et dans un second temps, être 

phosphorylée/déphosphorylée au niveau d’acides aminés précis (Lim and Kaldis, 2013) (Sherr 

and Roberts, 1995). 
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Par exemple, pour la CDK2, à l’état inactif (Figure 28) :  

• Au niveau du domaine C-terminal de CDK2, la T-loop (ou boucle d’activation) empêche 

la fixation du substrat de la kinase. 

• Au niveau du site actif de CDK2, des acides aminés sont positionnés de sorte à créer une 

mauvaise orientation des groupements phosphates de l’ATP rendant ainsi la 

phosphorylation inactive. 

L’activation de la CDK sera déclenchée lors de la fixation de la cycline sur la CDK : 

• Lors de la formation du complexe cycline/CDK, l’hélice PSTAIRE (ou hélice α1), au 

niveau du domaine N-terminal de la protéine, modifie l’organisation des phosphates de 

l’ATP du site actif de la CDK, et au niveau C-terminal, l’hélice L12 change de 

conformation et induit un réarrangement de la T-loop afin qu’elle ne bloque plus la 

fixation du substrat. 

• La fixation de la cycline n’est pas suffisante pour son activation : la Thr-160 de la CDK 

doit être phosphorylée par la CAK (CDK-Activating Kinase).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Activation de la CDK2 
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o Protéines modulatrices des CDKs 

  La CAK (CDK-Activating Kinase) est un complexe (formé de la CDK7, de la 

cycline H et de la protéine Mat1) qui phosphoryle un résidu thréonine spécifique en fonction 

de la CDK (Sherr and Roberts, 1995). Par exemple : le résidu cible de la CDK1 est la Thr-161, 

celui de la CDK2 est la Thr-160, celui de la CDK4 est la Thr-172 (Pommier and Kohn, 2003)… 

La phosphorylation de ce résidu par la CAK induit un dégagement de l’entrée de la poche qui 

fixe le substrat, ce qui permet à ce dernier de se lier à la CDK et par conséquent d’être 

phosphorylé (Lim and Kaldis, 2013). 

 

 D’autres résidus présents sur la CDK, la Thr-14 et la Tyr-15, sont les cibles de kinases 

et de phosphatases (Malumbres, 2014) : 

– La kinase nucléaire Wee-1 et la kinase cytoplasmique Myt-1 vont inhiber les CDK1 

et 2 en phosphorylant ces acides-aminés au cours des phases S et G2. Des dommages 

à l'ADN peuvent activer la kinase Wee1 (Pommier and Kohn, 2003). 

– Les protéines phosphatases de la famille Cdc25 vont activer les CDKs en retirant un 

phosphate sur ces résidus : la Cdc25A active les CDK2, 4 et 6 en phase G1, tandis 

que la Cdc25C active la CDK1 en phase M (Pommier and Kohn, 2003). 

 

 Des protéines appartenant aux CDKIs (Cyclin-Dependent Protein Kinases Inhibitor ou 

CDK Inhibitor) ciblent de manière spécifique les CDKs et se répartissent en 2 familles : les 

inhibiteurs INK4 et les inhibiteurs Cip/Kip (Lim and Kaldis, 2013; Sherr and Roberts, 1999; 

Weinberg, 1995). 

 La famille des INK4 inhibe spécifiquement l’activité des cyclines kinases CDK4 et 

CDK6 au cours de la phase G1 en empêchant la fixation de la cycline D (Malumbres, 2014; 

Pommier and Kohn, 2003). Cette famille comprend plusieurs protéines : p16INK4a, p15INKab, 

p18INK4c et p19INK4d codées par le locus INK4a/ARF (Lim and Kaldis, 2013; Pietenpol and 

Stewart, 2002; Sherr and Roberts, 1999). La protéine p16INK4a est qualifiée de suppresseur de 

tumeur car elle est capable d’induire la sénescence de la cellule au moment du passage G1-S en 

ciblant l’activité des complexes Cycline D/CDK4,6 (Ben-Porath and Weinberg, 2005; Pommier 

and Kohn, 2003). Cette protéine interfère avec CDK4,6 et empêche ainsi la fixation de la 

Cycline D, conduisant au blocage en phase G1 (Carassou et al., 2012). 

 Le locus INK4a/ARF (Alternative Reading Frame) code aussi la protéine p14ARF décrite 

comme suppresseur de tumeur et dont le rôle est de réguler négativement la protéine Mdm2. 
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Cette dernière participe à la modulation de la protéine p53 (qui sera traitée plus loin) (Pommier 

and Kohn, 2003) (Figure 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Régulation du cycle cellulaire par les protéines p16INK4a et p14ARF codées par le locus 

INK4a/ARF (Romagosa et al., 2011) 

 

 La famille des Cip/Kip a la particularité d’inhiber l’activité des CDKs lors de n’importe 

quelle phase du cycle cellulaire. En effet, contrairement aux INK4, les Cip/Kip ont un champ 

d’activité plus large. Ainsi, plusieurs complexes faisant intervenir les Cyclines D, E et A 

peuvent constituer des cibles pour ces inhibiteurs. Cette famille comprend les protéines p21Cip1, 

p27Kip1 et p57Kip2 (Pietenpol and Stewart, 2002; Sherr and Roberts, 1999). La protéine p27Kip1 

est un inhibiteur des complexes impliquant la CDK2, la CDK4 et la CDK6 (Weinberg, 1995). 

Les taux de cette protéine sont relativement hauts dans les cellules quiescentes (Sherr and 

Roberts, 1999). Les complexes formés au début de la phase G1 (Cycline D/CDK4,6) sont liés à 

la p27Kip1 et sont inactifs. Vers le milieu de la phase G1, le niveau des complexes Cycline 

D/CDK4,6 dépasse celui de la p27Kip1, permettant ainsi leur activation par la CAK et la Cdc25A 

et la phosphorylation de la pRb (Weinberg, 1995). La protéine p21Cip1 a un champ d'action plus 

large car c'est un inhibiteur des complexes dans lesquels CDK2 et CDK1 sont impliquées 

(Pommier and Kohn, 2003). Le niveau d’expression de p21Cip1 est relativement bas dans les 

cellules quiescentes et a tendance à augmenter en réponse à un signal mitogène (Sherr and 

Roberts, 1999). Cependant, son effet inhibiteur ne pourra s'exercer qu’au moment où p21Cip1 

sera en excès vis-à-vis des complexes qu'elle cible (Pommier and Kohn, 2003). La protéine 

p21Cip1 est étroitement liée à la protéine p53. En effet, cette dernière induit l'expression de la 
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p21Cip1, ce qui fait d’elle, l’un des principaux médiateurs de l’arrêt du cycle cellulaire (Pommier 

and Kohn, 2003).  

 Les protéines p27Kip1 et p21Cip1 peuvent ainsi participer à la formation et à la stabilisation 

des complexes faisant intervenir la cycline D (Sherr and Roberts, 1999), à l’inhibition de ces 

mêmes complexes, mais également à la libération et à l'activation des complexes Cyclines 

E,A/CDK2 (Figure 30). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Régulation du cycle cellulaire par les protéines p21Cip1 et p27Kip1 (Modifié à partir de 

(Hao et al., 2016)) 
 

 La phosphoprotéine nucléaire p53 ou protéine suppresseur de tumeur joue un rôle 

majeur au niveau des points de contrôle G1/S et G2/M (Shapiro, 2002). Son activation et son 

accumulation peuvent bloquer de manière transitoire le cycle cellulaire (G1 ou G2) permettant 

la réparation de lésions de l’ADN, ou le bloquer de manière irréversible, entrainant dans ce cas 

la sénescence ou l'apoptose de la cellule. Diverses perturbations (lésions de l'ADN, activation 

d'oncogènes, hypoxie, privation de nutriments...) peuvent conduire à l'activation de p53 (Soussi, 

2000). Lors de la transition G1/S, p53 active peut induire la transcription du gène codant 

p21WAF1/CIP1. Cette dernière, dont l'expression est augmentée, se fixe sur les complexes Cyclines 

E,A/CDK2 et les empêche de phosphoryler la protéine pRb. Le facteur E2F reste alors inactif 

et ne peut enclencher la transcription de facteurs permettant le passage du point de restriction 

(voir plus loin) et la progression du cycle (Shapiro, 2002; Soussi, 2000). La régulation de 

l'activité de p53 intervient essentiellement au niveau de l'interaction entre p53 et son partenaire, 

la protéine Mdm2 (Murine double minute 2). Cette dernière, fixée à p53, forme un complexe 

qui inhibe l'activité transcriptionnelle de p53. De plus, Mdm2, qui est une ubiquitine-ligase, 
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entraîne la dégradation de p53 par le protéasome. C'est par l'alternance d'état "stabilisé" (p53 

dissociée de Mdm2) et d'état "complexé" que l'activation de p53 se réalise. Parmi les différents 

facteurs pouvant activer p53, l'activation d'oncogènes tels que c-myc ou Ras, peut induire 

l'activation de la protéine p14ARF. Cette dernière est responsable de la dissociation du complexe 

p53/Mdm2 par translocation de Mdm2 hors du noyau. La p14ARF est codée par le locus INK4a 

qui code également une CDKI décrite ci-dessus : la p16INK4a (Soussi, 2000). Par ailleurs, p53 

peut être la cible de deux protéines : Chk1 et Chk2 (traitées plus loin) intervenant en phase G1 

et lors de la transition G2/M (Figure 26). L’activation de p53 peut bloquer les cellules au cours 

du point de contrôle G2/M via la modulation d’autres protéines : activation de p21 qui va inhiber 

le complexe Cycline B/CDK1 ; répression du promoteur du gène codant la Cdc25C (Chen, 

2016). 

 Les kinases ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated) et ATR (Ataxia-Telangiectasia-like 

and Rad3 homolog) sont des protéines en charge de la coordination du cycle cellulaire avec le 

métabolisme de l'ADN. Selon la nature du dommage créé sur l’ADN (ATR principalement 

activée en cas de blocage des fourches de réplication et en cas de cassures simple brin de 

l’ADN ; ATM surtout activée en cas de cassures double brin de l’ADN), ces 2 protéines peuvent 

s'activer et ainsi phosphoryler leurs substrats préférentiels : p53 et la kinase Chk2 pour ATM ; 

la kinase Chk1 pour ATR (Levy et al., 2011; Pietenpol and Stewart, 2002) (Figure 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Régulation du cycle cellulaire via les voies ATM et ATR (Modifié à partir de (Lin et 

al., 2017)) 

 

 Chk1 possède une expression dépendante du cycle cellulaire, tandis que Chk2 est 

exprimée indépendamment du cycle et de la prolifération cellulaire. Ces protéines participent à 
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la stabilisation de p53 et à la phosphorylation des phosphatases Cdc25A et Cdc25C et (Pommier 

and Kohn, 2003) : 

– Lorsque la Cdc25A est inhibée, l'activation des complexes Cyclines D/CDK4,6 et 

Cyclines E,A/CDK2 ne peut être réalisée. 

– Lorsque la Cdc25C est inhibée, celle-ci se retrouve bloquée dans le cytoplasme et est 

incapable d'activer la CDK1 (Pietenpol and Stewart, 2002). 

– Selon la phase du cycle cellulaire, lorsque p53 est activée : elle inhibe les complexes 

Cyclines E,A/CDK2 ou B/CDK1 par divers mécanismes (induction de p21WAF1/CIP1; 

inhibition de la CAK...); elle induit une répression des gènes codant la CDK1 et la 

Cycline B (Pommier and Kohn, 2003); elle inhibe le transport du complexe Cycline 

B/CDK1, de Cdc25C vers le noyau (Pommier and Kohn, 2003; Soussi, 2000)… 

 

b . ii )  Mise en jeu de protéines spécifiques selon la phase du cycle 

 

 Les cellules initialement en G0 entrent en phase G1, à la suite d’une stimulation induite 

par des signaux mitogènes, et commencent à synthétiser de manière séquentielle des cyclines 

de différents types. Les premières à être synthétisées sont les Cyclines D (Cyclines D1, D2 et 

D3) (Sherr and Roberts, 1995)(Sherr and Roberts, 1999). 

 

▪ Régulation extracellulaire du cycle 

 La synthèse des cyclines D est induite par un signal mitogène extracellulaire qui est 

transmis à la cellule via des voies de signalisations intracellulaires.  

 La voie Ras/MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) et la voie PI3K/AKT/mTOR 

(Phosphatidyl Inositol 3-Kinase) font partie des grandes voies de signalisation intracellulaire. 

Elles font intervenir des phosphorylations successives de protéines cytoplasmiques qui vont 

aboutir à l’activation de divers facteurs de transcriptions. Ces derniers vont activer la 

transcription de gènes impliqués dans la prolifération, la migration, la survie cellulaire…  

(Lièvre and Laurent-Puig, 2010).  

 De manière très générale, la voie de signalisation Ras/MAPK implique la protéine Ras 

(appartient à la famille des protéines G qui fixe le GTP et l'hydrolyse en GDP) qui après 

activation d’une cascade de protéines MAP kinases, aboutit, à l’activation de facteurs de 

transcriptions comme par exemple c-FOS, c-JUN, c-MYC (Lièvre and Laurent-Puig, 2010) 

impliqués notamment dans la régulation de protéines intervenant dans l'initiation de la phase 

G1 du cycle cellulaire (Cycline D1, CDK6, E2F2, p21Cip1, p27Kip1). La voie de signalisation 
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PI3K/AKT/mTOR implique la protéine AKT, qui aboutit à terme, à l’activation de facteurs de 

transcription comme NF-κB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 

impliqué notamment dans la régulation de protéines de l’inflammation et du cycle cellulaire. 

 Les voies de signalisation cellulaire peuvent interagir entre-elles, avoir des effecteurs 

communs et être régulées de manière différente selon le type cellulaire. 

 

▪ Progression de la phase G1 

 La particularité des Cyclines D réside dans le fait que leur régulation s’exerce via des 

signaux extracellulaires (ex : facteurs de croissance) à la différence des Cyclines de type E, A 

et B dont l’expression est qualifiée de périodique. Les Cyclines D possèdent une demi-vie très 

courte (moins de 25 min) (Sherr and Roberts, 1995). Les Cyclines D sont les partenaires des 

CDK4 et des CDK6 dont l’association est nécessaire afin de créer des complexes actifs (Sherr 

and Roberts, 1995, 1999). Les CDK4 et 6 sont activées d’une part par leur liaison à la Cycline 

D et d’autre part grâce à l’intervention de la CAK et de la protéine Cdc25A (Pommier and 

Kohn, 2003). 

 L’activité de ces complexes Cycline D/CDK4,6 est détectable dès le milieu de la phase 

G1 et augmente au fur et à mesure que la cellule approche de l’entrée en phase S. Ces complexes 

ciblent directement une protéine : la pRb (Retinoblastoma protein) (Sherr and Roberts, 1995). 

 La pRb est une protéine appartenant à la famille des Pocket Protein dont il existe 3 

membres : pRb, p107 (Retinoblastoma-like protein 1) et p130 (Retinoblastoma-like protein 2) 

(Lim and Kaldis, 2013). pRb régule l’expression de gènes qui contrôlent l’avancée du cycle 

cellulaire, dont notamment, des gènes nécessaires au passage de la phase G1 à la phase S. Avant 

la phase G1, pRb est sous forme non-phosphorylée. Sous cette conformation, la protéine pRb 

est capable de se lier au facteur de transcription E2F (Weinberg, 1995) dont elle régule 

négativement l’activité (Ben-Porath and Weinberg, 2005; Shapiro, 2002; Sherr and Roberts, 

1995). E2F désigne une famille de facteurs de transcription régulant de nombreux gènes 

impliqués dans le contrôle de la prolifération cellulaire. Cette famille est composée de facteurs 

activateurs (E2F1, E2F2 et E2F3a) et de facteurs inhibiteurs (E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6 et E2F7). 

pRb se lie majoritairement aux facteurs activateurs tandis que les facteurs inhibiteurs sont 

associés principalement à p107 ou p130. Parmi les autres gènes transcrits par E2F, on pourra 

citer des gènes codant des protéines contrôlant : la réplication de l’ADN (MCM pour Mini-

Chromosome Maintenance, Cdc6, Orc pour Origin Recognition Complex), des enzymes 

nécessaires à la synthèse de nucléotides (TK : Thymidine Kinase) (Lim and Kaldis, 2013; 

Meijer, 2003). 
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 Afin de progresser dans le cycle cellulaire, il est nécessaire que le facteur de 

transcription E2F soit dissocié de pRb, ce qui le rendra fonctionnel. La dissociation du 

complexe pRb/E2F se réalise dès lors que la protéine pRb est hyperphosphorylée par le 

complexe Cycline D/CDK4 (Figure 32) (Ben-Porath and Weinberg, 2005; Sherr and Roberts, 

1995; Weinberg, 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : La protéine Rb déphosphorylée se lie au facteur de transcription E2F. E2F ne peut 

pas se lier à l’ADN et la transcription est bloquée. Le complexe Cycline D/CDK4 (non représenté) 

participe à la phosphorylation de Rb. La protéine Rb phosphorylée libère E2F. Ce dernier se lie 

à l’ADN et active la transcription de gènes permettant ainsi de faire progresser le cycle cellulaire. 

 

 Si les conditions sont optimales (qualité et quantité suffisante de facteurs de croissance, 

de Cyclines D, de complexe Cycline E/CDK2, de pRb hyperphosphorylée…), la cellule passe 

le point de restriction qui correspond au passage, entre la phase G1 précoce et G1 tardive, à 

partir de laquelle la cellule entrera, de manière irréversible, en phase G1 tardive même en 

l’absence de facteurs de croissance extracellulaires. Si un défaut de facteurs de croissance 

survient avant ce point de restriction, alors la progression du cycle cellulaire sera stoppée et la 

cellule entrera en phase G0. 

 Les Cyclines E et A commencent à être synthétisées par activation transcriptionnelle 

partielle dès que pRb est hyperphosphorylée par l’action du complexe Cycline D/CDK4,6. 

Après libération du facteur E2F, ces mêmes cyclines seront synthétisées via une activité 

transcriptionnelle complète de E2F (Meijer, 2003). 

 L’état d’hyperphosphorylation de pRb est obtenue de manière séquentielle grâce à 

l’action, dans un premier temps, des complexes Cycline D/CDK4,6 puis, dans un second temps 

(en fin de phase G1), à celle des complexes Cyclines E/A/CDK2. Ces derniers participent au 
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maintien de cet état de phosphorylation de pRb (Lim and Kaldis, 2013; Sherr and Roberts, 

1995; Weinberg, 1995). 

 De la même manière que les CDK4/6, la CDK2, après sa liaison aux cyclines, est activée 

par la CAK ainsi que par la phosphatase Cdc25A, devenant ainsi fonctionnelle (Pommier and 

Kohn, 2003). 

 La Cycline E est une protéine participant à la progression de la cellule en phase G1 

active sous forme de complexe avec CDK2. Ainsi, son inhibition peut induire un blocage du 

cycle cellulaire en G1 empêchant l’entrée en phase S. 

 En fin de phase G1, la p27Kip1 est phosphorylée par le complexe Cycline E/CDK2 

conduisant à sa dégradation par le protéasome. Ceci contribue en partie à l’entrée en phase S 

de la cellule (Meijer, 2003; Pommier and Kohn, 2003).  

 La Cycline A joue un rôle dans le passage G1/S, dans la progression de la phase S 

(couplée à la CDK2) mais également dans le passage G2/M (couplée à la CDK1,2) (Viallard et 

al., 2001). 

 En fin de phase G1, il se crée un complexe dit de « pré-réplication ». Ce dernier se 

compose du complexe Orc1-6 (formé de 6 sous-unités se fixant sur l'ADN au niveau des 

origines de réplication), de l’ATPase Cdc6, du facteur de transcription Cdt1 et du complexe 

MCM2-7. La formation de ce complexe de molécules est un prérequis, d’une part, pour la 

transition vers la phase S et d’autre part, pour assurer la réplication de l’ADN. Pour que la 

synthèse d’ADN puisse avoir lieu, il est nécessaire que d’autres molécules viennent interagir 

avec le complexe de pré-réplication. En effet, au cours de la transition entre les phases G1 et S, 

la protéine MCM10/Dna43 vient se fixer sur ce complexe de pré-réplication. Puis, la Cdc7 va 

activer ce dernier avant que le complexe Cycline E/CDK2 permette à la Cdc45 de se fixer à son 

tour sur le complexe de pré-réplication. Par la suite, des protéines vont être recrutées comme 

par exemple des hélicases, des topoisomérases, des protéines de réplication A (RPA) (Meijer, 

2003)…   

 En fin de phase G1, le Cell Cycle Checkpoint G1/S permet d’évaluer les conditions 

internes et externes favorables à la poursuite du cycle cellulaire : taille de la cellule, intégrité 

de l’ADN. L’arrêt en G1 est induit par l’activation de p53 en réponse à des dommages à l’ADN.  

 

▪ Phase S (S pour synthèse) 

 La progression en phase S est régulée par CDK1,2 associée à la Cycline A (Hochegger 

et al., 2008; Shapiro, 2002). 
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 De plus, le complexe Cycline E/CDK2 participe à la duplication des centrosomesa 

(Pommier and Kohn, 2003).  

 En parallèle de la duplication de l'ADN, la quantité de Cycline E diminue par 

dégradation par le protéasome (Viallard et al., 2001) et le complexe Cycline A/CDK2 se lie à 

E2F et l’empêche de se fixer sur l'ADN (Pommier and Kohn, 2003; Viallard et al., 2001). 

 

▪ Phase G2 et début de prophase 

 La phase G2 est une phase du cycle qui prépare la cellule à la mitose et au cours de 

laquelle, les complexes Cycline A/CDK1,2 participent à l'activation du facteur de transcription 

FOXM1 (Laoukili et al., 2008). Ce dernier va activer des gènes parmi lesquels ceux codant la 

Cycline B (Laoukili et al., 2005). La transition G2/M est marquée par l'activation du complexe 

formé par la CDK1 et la Cycline B (Shapiro, 2002). Cette dernière est une cycline dont la 

localisation est cytoplasmique au cours de l'interphase et ce jusqu'à l'étape de prophase 

(Shapiro, 2002; Viallard et al., 2001). 

 Le complexe  Cycline B/CDK1 (ou Cdc2) (Pommier and Kohn, 2003) est rendu inactif 

par l'action des kinases Wee-1 et Myt-1 qui ciblent les résidus Thr-14 et Tyr-15 de la CDK1 

(Hochegger et al., 2008; Yam et al., 2002). Le résidu Thr-161 est quant à lui phosphorylé par 

la CAK (Meijer, 2003), ce qui participe à l’activation de la CDK1. 

 Le Cell Cycle Checkpoint G2 permet d’empêcher le déclanchement de la mitose et de 

s’assurer qu’elle donnera des cellules filles avec un matériel génétique intact (absence de 

dommages à l’ADN, réplication de l’ADN correctement déroulé). En cas de défauts réparables 

dans l’ADN, un arrêt du cycle cellulaire sera induit afin de réparer des dommages détectés : 

inhibition de l’activation de CDK1 via l’intervention d’ATM, ATR et p53 (Shapiro, 2002). 

Dans le cas contraire, la cellule peut entrer en apoptose empêchant ainsi la transmission de 

dommages de l’ADN aux cellules filles.  

 Lorsque la cellule est prête à poursuivre le cycle et à entrer en prophase de la mitose, 

l'activation de la CDK1 se réalise grâce à l'action de la phosphatase Cdc25C (Pommier and 

Kohn, 2003) entraînant la migration du complexe Cycline B/CDK1 vers le noyau (Hochegger 

et al., 2008). Dans le noyau, plusieurs protéines sont impliquées dans la condensation des 

chromosomes. Parmi elles, la condensine, appartenant aux substrats ciblés par l'association 

Cycline B/CDK1, va créer un super-enroulement de la molécule d'ADN (Meijer, 2003). 

 

 
a Le centrosome est formé de deux centrioles orientés perpendiculairement.  
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▪ Phase M (M pour Mitose) 

 La mitose est essentiellement sous le contrôle du complexe Cycline B/CDK1 

(Hochegger et al., 2008). 

 La prophase, comme il a été précisé plus haut, est caractérisée par l'activation du 

complexe Cycline B/CDK1 et par la condensation des chromosomes répliqués au cours de la 

phase S (Meijer, 2003). Le complexe CyclineB/CDK1 participe également à la dislocation de 

l'enveloppe nucléaire en phosphorylant les lamines de type A (Huguet et al., 2019). 

 A partir de la métaphase, la Cycline B commence à subir une ubiquitinylation et une 

dégradation via le protéasome grâce à l'action du complexe à activité ubiquitine ligase : 

APC/Cdc20  (Anaphase Promoting Complex) (Hochegger et al., 2008), formé de plusieurs 

sous-unités dont l'activation passe par le complexe Cycline B/CDK1. Au cours de la métaphase, 

le Cell Cycle Checkpoint M permet de s’assurer du bon alignement des chromosomes sur le 

fuseau mitotique et un arrêt de la mitose a lieu s’ils ne sont pas correctement disposés. La 

ségrégation des chromatides ne s’effectuera que lorsque les chromosomes seront alignés. 

 La séparase, qui était initialement inactive sous forme complexée à une autre protéine : 

la sécurine, va être activée au cours de l’anaphase. La phosphorylation de la séparase via le 

complexe Cycline B/CDK1 et l’ubiquitinylation de la sécurine par le complexe APC/Cdc20 

vont participer à l’activation de la séparase (Meijer, 2003). Elle va donc pouvoir dégrader la 

cohésine et ainsi permettre la séparation des chromatides sœurs. 
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B . 2 )  La sénescence cellulaire 

 

2 . a )  Généralités 

 

 La sénescence (du latin : senex « grand âge ») cellulaire est un état irréversible dans 

lequel les cellules ne prolifèrent plus, mais demeurent cependant métaboliquement actives 

(Thorin-Trescases et al., 2010) et continuent généralement leur croissance. Cet état correspond 

à un arrêt irréversible du cycle cellulaire en phase G1. Les cellules sénescentes changent de 

morphologie et développent un phénotype sécrétoire caractérisé par la libération de multiples 

molécules constituant le SASP (décrit plus loin). Il s’agit d’un processus moléculaire complexe 

activé par divers stimuli. Au cours du vieillissement naturel, le nombre de cellules sénescentes 

augmente dans de nombreux tissus. Ces cellules peuvent compromettre les fonctions du tissu 

dans lequel elles s’accumulent, en modifiant leur environnement cellulaire par un effet 

paracrine via le SASP (remodelage de la matrice extracellulaire, inflammation…). À cet effet 

délétère s’ajoute une diminution du potentiel de régénération par les cellules souches (perte de 

la capacité de réparation des tissus endommagés). Ces modifications en lien avec la sénescence 

cellulaire, d’abord cellulaires puis tissulaires, participent à l’apparition de pathologies liées à 

l’âge (athérosclérose, ostéoporose, cancers…). Ainsi, même s’il est important de distinguer la 

senescence qui un processus cellulaire, du vieillissement qui est un phénomène naturel 

survenant à l’échelle de l’organisme, les nombreuses études réalisées in vitro et surtout in vivo, 

permettent de conclure à une contribution majeure de la sénescence cellulaire au vieillissement.  

Le vieillissement est une dégénérescence progressive des fonctions biologiques consécutive au 

dysfonctionnement graduel des différents systèmes cellulaires de réparation et de maintien de 

l'homéostasie (processus de régulation par lequel l'organisme maintient les différentes 

constantes dans les limites des valeurs normales). Ainsi, des dommages irréversibles 

s'accumulent au sein des cellules, à l’origine de l’induction de leur sénescence.  

 

 On distingue deux types de sénescence : la sénescence réplicative et la sénescence 

prématurée ou induite par le stress (SIPS) (Bischof et al., 2009). Les cellules exposées à un 

stress cellulaire (surexpression d'oncogènes, dommages de l'ADN non réparés, anomalies des 

télomères...) peuvent entrer soit en apoptose (mort cellulaire programmée ) soit en sénescence.  

 Le phénomène de « sénescence réplicative » a été décrit initialement par Leonard 

Hayflick dans les années 1960 sur des fibroblastes humains primaires en culture (Ben-Porath 
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and Weinberg, 2005). Après un certain nombre de divisions cellulaires, des signaux se 

déclenchent et bloquent la prolifération des cellules (Brondello et al., 2012). L. Hayflick a émis 

l'hypothèse que le raccourcissement progressif des télomères, à chaque cycle réplicatif, pouvait 

être à l'origine de ce blocage (Brondello et al., 2012; Kuilman et al., 2010). Ainsi, il a été défini 

la « limite de Hayflick » au-delà de laquelle les télomères ne sont plus fonctionnels, et point de 

départ de l’entrée en sénescence (Bischof et al., 2009). De ce fait, les cellules normales 

(contrairement aux cellules tumorales) ne se divisent pas indéfiniment et ont une capacité de 

prolifération limitée. 

 A la différence de la sénescence réplicative, la « sénescence prématurée ou induite 

par le stress » peut être déclenchée par différents facteurs : des lésions de l'ADN non réparées 

; un stress oxydant ; une surexpression d'oncogènes (par exemple : Myc, Ras...). Cette 

sénescence est indépendante de la longueur des télomères et du nombre de divisions cellulaires 

(Brondello et al., 2012; Gire, 2005), mais est cependant morphologiquement et 

biochimiquement similaire à la sénescence réplicative. 

 Le phénomène de sénescence associe à l'arrêt irréversible du cycle cellulaire, des 

modifications morphologiques et fonctionnelles de la cellule (Figure 33) (Gire, 2005). Même 

si elle contribue au vieillissement de l’organisme par accumulation de cellules sénescentes, la 

sénescence doit être considérée comme un phénomène protecteur. Elle a un rôle suppresseur de 

tumeur en éliminant des cellules potentiellement cancéreuses. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 33 : Des stimuli de la sénescence activent plusieurs voies de signalisation cellulaire 

conduisant à des modifications morphologiques et fonctionnelles de la cellule (Sultana et al., 2018) 
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2 . b )  Mécanismes de la sénescence cellulaire 

 

b . i )  Activation des inhibiteurs de CDKs 

 

 Comme il a déjà été précisé, le blocage du cycle cellulaire est provoqué par l'inactivation 

de protéines clés intervenant dans sa régulation, les CDKs. Cette inhibition passe par la mise 

en jeu de plusieurs protéines et mécanismes associés. Nous ne citerons que de manière très 

générale quelques mécanismes impliqués dans l'arrêt du cycle cellulaire au cours de la 

sénescence (Figure 34) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Mécanismes moléculaires conduisant à l’arrêt irréversible de la division cellulaire 

(Modifié à partir de (Brondello et al., 2012)) 

 

– L’activation de l'axe p53-p21 induit l'inhibition de plusieurs CDKs intervenant dans 

différentes phases du cycle cellulaire : CDK4,6 (phase G1) et CDK1,2 (phases S et M) 

– L’activation des voies ATM et ATR induit l'activation de p53, mais également 

l'activation des protéines Chk1,2 qui vont inhiber une protéine activatrice des CDKs : la 

Cdc25 (Cdc25A en phase G1 et Cdc25C en phase M) 

– L'activation de la p16INK4a induit l'inhibition des CDK4,6 spécifiques de la phase G1 

(Brondello et al., 2012) 
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 A terme, ces voies aboutissent à l'inhibition du facteur de transcription E2F. Cette 

inhibition est responsable de la répression de gènes nécessaires à la poursuite du cycle cellulaire 

(voir plus haut). 

 

▪ La « sénescence réplicative » 

 Comme précisé précédemment, la sénescence réplicative survient dans la majorité des 

cellules qui se divisent, après un certain nombre de cycles cellulaires. Ce phénomène mis en 

évidence par Hayflick est lié à la longueur des télomères des cellules concernées. Les télomères 

sont des structures nucléoprotéiques en forme de boucles protégeant les extrémités des 

chromosomes des phénomènes de dégradation et de fusion (Gire, 2005). Ces structures sont 

constituées de séquences d'ADN répétées (TTAGGG), associées à un complexe protéique, le 

télosome, qui permet le maintien de la structure et des fonctions de ces télomères (Xin et al., 

2008). 

 Au cours du cycle cellulaire, des motifs TTAGGG sont perdus. Une enzyme, la 

télomérase, est capable de lutter contre ce phénomène de raccourcissement, mais son expression 

et son activité sont insuffisantes dans la plupart des cellules somatiques pour assurer le maintien 

de la longueur de ces télomères (Gire, 2005). L’arrêt de la division cellulaire est induit lorsque, 

à terme, l'érosion des télomères au cours de la réplication des chromosomes a atteint la "limite 

de Hayflick" considérée par la cellule comme une instabilité génétique ou une cassure de l'ADN 

(Brondello et al., 2012; Gire, 2005). Ainsi, ce type de sénescence survient après des périodes 

prolongées de division menant à un éventuel plateau dans la prolifération cellulaire. 

 La sénescence réplicative est déclenchée en partie par l’activation chronique de p53 due 

à l’érosion des télomères et par la signalisation des dommages à l’ADN (Chen, 2016). 

 

▪ La « sénescence prématurée ou induite par le stress » 

 La sénescence peut également être induite indépendamment de la longueur des 

télomères. La sénescence prématurée survient par exemple à la suite de dysfonctionnements 

des télomères, de surexpression d’oncogènes (Ras, Raf…), de lésions de l’ADN induites par 

des ROS et de dysfonctionnements des mitochondries (Figure 35).  

 Ces inducteurs provoquent la sénescence avant le début de l’épuisement réplicatif et 

dans le cadre d’activation d’oncogène. Ce type de sénescence représente un véritable 

mécanisme suppresseur de tumeur, donc protecteur pour l’organisme.  

 Cette sénescence précoce passe par la formation de dommages au sein des double-brins 

de l’ADN et par l’activation de p53 et p16.  



72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Facteurs d’activation de la sénescence prématurée (Modifiée à partir de (McHugh and 

Gil, 2018)) 

  

b . ii )  Quelques-uns des acteurs clefs de la sénescence 

 

▪ p53  

 Comme déjà abordé, p53 est une des protéines clefs dans la régulation de la sénescence. 

En effet, les cellules de souris KO pour p53 n’entrent pas en sénescence, mais le décès de ces 

animaux survient cependant précocement du fait d’une augmentation du nombre de tumeurs 

(Donehower et al., 1992). A l’inverse, des souris p53-/m , qui expriment une forme tronquée de 

p53 (allèle m) augmentant l’activité de la forme sauvage de p53, présentent un vieillissement 

prématuré associé à une résistance au développement de tumeurs (Tyner et al., 2002), tandis 

que les souris portant plusieurs copies du gène codant p53 (appelées souris « super-p53 ») ne 

présentent pas de vieillissement prématuré, mais sont néanmoins résistantes vis-à-vis du 

développement de tumeurs (García-Cao et al., 2002).  

 

▪ Stress oxydant (ou oxydatif) 

 Le stress oxydant est un facteur important dans l’induction de la sénescence. Il 

correspond à une accumulation excessive d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans les 

cellules concernées, non contrôlée par les systèmes cellulaires antioxydants. Les ROS sont 

principalement produits par la chaîne respiratoire mitochondriale.  
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 Les complexes mitochondriaux laissent échapper des électrons qui induisent la 

formation, à partir de l’oxygène (O2), d’espèces chimiques oxygénées très réactives (Figure 

36).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 36 : Représentation schématique des 5 complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale. 

La phosphorylation oxydative conduit à la formation d’ATP ainsi qu’à la formation de ROS comme par 

exemple l’anion superoxyde (O2
.-) (Bratic and Larsson, 2013). 

 

 Ces composés sont instables et sont susceptibles de devenir toxiques en réagissant avec 

tous les composants cellulaires (ADN, protéines, lipides, glucides) et en perturbant le 

fonctionnement des cellules et des tissus via l’oxydation des lipides, la dénaturation des 

protéines, des dommages de l’ADN nucléaire et mitochondrial … Bien que potentiellement 

délétère pour l’organisme quand les ROS sont en excès, leur production en faible quantité 

participe au bon fonctionnement de celui-ci. Ils sont ainsi des acteurs de la signalisation 

cellulaire et de la régulation du métabolisme. Afin de réguler cette production, des agents anti-

oxydants enzymatiques (la SOD pour Superoxyde Dismutase, la catalase, la glutathion-

peroxydase…) et non-enzymatiques (le glutathion par exemple) entrent en jeu bloquant l’action 

des ROS. Grâce à cela, il existe au niveau cellulaire, un équilibre dit « REDOX » maintenu par 

la production de ROS et d’anti-oxydants. Si la production de ROS n’est pas compensée par 

celle d’antioxydants, un déséquilibre survient, à l’origine d’un stress oxydant. 

 L’altération de cette balance fait partie des mécanismes impliqués dans l’apparition et 

la progression de la sénescence. La rupture de cet équilibre peut provenir de plusieurs facteurs : 

augmentation de la production de ROS, diminution de la défense antioxydante, sensibilité 

accrue des macromolécules à l’oxydation, système de réparation ou d’élimination des 

macromolécules endommagées devenu moins efficace… (Viteri et al., 2010). 
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▪ Voies métaboliques  

Certaines voies métaboliques ont été montrée comme clairement impliquées dans le 

phénomène de vieillissement à l’échelle de l’organisme et la durée de vie des individus. Même 

si le lien avec la sénescence à l’échelle cellulaire est encore sujet à débat, le résultat de quelques 

études suggèrent une connexion entre les deux. 

 L’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) est une hormone synthétisée majoritairement 

dans le foie sous l’influence de l’hormone de croissance GH. IGF-1 est libéré dans la circulation 

sanguine et exerce de nombreuses actions par l’intermédiaire de son récepteur : IGF-1R 

(croissance des os et des muscles durant le développement fœtal ; croissance postnatale ; 

régénération du muscle squelettique adulte ; prolifération et survie des cellules des glandes 

mammaires pendant la puberté, la grossesse, l’allaitement...) (Annunziata et al., 2011). 

L’activation de IGF-1R active à son tour plusieurs voies de signalisation dont celle de la PI3K 

et de la MAPK, ainsi que NF-B. 

Plusieurs études in vivo dans des modèles animaux ont montré que la voie IGF-1/IGF-

1R, dont composants sont conservés parmi les espèces, est impliquée dans le vieillissement et 

la durée de vie des organismes. Chez C. elegans, daf-2, l’orthologue du récepteur humain 

insuline/IGF-1, régule la durée de vie de l’adulte via la régulation de facteurs de transcription 

dont FoxO codé par le gène daf-16. Ce dernier joue un rôle majeur en maintenant l’homéostasie 

dans des conditions de stress (Denzel et al., 2019). L’orthologue chez C. elegans du gène 

suppresseur de tumeur humain PTEN, appelé daf-18, a également été décrit comme un facteur 

clé régulant la durée de vie de l’adulte via un contrôle de l’activité de daf-16 (Masse et al., 

2005). Les mutants daf-2, qui présentent une durée de vie accrue, ont une augmentation de 

l’activité mitochondriale associée à une réduction de la quantité de ROS en lien avec une 

augmentation de quantité d’anti-oxydants (Zarse et al., 2012). La restriction calorique, très 

utilisée dans l’étude du vieillissement chez C. elegans, induit une augmentation de la longévité 

du ver via différents mécanismes dont la répression de daf-2 (Kapahi et al., 2017). 

L’inactivation hétérozygote chez la souris de Igf-1R (Igf-1r+/-), qui réduit théoriquement le 

nombre de récepteurs de moitié, prolonge sa durée de vie par rapport à son contrôle sauvage, 

entraîne une résistance accrue au stress oxydant (stress oxydant induit par injection d’un 

herbicide) et conduit à la diminution de l’activation des voies de signalisation en lien avec IGF-

1 (Holzenberger et al., 2003). Dans le modèle murin Zmpste24-/-, Mariño et al., montrent que 

l’administration d’IGF-1 humain recombinant (rIGF-1) améliore des caractères progéroïdes 

comme par exemple le poids corporel, le degré d’alopécie et la longévité (Mariño et al., 2010).  
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En 2014, Tran et al. ont fait le lien entre l’implication de cette voie dans le vieillissement 

à l’échelle de l’organisme et son rôle dans la sénescence à l’échelle cellulaire (Tran et al., 2014). 

Dans cette étude, les auteurs montrent que, alors qu’une exposition courte de fibroblastes 

humains induit une prolifération cellulaire, une exposition prolongée induit une sénescence 

(augmentation du nombre de cellules positives à la β-galactosidase acide), en lien avec 

l’activation de l’axe p53/p21. Il est montré que l’activation de p53 est secondaire à l’inhibition 

de SIRT1 (Cf. ci-dessous) par l’IGF-1 entrainant une stabilisation de p53 par une augmentation 

de son acétylation.  

 L’hormone Klotho inhibe l’autophosphorylation du récepteur à l’insuline et celui de 

IGF-1 (IGF-1R) conduisant à la répression des voies de signalisation intracellulaire 

dépendantes de ces derniers avec par exemple, la régulation négative de certains types de 

facteurs de transcription appartenant à la famille FOXO. Deux orthologues de Klotho 

(CeKlotho) ont été décrits chez C. elegans (Château et al., 2010). L’inactivation de CeKlotho 

réduit la durée de vie du ver et les données expérimentales sont en faveur d’une conservation 

du mécanisme de régulation du récepteur insuline/IGF-1 entre C. elegans et les mammifères 

(Solari, 2010). Par exemple, Kuro-o et al., ont montré que les souris homozygotes déficientes 

en Klotho (génotype kl/kl) exprimaient un syndrome similaire au vieillissement humain (durée 

de vie diminuée, atrophie de la peau, ostéoporose…) (Kuro-o et al., 1997). À l’inverse, Kurosu 

et al., ont montré que les souris surexprimant Klotho (génotype EFmKL46 ou EFmKL48 : 

mutation dans le site actif de type β-glucosidase situé dans le domaine extracellulaire de Klotho) 

avaient notamment une durée de vie allongée, une résistance à l’insuline et à IGF-1… (Kurosu, 

2005). Dans une étude menée sur des fibroblastes humains, De Oliveira et al., montrent que 

l’inhibition de l’expression de Klotho (via l’utilisation d’un ARN interférent) induit une 

sénescence prématurée (perte de prolifération, cellules sénescentes élevées, accumulation de 

cellule en phase G0/G1…) en activant la voie de l’insuline/IGF-1 et de p21 (de Oliveira, 2006).  

 SIRT1 (Sirtuine 1) est une enzyme de type désacétylase régulant divers processus en 

désacétylant des histones, des facteurs de transcription (FOXO : stress oxydant, autophagie ; 

NF-B : inflammation, stress oxydant ; NRF2 (Nuclear Factor (erythroid-derived2) like 2 ou 

NFE2L2) : équilibre redox, autophagie), des protéines (PGC-1 : co-activateur transcriptionnel 

de protéines mitochondriales ; ATG5, ATG7, ATG8 : autophagie) … L’étude menée par Satoh 

et al., montrent que des souris transgéniques surexprimant une Sirt1 spécifique du cerveau 

avaient une durée de vie prolongée et un retard du vieillissement via la régulation d’une voie 
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neuronalea stimulant le muscle squelettique (activité physique, température du corps, 

consommation d’oxygène, activité mitochondriale) et améliorant la qualité du sommeil. 

L’ensemble de ces améliorations contribuant au maintien d’une physiologie jeune (Satoh et al., 

2013). Sirt1 est également impliqué dans la régulation de la voie du stress oxydant. Des études 

menées dans le muscle cardiaque de souris ont révélé que la surexpression modérée de Sirt1 

était à l’origine d’une protection contre le stress oxydant via l’augmentation de l’expression de 

la catalase, un antioxydant majeur. L’expression de cette dernière est induite par le facteur de 

transcription FOXO. Sirt1 régule également la voie impliquant NF-B et est capable de 

diminuer la production de ROS ou de diminuer les capacités de défense anti-oxydante de la 

cellule. Sirt1 intervient aussi au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale et régule de 

cette manière la production de ROS. Enfin, parmi les cibles de Sirt1, il est intéressant de citer 

la protéine p53 (Salminen et al., 2013). Des travaux menés par Herranz et al. montrent que des 

souris surexprimant Sirt1 n’ont pas de durée de vie augmentée, mais ont présentent un 

vieillissement en « meilleure santé » par rapport aux témoins avec par exemple : diminution de 

l’intolérance au glucose (donc amélioration de la protection des dommages métaboliques liés 

au vieillissement), densité osseuse conservée… Au niveau moléculaire, les souris âgées 

surexprimant Sirt1 présentent au niveau du foie une diminution de p16INK4a, ainsi que de la 

53BP1. Ces 2 molécules sont des marqueurs de la sénescence cellulaire (Herranz et al., 2010). 

 

 Ainsi, IGF-1, Klotho et SIRT1 sont des protéines qui pourraient participer au 

vieillissement de l’organisme via la modulation de voies cellulaires impliquées dans la 

sénescence des cellules. 

 

▪ Autophagie 

 L’autophagie est également un mécanisme régulateur de la sénescence. L’autophagie 

est un processus dynamique de dégradation de matériel cellulaire qui contribue au maintien de 

l’homéostasie cellulaire. Elle favorise la survie des cellules en éliminant, par exemple, des 

protéines mal configurées, des organites ne fonctionnant pas correctement (mitochondries, 

réticulum endoplasmiques), des agents pathogènes intracellulaires… Plusieurs types 

d’autophagie ont été décrits, dont la macroautophagie qui est le mieux caractérisé. De manière 

très générale et non-exhaustive, nous allons présenter les différentes étapes de la 

macroautophagie, que nous appellerons autophagie. Au cours de l’étape de nucléation, une 

 
a Sirt1/Nkx2-1 (Nk2 homeobox 1)/Ox2r (récepteur 2 de l’orexine) 
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structure appelée « phagophore » est formée et est caractérisée par la présence d’un complexe 

multiprotéique (contenant par exemple des protéines de type ATG, Beclin-1, PI3KC3…) au 

niveau de sa membrane. L’élongation est l’étape au cours de laquelle le phagophore s’allonge, 

puis se ferme autour du matériel cytosolique en formant une structure appelée 

« autophagosome ». Cette étape fait intervenir de nombreuses protéines dont LC3-I et LC3-II 

(dont le ratio LC3-II/LC3-I est utilisé afin d’apprécier la formation des autophagosomes). Enfin, 

l’étape de maturation correspond à la fusion de l’autophagosome avec le lysosome en une 

structure appelée « autolysosome ». Au sein de cette structure, le matériel est alors dégradé.  

 L’autophagie est un phénomène régulé par de nombreux acteurs dont le principal est le 

complexe mTORC1 (mammalian Target Of Rapamycin Complex 1) qui inhibe la formation de 

l’autophagosome. Nous pouvons citer d’autres modulateurs de l’autophagie comme par 

exemple SIRT1, l’AMPK (AMP-activated protein Kinase)… (Figure 37). 

 Des miRNAs interviennent également dans cette régulation comme par exemple les 

miRs-376a-3p et -376b-3p (Beclin-1, ATG4), miR-204 (LC3)…  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Mécanismes moléculaires et régulation de l’autophagie : la nucléation correspond au 

recrutement de complexes protéiques (PI3KC3-Beclin-1) au niveau de la membrane du phagophore. 

L’élongation est une étape durant laquelle l’autophagososme encapsule le matériel cytosolique. La 

protéine membranaire LC3II est activée par clivage à partir de la forme LC3I cytosolique. Au cours de 

la maturation, l’autophagosome fusionne avec un lysosome afin de créer un autolysosome. Le contenu 

de cet autolysosome sera par la suite dégradé et éventuellement recyclé (Modifié à partir de (Zhang 

et al., 2016)) 
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 Dans des fibroblastes humains, l’inhibition par des siRNAs de protéines intervenant 

dans la formation des autophagosomes (ATG7 et Lamp2) induit l’activation d’une sénescence 

précoce de ces cellules : positivité élevée à la β-galactosidase, taille plus importante des 

cellules, augmentation de p53, p21, p16, de la quantité de ROS, dysfonctionnement des 

mitochondries et des lysosomes… (Kang et al., 2011). 

 L’autophagie contribue également à réduire le stress oxydant via l’élimination de 

mitochondries (mitophagie) présentant un dysfonctionnement et générant des ROS. Par ce 

mécanisme, elle contrôle indirectement la sénescence cellulaire. Lors d’un stress oxydant, la 

production de peroxyde d'hydrogène (H2O2) peut oxyder la protéine ATG4 (Autophagy Related 

4C Cysteine Peptidase), impliquée dans la formation des autophagosomes, et induire une 

augmentation de l’activité autophagique. De même, l’activation de l’AMPK (par exemple par 

une augmentation d’AMP intracellulaire, par SIRT1…) va inhiber la protéine mTOR et 

favoriser l’activation de l’autophagie (Poillet-Perez et al., 2015). 

 L’activation de l’autophagie est un des mécanismes ciblés par des stratégies 

thérapeutiques en vue d’induire la dégradation de la progérine. 

 

▪ microARNs (ou miRNAs) 

 Les microARNs (Cf. ci-dessous) appartiennent également aux régulateurs connus de la 

sénescence. Ils contrôlent l’expression de gènes codant des protéines clefs de la sénescence 

comme par exemple p53, p21, p16 et pRb (Figure 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Exemples de miRNAs modulant des voies de signalisation importantes dans la 

sénescence cellulaire (Suh, 2018) 
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Des protéines impliquées dans des mécanismes cellulaires comme par exemple le stress 

oxydant, le maintien de l’intégrité de l’ADN…peuvent être modulées par des microARNs et 

ainsi être impliquées dans l’induction et/ou la progression de la sénescence. Par exemple, le 

miR-34a cible la région 3’UTR de l’ARNm de SIRT1. Les miRs-93, -214 et -669c, retrouvés 

surexprimés dans le foie de souris âgées, ciblent des enzymes de la famille des glutathion S-

transférases impliquées, notamment dans l’élimination de ROS, de détoxification … (Bu et al., 

2017). Dans des fibroblastes dermiques humains, la surexpression du miR-24 induit celle de la 

Topoisomérase 1 ou TOP1 (enzyme qui contrôle la structure de l’ADN en coupant les 2 brins 

de l’ADN), de p16 et de p53. L’accumulation de TOP1 conduit à un excès de cassures doubles 

brins de l’ADN et favorise ainsi l’instabilité génomique responsable d’une sénescence 

prématurée (Bu et al., 2016).  

 

2 . c )  Caractéristiques de la cellule sénescente 

 

 Une cellule sénescente possède un phénotype caractérisé notamment par : une 

morphologie élargie et plate ; une activité de la β-galactosidase acide (pH=6) devenue 

détectable ; une augmentation des taux de p53, p21WAF1 et p16INK4a ; une production élevée de 

ROS ; des niveaux élevés de dommages à l’ADN… 

 

c . i )  Modifications cytomorphologiques 

 

 L'observation de cellules sénescentes montre une altération de leur morphologie 

cellulaire. Elles apparaissent aplaties avec une vacuolisation de leur cytoplasme et une 

augmentation de leur volume nucléaire (Figure 39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Fibroblastes non sénescents (à gauche) et sénescents (à droite) observés au 

microscope à contraste de phase (Objectif x 100) (Modifié à partir de (Menicacci et al., 2017)) 
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c . ii )  Modifications de l’expression des cyclines et des CDKs 

 

 La Cycline D1 est surexprimée dans des fibroblastes humains sénescents (Han et al., 

1999) ou des cellules musculaires lisses vasculaires humaines sénescentes (Burton et al., 2007). 

Cette surexpression, également observée dans des cellules mammaires épithéliales de souris, 

est décrite comme étant étroitement liée à une augmentation de la proportion de cellules en 

phase G0/G1, illustrant bien un blocage du cycle cellulaire caractéristique des cellules 

sénescentes. De plus, lorsqu'elle est surexprimée, la Cycline D1 semble induire une élévation 

de l'expression d'inhibiteurs de CDKs dont la protéine p27Kip1 (Han et al., 1999) qui participe 

à l'arrêt du cycle cellulaire. Une autre cycline, la Cycline E, est également surexprimée dans 

les cellules sénescentes (Lucibello et al., 1993). À l'inverse, l'expression des Cyclines A et B 

est diminuée au sein de cellules sénescentes (Lucibello et al., 1993). L'activité du complexe 

Cycline E/CDK2 est diminuée dans des cellules endothéliales sénescentes et peut s'expliquer 

à la fois par la baisse de la quantité de CDK2 et par l'activation de la p21Cip1/Waf1 (en réponse 

à l'activation de la voie de la p53) (Freedman and Folkman, 2005). 

 NF-κB, un facteur de transcription (détaillé plus loin), est aussi activé dans les cellules 

sénescentes (Rayess et al., 2012), en lien avec une inflammation chronique à bas bruit dans ces 

cellules. 

 La quantité de protéine p16INK4a est augmentée dans les cellules sénescentes et 

constitue un biomarqueur cellulaire de sénescence. 

 

c . iii )  Expression de la β-galactosidase acide (pH = 6) 

 

 Au cours de la sénescence cellulaire, la biogenèse des lysosomes est augmentée créant 

une surexpression d'une enzyme lysosomale active à pH acide : la β-galactosidase. Cette 

protéine est spécifique des cellules sénescentes. 

 En raison du lien étroit entre l'activité de la β-galactosidase et le phénotype de 

sénescence, on pourra parler de SA-βgal (Senescence-Associated β-galactosidase). Cette 

enzyme permet de détecter les cellules sénescentes dans des tissus in situ ou en culture 

cellulaire, montrant ainsi que les cellules sénescentes s'accumulent in vivo avec l'âge (Campisi, 

2013). 
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c . iv )  Dysfonctionnement mitochondrial 

 

 L’implication des mitochondries dans le vieillissement a été étudiée selon deux théories 

distinctes où, de manière très succincte, la 1ère hypothèse repose sur la génération accrue de 

ROS par la mitochondrie au cours du vieillissement et la 2nde sur l’ADN mitochondrial 

accumulant des mutations avec l’âge (Shi et al., 2018). Néanmoins, ces 2 théories semblent être 

interdépendantes et contribuer aux nombreuses modifications survenant progressivement au 

sein des mitochondries au cours du vieillissement. 

 Plusieurs études ont montré qu’une altération de la dynamique mitochondriale 

(correspondant aux processus de fission et de fusion qui régulent la morphologie et le nombre 

de mitochondries) (Figure 40 A) pouvait être impliquée dans le vieillissement ainsi que dans 

des pathologies liées à l’âge (Srivastava, 2017). La modification de l’expression de protéines 

de fusion ou de fission semble avoir un rôle dans l’altération de cette dynamique (Rose et al., 

2017; Srivastava, 2017). 

 Les mitochondries des cellules sénescentes présentent d’autres altérations comme 

notamment une diminution de la synthèse d’ATP par phosphorylation oxydative (Habiballa et 

al., 2019), une production plus importante de ROS et une diminution des niveaux 

d’antioxydants endogènes. Ce déséquilibre entre la formation et l’élimination des radicaux 

libres participe à la vulnérabilité des mitochondries, car ces dernières accumulent 

progressivement des dommages oxydatifs au niveau de leurs constituants (protéines, lipides, 

ADN mitochondrial ou ADNmt) (Figure 40 B). 

 La mitophagie (ou autophagie mitochondriale) est un processus qui implique une 

élimination sélective des mitochondries endommagées, présentant un dysfonctionnement ou en 

excès (Srivastava, 2017). Des études ont montré qu’une modification de l’activité mitophagique 

avait un impact sur le fonctionnement des mitochondries. Par exemple, la mitophagie est décrite 

comme réduite au cours du vieillissement dans divers tissus (Rose et al., 2017) (Figure 39 C). 
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Figure 40 : Dysfonctionnement mitochondrial au cours du vieillissement (Srivastava, 2017) 
  

 

 Les altérations citées précédemment participent au dysfonctionnement mitochondrial 

observé avec l’âge et interviennent dans la sénescence cellulaire. La participation à ce processus 

se réalise par exemple via différents effecteurs (Figure 41) dont nous pouvons citer à titre 

d’exemples : les ROS, le NADH, l’AMP, les DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns) 

(Habiballa et al., 2019)… Ces effecteurs constituent des molécules de signalisation qui 

interviennent dans la communication intracellulaire et intercellulaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 41 : Exemples d’effecteurs mitochondriaux impliqués dans le phénomène de sénescence 

cellulaire (Correia-Melo and Passos, 2015) 
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c . v )  Modifications chromatiniennes 

 

 Les cellules en sénescence peuvent contenir, au sein de leurs noyaux, des foyers appelés  

SAHF (Senescence-Associated Heterochromatic Foci) (Brondello et al., 2012). 

 Les SAHF sont des foyers de chromatine denses, colorés et ponctués qui correspondent 

à de l'hétérochromatine facultative, qui renferme les gènes transcriptionnellement "éteints". 

 De manière très générale, la formation de chaque SAHF résulte de la condensation d'un 

chromosome, modulée par les protéines ASF1a (Anti-Silencing Function 1A Histone 

Chaperone) et HIRA (Histone Cell Cycle Regulator), ainsi que de la fixation de protéines sur 

cette chromatine condensée, dont on peut citer par exemple : la HP1γ (Heterochromatin Protein 

1), l'histone macroH2A et la HMGA (High Mobility Group)  (Zhang and Adams, 2007) (Zhang 

et al., 2007) (Figure 42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Formation de SAHF dans les cellules humaines sénescentes (Modifié à partir de (Zhang et 

al., 2007) 

 Ces régions de SAHF jouent un rôle dans la séquestration de gènes impliqués dans la 

prolifération cellulaire. Ces foyers de chromatine réduisent l'expression de gènes assurant la 

prolifération des cellules, comme par exemple : le gène codant la Cycline A, le facteur de 

transcription E2F (Zhang and Adams, 2007)...  

 

c . vi )  Expression de GeromiRs 

 

 Le terme de « GeromiRs » regroupe les microARNs potentiellement impliqués dans le 

vieillissement cellulaire ainsi que dans les pathologies qui lui sont liées, via la régulation de 

l’expression de protéines clefs de la sénescence (Tableau 3). Les « GeromiRs » interviennent 

dans une ou plusieurs voies impliquées dans le vieillissement cellulaire (Figure 43). 

 

 



84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3 : miRNAs associés au vieillissement dans différents organismes (Ugalde et al., 2011) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43 : GeromiRs régulant les mécanismes du vieillissement cellulaire : instabilité génomique, 

raccourcissement des télomères, régulation épigénétique, perte de l’homéostasie protéique, dérégulation 

des voies de détection des nutriments (glucose, acides aminés par exemple), dysfonctionnement 

mitochondrial, sénescence cellulaire, épuisement des cellules souches, altération de la communication 

intercellulaire (Caravia and López-Otín, 2015) 

 

c . vii )  Inflamm’aging 
 

 Le terme « Inflamm’aging » fait référence à un phénotype pro-inflammatoire de bas-

grade qui est observé au cours du vieillissement chez les mammifères, dans les cellules 
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sénescentes. L’expression de gènes liés à l’inflammation et aux réponses immunitaires est 

augmentée, les taux de cytokines (IL-6, TNF-α) sont plus élevés, le facteur NF-κB, qui est le 

régulateur principal des réponses inflammatoires, est activé. Des complexes multiprotéiques 

appelés « inflammasomes », sont des activateurs intracellulaires de la réponse inflammatoire 

capables de reconnaître un grand nombre de signaux. Les inflammasomes peuvent être 

considérés comme des récepteurs dont il existe plusieurs familles. Par exemple, 

l’inflammasome NLRP3 (formé d’un récepteur NLR, d’une protéine adaptatrice et d’une 

protéine effectrice de la famille des caspases), une fois activé, recrute et active la caspase 

inflammatoire CASP-1 qui à son tour active des précurseurs de cytokines pro-inflammatoires 

(IL-1β, IL-18). 

 De nombreux facteurs et voies cellulaires participent au déclenchement de cet état 

inflammatoire : une diminution de l’activité autophagique au cours du vieillissement cellulaire, 

un taux élevé de ROS, la voie NF-κB, des agents pathogènes … (Salminen et al., 2012). 

 

c . viii )  SASP (Senescence-Associated Secretory Phenotype) 
 

 En devenant sénescentes, les cellules cessent de se diviser mais demeurent 

métaboliquement actives, et sécrètent certaines molécules dans leur environnement (Wang et 

al., 2017) : l'interleukine-6 (IL-6 = cytokine pro-inflammatoire), l'interleukine-8 (IL-8 = 

cytokine chimiotactique), l'Insulin-Like Growth Factor (IGF = facteur de croissance), les 

métalloprotéases matricielles (MMPs = enzymes protéolytiques ciblant des protéines de la 

matrice extracellulaire), des ROS… L'ensemble de ces molécules forme un sécrétome 

spécifique, le SASP, qui  possède une activité autocrine et paracrine (Birch et al., 2018). La 

sécrétion autocrine est un mode de signalisation cellulaire où les molécules sécrétées vont agir 

sur la cellule les produisant. Dans la sécrétion paracrine, les molécules sécrétées vont agir dans 

l'environnement proche de la cellule qui les a synthétisées : la sénescence peut être transmise à 

des cellules voisines (Birch et al., 2018; Bischof et al., 2009; Coppé et al., 2010). Le SASP est 

notamment responsable de réponses inflammatoires, de remaniements de la matrice 

extracellulaire, de renforcements de la sénescence, de la modulation du microenvironnement 

tissulaire…  
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I . C ) MicroARNs : rôles physiologiques et implication en pathologie 

humaine 
 

C . 1 )  Définition 

 

 Les microARNs (miRNAs) sont des petits ARNs non-codants composés d’environ une 

vingtaine de nucléotides qui régulent l’expression des gènes en se fixant, associés à des 

protéines spécifiques (les protéines Argonautes (AGO)), sur des sites spécifiques localisés au 

niveau de la région 3’UTR de l’ARNm (Gebert and MacRae, 2019).  

 Les miRNAs constituent une classe de régulateurs géniques que l’on retrouve chez de 

très nombreux organismes tels que les animaux, les plantes et les virus, mais qui sont absents 

des organismes unicellulaires (bactéries, levures). La voie de biogenèse des miRNAs, ainsi que 

les mécanismes de régulation de leurs cibles, sont très différents entre ces organismes. 

 Au moment de l’écriture de ce manuscrit, la base de données miRBasea recense 1 917 

pré-miARNs et 2 654 miRNAs matures chez l’Homo sapiens (Gebert and MacRae, 2019). 

 Le premier miRNA identifié, lin-4, a été découvert en 1993 chez C. elegans. Ce miRNA 

est produit par le gène lin-4 et régule de manière négative l’expression de la protéine lin-14 

(Gebert and MacRae, 2019; Lee et al., 1993). Les gènes lin-4 et lin-14 participent au contrôle 

temporel du développement post-embryonnaire de ce nématode. 

 En 2000, un second miRNA, let-7, a été découvert chez C. elegans. Il est responsable 

de l’inhibition de l’expression de la protéine lin-41 qui est impliquée dans la transition du stade 

larvaire à l’âge adulte (Reinhart et al., 2000). 

 

C . 2 )  Synthèse 

 

2 . a )  Synthèse canonique des miRNAs (Figures 44 et 45) 

 

 Les gènes des miRNAs peuvent être localisés au sein d’introns (majorité des cas) ou 

d’exons (rares) d’unité transcriptionnelle de gène codant une protéine ou de gène non-codant 

(miRNAs intragéniques). Ils ont alors le même promoteur que le gène dans lequel ils sont situés, 

leur transcription étant alors dépendante de ce même gène. A l’inverse, les miRNAs peuvent 

être intergéniques et dans ce cas, ils sont transcrits sous la dépendance d’un promoteur propre, 

avec une transcription indépendante (Figure 44). 

 
a http://www.mirbase.org/ 

http://www.mirbase.org/
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 Les miRNAs peuvent être transcrits de manière isolée ou en groupes. Dans ce dernier 

cas, le terme de « cluster » est utilisé pour désigner un ensemble de gènes de miRNAs adjacents 

sur un même chromosome. Les miRNAs appartenant à un cluster sont transcrits simultanément 

sous forme d’un long pri-miRNA et plusieurs pré-miRNAs sont produits à partir de ce transcrit 

(Dambal et al., 2015). Un cluster peut contenir des miRNAs appartenant à la même famille, 

possédant la même séquence de reconnaissance à l’ARNm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Localisations possibles dans le génome des microARNs A. Un ou plusieurs miRNAs 

peuvent être intergéniques (entre 2 gènes) B. Un ou plusieurs miRNAs peuvent être localisés au 

sein d’un intron C. Un miR peut être localisé à la fois dans un intron et dans un exon (Modifié à 

partir de (Wong et al., 2016)) 

 

 Les gènes de miRNAs localisés au sein d’unités transcriptionnelles de gènes non-

codants sont transcrits par l'action de l'ARN polymérase II (ARN Pol II)a. Les transcrits 

primaires générés dans le noyau sont nommés : miRNAs primaires (ou pri-miRNAs) (Wahid 

et al., 2010; Williams et al., 2017). Ces transcrits mesurent plusieurs kilobases et se 

caractérisent par : une coiffe m7G (guanosine méthylée en position N7) en 5’, une queue 

polyadénylée et une structure secondaire en épingle à cheveux (une tige d'ARN double brin 

avec une boucle terminale).  

 Les pri-miRNAs sont pris en charge par une protéine RNase de type III, DROSHA et 

de son partenaire DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region 8). DROSHA clive les 2 brins 

 
a Certains microARNs pourraient être transcrits par l’ARN Pol III mais plusieurs études semblent se contredire 
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du transcrit et libère une structure « tige-boucle » d’approximativement 70 nucléotides : le pré-

miRNA (ou précurseur du miRNA) (Wahid et al., 2010; Williams et al., 2017). 

 Le pré-miRNA est ensuite exporté dans le cytoplasme au travers des pores nucléaires 

associé à une protéine, l’Exportin-5. Cette dernière est une protéine RanGTP-dépendante. 

Ainsi, l’hydrolyse du GTP en GDP permettra l’exportation du pré-miRNA dans le cytoplasme 

(Wahid et al., 2010; Williams et al., 2017). 

 Dans le cytoplasme, la structure « en boucle » du pré-miRNA va être la cible d’une 

seconde protéine RNase de type III : DICER associée à son cofacteur la TAR RNA Binding 

Protein (TRBP : facilite l’assemblage du miRNA dans le complexe RISC). Cette dernière va 

séparer par clivage la tige de la boucle et ainsi libérer un duplex de miRNAs ("miR/miR*" dans 

l’ancienne nomenclature ou "miR-5p/miR-3p") d’une longueur d’environ vingt nucléotides 

(EL-MURR, 2014). 

 Après cette étape impliquant DICER, le miRNA mature s’associe avec un complexe 

appelé RISC (RNA-Induced Silencing Complex) qui est constitué d’une protéine Argonautea, 

de DICER et de son cofacteur la TRBP (Wahid et al., 2010; Williams et al., 2017). 

 Un seul des 2 brins du duplex est préférentiellement incorporé dans le complexe RISC 

(il s’agit du miRNA guide), alors que l'autre brin (miR* ou brin passager) est exclu du complexe 

RISC et dégradé (EL-MURR, 2014). Il est possible de retrouver des miRNAs matures issus des 

2 brins. Dans ce cas-là, les 2 miRNAs obtenus se distingueront l’un de l’autre par leur 

nomenclature qui contiendra le suffixe « -3p » et « -5p ». Ce suffixe tiendra compte de la 

position en 5' ou 3' dans le pré-miRNA les générant. Ainsi, le miR-127-3p et le miR-127-5p 

proviennent par exemple du même pré-miRNA.  

 La nomenclature précise également l'espèce concernée par le miRNA. Par exemple : hsa 

pour Homo sapiens et mmu pour Mus musculus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
a Il existe 4 protéines Ago chez les mammifères (Ago1-4). Seule Ago-2 peut cliver l’ARNm cible lors d’un 
appariement parfaitement complémentaire entre le miRNA mature et le transcrit ciblé. 
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Figure 45 : Synthèse canonique des microARNs (Kreth et al., 2018) 

 

2 . b )  Synthèse non-canonique des miRNAs 

  

 Hormis la voie canonique (Figure 46A), divers mécanismes alternatifs peuvent induire 

la formation de microARNs. En effet, des miRNAs peuvent être produits de manière 

indépendante de DROSHA ou de DICER : ce sont les voies non-canoniques. 

 

b . i )  Processus indépendants de DROSHA 

 

▪ Des miRNAs peuvent être générés par épissage à partir d'une séquence de nucléotides 

contenue au sein d'un intron d'un pré-ARN messager. Cette séquence intronique est 

appelée « miRtron ». Suite au débranchement de la structure en lasso au cours de la 
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réaction d'excision-épissage des ARNm et au repliement de l'intron en épingle à 

cheveux, il se forme une structure très similaire à un pré-miRNA (EL-MURR, 2014), 

ainsi qu’un ARNm mature (Figure 46B). 

▪ De petits ARNs non-codants nucléolaires, les SnoRNAsa (Small nucleolar RNAs), 

peuvent être à l’origine de miRNAs matures. Par exemple le SnoRNA ACA45 possède 

une structure en double épingle à cheveux. Sa structure, ressemblant à celle d’un pré-

miRNA, peut être pris en charge par DICER et ainsi former un miRNA mature, le miR-

1839 (Abdelfattah et al., 2014; Abel et al., 2014; Bartel, 2018) (Figure 46C1). 

 

 Des études portant sur les microARNs viraux ont montré qu’ils pouvaient être formés 

selon la voie non-canonique indépendante de DROSHA : 

▪ Des études du virus HVSb  (Herpesvirus saimri) ont montré que des miRNAs viraux 

pouvaient être transcrits à partir de promoteurs localisés en amont de gènes codant de 

petits ARNs nucléaires (snARNs) viraux. La transcription par Pol II conduit à la 

formation d’une structure chimérique dans laquelle on retrouve à la fois la structure du 

pri-snARN viral et du pri-miRNA viral. Cette molécule est par la suite clivée par un 

complexe libérant ainsi 2 molécules : le pré-snARN (qui poursuivra sa maturation) et le 

pré-miRNA. Ce dernier rejoint la voie canonique et est pris en charge par DICER pour 

donner de futurs miRNAs matures (Figure 46C2) (Xie and Steitz, 2014). 

▪ Des études sur γ-herpesvirus 68 murin (MHV68) ont montré que des miRNAs viraux 

pouvaient être transcrits par l’ARN Pol III à partir de promoteurs localisés dans des 

gènes codants des ARNs de transfert (ARNt). Il en résulte la formation de pri-miRNAs 

viraux dont la structure chimérique comporte un fragment d’ARNt en position 5’ et un 

fragment de pri-miRNA en 3’. Cette molécule est prise en charge par une tRNase Z qui 

est impliquée dans la maturation des ARNt. Ainsi, cette dernière clive le pri-miRNA en 

3’ et libère l’ARNt viral d’une part et la structure en épingle à cheveux (pré-miRNA) 

d’autre part. Cette dernière est ensuite clivée par DICER pour donner des microARNs 

viraux matures (Figure 46C3) (Bogerd et al., 2010). 

▪ Les shRNAs (short hairspin RNA) sont de courts ARNs simples brins en épingle à 

cheveux modelés selon la structure d’un pré-miR qui vont par la suite rejoindre la voie 

canonique des miRNAs. Les shRNAs qui sont délivrés par des vecteurs viraux sont 

 
a Les SnoRNAs sont impliqués dans la modification post-traductionnelle d’autres ARNs non codants comme par 
exemple les ARNs ribosomiques (ARNr) et les petits ARNs nucléaires (snARN). 
b Ce virus appartient à la sous-famille des γ-herpesvirus et infecte les New World monkeys. 



91 

 

transcrits par l’ARN Pol III. Cette dernière va déterminer le « futur substrat » de DICER 

(Figure 46D1). Selon le même principe, certains shRNAs sont transcrits par l’ARN Pol 

II qui va induire la formation de miRNAs matures uniquement à partir du brin 3p (Figure 

46D2) (Bartel, 2018). 

 

b . ii )  Processus indépendants de DICER 

 

▪ Des miRNAs issus de la voie non-canonique peuvent être formés sans être pris en charge 

par DICER mais nécessitant cependant l’intervention de DROSHA. C’est le cas pour le 

miR-451a. Après le clivage du pri-miR-451 par DROSHA, le pré-miRNA-451 formé, 

trop court (17 paires de bases) pour être clivé par DICER, est pris en charge par la 

protéine Argonaute 2 qui va cliver l’épingle à cheveux situé en 3’ du pré-miRNA. La 

structure résultant de cette coupure va être à son tour pris en charge par une enzyme, la 

PARN (Poly(A)-specific ribonuclease), qui va également induire un clivage au niveau 

de l’extrémité 3’. Ainsi, le miRNA mature formé est constitué de l’extrémité 5’ (Figure 

46E) (Bartel, 2018; Xie and Steitz, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 46 : Synthèse non canonique des microARNs (Bartel, 2018) 

 

 
a Ce miR fait partie des miRs les plus exprimés dans les globules rouges des vertébrés 
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C . 3 )  Mécanisme d’action 

 

 Les miRNAs sont capables d'interagir avec des ARNm qu’ils ciblent. La reconnaissance 

d'un miRNA sur un ARNm cible se produit au niveau une séquence particulière portée par le 

miRNA. Cette séquence appelée « Seed », est constituée de 7 nucléotides situés aux positions 

2 à 8 au niveau de l'extrémité 5' du miRNA mature. 

 Lorsque le miRNA se fixe sur la région 3’-UTR de l’ARNm cible, il est capable, en 

fonction du degré de complémentarité des séquences entre le miRNA et l’ARNm (Baulande et 

al., 2014; Wahid et al., 2010; Williams et al., 2017) d'induire : soit le clivage et la dégradation 

de l'ARNm (majoritairement chez les plantes), soit le blocage de la traduction de l’ARNm 

(majoritairement chez les métazoaires) (Bret and Schved, 2009) (Figure 47).  

 Les miRNAs sont également capables de se fixer dans d’autres régions de l’ARNm, y 

compris la région 5'-UTR et la région codante de l'ARNm, ainsi qu’au niveau des régions 

promotrices des gènes. La liaison du miRNA à la région 5’-UTR et aux régions codantes 

induirait une répression de l’expression des gènes, tandis que la liaison du miRNA sur les 

régions promotrices induirait une activation de la transcription des gènes (O’Brien et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figure 47 : Schéma représentatif du mode d’action des miRNAs (Sun et al., 2010) 

 

 Un microARN peut inhiber la traduction protéique d’un ARNm cible selon des 

mécanismes directs ou indirects. Nous avons cité ci-dessous quelques exemples du mode 

d’action du complexe RISC. 

De manière directe, le complexe RISC peut : 

▪ Empêcher le recrutement des sous-unités du ribosome (40S et 60S dans les cellules 

animales) : il s’agit d’un blocage de l’initiation de la traduction (Figure 48a). 
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▪ Induire une dissociation des sous-unités ribosomales (Figure 48b). 

▪ Empêcher la fixation des sous-unités 40S et 60S au cours de l’étape d’élongation (Figure 

48c). 

De manière indirecte, le complexe RISC peut : 

▪ Induire un phénomène de déadénylation à l’origine de l’élimination de la queue poly-A 

de l’ARNm. Ce dernier est par la suite soit séquestré au sein de structures nommées 

« corps P », soit dégradé (Figure 48d). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48 : Un microARN peut inhiber la traduction de l’ARNm cible selon différents mécanismes 

(Sun et al., 2010) 

 

 La capacité pour un miRNA à se lier à l'ARNm cible selon une complémentarité 

imparfaite de séquence engendre une multitude de cibles possibles, ce qui souligne la puissance 

de ce mécanisme de régulation génique. De plus, un ARNm peut être ciblé par plusieurs 

miRNAs différents. La liaison de plusieurs miRNAs sur des sites voisins de l’ARNm peut 

induire une répression selon un mode « coopératif » (Figure 49). 
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Figure 49 : Schéma représentant la redondance des cibles d’un miRNA, la coopération possible 

entre différents microARNs ainsi que la redondance des miRNAs pour un ARNm (Gebert and 

MacRae, 2019) 

 

 

C . 4 )  Sécrétion et signalisation des miRNAs dans le milieu extracellulaire 

 

 Les miRNAs peuvent être sécrétés par la cellule dans le milieu extracellulaire. Ils sont 

alors qualifiés « miRNAs circulants ou miRNAs extracellulaires ». Ils peuvent être intégrés au 

sein de structures membranaires (exosomes, microvésicules, corps apoptotiques) ou être 

complexés (lipides, lipoprotéines (HDL), protéines de liaison à l’ARN (Ago)) (ils représentent 

près de 90% des miRNAs circulants totaux) (Figure 50). 

 Ils sont retrouvés en très faible quantité dans le milieu extracellulaire, y compris les 

fluides biologiques et les milieux de culture cellulaire. La majorité des miRNAs sont détectés 

dans le microenvironnement cellulaire. Les miRNAs circulants ont la particularité d’être très 

stables (résistance aux conditions défavorables et à la RNAse endogène) (Sohel, 2016). 

 Parmi les structures membranaires dans lesquelles les miRNAs peuvent être véhiculés, 

nous aborderons de manière générale les exosomes et les microvésicules. Il s’agit de vésicules 

extracellulaires générées par de nombreux types cellulaires, renfermant à la fois du matériel 

génétique (ARNm, miRNAs) et des protéines. Ces structures participent activement à la 

communication intercellulaire et sont retrouvées dans la plupart des fluides biologiques (sérum, 

urines...) (Kastelowitz and Yin, 2014).  
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Figure 50 : Mécanismes de libération et systèmes de transport extracellulaire des miRNAs 1) le 

miRNA mature associé au complexe RISC vient se fixer sur l’ARNm 2) les pré-miRNAs peuvent être 

incorporés dans des exosomes et être exportés hors de la cellule 3) les pré-miRNAs et les miRNAs 

peuvent être libérés hors de la cellule dans des microvésicules 4) les miRNAs peuvent être retrouvés 

dans la circulation liés à des protéines (Ago) ou des lipoprotéines (HDL) (Creemers et al., 2012) 

 

 Les exosomes sont des nanovésicules de 40-100 nm de diamètre et générés dans le 

cytoplasme à partir des endosomes (Figure 51). Dans un premier temps, le phénomène 

d’invagination de la membrane plasmique est à l’origine d’endosomes dits « précoces » (Early 

Endosomes ou EE) présentant un pH proche du milieu extracellulaire (7,4). Après acidification, 

les endosomes sont dits « tardifs » (pH = 6,5). A l'intérieur de l'endosome tardif, de petites 

vésicules correspondant aux exosomes, se forment par invagination. A ce stade, les endosomes 

sont appelés corps multivésiculaires ou MVB (MultiVesicular Bodies). Lorsque les MVB 

fusionnent avec la membrane plasmique de la cellule, les exosomes sont exocytés et libérés 

dans le milieu extracellulaire (Baulande et al., 2014; Zhang et al., 2015a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figure 51 : Formation des exosomes (Waldenstrom and Ronquist, 2014) 
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 Les microvésicules sont des structures plus grandes que les exosomes pouvant mesurer 

jusqu'à 1 µm de diamètre. À la différence des exosomes, les microvésicules sont libérées dans 

le milieu extracellulaire par un mécanisme de bourgeonnement au niveau de la membrane 

plasmique (Baulande et al., 2014; Zhang et al., 2015a).  

 Des études in vitro ont montré que les miRNAs circulants pouvaient être transférés 

d’une cellule à une autre. Au Yeung et al., montrent in vitro que le miR-21 est transféré dans 

des cellules humaines du cancer de l’ovaire après incubation avec des exosomes purifiés à partir 

de « fibroblastes et d’adipocytes associés au cancer de l’ovaire »a surexprimant le miR-21. De 

même, ils montrent in vivo que des fibroblastes embryonnaires de souris surexprimant miR-21, 

injectés à proximité de nodules tumoraux, transféraient ce miRNA aux cellules cancéreuses (Au 

Yeung et al., 2016). Ainsi, il a pu être suggéré un rôle potentiel de ces miRNAs circulants dans 

la communication intercellulaire où la cellule « receveuse » pourrait présenter, par la suite, une 

modification de la régulation des gènes ciblés par les miRNAs circulants. 

 Des études ont été menées sur l’utilisation potentielle des microARNs circulants en tant 

que biomarqueurs. En effet, un grand nombre d’études se focalise sur leur utilisation pour le 

diagnostic et le pronostic de pathologies.  

 Par exemple, dans les urines de patientes atteintes du cancer de sein, il a été décrit une 

surexpression du miR-155 et une diminution de l’expression des miR-21, -125b et -451 (Erbes 

et al., 2015).  

 Dans son étude, Mikamori et al. a montré que des cellules d’adénocarcinome canalaire 

pancréatique de patients surexprimaient le miR-155 après avoir été exposées à la gemcitabine, 

et devenaient résistantes à ce médicament (Mikamori et al., 2017). 

 

C . 5 )  Rôles des miRNAs dans les processus physiologiques 

  

 Les microARNs sont des molécules qui interviennent dans de très nombreuses voies 

biologiques, y compris au cours du développement. Nous avons choisi de citer ci-dessous, de 

manière non-exhaustive, des microARNs régulant de manière physiologique des deux 

mécanismes constituant l’axe principal de ce manuscrit : le cycle cellulaire/sénescence 

(Tableau 4) et l’autophagie (Tableau 5).  

 

 
a Ce terme désigne des cellules qui sont activées par des facteurs de croissance ou des chimiokines émis par les 
cellules tumorales et qui sont détournées au profit de la tumeur. 
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– Cycle cellulaire/sénescence 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 4 : Exemples de miRNAs ciblant des protéines régulatrices du cycle cellulaire et de la 

sénescence  

 

– Autophagie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 5 : Exemple de miRNAs ciblant des protéines régulatrices de l’autophagie 

 

 De par leur rôle central dans la régulation de très nombreux processus physiologiques, 

les miRNAs sont naturellement impliqués dans un vaste éventail de pathologies que nous avons 

choisi de ne pas développer en détail dans ce manuscrit (cancers, maladies cardiovasculaires, 

maladies neurodégénératives, maladies métaboliques…). Outre leur implication dans la 

physiopathologie de ces maladies, ces molécules constituent aussi des biomarqueurs potentiels 

utilisables pour le diagnostic, l’établissement d’un pronostic ou encore le suivi de ces 

pathologies. Les miRNAs constituent enfin des cibles thérapeutiques potentielles que nous 

aborderons dans la partie C.7. 
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C . 6 )  Rôles des miRNAs dans le vieillissement 

 

6 . a )  Les miRNAs au cours du vieillissement physiologique 

 

Plusieurs travaux se sont intéressés aux rôles des miRNAs au cours du vieillissement 

dans le modèle C. elegans, très utilisé pour l’études des mécanismes du vieillissement (voir 

plus haut). Des études ont montré qu’au cours de la vie du ver, l’expression de certains miRNAs 

était modifiée. Par exemple, Ibanez et al. montrent que le miR-1, un miRNA tissu-spécifique 

du tissu musculaire, très conservé chez la souris et l’Homme, diminuait progressivement au 

cours de la vie de C. elegans. Cette diminution pourrait être impliquée dans l’altération du tissu 

musculaire observée au cours du vieillissement du ver (Ibanez-Ventoso et al., 2006). De même, 

le miR-231 est exprimé de manière très importante au cours de la vie du nématode et pourrait 

inhiber daf-16, un facteur de transcription, et ainsi induire une perte de l’expression de protéines 

jouant un rôle dans la protection contre le stress et par extension une diminution de la durée de 

vie de C. elegans. 

 Yang et al. ont décrit une augmentation de l’expression du miR-34 au cours du 

vieillissement dans différents organes (cerveau, foie, cœur…) de C. elegans (Yang et al., 2013). 

Ce miRNA semblerait réguler des gènes impliqués dans le phénomène d’autophagie : in vitro, 

dans des cellules rénales embryonnaires humaines ainsi que dans des cellules HeLa, le miR-34 

diminue le flux autophagique en ciblant de manière directe, ATG9A, une protéine essentielle à 

la formation de l’autophagosome. Chez C. elegans, la perte de fonction du miR-34 induit une 

augmentation de la durée de vie du nématode. Ce qui laisse suggérer que ce miRNA pourrait 

intervenir dans le phénomène du vieillissement en agissant sur la voie de l’autophagie via la 

régulation de cibles directes comme par exemple SIRT1, BCL-2… Le miR-34 pourrait être 

utilisé comme biomarqueur du vieillissement. 

 

Chez l’Homme, de nombreux travaux ont montré le rôle de certains miRNAs au cours 

du vieillissement normal et des complications/pathologies associées. Nous présentons ci-

dessous, de manière non-exhaustive, quelques exemples de microARNs régulant de grands 

mécanismes impliqués dans le vieillissement. 
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– Voies de signalisation cellulaire 

o Voie ERK-MAP kinase 

L’étude de cœur de souris témoins âgées de 4 et 24 mois a montré que l’expression du miR-

21 augmentait avec l’âge (Zhang et al., 2012). Dans des fibroblastes cardiaques de souris, ce 

miRNA active la voie ERK-MAP kinase via l’inhibition d’une protéine inhibitrice de cette 

même voie, et participe au phénomène de fibrose (Thum et al., 2008), modification structurelle 

survenant au cours du vieillissement du myocarde. 

o Voie de la PI3K 

Le miR-29 est un microARN qui est surexprimé dans les muscles de rongeurs vieillissants. 

Ce miRNA participe à l’inhibition de la prolifération des cellules musculaires ainsi qu’à la 

diminution de la capacité de myogenèse des cellules progénitrices musculaires. Le miR-29 

inhibe directement l’ARNm d’une protéine intervenant dans la voie de signalisation de la PI3K :  

p85α (Hu et al., 2014). 

o Voie de IGF-1 

Dans le cerveau de souris âgées, une étude a montré une surexpression de nombreux 

miRNAs dont par exemple, le miR-29b qui cible directement l’ARNm de IGF-1. Cette protéine 

est un facteur de croissance qui intervient au niveau cérébral et qui module également la réponse 

immunitaire. La surexpression de ce miRNA ainsi que la diminution de IGF-1 ont également 

été décrits dans le cerveau de sujets humains âgés (Fenn et al., 2013). 

 

– Cycle cellulaire / Sénescence 

 Les miRNAs de la famille let-7 sont surexprimés et impliqués dans l’inhibition de la 

prolifération et de la régénération cellulaire dans le muscle squelettique humain âgé. Parmi les 

cibles de ces miRNAs, on retrouve des protéines en lien avec la régulation du cycle cellulaire, 

par exemple CDK6 et CDC25A. Ces protéines sont modulées négativement par la famille let-

7 (Jung et al., 2018). 

 L’étude du profil d’expression de miRNAs dans des échantillons de derme de sujets 

jeunes et âgés a montré que dans des fibroblastes dermiques humains de sujets âgés, de 

nombreux miRNAs étaient dérégulés. Parmi ces miRNAs, certains sont surexprimés, comme 

par exemple le miR-34 et le miR-29. Le miR-34 cible des protéines impliquées dans la 

progression du cycle cellulaire telles que SIRT1, c-Myc et E2F3. Le miR-34 est régulé par 

l’axe p53/p21 et par  p16 (Li et al., 2016). La famille du miR-29 cible entre autre, dans des 
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cellules cancéreuses humainesa, l’ARNm de la Cycline D2 (CCND2) et celui de AKT2 

(protéine de la famille de AKT) (Gong et al., 2014). 

Le miR-34a est également surexprimé dans des cellules aortiques de souris témoins 

âgées. La surexpression induite de ce miR dans des cellules humaines du muscle lisse aortique 

inhibe la prolifération cellulaire et induit une sénescence via une régulation négative de la 

protéine SIRT1 (de Lucia et al., 2017). 

 

– Autophagie 

Le miR-34a régule également des gènes impliqués dans le phénomène d’autophagie : in 

vitro, dans des cellules cancéreuses humainesb, le miR-34 diminue le flux autophagique en 

ciblant de manière directe une protéine essentielle à la formation de l’autophagosome, la 

protéine ATG9A. Yang et al. décrivent une augmentation de l’expression du miR-34 au cours 

du vieillissement dans différents organes (cerveau, foie, cœur…) de C. elegans. Chez C. 

elegans, la perte de fonction du miR-34 induit une augmentation de la durée de vie du nématode 

(Yang et al., 2013), ce qui laisse suggérer que ce miRNA pourrait intervenir dans le phénomène 

du vieillissement en agissant sur la voie de l’autophagie via la régulation de cibles directes 

comme par exemple SIRT1, BCL-2… Le miR-34 pourrait être utilisé comme biomarqueur du 

vieillissement. 

L’étude de l’expression de miRNAs dans des kératinocytes humains âgés a montré qu’au 

cours du vieillissement épidermique, les miR-30a-3p et -5p augmentaient de manière 

significative. Le miR-30a inhibe par exemple de manière directe BECLIN (diminution de 

l’autophagie) (Muther et al., 2017). 

 

– SASP 

 Dans les cellules endothéliales humaines issues de sujets âgés, le miR-146a/b qui cible 

la protéine IRAK1 (IL-1 Receptor-Associated Kinase 1) est sous-exprimé. L’inhibition 

d’IRAK1 conduit à une diminution de l’expression des cytokines inflammatoires : Il-6 et Il-8 

(SASP) (Ugalde et al., 2011). 

 

  

 
a Cellules humaines pro-myélocytaires et monocytaires 
b Du col de l’utérus et de rein 
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6 . b )  Les miRNAs au cours du vieillissement pathologique 

 

 Certains microARNs ont été étudiés in vitro ou in vivo dans des modèles murins de 

syndromes progéroïdes (Tableau 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 6 : microARNs étudiés in vitro ou in vivo dans des modèles murins de laminopathies 

(Frankel, Delecourt et al., 2018) 

 

 Parmi ces miRNAs, nous allons prendre pour exemple le miR-9. Ce miRNA, fortement 

exprimé dans les neurones, cible de manière directe l’ARNm de la prélamine A. Il se fixe 

également sur l’ARNm de la progérine, et protège ainsi les neurones des patients HGPS vis-à-

vis des effets toxiques de la progérine (Jung et al., 2012). La surexpression de ce miRNA dans 

des MSC dérivées de cellules iPS de patients HGPS provoque la diminution du pourcentage de 

noyaux dysmorphiques, en lien avec la diminution de la progérine (Nissan et al., 2012).   

 Parmi les gènes ciblés par les miRNAs étudiés dans les laminopathies, certains sont 

impliqués dans la physiopathologie associée à une accélération du vieillissement.  

 Dans une revue (Caravia et al., 2017), les auteurs proposent que certains miRNAs 

pourraient avoir un rôle régulateur sur 1 ou plusieurs des 9 caractéristiques communes à la 

plupart des syndromes progéroïdes et au vieillissement physiologique. Nous rappellerons que 
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ces 9 caractéristiques sont : une augmentation des dommages de l’ADN, une altération des 

télomères, des modifications épigénétiques, des altérations de la lamina nucléaire, une 

dérégulation du cycle cellulaire, une induction de la sénescence, des défauts métaboliques, une 

inflammation et un épuisement des cellules souches (Carrero et al., 2016). 

 Parmi ces miRNAs, nous avons choisi de représenter dans la Figure 52 ceux ayant une 

ou des cibles dont nous avons déjà fait référence dans cet ouvrage. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 52 : microARNs potentiellement impliqués dans la physiopathologie des syndromes 

progéroïdes (Modifié à partir de (Caravia et al., 2017) et (Carrero et al., 2016)) 

 

C . 7 )  Les miRNAs : vers une stratégie thérapeutique ? 

 

7 . a )  Les antimiRs 

 

 Les antimiRs forment un groupe d’oligonucléotides modifiés dirigés contre les 

microARNs et pouvant les inhiber. Les modifications réalisées sur ces molécules ont pour 

objectifs de les protéger vis-à-vis des nucléases et d’améliorer ainsi leurs caractéristiques  

pharmacocinétiques telles que leur demi-vie et leur absorption dans les cellules (Sun et al., 

2010). 
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 Nous avons vu plus haut que les miRNAs étaient impliqués dans diverses pathologies 

et les antimiRs ont déjà fait l’objet de nombreuses études. Les résultats de ces études suggèrent 

que ces molécules pourraient représenter de nouvelles stratégies thérapeutiques dans certains 

processus pathologiques (Figure 53). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 53 : Exemples de processus pathologiques impliquant les miRNAs pouvant être ciblés par 

des antimiRs comme stratégie thérapeutique (van Rooij et al., 2012) 

 

 Comme exemple, nous décrirons ci-dessous la 1ère stratégie thérapeutique utilisée chez 

l’Homme basée sur l’inhibition d’un miRNA dans le foie par un antimiR,le Miravirsen®, 

administré par injection sous-cutanée.  

Ce dernier inhibe le miR-122, très exprimé de manière physiologique dans le foie, qui 

est utilisé à son avantage par le VHC (Virus de l’Hépatite C) pour se répliquer. Le Miravirsen®, 

antimiR du miR-122 (Figure 54), a été évalué pour le traitement des hépatites C chroniques 

chez l’Homme au cours de 2 essais thérapeutiques successifs. Pour le premier essai 

(ClinicalTrials.gov : NCT01200420), les patients choisis étaient des sujets atteints d’hépatite C 

chronique n’ayant jamais eu de traitement, tandis que pour le second essai (ClinicalTrials.gov : 

NCT01727934), les patients inclus étaient des sujets atteints de manière chronique et répondant 

négativement au traitement de type « Interféronα pégylé + ribavirine ». Les résultats du 1er essai 

révèlent que l’inhibition du miR-122 entraîne notamment une diminution durable de l’ARN 

viral et une diminution progressive de la cholestérolémie (en adéquation avec ce qu’il a été 
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précisé plus haut) (Janssen et al., 2013). Les résultats du 2ème essai ne sont pas encore 

disponibles à ce jour.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54 : Le VHC est protégé de la dégradation par la protéine Ago2. En présence de 

Miravirsen®, le VHC n’est plus protégé par Ago2 et ne peut plus se répliquer (Schmidt, 2014) 

 

7 . b )  Les mimics 

 

 Les mimics sont de petites molécules d’ARN double-brin synthétiques imitant les 

duplex de miRNAs endogènes matures et qui ont un mécanisme d’action similaire à ces 

derniers. Des modifications chimiques sont introduites dans la structure de ces ARNs dans le 

but d’améliorer leur stabilité, de faciliter leur prise en charge par le complexe RISC, de 

présélectionner le brin passager, ou d’augmenter leur protection contre les nucléases. De plus, 

l’utilisation de certains vecteurs (polymères, émulsions lipidiques neutres, liposomes…) permet 

de protéger ces mimics d’une potentielle dégradation au sein de la cellule. Ces mimics visent 

ainsi à rétablir ou à augmenter l’expression des miRNAs. 

 

 De nombreuses études basées sur le développement de thérapies à base de mimics ont 

été menées et certaines ont donné lieu à des essais cliniques (Tableau 7). 
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Tableau 7 : Exemples d’essais cliniques basés sur l’utilisation d’antimiRs ou de mimics dans 

différentes pathologies (Rupaimoole and Slack, 2017) 

 

 En raison de la très bonne stabilité des miRNAs circulants ainsi que de leur présence 

dans les fluides biologiques (par exemple les urines et le sang), l’administration de miRNAs 

par voie générale est être envisageable en thérapeutique. Les quelques exemples d’études 

menées in vivo citées ci-dessous, révèlent un réel potentiel de l’administration des miRNAs 

contenus dans des vésicules de type exosomes pour le traitement de pathologies. 

 L’étude de Tian et al.  portant sur le rôle du cluster miR-302-367 dans la prolifération 

des cardiomyocytes murins durant le développement, a montré que l’administration 

intraveineuse du mimic du miR-302, contenu dans une émulsion lipidique neutre, induisait 

notamment des améliorations dans la capacité de régénération et de prolifération des 

cardiomyocytes (Tian et al., 2015). 

 L’effet de l’administration intracardiaque d’exosomes issus du sang périphérique 

humain et transfectés avec le miR-21 chez des souris ayant fait un infarctus. montre une 

modification de l’expression de protéines impliquées dans la fibrose cardiaque (Kang et al., 

2019). 

 Wang et al. ont étudié in vivo l’effet anti-ostéopénique du mimic du miR-33-5p contenu 

dans des liposomes modifiés pour cibler des ostéoblastes. L’injection intraveineuse chez des 

souris ostéopéniques améliore la minéralisation osseuse (Wang et al., 2018). 



106 

 

 L’étude menée par Zhang et al. a montré que l’administration d’exosomes transfectés 

avec le mimic du miR-15a par inhalation à des souris, induisait une augmentation des taux du 

miR-15a dans les macrophages alvéolaires (Zhang et al., 2017b). 

 

7 . c )  Les Small RNA zippers 

 

 Les small RNA zippers sont des oligonucléotides modifiés chimiquement et sont 

complémentaires à la fois à l’extrémité 3’ d’une molécule de miRNA et à l’extrémité 5’ d’une 

autre molécule de miRNA. De cette manière, ces oligonucléotides connectent bout à bout les 

molécules de miRNA en inhibant leur fonction : effet de type « anti-miR » (Figure 55). Ces 

Small RNA zippers ont une très bonne affinité, spécificité et stabilité (Meng et al., 2017). 

Récemment, l’inhibition du miR-221 à l’aide de Small RNA zippers dans des cellules 

cancéreuses humaines du sein a été réalisée démontrant efficacité supérieure à un anti-miR-

221. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 55 : Représentation schématique du mode d’action des Small RNA zippers a. Interaction 

d’une molécule de Small RNA zippers avec 2 molécules de miRs b. Connection de plusieurs miRs 

via les Small RNA zippers : formation d’un duplex (Meng et al., 2017). 

 

7 . d )  Les bloqueurs de sites (TSB pour Target Site Blocker) 

 

 Les bloqueurs de sites sont des oligonucléotides antisens conçus afin d’empêcher la 

fixation du miRNA mature endogène sur la séquence complémentaire de son ARNm cible. Le 

rôle d’un TSB est de masquer cette séquence cible du miRNA par hybridation avec une haute 

affinité. De cette manière, le miRNA ne peut plus interagir avec son ARNm d’intérêt. Les TSB 

n’induisent pas la dégradation de l’ARNm sur lequel ils se fixent (Figure 56). 
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Figure 56 : Mode d’action des antimiRs, des mimics, des Small RNA zippers et des TSB (Modifié 

à partir de (Bardin et al., 2018)) 
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CHAPITRE II : Résultats et discussion 
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II )  Dérégulation de miRNAs dans la Progeria : quelle 

implication dans les processus physiopathologiques ? 
 

II . A ) Intérêt, hypothèse et objectifs de l’étude 
 

 La Progeria de Hutchinson-Gilford est une maladie génétique très rare caractérisée par 

un vieillissement précoce et accéléré causée par l’accumulation de progérine dans le noyau de 

la plupart des cellules de l’organisme. Les microARNs, puissants régulateurs de l’expression 

génique, sont décrits comme étant dérégulés dans nombreux contextes pathologiques. Certaines 

de ces dérégulations peuvent participer aux mécanismes physiopathologiques et/ou représenter 

des biomarqueurs de ces pathologies. De nombreuses études portant sur le lien entre la 

dérégulation de l’expression des miRNAs et le vieillissement, les pathologies liées à l’âge ou 

encore la durée de vie dans les organismes modèles ont été réalisées, mais peu d’entre elles se 

sont focalisées sur la Progeria. Nous avons émis l’hypothèse que des miRNAs pouvaient être 

dérégulés dans la Progeria, et qu’ils pouvaient participer à la physiopathologie de la Progeria et 

de syndromes génétiques apparentés. 

 Ainsi, en 2014, notre équipe a initié une étude en réalisant une analyse de l’expression 

de 375 microARNs (miRNome) par une technique de RT-qPCR dans des fibroblastes 

dermiques de 5 patients HGPS (forme classique) et de 5 témoins. Nous avons choisi également 

d’étudier le profil d’expression de ces miRNAs à des passages précoces (P12±2) et tardifsa 

(P20±1) afin de déterminer l’impact du nombre de passages, reflétant in vitro le 

« vieillissement » à l’échelle cellulaire, sur la dérégulation de ces miRNAs en lien avec 

l’accumulation croissante de la progérine. Cette étude miRNome nous a permis de mettre en 

évidence une dérégulation de 14 miRs (8 surexprimés et 6 sous-exprimés) dans les fibroblastes 

de patients HGPS. Parmi les miRNAs différentiellement exprimés, j’ai choisi d’étudier le miR-

376a-3p et le miR-376b-3p, tous deux identifiés comme surexprimés. Ces miRNAs 

appartiennent à un même cluster de gènes de miRNAs localisé dans la région chromosomique 

14q32 et partagent une séquence seed identique. J’ai choisi ces 2 miRNAs en me basant sur les 

données de la littérature décrivant leur implication dans des processus cellulaires du 

vieillissement, le cycle/prolifération cellulaire et l’autophagie, ces processus étant altérés dans 

la Progeria. L’objectif de cette étude a été d’évaluer, à l’aide de tests fonctionnels, leur 

implication dans la régulation du cycle cellulaire, de la prolifération, de l’autophagie et dans 

 
a Ces passages concernent 3 patients et 2 témoins 
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l’induction de la sénescence par l’étude de fibroblastes de patients HGPS et de témoins, afin de 

comprendre leur rôle dans la physiopathologie de la Progeria. Nous avons par ailleurs cherché 

à comprendre le mécanisme à l’origine de la dérégulation de ces miRNAs en lien avec 

l’accumulation progressive de progérine dans les cellules de ces patients. Ce travail a été 

réalisée en collaboration, pour la partie bio-informatique, avec le Dr Anaïs Baudot (Groupe 

« Networks and Systems Biology for Disease ») et de son étudiante en Thèse Elva Novoa, et, 

pour la partie épigénétique, avec le Dr Frédérique Magdinier (Equipe « Epigenetics, chromatin 

and disease modeling »), de son étudiant en Thèse Kilian Mazaleyrat et de Jérôme Robin 

(chercheur INSERM). Pour la partie concernant le cycle cellulaire, la prolifération et la 

sénescence, les tests fonctionnels ont été réalisés par moi-même, pour la partie concernant 

l’autophagie, par le Dr Diane Frankel. 

 Les résultats de cette étude font l’objet d’un article scientifique original dans lequel je 

suis co-premier auteur, soumis le 18 août 2019 dans le périodique « Aging Cell », intitulé : 

« Overexpressed miR-376a-3p and miR-376b-3p in Hutchinson-Gilford Progeria fibroblasts 

inhibit cell cycle, induce senescence and reduce progeria clearance through autophagy ».  

 

 En 2017, nous avons réalisé une 2nde étude miRNome couplée à une étude 

transcriptomique incluant les lncRNAs par séquençage haut débit (NGS), dans le cadre d’un 

projet plus large financé par l’AFM (Association Française contre les Myopathies) visant à 

étudier des fibroblastes dermiques et des cellules iPS et dérivées d’iPS (MSCs et VSMCs), 

provenant de témoins, de patients HGPS et de syndromes apparentés. Les premiers résultats de 

cette étude ‘miRNome/transcriptome’ seront abordées dans la partie II.D de ce manuscrit. 

L’objectif de cette 2nde étude est d’identifier des dérégulations communes de microARNs et 

de transcrits chez des patients HGPS et des syndromes apparentés en évaluant leur implication 

dans la physiopathologie de ces maladies avec vieillissement précoce et accéléré, pour peut-

être à terme, proposer des thérapeutiques communes. 
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Summary 

Hutchinson-Gilford progeria syndrome (HGPS) is a rare genetic disorder, in which an abnormal and 

toxic protein called progerin, accumulates in cells nuclei leading to major cellular defects. Among them, 

chromatin remodeling drives gene expression changes, including miRNA deregulations. In our study, 

we evaluated miRNA expression profiles in HGPS fibroblasts at different passages in comparison to 

controls. We identified an enrichment of overexpressed miRNAs, particularly those belonging to the 

14q32.2-14q32.3 miRNA cluster. Using 3D FISH and chromatin immunoprecipitation, we 

demonstrated that the overexpression of these miRNAs is mediated by chromatin remodeling at this 

specific locus in HGPS fibroblasts. Overexpressed miR-376a-3p and miR-376b-3p particularly retained 

our attention. In control fibroblasts, we demonstrated that their overexpression was modulating cell 

cycle, thus decreasing proliferation and increasing senescence. In HGPS fibroblasts, inhibition of these 

miRNAs increases autophagy, leading to progerin clearance. By targeting these major processes linked 

to aging, these two miRNAs could play a pivotal role in the pathophysiology of HGPS. 
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1 Introduction 

Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome (HGPS; OMIM #176670) is a rare genetic disease affecting 

about one in 8-10 million children. HGPS children appear healthy at birth and progressively develop 

clinical features of premature and accelerated aging within the first years of life. Classical symptoms 

include alopecia, osteoporosis, thin skin, loss of subcutaneous fat and growth retardation, whereas 

cognitive functions are preserved. Myocardial infarction is the most frequent cause of death, which 

occurs at the mean age of 14.6 years old (Gordon et al., 2014b). HGPS is mainly caused by a de novo 

mutation (c.1824C>T, p.G608G) in exon 11 of the LMNA gene, encoding A-type lamins nuclear 

proteins (De Sandre-Giovannoli et al., 2003; Eriksson et al., 2003). This mutation leads to the production 

of a 50 amino acids truncated farnesylated prelamin A, called progerin. This toxic protein affects the 

structure and functions of the nucleus and induces multiple cascades of effects in HGPS cells. For 

instance, progerin induces mechanical defects, slows down proliferation and cell cycle, alters chromatin 

organization, impairs DNA repair, thereby enhances senescence (Cau et al., 2014). Moreover, progerin 

accumulates in cells, probably due to deficiencies in its clearance. Clearance deficiencies might involve 

autophagy, as suggested by several studies (Cenni et al., 2011; DuBose et al., 2018).  

Identification of the role of the miR-9 microRNA (miRNA) HGPS in 2012 led to an incremental 

understanding of the disease (Jung et al., 2012b; Nissan et al., 2012). MiRNAs are small non-coding 

RNAs (19-25 nucleotides) that control gene expression mostly by pairing the 3’UTR of messenger 

RNAs (mRNAs), leading to translational repression or mRNA degradation (Kim and Nam, 2006). MiR-

9 which is highly expressed in physiological conditions in neurons is responsible for the absence of 

lamin A in neuronal cells of healthy subjects and lamin A and progerin in HGPS patients. This miRNA 

binds to the 3’UTR of wild-type prelamin A and progerin transcripts, triggering their degradation, which 

could explain the normal neuronal development and the absence of deleterious effects of progerin in the 

brain of HGPS children. Some miRNAs have been identified as dysregulated in laminopathies and 

associated with deleterious effects (Frankel et al., 2018b). To note, only 4 miRNAs have been implicated 

in progeria models, mainly on Zmpste24-/- mouse model (Mariño et al., 2010b; Ugalde et al., 2011b; 
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Xiong et al., 2015a; Zhang et al., 2017a). To our knowledge, no global profiling of miRNAs 

dysregulation in HGPS fibroblasts has been reported so far. 

The aim of our study is to identify miRNAs dysregulated in human HGPS fibroblasts and to assess 

their potential involvement in the pathophysiology of the disease. We profiled the expression of 375 

miRNAs in 5 patients and 5 controls. We identified 14 overexpressed miRNAs and an enrichment of 

miRNAs from the 14q32.2-14q32.3 cluster associated with chromatin modifications. We focused on 

miR-376a-3p and miR-376b-3p, two miRNAs from this cluster belonging to the same family. We 

uncovered the role of these miRNAs as potential actors in HGPS pathophysiology by triggering 

inhibition of cell cycle, autophagy and progerin clearance, ultimately leading to premature senescence. 

 

2 Results 

2.1 Profiling miRNA expression in HGPS fibroblasts 

We profiled the expression of 375 miRNAs using a quantitative RT-PCR approach in 5 HGPS and 

5 controls fibroblasts at Passage 12 ± 2 (P12±2). In order to evaluate the evolution of the miRNA 

expression in the context of ‘cell aging’ (Benson et al., 2010), we also included a later passage (P20 ± 

1) for two controls (C1 and C5) and three patients (HGPS2, HGPS3 and HGPS4). It is to note that the 

proliferation ceased before P20 for the two other patients (HGPS5 and HGPS6), because of early 

senescence. We considered 188 out the 375 tested miRNAs as expressed and kept them for further 

analyses. Surprisingly, unsupervised hierarchical clustering of these 188 expressed miRNAs did not 

classify the HGPS and control fibroblasts into two separate groups (Figure 1A). Neither fibroblast 

samples from the same subject at different passages cluster together, except for one control (C1). 
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Figure 1: Unsupervised hierarchical clustering of (A) the 188 miRNAs expressed in HGPS and 

control fibroblasts and (B) the 14 differentially expressed miRNAs in HGPS and control 

fibroblasts, and without deregulation in controls. Each column represents the miRNAs expression 

profile in HGPS and control samples (dCq, see Table S1). Color scale correspond to the miRNA 

expression level represented by ∆Cq values.   
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We then performed statistical analyses to select miRNAs of interest, i.e. differentially expressed 

(p<0.05 between HGPS and control fibroblasts), and with stable expression in all control samples (fold-

change > 0.5 or < 2 between each control and all controls). This analysis revealed 14 miRNAs of interest 

(Table 1). Unsupervised hierarchical clustering of these 14 miRNAs separates samples into two 

different groups (Figure 1B). The first group includes 3 patients’ fibroblasts at late passage P20 ± 1 and 

two patients’ fibroblasts at early passage P12 ± 2 whose proliferation ceased before P20. The second 

group includes all controls and the 3 other patients’ samples at P12 ± 2. This clustering suggests that 

miRNAs expression profile of patients at early passage (P12 ± 2) could be similar to controls or to other 

patients at later passage (P20 ± 1), probably linked to the senescent state of the cells. Among the 14 

miRNAs, only miR-376b-3p and miR-409-3p were upregulated with a Fold-Change > 2 (FC) (Table 

1). Interestingly, when considering the 14 differentially expressed miRNAs, there is a significant 

enrichment (p<0.05) of miRNAs located in a large cluster of miRNAs in the chromosomal 14q32.2-

14q32.3 region (Table 1). In particular, 7 out of the 8 upregulated miRNAs and none of those that are 

downregulated are located within this cluster. We thus wondered whether these expression changes 

might result from local chromatin remodeling, enhancing transcription in this miRNA cluster. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1: 14 miRNAs differentially expressed in HGPS fibroblasts as compared to controls and 

without deregulation in control fibroblasts. Seven out the 8 overexpressed miRNAs are located in the 

same chromosomal region (14q32.2-14q32.3). Two miRNAs, miR-376b-3p and miR-409-3p, have a 

fold-change >2 (in red).  

miRNA 
Fold-

Change 
p Chromosomal location 

miR-376b-3p 2,22 0.0194 chr14:101040436-101040535 

miR-409-3p 2,14 0.0328 chr14:101065300-101065378 

miR-134-5p 1,97 0.0113 chr14:101054687-101054759 

miR-495-3p 1,93 0.0232 chr14:101033755-101033836 

miR-221-3p 1,81 0.0409 chrX:45746157-45746266 

miR-154-3p 1,74 0.0349 chr14:101059755-101059838 

miR-127-3p 1,66 0.0280 chr14:100882979-100883075 

miR-299-5p 1,66 0.0199 chr14:101023794-101023856 

miR-30e-5p 0,68 0.0253 chr1:40754355-40754446 

miR-30b-5p 0,67 0.0145 chr8:134800520-134800607 

miR-26b-5p 0,65 0.0300 chr2:218402646-218402722 

miR-361-5p 0,64 0.0134 chrX:85903636-85903707 

miR-18b-5p 0,64 0.0244 chrX:134170041-134170111 

miR-452-5p 0,60 0.0120 chrX:151959628-151959712 
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2.2 miRNAs dysregulation in the 14q32 region is associated with epigenetic changes 

A-type lamins are involved in chromatin organization, and contact repressed genomic regions called 

Lamin Associated Domains (LADs) (Guelen et al., 2008; Robin and Magdinier, 2016b). Since the 

14q32.2-14q32.3 miRNA cluster (hereafter called 14q32 cluster) is localized in the vicinity of one of 

these LADs (Rao et al., 2014), we investigated the topology of the locus by a three-dimensions 

fluorescence in situ hybridization technique (3D-FISH) using a DNA probe spanning the region of 

interest (RP11-123M6) and a probe targeting the most unique telomeric region of chromosome 14q 

(subtelomeric probe) in control fibroblasts C5, and patient fibroblasts HGPS1 and HGPS2 (Figure 2A 

and B). The miRNAs’ cluster is localized 5Mb away from the telomeres. The subtelomeric probe was 

used to evaluate changes in the position of the miRNAs’ cluster, relative to the telomeric region. 

We assessed the position of the locus, relative to the nuclear periphery and the formation of long-

distance loops. In control fibroblasts (C5), we showed that the probe spanning the 14q32 cluster of 

interest and the subtelomeric probe are colocalized in 70% of the nuclei and are close to the nuclear 

envelope (Figure 2B, C and D). On the contrary, in HGPS fibroblasts, the probes are colocalized in 

less than 10% of the nuclei (p<0.001, Chi-square test, Figure 2B and C). Moreover, as compared to the 

control cells, the distance between the miRNA cluster probe and the nuclear periphery is significantly 

increased in HGPS cells, whereas the probe targeting the subtelomeric region stays close to the nuclear 

periphery (p<0.0001 for HGPS1 and p<0.01 for HGPS2; ANOVA, Figure 2D). This indicates that 

disruption of the integrity of the nuclear lamina in HGPS cells modifies the organization of the miRNA 

cluster locus. To determine if progerin is the cause of this cluster delocalization, we transfected HGPS5 

fibroblasts with antisense morpholinos (AON) targeting exons 10 and 11 of the LMNA gene. These 

AONs reduce the production of progerin (Harhouri et al., 2016b). We showed that AON transfection 

restores the colocalization between the two probes and the proximity to the nuclear envelope as 

compared to control conditions (scramble AON and endoporter, Figure 2E, F and G), highlighting the 

direct link between progerin production and changes in the topology of this locus. 
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Figure 2: Epigenetic modifications in HGPS fibroblasts. 

A: Schematic map of a part of 14q chromosome containing the cluster of miRNAs. The RP11-123M6 

probe (green) stains a part of the cluster of miRNAs; a subtelomeric probe (red) targets the most unique 

telomeric region of chromosome 14q. miRNAs in bold are differentially expressed in our miRNome 

study. B and E: Images of 3D-FISH obtained with apotome microscope (Carl Zeiss Microimaging, Jena, 

Germany) and processed with IMARIS for n≈30 nuclei per sample. Schematic distribution of the probes 
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relative to the nuclear envelope is represented for the three samples. (B): C5, HGPS1 and HGPS2 

fibroblasts; (E): HGPS5 fibroblasts transfected with endoporter only, scramble AON or exon 10 and 

exon 11 AON; representative images are shown; scale bar represents 5 µm. C and F: Percentage of 

colocalized and separated probes in (C) C5, HGPS1 and HGPS2 fibroblasts, (F) HGPS5 fibroblasts 

transfected with endoporter only (Endo), scramble AON or exon 10 and exon 11 AON (Chi-square test, 

p<0.001). D and G: Distance between the probes and the nuclear envelope; (D) in control fibroblasts 

C5, (p>0.05) and in patients HGPS1 and HGPS2, (p<0.001 and p<0.01 respectively; ANOVA) (G): In 

HGPS5 fibroblasts transfected with endoporter (Endo) or with scramble AON (p<0.001 and p<0.001 

respectively; ANOVA), or with exon 10 and 11 AON (p>0.05).  

 

To complete these results, we assessed the local chromatin structure in C5 (P22), HGPS1 (P10 and 

P22) and HGPS5 (P14 and P19) fibroblasts, by chromatin immunoprecipitation combined with 

quantification of enrichment by droplet digital polymerase chain reaction (ChiP-ddPCR) for different 

sites across the cluster, i.e. miR-376a (miR-376a-1 and miR-376a-2), miR-376b and other miRNAs 

(Table S2) using antibodies against CTCF and H3K36me3 shown to be enriched at this locus (UCSC 

genome browser (Casper et al., 2018)).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table S2: List of primers used for ChiP-ddPCR. 

 

We observed changes in CTCF and H3K36me3 enrichment in HGPS patients as compared to control, 

and between early and late passages in patients’ fibroblasts, suggesting that changes in the expression 

of different miRNAs at the 14q32 cluster in progerin-expressing cells, is associated with local chromatin 

changes between early and late passages in HGPS fibroblasts that could explain the evolution of 

miRNAs expression in this cluster (Figure S1 A and B). 

miR Forward (F)/Reverse (R) Sequence 

miR-300 
F CTCTCACCATGCAGATCCCA 

R GGAGTCAGCCTTGTTCCCAA 

miR-376a1 
F TCGTCTGCCTCATGTGACTT 

R TGTGTCTGTCCGTCCTGTAC 

miR-376a2 
F GCTGCTTTGAAAACCTCGGA 

R ATTATGTGTGCACCAAGGGC 

miR-376b 
F TTTGTCCTTTCCAGAGCCCA 

R GCCCTACGGTCTCTTCCAG 

miR-376c 
F TGCTTAGGTTCATGCTTTCCAG 

R ACCGACTTTCCACTTACCCT 

miR-654 
F CAAATGCTGCCTTGGGATCA 

R GACAACACACCACAGCCTG 

miR-1185-1 
F CAGAGAGAGTTGGCCCATGA 

R CTCCTGGTGAACACTGGCTA 

miR-1185-2 
F AGATGAGGCTTGTCACCGG 

R ACGCAAATGAGAGTCTCCCC 
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Figure S1: Enrichment of (A) H3K36me3 and (B) CTCF in C5, HGPS1 and HGPS5 at different 

passages and on 3 different loci that belong to the cluster 14q32. We assessed HGPS1 and HGPS5 

fibroblasts at two passages (P10 and P22, P14 and P19 respectively) and C5 fibroblasts at P22. HGPS 

fibroblasts exhibited lower level of H3K36me3 marks and increased CTCF binding as compared to 

control. Only HGPS1 at P10 exhibited comparable level of these marks, as compared to the control, 

except on the miR-376b locus where H3K36me3 was decreased. In HGPS5, H3K36me3 decreased 

between P14 and P19 on miR-376a-2 and miR-376b locus suggesting chromatin change during culture, 

whereas CTCF binding is increased at the miR-376b locus in HGPS1 between P10 and P22.  

 

More importantly, progerin accumulation induces changes in long distance chromatin organization 

at the 14q32 miRNAs’ cluster in HGPS fibroblasts, which can be corrected by progerin knock down. 

 

2.3. Selection of miRNAs implicated in major pathways related to aging  

 Based on the results of miRNA expression profiling in HGPS fibroblasts, we focused our attention 

to the most upregulated miRNA among the 14 selected, miR-376b-3p (FC = 2.22). This miRNA belongs 

to the miR-376 family that includes miR-376a, miR-376b and miR-376c, all localized at the 14q32 

locus. As miR-376a-3p and miR-376b-3p share a highly conserved sequence and the same seed 

sequence (Figure 3A), which is essential for the recognition of the target mRNA, they might be 

functionally related. Moreover, miR-376a-3p is upregulated in 3 out of the 5 patients, with a FC > 2 

(Table S1). Interestingly, miR-376a-3p and miR-376b-3p have been described to inhibit autophagy by 

targeting Beclin-1, ATG4C and ATG5 in several cell models (Korkmaz et al., 2012a, 2013a; Yang et 

al., 2018). Additionally, miR-376a-3p has been described to inhibit cell cycle and proliferation in 

erythroid cells (Wang et al., 2011a). As autophagy is implicated in progerin clearance and as HGPS cells 
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undergo proliferation defects associated with premature senescence, these two miRNAs are excellent 

candidates for further functional validation. To confirm the miRNA expression profiling data, we 

individually quantified miR-376a-3p and miR-376b-3p expression by RT-qPCR analysis in HGPS1 and 

HGPS5 at different passages and confirmed their overexpression. Compared to controls, fold-change 

expression of these two miRNAs is within the same ranges at the different passages tested (Figure 3B). 

Furthermore, miR-376a-3p and miR-376b-3p expression is increased in HGPS1 between P10-11 and 

P19-20, a result consistent with chromatin changes that we observed during culture. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: Expression of miR-376a-3p and miR-376b-3p in HGPS fibroblasts, and in wild-type and 

LmnaG609G/G609 mice tissues.  

A: hsa-miR-376a-3p and hsa-miR-376b-3p sequences; these two miRNAs belong to the miR-376 family 

and share 18 common nucleotides including the seed sequence (in blue), the last nucleotides at the 3’ 

end are different (in red). Expression of miR-376a-3p and miR-376b-3p quantified by RT-qPCR in (B) 

HGPS fibroblasts as compared to control (C5) or (C) and (D) in the liver, the kidney and the spleen of 

wild-type and LmnaG609G/G609 mice. Data are represented as the mean ± SD, n=5, Mann-Whitney test. 
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 We then confirmed in vivo the relevance of these two miRNAs in the LmnaG609G/G609G mouse 

model. This mouse model, which mimics the human (pG608G) mutation and part of the phenotype of 

HGPS patients, is an appropriate in vivo model of HGPS (Osorio et al., 2011b). We evaluated the 

expression of mmu-miR-376a-3p and mmu-miR-376b-3p in the liver, spleen and kidney of 

LmnaG609G/G609G mice as compared to wild-type mice. Among the tested organs, we observed an 

overexpression of mmu-miR-376a-3p in the liver of LmnaG609G/G609G mice (Figure 3C, Mann-

Whitney t-test, p = 0.0079). Expression of the mmu-miR-376b-3p was also increased in the liver, 

although not significantly (Figure 3D, Mann-Whitney t-test, p = 0.055).  

Altogether, these results, associated with data from the literature that shows an increased senescence in 

liver of LmnaG609G/G609G mice (Osorio et al., 2011b), suggest that miR-376a-3p and miR-376b-3p 

may be involved in the pathophysiology of the disease. 

 

2.4 miR-376a-3p and miR376b-3p inhibit cell cycle and proliferation, leading to 

premature senescence in control fibroblasts 

HGPS fibroblasts undergo premature senescence (Benson et al., 2010) and proliferate at a lower rate 

than controls (ANOVA, p<0.001, Figure 4A). As miR-376a-3p and miR-376b-3p are overexpressed in 

HGPS fibroblasts, we hypothesized that they could play a role in cellular mechanisms. We transfected 

each of these two miRNAs or a miR-control in control fibroblasts (C5) (to reproduce the overexpression 

found in HGPS fibroblasts) and evaluated their effect on cell proliferation, cell cycle and senescence. 

Transfection with miR-376a-3p and miR-376b-3p significantly decreased proliferation as compared to 

the miR-control (Unpaired t-test, p=0.0029, and p<0.0001 respectively, Figure 4B). We coupled the 

proliferation test to a toxicity test and confirmed that the inhibitory cell proliferation effect of miR-376a-

3p and miR-376b-3p is due to the miRNA, and not to a toxic effect of the transfection (Figure S2). 

Interestingly, miR-376a-3p overexpression decreases toxicity, suggesting that this miRNA could have 

a protective effect in fibroblasts.  
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Figure 4: miR-376a-3p and miR-376b-3p modulate proliferation, cell cycle and senescence in C5 

fibroblasts.  

A: Proliferation of HGPS4 and C5 fibroblasts (ANOVA, n=3), values are normalized to t=0h. B: Cell 

proliferation measured with CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (unpaired t-test, n=3), 

values are normalized to miR-control. C: DNA replication measured with BrdU relative expression 

(unpaired t-test, n=5). D and E: Cell cycle analysis. The histogram displays the percentage changes of 

G0-G1, S and G2-M when cells are transfected with miR-376a-3p, miR-376b-3p or miR-control (Mann-
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Whitney test, one-tailed). F: Western blot analysis on fibroblast whole cell lysates. Immunodetection of 

CDK2 and actin after miR-376a-3p and miR-376b-3p transfection as compared to miR-control. G and 

H: SA-β-gal staining of cells transfected with miR-control, miR-376a-3p and miR-376b-3p. (Mann 

Whitney test, n=3), Scale bar represents 5µm. Data are represented as the mean ± SD. 

 

Moreover, the inhibitory effect induced by miR-376a-3p and miR-376b-3p overexpression on 

proliferation is also supported by a decrease of BrdU incorporation (unpaired t-test, p=0.007 and 

p=0.003, Figure 4C). All these results confirm the inhibitory properties of miR-376a-3p and miR-376b-

3p on cell proliferation, particularly by impacting the DNA replication process at the S phase.  

We next investigated whether miR-376a-3p and miR-376b-3p inhibit cell cycle progression using a 

flow cytometry approach. As shown in Figure 4D and E, control fibroblasts overexpressing miR-376a-

3p and miR-376b-3p display a higher proportion of cells in the G0/G1 phase and a lower proportion of 

cells in the G2/M phase, as compared to miR-control, suggesting a slight modulation of cell cycle by 

these miRNAs. Moreover, as miR-376a is described to directly target CDK2, a cyclin-dependent kinase 

promoting G1/S transition (Wang et al., 2011a), we evaluated the level of this protein by western blot. 

The transfection of miR-376a-3p and miR-376b-3p induces a marked reduction in the CDK2 protein 

level (Figure 4F), which could explain the modification of cell cycle phase repartition after transfection.  

Finally, we evaluated the proportion of senescent cells using a senescence-associated-β-galactosidase 

staining after miR-376a-3p or miR-376b-3p transfection and observed an increased percentage of 

senescent fibroblasts (Mann-Whitney test, p=0.005 and p=0.0237, Figure 4G and H).  

Altogether, these results indicate that overexpression of miR-376a-3p or miR-376b-3p in control 

fibroblasts reduces cell proliferation, induces senescence, and impacts CDK2 that might, to a certain 

extent, modulate cell cycle progression. 

 

 

2.5 miR-376a-3p and miR376b-3p inhibit autophagy and progerin clearance in HGPS 

fibroblasts  

Autophagy recently became a pathway of major interest in HGPS, due to its role in progerin clearance 

(Harhouri et al., 2018b). However, little is known on the basal level of autophagy in HGPS fibroblasts. 

We first quantified autophagy in basal condition by flow cytometry using monodansylcadaverine 
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incorporation, associated with a viability marker, in fibroblasts from 3 HGPS patients and 4 controls. 

We followed the median fluorescence intensity (MFI) evolution between P13 and P20, when HGPS 

cells have a percentage of senescent cells comparable to controls (data not shown). This kinetics of 

autophagy level according to passage shows that i) there is an upward trend for patients and ii) the MFI 

is lower in HGPS fibroblasts as compared to control at P19-P20, corresponding to the passage before 

their entry in senescence (Figure 5A, Mann-Whitney t test, p=0.0381).  

miR-376a-3p and miR-376b-3p have been described as autophagy inhibitors in several cell lines  

under starvation condition (Korkmaz et al., 2012a, 2013a). To assess the impact of these miRNAs on 

autophagy level in HGPS fibroblasts, we transfected antimiR-376a-3p or antimiR-376b-3p to 

specifically inhibit these endogenous overexpressed miRNAs. Transfection of antimiR-376a-3p and 

antimiR-376b-3p significantly increases the MFI, reflecting an autophagy level enhancement induced 

by transfection (Figure 5B to E, paired t-test p<0.0001 and p=0.0433 respectively). Furthermore, both 

antimiR-376a-3p and antimiR-376b-3p transfection enhance autophagy as compared to antimiR-control, 

in HGPS cells, regardless of the passage, but at a variable level (Figure 5B and C).  

To confirm these data and to evaluate the autophagic flux, we used ptfLC3, a mRFP-GFP tandem 

fluorescent-tagged LC3 plasmid (Kimura et al., 2007). This plasmid allows the discrimination between 

autophagosomes, which exhibit GFP and mRFP signals before the fusion with lysosomes, and 

autolysosomes that only exhibit the mRFP signal. The GFP-LC3 signal is lost in autolysosomes due to 

the lysosomal acidic and degradative conditions. The number of autophagosomes increased in HGPS 

fibroblasts, 48h after the antimiR-376a-3p or antimiR-376b-3p transfection (corresponding to 24 hours 

after the ptfLC3 plasmid transfection) as compared to control (Figure 5F and G). This boost could be 

a consequence of either an increased autophagic flux or an inhibition of the degradation step of 

autophagy. We then starved cells in HBSS medium in order to induce autophagy. Alternatively, we 

treated cells with an autophagic inhibitor, chloroquine, which alters the acidic pH of lysosomes, leading 

to inhibition of the fusion between autophagosomes and lysosomes, and thus to autophagosomes 

accumulation. The number of autophagosomes increased in cells treated with antimiR-376a-3p or 

antimiR-376b-3p under starvation, as compared to antimiR-control, reflecting autophagy stimulation in 

these conditions. Surprisingly, starvation did not enhance autophagosomes formation as compared to 
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untreated cells. This observation may be explained by an inappropriate response to starvation in HGPS 

cells. As expected, antimiR-control transfected cells treated with chloroquine exhibit a higher number 

of autophagosomes as compared to untreated cells. Again, in the chloroquine condition, antimiR-376a 

or antimiR-376b transfection increases autophagosomes formation in comparison with antimiR-control. 

This result indicates that, in untreated cells, an increase of autophagosomes after antimiR-376a-3p or 

antimiR-376b-3p transfection may not result from inhibition of the fusion between autophagosomes and 

lysosomes but should be the consequence of autophagic flux stimulation. The ptfLC3 plasmid allows to 

differentiate autophagosomes from autolysosomes, however, the number of autolysosomes was low 

regardless the treatment.  

Moreover, LC3B was also quantified using western blot, as a third test to evaluate the autophagy 

level, since the conversion LC3BI to LC3BII provides an indicator of the autophagic activity. As 

expected, LC3BII/LC3BI ratio was increased following antimiR-376a-3p and antimiR-376b-3p 

treatment, concomitantly with the decrease of progerin level (Figure 5H). Altogether, these results 

indicate that miR-376a-3p and miR376b-3p inhibit autophagy and progerin clearance in HGPS 

fibroblasts, as their inhibition using antimiRNAs leads to an autophagy activation associated with 

progerin decrease. 
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Figure 5: antimiR-376a-3p and antimiR-376b-3p increase autophagy and progerin clearance in 

HGPS fibroblasts. 

A: Basal autophagy levels, represented by the mean fluorescent intensity (± SEM), performed by flow 

cytometry, on 4 controls and 3 HGPS fibroblasts from P13 to P20. Each subject has been tested at least 

at 3 passages. B and C: Autophagy levels after transfection of antimiR-control, antimiR-376a-3p or 

antimiR-376b-3p in (B) HGPS2 and (C) HGPS5. D: The histogram shows a representative experiment 

(HGPS2 P19) of autophagy level quantification by flow cytometry. E: MFI normalized to antimiR-

control after transfection of antimiR-376a-3p or antimiR-376b-3p. n = 5, for three different patient 
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fibroblasts, Mann-Whitney test. F: Representative experiment of HGPS1 cells transiently transfected 

with anti-miRNAs and ptfLC3 plasmid and analyzed with fluorescence microscope (obj x63). G: The 

histogram shows autophagosomes quantification and indicates statistically significant increase of 

number of autophagosomes (n = 3). H: Western blot analysis on fibroblasts whole cell lysates. 

Immunodetection of lamin A/C, progerin, GAPDH and LC3BI and BII after antimiR-376a-3p and miR-

376b-3p transfection as compared to miR-control. Quantification of progerin and LC3BII/GAPDH ratio 

and LC3BII/LC3BI ratio (n = 3, from three different patients’ fibroblasts). Data are represented as the 

mean ± SD.  
 

3 Discussion 

The present study profiles the first miRNAs expression landscape in HGPS fibroblasts. As HGPS is 

a severe multisystem disease, we expected to observe different miRNAs expression profiles between 

HGPS and control fibroblasts. While unsupervised classification does not demonstrate a clear separation 

between expression profiles in patients versus controls, further focus on 14 differentially expressed 

miRNAs highlights that patient profiles at ‘early’ passage, segregate either with controls (representing 

a non-senescent state) or with patients at later passage (representing an advanced senescent state). 

Overall, we observed a high heterogeneity of miRNAs expression in all samples. In particular, miRNA 

expression varies according to cellular passages, emphasizing the need to consider this aspect.  

To our knowledge, only two other studies reported miRNAs expression profiling in a progeroid 

context, either from mouse embryonic fibroblasts issued from the murine Zmpste24-/- model, 

phenotypically close to HGPS (Xiong et al., 2015a; Zhang et al., 2017a) or from Zmpste24-/- mouse 

liver. In these studies, several miRNAs such as miR-342-5p and miR-365 (Mariño et al., 2010b) or miR-

1 and miR-29 family (Ugalde et al., 2011b), were found differentially expressed. These miRNAs are not 

dysregulated in our model but differences in the study model could explain this difference.  

We identified 14 differentially expressed miRNAs, 6 under-expressed and 8 overexpressed in HGPS 

fibroblasts as compared to controls, with 7 out of the 8 overexpressed miRNAs belonging to the same 

cluster at the 14q32 region. This region is an imprinted locus that contains both maternally imprinted 

non-coding RNAs (MEG3, MEG8 and AS-RTL1) and paternally imprinted genes (DLK1, DIO3 and 

RTL1). Dysregulation of miRNAs belonging to this region has been described in several pathologies, 

mostly in cancers (Benetatos et al., 2013; Merkerova et al., 2018). In HGPS cells, progerin accumulates 

with passages and induces chromatin conformational changes (Harhouri et al., 2017b; Robin and 

Magdinier, 2016b; Shumaker et al., 2006). We thus hypothesized that enrichment of overexpressed 
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miRNAs from the same region could be secondary to chromatin modulation. We observed that this locus 

at the vicinity of the inner nuclear membrane in control fibroblasts, whereas the distance is significantly 

increased in HGPS fibroblasts, suggesting the loss of its anchoring to the lamina. In addition, we 

observed modifications in the enrichment of the H3K36me3 chromatin mark and in the CTCF insulator 

protein across the miR-376a and miR-376b loci, both between patient and control fibroblasts, and at 

different passages in HGPS fibroblasts. These results suggest that overexpression of several miRNAs, 

including miR-376a-3p and miR-376b-3p, encoded from this cluster, could be mediated by 

modifications in the chromatin organization of this region, a hypothesis supported by other studies. 

Indeed, the spatial genome organization and compartmentalization in active and inactive chromatin 

domains is similar in control and proliferating HGPS cells (passage P17), whereas at later passage (P19) 

when HGPS cells have entered premature senescence, compartmentalization is lost and associated with 

changes in lamin A/C binding and H3K27me3 enrichment (McCord et al., 2013b). Moreover, Oldenburg 

et al. demonstrated that miR-335 is upregulated in human primary adipose progenitor cells carrying the 

LMNA p.R482W mutation. This mutation causes the loss of lamin A/C binding to the MIR335 locus 

and prevents acetylation of enhancers that also participates to miR-335 overexpression (Oldenburg et 

al., 2017). Additionally, in agreement with a role of chromatin in the regulation of this locus, other 

studies demonstrated that the treatment with an inhibitor of DNA methylation (i.e azacytidine) rescues 

the expression of miRNAs at the 14q32 cluster (Merkerova et al., 2018). Finally, the decrease of progerin 

induced by AON transfection relocates the miRNA cluster at the nuclear envelope, confirming the major 

role of A-type lamins in the topological organization of the genome and the deleterious effect of progerin 

accumulation on chromatin organization of HGPS cells’ nuclei. These results also highlight the 

possibility of restoring the nuclear topology by a direct and targeted inhibition of progerin.  

We demonstrated that miR-376a-3p or miR-376b-3p overexpression contributes to the cellular 

phenotype of HGPS fibroblasts. In our model, miR-376a-3p is upregulated in HGPS cells depending on 

the number of passages, and we demonstrated that its overexpression in control fibroblasts induces a 

decrease in proliferation. miR-376a-3p directly targets CDK2, a cyclin-dependent kinase promoting 

G1/S transition, in hematopoietic progenitor cells (Wang et al., 2011a). Our experiments demonstrate 

that overexpression of miR-376a-3p in control fibroblasts leads to a decrease in CDK2 expression, 
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suggesting that cell cycle modulation and proliferation inhibition in HGPS cells might result from the 

same mechanism. miR-376a-3p overexpression decreases other proteins involved in cell cycle such as 

CHK1, Cyclin D2 and Cyclin A (Martinho et al., 1998; Sheng et al., 2013; Yao et al., 2018), suggesting 

that other proteins involved in cell cycle regulation can be controlled by miR-376a-3p, even if these 

variations could be the result of indirect effects of the miRNA on cell cycle progression. In our study, 

miR-376b-3p overexpression also increases the proportion of cells in G0/G1. Therefore, as miR-376b-

3p shares the same seed sequence as miR-376a-3p, CDK2 could also be directly targeted by this miRNA. 

In our study, miR-376a-3p and miR-376b-3p increase cellular senescence. A decreased expression 

of miR-376a-3p in senescent endothelial cells after 6 and 12 weeks of cell culture has been previously 

shown (Yentrapalli et al., 2015). In contrast, our data show an increase of miR-376a-3p expression in 

cultured HGPS fibroblasts, probably revealing a cell type-dependent miRNA expression. A growing list 

of miRNAs is linked to senescence or other cellular mechanisms related to aging (i.e., telomere attrition, 

oxidative stress, DNA damage, autophagy) and are named ‘geromiRs’ (Williams et al., 2017b).  

We investigated the consequence of miR-376a-3p and miR-376b-3p overexpression on autophagy in 

HGPS fibroblasts. We demonstrated that, in basal conditions, autophagy is decreased in HGPS 

fibroblasts at late passage (P19-20) as compared to controls. The inhibition of miR-376a-3p or miR-

376b-3p significantly increases autophagy. We confirmed these results by autophagosomes 

quantification and western blot. We found a higher number of autophagosomes after antimiR-376a-3p 

or antimiR-376b-3p transfection, and an increase of the LC3BII/LC3BI ratio. These miRNAs decrease 

autophagy by targeting major autophagic proteins: ATG4c, Beclin-1, and ATG5, which could explain 

the increase of autophagosomes after the inhibition of those miRNAs (Korkmaz et al., 2012a, 2013a; 

Yang et al., 2018). 

miR-376b-3p has been recently classified as a geromiR for its role in the loss of proteostasis via 

autophagy regulation(Caravia and López-Otín, 2015b). This mechanism of degradation and recycling 

of cellular components, including misfolded, mutant or abnormal proteins, has been increasingly 

explored in HGPS models as a therapeutic alternative, the activation of autophagy decreasing progerin 

accumulation in HGPS cells (Cao et al., 2011c; Cenni et al., 2011; DuBose et al., 2018; Gabriel et al., 

2016; Harhouri et al., 2017b). By inhibiting miR-376a-3p and miR-376b-3p, we demonstrated that the 
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increase of autophagy decreases progerin expression in HGPS cells, supporting results from other 

studies, including towards the development of therapeutic approaches. In agreement, a phase I/II 

monocentric clinical trial (NCT02579044) associating everolimus (an analogue of rapamycin that 

inhibits mTOR pathway and activates autophagy) and lonafarnib (a farnesyltransferase inhibitor) is 

currently conducted on HGPS patients. Other therapeutic alternatives targeting autophagy to enhance 

progerin clearance, such as specific proteasome inhibitors, are currently pursued in preclinical studies 

(Harhouri et al., 2017b). 

Finally, to evaluate the relevance of our results in vivo, we quantified the expression of mmu-miR-

376a-3p and mmu-miR-376b-3p in different organs from LmnaG609G/G609G mice. In liver, we found 

a significant overexpression of miR-376a-3p and a higher expression for miR-376b-3p. Interestingly, 

Osorio et al. demonstrated an increase of senescent cells in liver of LmnaG609G/G609G as compared 

to wild-type mice (Osorio et al., 2011b). This seems to be relevant for HGPS pathophysiology, in 

accordance with Wang et al., who performed a healthy human multiple-tissue expression profile and 

demonstrated an expression of miR-376a in brain, kidney and ovary, but a weak or absent expression in 

the liver (Wang et al., 2011a). 

Altogether, our results further illustrate the complexity of the HGPS pathophysiology. We propose a 

pathophysiological model in which the accumulation of progerin leads to epigenetic modifications 

during cell culture in HGPS cells, leading to the overexpression of several miRNAs encoding genes 

located in the 14q32 cluster. Among them, miR-376a-3p and miR-376b-3p participate in the cell cycle 

modulation, leading to a decreased proliferation and a premature entry of cells into senescence. 

Moreover, miR-376a-3p and miR-376b-3p overexpression could amplify progerin accumulation in 

HGPS cells by targeting mRNAs encoding major proteins involved in the early stages of the autophagy 

process, thereby generating a deleterious vicious cycle (Figure 6).  

Several limitations of our study warrant mention. Firstly, we demonstrated the role of miR-376a-3p 

and miR-376b-3p on proliferation, cell cycle and senescence using control fibroblasts as HGPS 

fibroblasts enter prematurely into senescence (a permanent and irreversible cell cycle arrest) and 

proliferate less.  Based on our in vitro data, it could be of great interest to explore the role of these 

miRNAs in vivo in our LmnaG609G/G609G mouse model after administration of antimiRNA LNA 
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inhibitors or by AAV-mediated delivery, as already performed in other pathological contexts (Xie et al., 

2012). Moreover, even if we show a direct impact of miR-376a-3p overexpression on proven targets 

such as CDK2, we could not exclude that the effect on protein expression is indirect. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6: Hypothesis of molecular mechanisms involving miR-376a and miR-376b in HPGS 

fibroblasts. Progerin accumulation leads to a change in chromatin organization in the 14q32 miRNAs 

cluster resulting in the overexpression of several miRNAs. Among them, miR-376a-3p and miR-376b-

3p overexpression decreases proliferation by modulating cell cycle and increases senescence. In HGPS 

fibroblasts, the inhibition of these miRNAs increases autophagy, leading to progerin clearance. Nuclear 

pores, plasma membrane, pri-miRNAs and proteins are not represented. 

 

In conclusion, we propose that miR-376a-3p and miR-376b-3p participate to the pathophysiology of 

HGPS by modulating at least two main processes, cell cycle and autophagy, already described as 

impacted or playing a role in the disease. We further demonstrated how epigenetic modifications 
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participate in the dysregulation of several miRNAs in HGPS fibroblasts, with a direct role of progerin 

accumulation on the regulation of the miR-376a-3p and miR-376b-3p locus and the consequences of 

overexpression of these two miRNAs on cell cycle, proliferation, senescence, autophagy and progerin 

clearance. By targeting these major processes linked to aging, these two miRNAs could play a major 

role in the pathophysiology of HGPS. Our results thus, contribute to better understanding of the 

molecular processes occurring in HGPS cells, paving the way to new therapeutic strategies in this 

dramatic and to date, non-curable rare disease. 

 

4 Experimental Procedures 

4.1 Cells 

Dermal fibroblasts from patients were issued from a skin biopsy, cultured and stored by the labeled 

Biological Resource Center (CRB TAC) (La Timone hospital, Assistance Publique des Hôpitaux de 

Marseille, France) or were purchased from the Coriell Institute for Medical Research (Table 2). All 

biological samples from CRB TAC were accompanied by a signed informed consent to use them for 

research purpose. In the manuscript, patients and controls are named as described in Table 2. 

Patients Controls 

CRB 

TAC 

CRB 

TAC 

CRB 

TAC 
Coriell Coriell Coriell 

CRB 

TAC 
Coriell Coriell Coriell Coriell 

13-

8243 

13-

5968 

13-

13622 

AG 
01972 

AG 
11498 

AG 
11513 

13-

13090 

AG 
07095 

AG 
08471 

GM 
08398 

AG 
08498 

HGPS1 HGPS2 HGPS3 HGPS4 HGPS5 HGPS6 C1 C2 C3 C4 C5 

 

Table 2: Identification and origin of fibroblasts. 

 

4.2 Cell culture and transfection 

Cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium low glucose (VWR, Radnor, 

Pennsylvanie, USA), supplemented with 15% fetal bovine serum (ThermoFisher, Waltham, MA, USA), 

2 mM L-glutamine (ThermoFisher) and 100 U/mL of penicillin, streptomycin and amphotericin B mix 

(ThermoFisher), at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2. Mimics (hsa-miR-376b-3p, 

hsa-miR-376a-3p, Mimic Negative Control #1) were purchased from Dharmacon ( Lafayette, Colorado, 
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USA). miRNA Inhibitors (‘antimiR’) (miRCURY LNATM miRNA power inhibitors hsa-miR-376a-3p 

and hsa-miR-376b-3p, miRCURY LNA™ microRNA inhibitor control) were purchased from Qiagen 

(Valencia, CA, USA). Mimics (50 nM) and antimiR (25nM) were transfected using Lipofectamine 

RNAiMAX kit (ThermoFisher), according to the manufacturer’s instructions. ptfLC3 was a gift from 

Tamotsu Yoshimori (Addgene plasmid # 21074). 250 ng of the plasmid were transfected using 

JetPRIME kit (Polypus transfection, Illkirch, France), according to the manufacturer’s instructions. 

Images were acquired with an apotom system (Zeiss), at least 100 cells were examined per condition. 

Chloroquine was provided in the Autophagy Detection Kit (ab139484, Abcam) and cells were treated 

for 3h at 50µM. HBSS (ThermoFisher) was used for starvation (3 h). For the antisens morpholino 

oligonucleotides (AON) delivery, we used the endoporter system as previously described (Harhouri et 

al., 2016b; Osorio et al., 2011b). HGPS5 fibroblasts were transfected with endoporter, with scrambled 

AON or with AON targeting LMNA exon 10 and exon 11 (Gene Tools, LLC, Philomath, OR, USA). 

 

4.3 Mice 

 Total RNA was extracted for RT-qPCR from liver, kidney and spleen of four months-old wild-type 

mice and knock-in mouse model LmnaG609G/G609G, carrying the c.1827C>T (p.Gly609Gly) mutation 

(Osorio et al., 2011b) (n = 5 of each). Animal experiments have been carried out in compliance with the 

ARRIVE (Animal Research: Reporting of in vivo Experiments) guidelines, the European guidelines for 

the care and use of laboratory animals (EU directive 2010/63/EU), and in accordance with the 

recommendations provided by the guide for the care and use of laboratory animals of the French 

National Institute for Health and Medical Research (INSERM) and the ethical committee of Aix 

Marseille University. 

 

4.4 miRNA profiling by quantitative RT-PCR 

We performed a miRNome analysis on fibroblasts from 5 patients (HGPS2 to HGPS6) and 5 controls 

(C1 to C5) at passage (P) 12 ± 2. For three of the five patients (HGPS2, HGPS3, HGPS4), the analysis 

was also performed at P20 ± 1. Among the 5 controls, two were also tested at P20 ± 1 (C1 and C5). 

Overall, 15 samples were profiled for miRNA expression (8 patient and 7 control samples).  
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Total RNA was extracted from dermal fibroblasts using the miRNeasy kit (Qiagen), according to the 

manufacturer’s instructions. Samples were quantified by absorbance using NanoDrop DN-1000 

spectrophotometer (ThermoFisher). cDNA was synthesized from 30 ng of total RNA using miRCURY 

LNATM Universal RT microRNA PCR, Universal cDNA Synthesis Kit II (Qiagen), according to the 

manufacturer’s instructions. microRNAs expression was investigated using microRNA Ready-to-use 

PCR, Human panel I (Qiagen). A 384-wells plate was prepared with a Biomek 3000 robot (Beckman, 

Brea, California, USA) and analyzed using the LightCycler 480 (Roche, Berlin, Germany). 

Quantification cycle (Cq) was used to calculate relative miRNA expression, using interpolate calibrators 

present in the 384-wells microRNA Human Panel I and Exiqon GenEx® software. To avoid inaccurate 

results, miRNAs with a Cq > 35 in at least 50% of samples were considered as not expressed and 

excluded from the analysis. Normalization (ΔCq) was calculated using the global mean of all expressed 

miRNAs (Cq  35; n=114) and miRNAs relative expression (fold-change (FC)) was calculated by the 

2-ΔΔCT method, compared to controls mean (Mestdagh et al., 2009). During the last step of our miRNAs 

selection process, we excluded miRNAs presenting a fold-change > 2 or < 0.5 in at least one of the 

tested controls.  

We performed t-tests on the normalized data (ΔCq), comparing the expression level of every miRNA 

in patients vs controls. We considered a miRNA to be significantly differentially expressed if the 

resulting p-value was < 0.05. To generate the heatmaps, we also used the normalized data (ΔCq). We 

calculated the euclidian distance between patient and control samples and used Ward D2 as the 

agglomeration method for the hierarchical clustering. 

 

4.5 Quantification of individual miRNAs by quantitative RT-PCR 

The expression level of specific miRNAs was obtained using miRCURY LNATM Universal RT 

microRNA PCR, Exilent SYBR® Green master mix (Qiagen). Quantitative PCR amplifications were 

performed in triplicate using the primers for hsa-miR-376a-3p, hsa-miR-376b-3p, mmu-miR-376a-3p 

and mmu-miR-376b-3p (Qiagen) on a LightCycler 480 (Roche). Threshold cycle (Cq) was used to 

calculate relative miRNA expression by the 2-ΔΔCT method, using normalization to hsa-SNORD49A or 

mmu-SNORD110 expression (Qiagen), which was defined using GeNorm and NormFinder in Exiqon 
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GenEx® software as the optimal reference for fibroblasts in our miRNome analysis. miRNAs were 

considered as upregulated as compared to control samples if the fold-change was ≥ 2 and down-regulated 

if the fold-change was ≤ 0.5. 

 

4.6 3D DNA FISH 

We used a commercial probe against the most subtelomeric region of chromosome 14q (i.e., 14q32: 

106,078,392- 106,261,579) along with a probe generated by Nick translation using the BAC clone RP11-

123M6 (miRNA cluster: 100,834,432-100,861,026; CHORI) as template, following the same protocol 

and the same image processing described in (Robin et al., 2014). Images were acquired with a confocal 

system (LSM 800 with Airyscan Zeiss). After 3D reconstruction, at least 30 nuclei (60 alleles) were 

examined per condition, the volume of the probes, distances between their gravity centers, distances to 

the nuclear membranes and volume of nuclei were calculated and used for statistical analysis. 

 

4.7 Chromatin immunoprecipitation (ChiP) 

ChIP for H3, CTCF and H3K36me3 (Millipore) was performed according to the manufacturer’s 

instructions (TruChIP, Covaris; and Magna ChIPA/G, Milipore). ChIPs were processed using a 4°C 

overnight incubation (concentration of antibodies at 1.5μg); 1μl of each preparation: IP, IgG, Rabbit 

non-immune Serum, No crosslink control, no Antibody control and 1% input were used as controls for 

digital droplet PCR analysis (Ludlow et al., 2014). Primers were designed for each miRNAs and 

surrounding regions enriched with histone marks using the UCSC genome browsers’ tools (Table S2). 

Each PCR primer pairs was tested on genomic DNA to verify specificity and efficiency. Results were 

normalized to inputs and normalized to H3. 

 

4.8 Proliferation and Toxicity assays 

Control fibroblasts were seeded at 5,000 cells per well in 96-well with 100 µL DMEM supplemented. 

The toxicity and the proliferation rates were determined 96h post transfection, using CellTox® Green 

Cytotoxicity Assay and CellTiter-Glo®, respectively (Promega, Madison, WI, USA) according to the 
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manufacturer’s instructions. The fluorescence and the luminescence were measured using GloMax® 

(Promega). All experiments were performed in triplicate. 

The proliferation/replication was also evaluated 96 hours after miRNAs transfection, using the BrdU 

cell Proliferation ELISA Kit (ab126556, Abcam, Cambridge, UK) according to the manufacturer’s 

instructions. In 3 wells, cells or BrdU were omitted to serve as negative controls for nonspecific binding. 

The absorbance was measured at 450 nm on GloMax® (Promega). Three independent experiments were 

performed for each assay. 

 

4.9 Cell Cycle analysis  

Cell cycle was analyzed on control fibroblasts using FxCycleTM Far Red Stain (ThermoFisher), 48h 

post transfection. After trypsinization and centrifugation, cells were washed in PBS, centrifuged and 

fixed with Fixation Buffer (Biolegend, San Diego, USA) for 20 min at RT. Cells were washed with 

Intracellular Staining Permeabilization Wash Buffer (1/10, Biolegend), centrifugated and permeabilized 

with the same solution for 20 min at RT. After a last centrifugation, cells were resuspended with 1 mL 

of PBS, containing 1 µL of FX Cycle Far Red and 5 µL of PureLinkTM RNAse A (ThermoFisher) and 

incubated 30 min at RT. Cell cycle distribution was analyzed on Attune cytometer (ThermoFisher). 

Results were analyzed using the FlowJo software (FlowJo software, Oregon, USA). Four independent 

experiments were performed for each assay. 

 

4.10 Senescence Associated β-galactosidase Staining 

Senescence was evaluated 96h post-transfection, on fibroblasts seeded in 4 chamber-wells slides 

(SPL Lifesciences, Korea), using a Senescence β-Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling Technology 

Leiden, The Netherlands) according to the manufacturer’s instructions. The percentage of stained cells 

was evaluated on a microscope (Leica, Wetzlar, Germany) by two independent observers using a manual 

blind counting. At least 100 fibroblasts were randomly selected for each condition. Results are expressed 

graphically as the mean percentage of senescent cells. Three independent experiments were performed. 
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4.11 Autophagy level quantification by flow cytometry  

Autophagy was measured 48h post transfection with the Autophagy Detection Kit (ab139484, 

Abcam) according to manufacturer’s instructions. Sytox (1/2,000 dilution, AAdvancedTM Dead Cell 

Stain Kits, ThermoFisher) was added at the last step to evaluate the percentage of dead cells and measure 

the autophagy level specifically on living cells. Samples were assessed using an Attune cytometer 

(ThermoFisher).  

 

4.12 Western blot analysis 

Western blot were performed as described in (Harhouri et al., 2016b). The primary antibodies used 

were anti-lamin A/C (1/1000, sc-6215, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), anti-progerin 

(1/1,000, sc-81611, Santa Cruz Biotechnology), anti-LC3B (1/1,000, sc-271625, Santa Cruz 

Biotechnology), anti-CDK2 (1/800, ab32147, Abcam, anti-GADPH (1/40,000, MAB374, Merck 

Millipore) and anti-actin (1/20,000, MAB1501R, Merck Millipore) and revealed with 1/10,000 IR-Dye 

700-conjugated secondary donkey anti-rabbit or anti-mouse, IR-Dye 800-conjugated secondary anti-

rabbit or anti-mouse antibodies (LI-COR Biosciences Lincoln, NE, USA). For IR-Dye 800 and IR-Dye 

700 detection, an Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences) was used. GAPDH or β-

actin was used as a total cellular protein loading control. 

 

4.13 Statistical analysis 

Statistical analysis was performed by GraphPad Prism 5.04 (GraphPad Software, Inc. San Diego, 

CA, USA). P-value ≤ 0.05 was considered significant (*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001). 
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II . B ) Résultats complémentaires de l’article 
 

B . 1 )  Le miR-376a-3p et le miR-376b-3p altèrent l’expression de protéines 

intervenant dans la régulation du cycle cellulaire 

 

1 . a )  Objectifs de l’expérience 

 

 Le miR-376a-3p a été décrit dans la littérature comme ciblant directement le transcrit 

de la protéine CDK2, régulatrice du cycle cellulaire, dans des cellules progénitrices érythroïdes 

(Wang et al., 2011; Zheng et al., 2012). Nous avons voulu vérifier, dans un contexte de 

surexpression, les propriétés inhibitrices du miR-376a-3p et du miR-376b-3p sur cette cible 

dans des fibroblastes dermiques témoins. 

Par ailleurs, afin d’apporter des résultats complémentaires à l’étude du cycle cellulaire 

par cytométrie en flux, nous avons étudié l’expression d’autres protéines impliquées dans la 

régulation du cycle cellulaire, après surexpression des 2 miRNAs d’intérêt : Cycline D1 et p21.  

 

1 . b )  Matériels et méthodes 

 

 J’ai transfecté des fibroblastes du témoin AG08498 avec le miR-376a-3p et le miR-

376b-3p (50 nM) de manière isolée et réalisé un Western-Blot à partir des protéines cellulaires 

totales extraites à 96h post-transfection. Les anticorps primaires utilisés sont : anticorps 

monoclonal anti-p21 (Abcam) (dilution : 1/5000 ; espèce : lapin) ; anticorps purifié anti-CDK2 

(Abcam) (dilution : 1/1000; espèce : lapin) ; anticorps monoclonal anti-Cycline D1 

(ThermoFisher) (dilution : 1/2000 ; espèce : lapin) et anticorps primaire anti-actine (Millipore) 

(dilution : 1/10000 ; espèce : mouse). Les anticorps secondaires (Li-Cor) utilisés sont : IRDye® 

800CW Donkey Anti-Rabbit IgG (dilution : 1/15000) et IRDye® 680RD Donkey Anti-Mouse 

IgG » (dilution : 1/15000). 

 

1 . c )  Résultats et discussion 

 

 La transfection du miR-376a-3p ou du miR-376b-3p induit à 96h post-transfection une 

diminution significative de l’expression de CDK2 pour les 2 conditions (p=0,0284), une 

diminution significative de p21 pour le miR-376a-3p (p=0,0284) et une tendance à la 

diminution de la Cycline D1 pour les 2 conditions testées (p=0,3065) (Figure 57 et 58). 
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Figure 57 : Analyse par Western-Blot de l’expression de Cycline D1, CDK2 et p21 dans les 

fibroblastes du témoin AG08498 P20 à 96h post-transfection. Le ratio indiqué protéine d’intérêt / 

actine a été normalisé par rapport à la condition Contrôle (Ctrl). Illustration par un blot 

représentatif des résultats obtenus (n=4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 58 : Représentation de l’expression de CDK2, Cycline D1 et p21 dans les fibroblastes du 

témoin AG08498 à 96h post-transfection (P18-P27-P20-P21) (n=4). 

  

 La surexpression de chacun des 2 miRNAs d’intérêt induit une diminution de protéines 

régulatrices du cycle cellulaire.  

Nous confirmons ici dans notre modèle cellulaire d’intérêt, les fibroblastes dermiques, 

le rôle inhibiteur du miR-376a-3p sur l’expression de CDK2, précédemment décrit dans des 

cellules progénitrices érythroïdes (Wang et al., 2011; Zheng et al., 2012). Nous montrons par 

ailleurs, une régulation négative comparable pour le miR-376b-3p, non décrite à ce jour. Cette 

capacité inhibitrice était prévisible en raison de la similitude de séquences entre les miR-376a-

3p et -376b-3p qui partage 18 nucléotides en commun dont une séquence seed identique, 

essentielle dans la reconnaissance de l’ARNm cible (Cf Figure 3 de l’article). Un test à l’aide 

d’un gène rapporteur de type luciférase pourrait être réalisé afin de confirmer que le transcrit 

de CDK2 est bien une cible directe du miR-376b-3p.  
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La diminution de p21 observée dans notre expérience peut surprendre dans la mesure 

où les cellules sénescentes sont habituellement caractérisées par une élévation de p21 en lien 

avec l’activation de p53. Cependant, dans les fibroblastes HGPS, l’expression de CDK2 serait 

inhibée directement par les miR-376a-3p et -376b-3p, en aval et de manière indépendante de 

p21, décrite comme régulant l’activité du complexe CDK2/Cycline E. La diminution 

d’expression de p21 observée dans notre contexte pourrait alors être le résultat d’un 

rétrocontrôle négatif induit par la faible expression de CDK2. Des tests complémentaires sont 

nécessaires pour pouvoir répondre à cette interrogation en décortiquant ce mécanisme de 

régulation (expression protéique de p53, expression du transcrit de p53 et de p21…). 

 

B . 2 )  Le miR-376a-3p induit une diminution du transcrit de CDK2 

 

2 . a )  Objectif de l’expérience 

 

 En complément de l’étude de l’expression de CDK2 en Western-Blot, je me suis 

intéressée à la cinétique d’expression de son transcrit. Je voulais ainsi mettre en parallèle la 

modification de l’expression protéique avec celle de son ARNm après transfection des miRNAs 

d’intérêt. 

 

2 . b )  Matériels et méthodes 

 

 J’ai transfecté chacun des 2 miRNAs (50 nM) de manière isolée dans des fibroblastes 

du témoin AG08498 P18. J’ai réalisé des culots cellulaires à 12h, 24h et 48h post-transfection, 

puis j’ai effectué une extraction d’ARN suivie d’une RT-qPCR ciblée pour quantifier le 

transcrit de CDK2. Le Fold Change (FC) représenté ci-dessous (Figure 59) permet de comparer 

l’expression du transcrit pour chaque miRNA par rapport à la condition où les fibroblastes sont 

transfectés avec un miRNA contrôle. 

 

2 . c )  Résultats et discussion 

 

L’expression du transcrit de CDK2 est diminuée d’environ 20% à partir de 24h post-

transfection du miR-376a-3p. Ce résultat n’est pas retrouvé pour le miR-376b-3p (Figure 59). 
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Figure 59 : Représentation de l’expression du transcrit de CDK2 à 12h, 24h et 48h post-

transfection comparativement à la condition contrôle (exprimée en FC) (n=1) 

 

 Ces résultats préliminaires (n=1) doivent être confirmés sur des expériences répétées. 

L’effet observé pour le miR-376a-3p va dans le sens d’une dégradation du transcrit de CDK2, 

même si celle-ci reste modeste. L’absence d’effet pour miR-376b-3p ne permet pas d’exclure 

un rôle inhibiteur de ce miRNA sur CDK2 dans la mesure où, chez l’Homme, l’action des 

miRNAs passe dans la majorité des cas par une inhibition de la traduction du transcrit et dans 

une très faible proportion par la dégradation de l’ARNm cible (Cf Introduction).  

 

B . 3 )  Impact des antimiRs après une surexpression des miRNAs d’intérêts  

 

 Après avoir étudié l’impact du miR-376a-3p et du miR-376b-3p sur la prolifération, le 

cycle cellulaire et la sénescence dans des fibroblastes de témoins, je me suis intéressée à 

l’impact de leur inhibition par des antimiRs.  

 

3 . a )  Objectif de l’expérience 

 

 Nous avons montré que la surexpression du miR-376a-3p et du miR-376b-3p induisait 

une modulation du cycle cellulaire avec une accumulation significative des cellules en phase 

G0-G1, une diminution significative de la prolifération et de la réplication et une augmentation 

significative de la sénescence de fibroblastes dermiques témoins. La surexpression de ces 2 

miRNAs étant retrouvée dans les fibroblastes de patients HGPS, il était alors intéressant 

d’étudier l’impact de leur inhibition sur le cycle cellulaire, la prolifération et l’entrée en 

sénescence. Dans ce cadre, l’idéal aurait été de réaliser ces expériences dans les fibroblastes de 

patients. Cependant, nous nous sommes heurtés à des problèmes techniques essentiellement dus 

à une fenêtre d’étude trop courte entre l’apparition de la surexpression des 2 miRNAs et l’entrée 

en senescence de ces cellules. En attendant de résoudre ce challenge technique, nous avons 
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utilisé un modèle passant par la surexpression transitoire induite de ces miRNAs dans des 

fibroblastes témoins. 

 

3 . b )  Matériels et méthodes 

  

 Dans cette expérience, j’ai induit une surexpression de chacun de ces 2 miRNAs (25 

nM) dans des fibroblastes du témoin AG08498 (P12-P14-P20), puis j’ai transfecté 24h après, 

ces mêmes cellules avec les antimiRs spécifiques (25 nM) correspondants. Les résultats obtenus 

pour le miR-376b-3p ne seront pas montrés dans ce manuscrit. 

 

3 . c )  Résultats et discussion 

 

 Les 2 transfections successives (miRNA, puis antimiR) n’induisent pas 

significativement de toxicité cellulaire.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La condition « miR-376a-3p + antimiR-ctrl » induit une diminution significative de la 

prolifération et de la réplication comparativement à la condition « miR-ctrl + antimiR-ctrl » 

(Figure 59 A et B). Ces résultats confirment l’effet inhibiteur du miR-376a-3p à 25 nM sur la 

prolifération et la réplication, et ce, en condition de double transfection avec un antimiR-ctrl. 

 La condition « miR-376a-3p + antimiR-376a-3p » induit une augmentation significative 

de la prolifération et de la réplication comparativement à la condition « miR-376a-3p + 

antimiR-ctrl » (Figure 60 A et B).  

 Si on compare la condition « miR-376a-3p + antimiR-376a-3p » à celle du « miR-ctrl + 

antimiR-ctrl », nous pouvons observer qu’il y a une perte complète de l’effet du mimic en 

présence de l’ antimiR spécifique en ce qui concerne la prolifération, mais que l’effet du mimic 
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n’est pas complètement inhibé en ce qui concerne la réplication de l’ADN (diminution 

significative par rapport à la condition « miR-ctrl + antimiR-ctrl »). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 60 : Transfection du miR-contrôle (miR-ctrl), du miR-376a-3p et de leur antimiR : 

représentations graphiques de la prolifération cellulaire (A), de la réplication de l’ADN (B) dans 

les fibroblastes AG08498. Le miR-ctrl et le miR-376a-3p (25 nM) ont été transfectés à J0. L’antimiR-

contrôle (antimiR-ctrl) et l’antimiR-376a-3p ont été transfectés (25 nM) à J1. Les tests fonctionnels ont 

été réalisés à J4 (n=3). 

 

 L’ensemble de ces résultats montrent de manière significative que la transfection de 

l’antimiR-376a-3p à 25 nM 24h après la surexpression du miR-376a-3p à 25 nM est 

suffisamment efficace pour inhiber et surpasser les effets induits par ce miRNA sur la 

prolifération cellulaire et sur la réplication de l’ADN.  

 

B . 4 )  Étude ex vivo de la sénescence de cellules hépatiques et rénales de souris 

HGPS 

 

4 . a )  Objectif de l’expérience 

 

 Comme nous l’avons vu dans l’article, nous avons montré une surexpression du miR-

376a-3p et augmentation (non significative) du miR-376b-3p dans le foie de souris HGPS 

LmnaG609G/G609G. De plus, in vitro, la surexpression de ces 2 miRNAs dans des fibroblastes de 

témoins induit une augmentation du nombre de cellules sénescentes. Nous avons donc décidé 

de réaliser le test de β-galactosidase acide sur des coupes de foie de souris HGPS présentant 

une surexpression des 2 miRNAs. Nous avons également choisi d'étudier la sénescence des 

cellules du rein des souris HGPS, bien qu’il ne présente pas cette surexpression des 2 miRNAs 

(augmentation mais non significative), la sénescence de ce tissu a déjà été décrite dans la 

littérature (de même que le foie) chez les souris HGPS LmnaG609G/G609G (Osorio et al., 2011a). 
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4 . b )  Matériels et méthodes 

 

 À l’aide du Cryostat, nous avons réalisé des coupes de foie et de rate d’une souris 

Lmna+/+ (WT) et d’une souris LmnaG609G/G609G (HGPS) toutes deux âgées de 4 mois. Puis, j’ai 

réalisé le test de β-galactosidase acide et observé les cellules à l’aide d’un microscope en 

contraste interférentiel de Nomarski. 

 

4 . c )  Résultats et discussion 

 

 Nous observons, dans les le rein et le foie, une augmentation du nombre de cellules 

sénescentes chez les souris HGPS par rapport aux souris WT (Figure 61).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 61 : Test de -galactosidase acide sur les coupes de rein et de foie d’une souris WT vs une 

souris HGPS (objectif x20). Les flèches noires indiquent des cellules positives à la β-galactosidase 

acide. 

 

 Nos résultats in vivo sont en accord avec ceux de Osorio et al. qui décrivent une 

augmentation de la sénescence dans le rein et le foie de souris homozygotes LmnaG609G/G609G, 

mise en évidence par le test de la β-galactosidase (Osorio et al., 2011a). Dans le foie des souris 

homozygotes LmnaG609G/G609G, la surexpression des miR-376a-3p et le miR-376b-3p est donc 

associée à une sénescence cellulaire accrue.   
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B . 5 )  Discussion et perspectives 

 

 L'hypothèse initiale de ce travail était que la dérégulation de miRNAs dans la Progeria 

pouvait avoir un rôle dans les altérations cellulaires observées au cours de la maladie et sa 

physiopathologie. Une analyse du miRNome à partir de fibroblastes dermiques de patient qui 

représentent un modèle cellulaire de choix dans cette maladie en raison de la forte expression 

de la progérine et des anomalies cellulaires induites dans ce type cellulaire. Cette étude nous a 

permis d’identifier des miRNAs dérégulés dont certains, surexprimés, pourraient réguler 

négativement le cycle cellulaire, selon les données de la littérature. Ces miRNAs pourraient 

ainsi avoir un rôle clé dans la physiopathologie de la maladie en inhibant la prolifération 

cellulaire et en induisant une entrée prématurée des cellules en sénescence. Les tests 

fonctionnels de « CellTiter » et de « BrdU », techniques indépendantes permettant d'étudier la 

prolifération cellulaire, ont mis en évidence l'effet inhibiteur du miR-376a-3p et du miR-376b-

3p sans effet toxique de ces miRNAs. La modulation négative du miR-376a-3p sur la 

prolifération a déjà été décrite dans la littérature dans des cellules cancéreuses humaines 

hépatiques et sanguines (Wang et al., 2011; Zheng et al., 2012).  

 De plus, nous avons mis en évidence un effet inhibiteur sur le cycle cellulaire du miR-

376a-3p qui induit une modification de la répartition des cellules dans les différentes phases du 

cycle. La diminution significative de l'incorporation du BrdU dans l’ADN néo-synthétisé que 

nous montrons, reflète une altération de la phase S. Les expériences de cytométrie en flux 

permettent d'observer de manière plus globale cette altération des phases du cycle : le miR-

376a-3p induit une accumulation des cellules en phase G0/G1 accompagnée d'une diminution 

du nombre de cellules en phase G2/M. L'accumulation en G1 après transfection du miR-376a-

3p a déjà été décrite par Wang et al. dans des cellules cancéreuses hématopoïétiques humaines 

en cytométrie en flux (Wang et al., 2011). 

 En ce qui concerne le miR-376b-3p, nous montrons dans nos expériences que, comme 

le miR-376a-3p, il semble avoir un effet sur la prolifération des cellules ainsi que sur leur 

progression dans le cycle cellulaire. Ces modulations négatives pourraient être à l'origine de 

l'augmentation du nombre de cellules sénescentes observée au cours de nos expériences. Ce 

miRNA a déjà été décrit dans des cellules cancéreuses hépatiques humaines comme exerçant 

une action inhibitrice sur la prolifération cellulaire (Cartier et al., 2017). Dans ce même article, 

il est montré que ce miRNA induit, tout comme le miR-376a-3p, une augmentation du 

pourcentage de cellules en phase G0/G1 associé à un effet minime sur la phase G2/M. Ces 

résultats sont en accord avec ce que nous montrons dans notre étude.  
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 Dans des cellules cancéreuses humaines mammaires et hépatiques, les miR-376a-3p et 

-376b-3p apparaissent dans la littérature comme ayant un rôle de régulateur négatif de 

l'expression des protéines ATG4C et BECN1 qui sont impliquées dans l’autophagie (Korkmaz 

et al., 2012, 2013). L'autophagie est un des mécanismes impliqués dans le vieillissement 

cellulaire. Un article traitant de l'augmentation du nombre de vacuoles autophagiques marquées 

par une activité accrue de la β-galactosidase au sein de fibroblastes sénescents (Gerland et al., 

2003) suggère que les 2 miRNAs que nous étudions pourraient également induire une 

sénescence cellulaire via une inhibition de l'autophagie. Ainsi, il est possible que la sénescence 

révélée par nos tests de β-galactosidase soit liée à une diminution de l'activité autophagique 

associée à une régulation négative du cycle cellulaire. 

 Parmi les nombreuses cibles directes du miR-376a-3p, il a été décrit que ce dernier 

modulait p85α, une protéine intervenant dans la voie de signalisation PI3K et ciblait également 

directement CDK2, une protéine clé régulant le cycle cellulaire (Wang et al., 2011; Zheng et 

al., 2012). En complément de l'étude de CDK2, nous avons choisi d'explorer également les 

protéines p21 et Cycline D1. En effet, il a été précisé en introduction que la protéine p21 était 

un des facteurs clés dans la régulation du cycle cellulaire, ainsi que dans l’entrée en 

sénescence, et que la Cycline D1 était impliquée dans la progression du cycle cellulaire en 

phase G1. La transfection de manière isolée du miR-376a-3p et du miR-376b-3p dans les 

fibroblastes de témoins diminue l’expression de CDK2, de la Cycline D1 et de p21. Ces 

résultats confirment ceux obtenus par Wang et al. dans des cellules humaines leucémiques 

myéloïdes où la transfection du pré-miR-376a induit une diminution de CDK2 associée à un 

arrêt du cycle cellulaire en G1/S (Wang et al., 2011). Nous pensons que la surexpression du 

miR-376a-3p, associée à celle du miR-376b-3p, pourrait participer au blocage la progression 

du cycle cellulaire en G1/S via une inhibition de l’expression de CDK2. Nous avons vu en 

introduction que les complexes Cycline E,A/CDK2 étaient modulés de manière négative par 

p21. La Cycline D1 sous forme complexée avec les CDKs partenaires (CDK4,6) est 

surexprimée dans de nombreux cancers et l’inhibition de ces CDKs bloque la progression du 

cycle cellulaire contrôlée par la Cycline D1 (Qie and Diehl, 2016). Ainsi, dans un contexte de 

sénescence induite par des miRNAs, il est possible que l’expression de la Cycline D1 évolue 

vers une diminution, expliquant un arrêt de la progression du cycle cellulaire au-delà de la phase 

G1. 

 Les antimiRs constituent une classe de molécules de plus en plus utilisée notamment 

pour étudier le rôle fonctionnel des miRNAs. Wang et al. montrent que la transfection de 

l’antimiR-376a induit une augmentation de l’expression de CDK2, ainsi que de son transcrit 
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(Wang et al., 2011). Il serait intéressant d’étudier l’expression de cette protéine et de son ARNm 

après transfection de l’antimiR-376a et -376b dans des fibroblastes témoins surexprimant le 

miR-376a-3p et le miR-376b-3p. Par ailleurs, comme expliqué plus haut, nous n’avons pas 

réussi pour le moment à étudier les effets de l’inhibition des miR-376a-3p et le miR-376b-3p 

directement dans les cellules de patients. Les contraintes techniques sont en effet trop 

importantes en raison de l’apparition précoce et rapide de la sénescence dans les cellules qui 

surexpriment ces miRNAs. Afin de s’affranchir de cette difficulté technique, nous envisageons 

d’induire une expression stable des 2 antimiRs avant l’apparition de la surexpression (en lien 

avec les modifications épigénétiques du cluster 14q32 secondaires à l’accumulation de 

progérine) pour étudier leur impact sur les mécanismes cellulaires altérés (cycle cellulaire, 

prolifération et autophagie) et sur la sénescence. 

 De plus, au vu des résultats de toutes nos expériences in vitro et de ceux de la littérature, 

nous avons voulu étudier le miR-376a-3p et le miR-376b-3p dans des organes prélevés sur des 

souris WT et des souris LmnaG609G/G609G. Dans ce dernier modèle mimant la Progeria, nous 

observons une surexpression des miR-376a-3p et miR-376b-3p dans le foie des souris 

LmnaG609G/G609G, associée à une sénescence accrue de cet organe. Ces résultats sont concordants 

avec notre étude in vitro qui montre une surexpression de ces miRNAs dans les fibroblastes de 

la majorité des patients étudiés. Nos résultats in vivo sont également en accord avec ceux de 

Osorio et al. qui décrivent une augmentation de la sénescence dans le rein et le foie de souris 

LmnaG609G/G609G, mise en évidence par le test de la β-galactosidase (Osorio et al., 2011a). Dans 

un autre modèle murin homozygote, Zmpste24-/-, des miRNAs appartenant à la famille du miR-

29 ont été retrouvés surexprimés dans le foie, ainsi que dans le muscle. L'augmentation de 

l'expression du miR-29 induit une diminution de la prolifération des cellules, ainsi qu'une 

augmentation de la sénescence (Ugalde et al., 2011). Il est intéressant de préciser que le miR-

29 est également surexprimé au cours du vieillissement physiologique et qu’il stabilise 

indirectement la protéine p53 (Smith-Vikos and Slack, 2012). Ce même modèle de souris a 

également permis d'observer une surexpression du miR-1 dans le foie. Ce miRNA cible 

l’ARNm codant pour IGF-1 qui peut interagir avec des voies de signalisation telles que PI3K 

et MAPK (Marino et al., 2010). Ces études semblent montrer que le foie présente une 

dérégulation de nombreux miRNAs, dont les miRs-376a-3p et -376b-3p, en lien avec la 

sénescence observée. À ce jour, aucun article ne décrit l’état de sénescence du foie de patients 

atteints de Progeria. L’utilisation de cellules iPS issues de cellules somatiques de patients 

HGPS, reprogrammées en hépatocytes, pourraient être une solution afin d’étudier plus en avant 

la sénescence du foie, en lien avec l’expression des miR-376a/b (activité de la β-galactosidase, 
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p16INK4a). De plus, dans une expérience préliminaire chez une souris de chaque groupe, 

différents autres organes/tissus ont été explorés (peau, poumon, testicules, muscle, cœur, 

cerveau) et nous n’avons pas mis en évidence de surexpression des miRs-376a-3p et 376b-3p 

notamment dans des tissus particulièrement touchés par la maladie, comme par exemple la peau 

et le cœur. Il est possible que ces miRNAs aient une expression tissu-spécifique. Les patients 

HGPS souffrent de complications ostéo-articulaires majeures. Il aurait été intéressant d’étudier, 

chez les souris HGPS, le profil d’expression des miRs-376a-3p et 376b-3p dans le tissu osseux. 

Dans des cellules cancéreuses osseuses, la restauration de l’expression du miR-376a-3p conduit 

à une diminution de la croissance tumorale (Herr et al., 2017).  

 Les miRNAs possèdent une place importante dans la régulation de la prolifération, du 

cycle cellulaire et de la sénescence, comme le montre par exemple une étude sur des MEFs 

Zmpste24-/- dans laquelle, le miR-342-5p et le miR-365 sont sous-exprimés par rapport à des 

souris WT. Après la transfection de ces miRNAs dans les MEFs Zmpste24-/-, la prolifération 

des cellules augmente et la sénescence cellulaire diminue pour ces 2 miRNAs. De plus, il est 

décrit pour le miR-342-5p, une augmentation du nombre de cellule en phase G2/M (Xiong et 

al., 2015; Zhang et al., 2017a). 

 À terme, en fonction des résultats obtenus in vitro sur les fibroblastes HGPS ou les 

cellules dérivées d’IPS HPGS (dont nous disposons dans notre Unité), nous pourrions envisager 

d’étendre in vivo notre étude sur miRs-376a-3p et -376b-3p dans notre modèle murin 

LmnaG609G/G609G, par exemple par l’étude des effets de l’injection de ces antimiRs sur le 

phénotype de ces souris, à l’échelle cellulaire et de l’organisme. 
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II . C ) Rôle des microARNs dans la Progeria de Hutchinson-Gilford et 

les syndromes apparentés : Analyses en NGS (Next-Generation 

Sequencing)  
 

 Plus récemment, nous avons réalisé une 2nde étude miRNome dans le cadre d’un projet 

financé par l’AFM, incluant l’étude combinée des ARNm et des lncARNs (longs ARNs non-

codants) par NGS (Séquençage Haut Débit) à partir des fibroblastes dermiques, de cellules iPS 

(Cellules Souches Pluripotentes induites) et dérivées d’iPS (MSCs). Cette étude a pour objectif 

d’identifier des voies moléculaires communes dérégulées dans la Progeria et les syndromes 

génétiques apparentés associés ou non à une accumulation de progérine (HGPS-like et APS – 

Cf Introduction) permettant d’envisager à terme de mêmes approches thérapeutiques. 

 Les culots cellulaires préparés en 2017-2018 ont été envoyés à la société Integragen, qui 

a réalisé l’extraction des ARNs totaux et leur séquençage. Concernant la préparation des culots 

cellulaires à partir des fibroblastes de patients, nous avons sélectionné les passages à partir 

desquels plus de 90% des noyaux des cellules exprimaient de la progérine 

(Immunofluorescence). Nous avons également réalisé un Western-Blot afin de renforcer les 

résultats de l’immunofluorescence et de quantifier les niveaux de progérine (Figure 62 A et B). 

Nous avons choisi d’inclure les fibroblastes de témoins à des passages aussi proches que 

possible de ceux des fibroblastes de patients. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 62 : Expression de la progérine dans les fibroblastes envoyés pour le séquençage en NGS 

A) Technique d’Immunofluorescence (Objectif x40) (Marquage à l’aide d’un anticorps anti-

progérine spécifique) 
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Figure 62 (suite) : Expression de la progérine dans les fibroblastes envoyés pour le séquençage 

en NGS B) Technique de Western-Blot (Détection à l’aide d’un anticorps anti-lamine A/C et d’un 

anticorps anti-progérine spécifique) 

 

 Les culots cellulaires d’iPSCs et de MSCs ont été préparés au sein de notre unité par la 

Plateforme de Reprogrammation et Différenciation cellulaire dirigée par le Dr. Frédérique 

Magdinier. L’ensemble du matériel fourni à la société Integragen est présenté dans le tableau 

6. Les résultats de cette étude actuellement disponibles proviennent de l’analyse des données 

du miRNome et du transcriptome (ARNm) issues du NGS à partir des fibroblastes dermiques 

de témoins, patients HGPS et HGPS-like. Seuls ces résultats seront présentés dans ce manuscrit. 

Les autres données sont en cours d’analyse.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 8 : Séquençage en NGS sur les culots cellulaires envoyés en 2017 (les culots 13-14042 et 

13090 ont été envoyés en 2018) par Integragen 
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C . 1 )  Résultats du miRNome réalisé à partir de fibroblastes issus de patients 

HGPS, HGPS-like et de témoins 
 

 L’analyse bio-informatique des données du NGS a été réalisée en collaboration avec le 

Dr Anaïs Baudot et son étudiante en Thèse, Elva Novoa. Nous avons identifié 693 miRNAs 

exprimés dans les fibroblastes (patients et témoins). En se basant sur la valeur du FDRa (False 

Discovery Rate) et du Fold Change, 6 miRs ont été identifiés comme surexprimés (Fold Change 

> 2) et 4 miRNAs comme sous-exprimés (Fold Change ≤ 0,5) dans les fibroblastes de patients 

progéroïdes (HGPS et HGPS-like) versus témoins.  

 À partir de ces 10 microARNs, nous avons réalisé une sélection basée sur des valeurs 

de CPM (Count-Per-Million), ainsi que sur l’homogénéité d’expression des miRNAs au sein 

d’un même groupe, c'est-à-dire groupe « Patients » et groupe « Témoins ».  

 Nous avons d’abord exclu de l’analyse les miRNAs pour lesquels le niveau d’expression 

était très faible (CPM <10), en considérant leur rôle fonctionnel probablement négligeable à ce 

faible niveau d’expression. L’homogénéité d’expression d’un miRNA a été également prise 

comme critère de sélection dans la mesure où, afin de pouvoir distinguer de manière franche le 

groupe de patients et le groupe de témoins, il était nécessaire qu’un miRNA soit exprimé de 

manière similaire chez les individus d’un même groupe, même si une différence statistique était 

retrouvée entre ces 2 groupes.  

 Afin d’illustrer les propos précédents, la figure 63 représente un microARN sélectionné 

et un microARN non sélectionné en fonction des critères énoncés ci-dessus. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 63 : Exemple du hsa-miR-210-3p sélectionné et hsa-miR-1-3p non sélectionné parmi les 

10 miRNAs différentiellement exprimés dans les fibroblastes de patients versus témoins. Le miR-

1-3p n’a pas été sélectionné en raison d’une expression très forte et isolée chez le patient HGPS-like. 

 

 

 
a Le FDR correspond à une normalisation de la p-value. Valeur seuil de FDR = 0,05. 
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 L’application de ces critères de sélection nous a permis de définir 5 miRs candidats 

parmi les 10 identifiés au départ sur des critères purement statistiques : miR-140-3p, miR-140-

5p, miR-210-3p, miR-424-3p et le miR-503-3p (Figure 64) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 64 : Sélection de 5 miRs candidats à partir de 10 miRs différentiellement exprimés de 

manière significative dans les fibroblastes de patients progéroïdes (en rouge ; miRs surexprimés ; 

en vert : miRs sous-exprimés). 

  

 Afin de confirmer les résultats obtenus par NGS, nous avons réalisé une RT-qPCR 

ciblée à partir des ARNs renvoyés après séquençage par la Société Integragen. Les miRNAs 

sont considérés comme surexprimés lorsqu’ils ont un Fold Change > 2 et sous-exprimés 

lorsqu’ils ont un Fold Change ≤ 0,5 (Cf. Partie ‘Matériels et Méthodes’ de l’article 

« Overexpressed miR-376a-3p and miR-376b-3p in Hutchinson-Gilford Progeria fibroblasts 

inhibit cell cycle, induce senescence and reduce progeria clearance through autophagy »). 

 Nous avons ensuite réalisé une étude bibliographique sur ces 5 miRs afin d’identifier 

leurs transcrits cibles et leurs rôles potentiels dans les voies physiologiques et/ou pathologiques 

en lien avec le vieillissement.  

 Nous ne présenterons dans ce manuscrit que quelques exemples de cibles de ces 

miRNAs, considérées comme pertinentes dans le contexte du vieillissement physiologique et 

pathologique (Figure 65). 
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Figure 65 : Exemples de cibles des 5 miRNAs candidats 

 

 Le miR-210-3p est exprimé dans des cellules rénales de rats et humaines en réponse à 

l’hypoxie via des facteurs de transcriptions (HIFs pour Hypoxia-Inducible Factors) (Liu et al., 

2017) et cible directement le transcrit de la protéine apoptotique BINP3 (Bcl-2 adenovirus E1B 

19kDa-interacting protein 3). Dans des cellules cancéreuses humaines prostatiques, le miR-

210-3p cible de manière directe la protéine SOCS1 (Suppressor Of Cytokine Signaling Protein 

1) qui est impliquée dans l’inhibition de la voie NF-κB. Précédemment, nous avons vu que les 

fibroblastes HGPS présentaient une suractivation de cette voie et la surexpression du miR-210-

3p pourrait participer à son activation. Ce miR est également impliqué dans les phénomènes de 

migration et d’invasion des cellules cancéreuses (Ren et al., 2017). 

 Wu et al. montrent que le miR-503-3p cible directement la sous-unité catalytique α de 

la PKA, la PRKACA (Protein Kinase CAMP-activated catalytic subunit alpha) dans des 

cellules cancéreuses humaines (cancer de l’œsophage). La PKA fait partie de la voie de 

signalisation PKA/mTOR inhibant l’autophagie (Wu et al., 2018). Le miR-503-3p diminue la 

prolifération et le phénomène de métastase des cellules par l’activation de l’autophagie. Dans 

des cellules cancéreuses humaines du poumon, le miR-503-3p inhibe directement une autre 

cible : p21. En régulant cette cible, ce miR induit une inhibition de la prolifération et une 

altération du cycle cellulaire (Sun et al., 2017). 

 Le gène du miR-424-3p fait partie du même cluster de gènes que celui du miR-503-3p. 

Dans des cellules épithéliales mammaires humaines, ces 2 miRs ciblent directement la Cdc25a. 
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La surexpression de ces miRs conduit à un arrêt du cycle cellulaire en phase G1. Dans cette 

même étude, il a été montré que l’inhibition de la voie TGF-β induisait la diminution de 

l’expression de ces miRs qui était accompagnée d’une élévation de la quantité de Cdc25a 

(Llobet-Navas et al., 2014).  

 Zhu et al., montrent que le miR-140-3p cible directement c-Myba et Bcl-2b dans des 

cellules artérielles humaines fémorales. Sa surexpression conduit à une diminution de la 

prolifération cellulaire ainsi qu’à une induction de l’apoptose (Zhu et al., 2018).  

 Le miR-140-5p cible, dans des cellules souches humaines du tendon, le transcrit de la 

protéine Pin1c, qui régule de manière négative la sénescence cellulaire (Chen et al., 2015). La 

surexpression du miR-140-5p dans les fibroblastes HGPS pourrait participer à l’activation et/ou 

au maintien de la sénescence de ces cellules. Dans une autre étude, deux autres cibles directes 

de ce miR ont été identifiées : Nrf2 et Sirt2 dans des cellules endothéliales humaines. Ces 

protéines interviennent dans la voie du stress oxydant en induisant la synthèse de protéines 

anti-oxydantes (Liu et al., 2018). La voie de l’autophagie est également régulée par ce miR. 

En effet, dans des plasmocytes humains de myélome multiple résistants au melphaland, Lu et 

al., montrent que le miR-140-5p est surexprimé et qu’il inhibe directement la protéine ATG14 

impliquée dans l’autophagie (Lu et al., 2018). Le miR-140-5p est également impliqué dans la 

différenciation ostéoblastique et adipocytaire. En effet, il régule le développement du tissu 

osseux et cartilagineux en inhibant le processus d’ostéogenèse de MSC humaines en ciblant 

directement la protéine BMP2 (Bone Morphogenetic Protein 2) (Hwang et al., 2014). Dans son 

étude, Luo et al. montrent que le miR-140-5p est régulé positivement en réponse au calcitriole. 

Le calcitriol exerce ses effets biologiques via son récepteur, le VDR (Vitamine D Receptor) qui 

est un facteur de transcription. Lorsque le VDR est inhibé par un siRNA, le taux de miR-140-

5p diminue et l’expression des protéines appartenant à la voie de la MAPK augmente (Luo et 

al., 2018). Les adipocytes proviennent de la même cellule souche mésenchymateuse que les 

ostéoblastes. De ce fait, le miR-140-5p pourrait peut-être également jouer un rôle dans la 

différenciation des adipocytes. Par exemple, dans des cellules progénitrices murines, le miR-

140-5p inhibe de manière directe la protéine TGFBR1 (Transforming Growth Factor Beta 

Receptor I) impliquée dans le processus de différenciation adipocytaire (Zhang et al., 2015b). 

 
a Facteur de transcription impliqué notamment dans la régulation du cycle cellulaire et la prolifération 
b Protéine anti-apoptotique 
c Cette protéine joue un rôle notamment dans la progression du cycle cellulaire et la survie des cellules. 
d Le melphalan est un agent alkylant utilisé dans certains protocoles de chimiothérapies. 
e Le Calcitriol ou 1,25-dihydroxycholécalciférol est la forme active de la vitamine D. 
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 Dans notre étude, les miR-424-3p et miR-503-3p sont sous-exprimés dans les 

fibroblastes de patients HGPS et HGPS-like par rapport aux fibroblastes de témoins et les miR-

210-3p, -140-3p et -140-5p sont surexprimés. Ces 5 miRs semblent représenter des miRs 

candidats pertinents car ils sont impliqués dans des voies moléculaires altérées dans la Progeria 

et les syndromes apparentés, telles que l’apoptose, la sénescence, le stress oxydant, 

l’inflammation, l’autophagie et la prolifération cellulaire. Des tests fonctionnels sont 

maintenant nécessaires afin de valider ces miRs en tant qu’acteurs impliqués dans la 

physiopathologie de la Progeria et des syndromes apparentés. 

 

C . 2 )  Résultats du Transcriptome réalisé à partir de fibroblastes issus de 

patients HGPS, HGPS-like et de témoins 

 

 L’analyse de 16 989 transcrits par NGS dans les fibroblastes de patients a montré que 

233 ARNm, basés sur la valeur de leur FDRa, étaient différentiellement exprimés dans les 

fibroblastes de patients versus les fibroblastes de témoins. Parmi eux, 139 ARNm sont 

surexprimés (Fold Change > 2) et 94 ARNm sont sous-exprimés (Fold Change < 0,5).  

 À partir de ces 233 transcrits, nous avons réalisé une 1ère sélection basée sur des valeurs 

de TPM (Transcrits Par Million), ainsi que, comme vu précédemment pour les miRs, sur 

l’homogénéité d’expression des ARNm au sein d’un même groupe (Figure 66). 

 Afin d’illustrer les propos précédents, j’ai sélectionné 3 représentations montrant un 

ARNm sélectionné et 2 ARNm non sélectionnés en fonction des critères énoncés ci-dessus 

(Figure 67). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
a Valeur seuil de FDR = 0,05 
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Figure 66 : Exemple des transcrits RP11-138I17.1 et TNS3 non sélectionnés et du transcrit KRT19 

sélectionné parmi les 233 transcrits différentiellement exprimés dans les fibroblastes de patients 

versus témoins. (RP11-138I17.1 non sélectionné à cause du niveau d’expression très faible. TNS3 non 

sélectionné à cause de la non-homogénéité d’expression du transcrit chez les témoins) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 67 : Sélection de 11 ARNm candidats à partir de 233 ARNm différentiellement exprimés 

de manière significative dans les fibroblastes de patients progéroïdes (en rouge : ARNm 

surexprimés ; en vert : ARNm sous-exprimés). 

  

 À partir de ces critères, nous avons sélectionné 25 ARNm surexprimés et 20 ARNm 

sous-exprimés. Par la suite, nous avons réalisé une 2nde sélection basée cette fois-ci sur une 

étude bibliographique orientée sur l’implication de ces transcrits dans les voies physiologiques 

et/ou pathologiques en lien avec le vieillissement. 
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 Les données bibliographiques nous ont permis de sélectionner 5 ARNm surexprimés 

(EDIL3, OLFM2, SCUBE3, PCNP, MFGE8) et 7 ARNm sous-exprimés (ALDH1A1, 

COLEC12, TBX3, SLIT2, KRT19, MEIS1, DHCR24). J’ai réalisé une RT-qPCR ciblée à 

partir des mêmes ARNs renvoyés par la Société Integragen, afin de valider les résultats obtenus 

par NGS. Un des 5 ARNm, identifié comme surexprimés en NGS, n’a pas été confirmé comme 

dérégulé par RT-qPCR : il s’agit de PCNP, qui n’a donc pas été retenu pour la suite de l’étude. 

 

 L’analyse bibliographique a permis de mettre en évidence les fonctions suivantes, 

potentiellement en rapport avec la physiopathologie de la Progeria et des syndromes apparentés. 

 

• Prolifération cellulaire / Cycle cellulaire 

 La protéine EDIL3 (Epidermal growth factor-like repeats and Discoidin I Like domain 

3) stimule la différenciation des ostéoblastes en interagissant notamment avec la voie 

α5β1/ERK/Runx2 (Oh et al., 2017). L’inhibition d’Edil3 dans des cellules endothéliales 

rétiniennes humaines conduit à une diminution de la prolifération, à un arrêt du cycle cellulaire 

en phase G1 et à une diminution des Cyclines D1 et E1 (Shen et al., 2017).  

 Dans des cellules de chondrosarcome, TBX3 (T-box transcription factor 3) est décrit 

comme ciblant de manière directe la p21. L’inhibition de p21 par TBX3 conduit à une 

diminution de la prolifération des cellules (Willmer et al., 2016). 

 SLIT2 inhibe la voie signalisation de VEGF-Notch et induit une diminution de la 

prolifération et de la migration des cellules endothéliales (Li et al., 2017). L’inhibition de SLIT2 

dans des cellules cancéreuses gastriques conduit à une activation de la voie AKT/β-caténine 

(élévation de c-Myc et Cycline D1 par exemple), à une diminution de l’apoptose, à une 

augmentation de la migration et de l’invasion des cellules (Shi et al., 2014b). 

 KRT19 (Keratin 19) est une protéine interagissant avec la β-caténine dans la voie de 

signalisation Notch dans des cellules cancéreuses mammaires. La surexpression induite de 

KRT19 induit une diminution de la prolifération cellulaire, de la migration et de l’invasion ainsi 

que de la résistance aux traitements médicamenteux dans des cellules présentant un phénotype 

de cellules souches cancéreuses (Saha et al., 2018, 2017). 

 Dans des cardiomyocytes de rats, MEIS1 induit une augmentation de l’expression de 

CDKIs, dont p16 et p21, responsable d’un arrêt du cycle cellulaire (Mahmoud et al., 2013). 
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• Transcription génique 

 Au cours de la différenciation de MSCs humaines en cellules du muscle lisse, induite 

par le facteur TGF-β (Transforming Growth Factor), la protéine OLFM2 (Olfactomedin 2) 

s’accumule dans le noyau et joue le rôle de co-facteur nucléaire en se liant notamment au facteur 

de transcription SRF (Serum Response Factor). Cette interaction participe à la diminution de 

l’interaction entre SRF et HERP1 et de son expression. HERP1 inhibe la transcription de gènes 

dont ceux impliqués dans la différenciation du muscle lisse (Shi et al., 2014a). Dans des cellules 

du muscle lisse aortique de rat, HERP1 est une cible de Notch (Iso et al., 2002). 

 

• Cancérogenèse 

 L’inhibition de SCUBE3, dans des cellules de cancer du poumon et dans un modèle de 

xénogreffe de cellules d’adénocarcinome pulmonaire à des souris immunodéprimées, inhibe la 

migration et l’invasion des cellules cancéreuses. La protéine Scube3 peut également, via son 

extrémité C-terminale clivée, moduler les récepteurs au facteur TGF-β1 et intervenir dans 

d’autres processus cellulaires comme par exemple la transition épithélio-mésenchymateuse 

(EMT), le remodelage de la matrice extracellulaire, l’angiogenèse…(Wu et al., 2011). 

 

• Inflammation 

 Une réponse inflammatoire est induite lors de l’interaction entre la bactérie Helicobacter 

pylori et la protéine transmembranaire COLEC12 (Collectin subfamily member 12) des cellules 

du tissu gastrique. Cette inflammation est caractérisée par la libération de PGE2 (Prostaglandine 

E2) par les cellules stromales gastriques induisant la libération d’IL-23 par les cellules 

dendritiques de la muqueuse gastrique (Chang et al., 2018). 

 

• Stress oxydant 

 MFGE8 (Milf Fat Globule-Epidermal growth factor 8) est une protéine impliquée dans 

la protection anti-oxydante au cours de l’inflammation neuronale induite par les LPS 

(lipopolysaccharides). Un pré-traitement avec MFGE8 réduit l’effet oxydant des LPS : 

augmentation de Nrf-2, diminution de la quantité de ROS, augmentation d’enzymes anti-

oxydantes (GSH : glutathion, SOD) (Li et al., 2019) … 

 Dans des cellules cancéreuses ovariennes, un taux élevé de ALDH1A1 (Aldéhyde 

déhydrogénase 1A1) induit une activation du facteur de transcription NRF2 (Nuclear Factor 

Erythroid 2) via l’activation de la voie de la p62 (Kim et al., 2018). NRF2 est impliqué dans la 



133 

 

réponse au stress oxydant en activant la transcription de gènes codant notamment des enzymes 

anti-oxydantes. 

 Dans un modèle murin de cardiomyopathie dilatée, DHCR24 (24-Dehydrocholesterol 

reductase) active la voie de la PI3K et diminue l’apoptose des myocytes (Dong et al., 2018). 

Dans des neurones primaires et des cellules de neuroblastome, DHCR24 participe à la 

protection contre le stress oxydant. Une exposition aigue au stress oxydant augmente 

l’expression de DHCR24, ce qui est associé à une augmentation de la synthèse de cholestérol, 

conférant une résistance au stress oxydant (Kuehnle et al., 2008). Des expériences ont montré 

que la teneur en cholestérol de la membrane plasmique de cellules endothéliales participait à la 

réponse au stress oxydant via la voie de la MAP/ERK  (Yang et al., 2006). Par ailleurs, le niveau 

de DHCR24 est diminué lors d’une exposition chronique au stress oxydant, associée à une 

diminution du niveau de p53 (Kuehnle et al., 2008). 
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C . 3 )  Discussion et perspectives 

 

 Nous avons réalisé une étude globale associant miRNome et transcriptome en NGS, à 

partir de fibroblastes dermiques, de cellules iPS et dérivées d’iPS (MSC) de patients atteints de 

syndromes progéroïdes (dont 4 patients HGPS, 1 HGPS-like et 1 APS) et de 3 témoins, dans le 

but de mettre en évidence des dérégulations communes à ces syndromes progéroïdes. Les 

objectifs de ce projet sont 1/ d’analyser les données obtenues à partir du NGS pour identifier 

des miRs et des transcrits d’intérêt ; 2/ à partir de modèles in vitro et d’un modèle murin, de 

réaliser des études fonctionnelles pour des miRNAs et des transcrits sélectionnés afin de 

comprendre leur implication dans la physiopathologie de la Progeria et des syndromes 

apparentés ; 3/ d’évaluer ces miRNAs et ces transcrits en tant que nouvelles cibles 

thérapeutiques. 

Pour répondre au 1er objectif, une analyse des données issues du NGS a été réalisée avec 

l’aide de la plateforme de Bioinformatique et de Génomique de notre unité, dirigée par le Dr. 

Valérie Delague, suivie d’une analyse bibliographique afin d’identifier des microARNs, des 

transcrits et des voies métaboliques dérégulés communément à la Progeria et aux syndromes 

apparentés, en s’appuyant sur la biologie des systèmes. 

J’ai déjà initié ce travail par l’analyse des données sur des fibroblastes dermiques issus 

de patients Progeria et syndromes apparentés. Nous avons identifié 5 miRNAs (parmi lesquels 

3 sont surexprimés et 2 sous-exprimés) et réalisé une étude bibliographique afin d’évaluer 

l’implication de ces derniers dans le vieillissement. Parmi ces 5 candidats, nous avons choisi de 

sélectionner le miR-140-5p pour la suite de notre projet sur la base des données scientifiques à 

disposition dans la littérature, en lien avec les altérations moléculaires et le phénotype clinique 

des syndromes progéroïdes : la sénescence, l’autophagie, la différenciation adipocytaire et 

osseuse ainsi que le stress oxydant. Concernant les ARNm candidats, nous avons sélectionnés 

12 ARNm (dont 5 sont surexprimés et 7 sous-exprimés) parmi lesquels 3 d’entre eux (MFGE8, 

DHCR24 et ALDH1A1) sont impliqués dans le stress oxydant, un des mécanismes moléculaires 

à l’origine de la sénescence prématurée.  

Sur la base des données du séquençage NGS, nous avons recherché des liens directs 

entre les miRNAs et les ARNm identifiés comme dérégulés dans notre étude, en regardant par 

exemple si les ARNm sous-exprimés n’étaient pas des cibles décrites de miRNAs surexprimés, 

et inversement. Un réseau d’interactions miRNAs/ARNm à partir des bases de données 

d’interactions prédites et prouvées a été réalisé par l’équipe du Dr Anaïs Baudot et n’a montré 

aucun lien entre la dérégulation des miRNAs et celle des ARNm. Cette absence de lien pourrait 
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paraître surprenante, mais on sait que, chez les mammifères, le mécanisme de régulation 

largement majoritaire est une inhibition de la traduction protéique de l’ARNm cible par les 

microARNs, cet ARNm n’étant pas dégradé. En d’autres termes, les ARNm cibles des miRNAs 

dérégulés ont probablement une expression conservée par rapport aux témoins. L’étude de 

l’impact de ces dérégulations de pourra se faire qu’au niveau protéique. 

La suite de ce projet va maintenant consister à étudier ces candidats in vitro et in vivo 

afin d’évaluer leurs rôles dans la physiopathologie de la Progeria et des syndromes apparentés, 

à l’aide de tests fonctionnels. Nous disposons au laboratoire de modèles cellulaires issus de 

témoins et de patients tels que des fibroblastes dermiques, des cellules iPS et dérivées (MSCs 

et VSMCs). 

 Pour le miR-140-5p, nous souhaitons en particulier étudier in vitro, dans le contexte des 

syndromes progéroïdes, son rôle sur le stress oxydant (mesure de la production de ROS par la 

détection de H2O2 ; détection de la peroxydation lipidique ; mesure de la quantité de glutathion 

réduit…) et sur la sénescence cellulaire (test de la β-galactosidase acide et dosage de la protéine 

p16). Le ou les modèles utilisés pourront être des fibroblastes de témoins transfectés avec un 

mimic miR-140-5p pour reproduire la surexpression observée chez les patients et/ou des 

cellules de patients transfectées avec un antimiR, pour inhiber l’action de ce miR sur ces cibles. 

Nous étudierons également l’impact du miR-140-5p sur la différenciation du tissu osseux et 

adipocytaire à l’aide de cellules iPS générées sur la plateforme de notre unité (dosages de 

marqueurs et colorations spécifiques des cellules osseuses (ostéoblastes, chondroblastes) et/ou 

adipocytaires…).  

 L’étude in vitro du rôle des transcrits MFGE8, DHCR24 et ALDH1A1 dans la voie du 

stress oxydant sera également réalisée, après modulation de leur expression, avec ou sans 

traitements des cellules par des oxydants ou anti-oxydants, afin d’identifier un potentiel lien 

entre ces ARNm et le stress oxydant dans ces pathologies.  

 Afin de confirmer ces résultats in vitro, nous réaliserons des études in vivo sur le modèle 

murin LmnaG609G/G609G développé dans notre unité, reproduisant fidèlement l’anomalie 

moléculaire avec production de progérine et le phénotype clinique. D’autres tests fonctionnels 

seront également réalisés, en fonction des mécanismes moléculaires ciblés par les autres 

transcrits identifiés comme dérégulés par l’analyse NGS.  

 Parallèlement à l’étude miRNome et transcriptome réalisée sur les fibroblastes de 

patients progéroïdes et de témoins, nous avons pour autre perspective d’analyser les données 

du NGS à partir des cellules iPS et des cellules dérivées d’iPS, les MSCs, dont les culots 

cellulaires ont été envoyés en même temps que ceux des fibroblastes dermiques. Nous 
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comparerons ainsi les données obtenues dans chaque type cellulaire, afin d’identifier ou non 

d’éventuels dérégulations communes. En cas de dérégulation de l’expression des microARNs 

et/ou des ARNm dans les iPS et MSCs issues de patients, il est possible que les résultats soient 

différents de ceux obtenus avec les fibroblastes étant donné que l’expression des miRs et des 

d’ARNm peut être dépendante du type cellulaire et du niveau de différenciation. 

 De plus, l’identification de lncRNAs à partir de ces 3 types de cellules reste à réaliser. 

Les lncRNAs sont de longs ARNs de plus de 200 nucléotides ne codant pas des protéines. À 

l’heure actuelle, quelques lncRNAs ont été décrits avec précision dans la littérature et 

représentent un nouveau champ d’étude. Il ressort que ces lncRNAs seraient des régulateurs de 

l’expression génique via divers mécanismes : organisation structurale de la chromatine, 

recrutement de facteurs de transcriptions, modulation de l’épissage alternatif, stabilisation des 

ARNm, interaction avec les miRNAs, modulation de la traduction…(Fernandes et al., 2019; 

Romero-Barrios et al., 2018). Fu et al décrivent dans des cellules hépatiques humaines, une 

compétition entre le lncRNA-ATB (lncRNA-activated by TGF-β) et le miR-425-5p vis-à-vis 

de transcrits comme par exemple SMAD2. La surexpression du lncRNA-ATB induit 

notamment une surexpression du transcrit SMAD2 (impliqué dans la régulation de la 

transcription) accompagnée d’une diminution du miR-425-5p et inversement. Ce lncRNA-ATB 

est fortement exprimé dans le foie et le plasma de patients atteints d’hépatite C et est corrélé 

avec le degré de fibrose hépatique (Fu et al., 2016). Dans des cellules humaines péritonéales, la 

surexpression du lncRNA AV310809 induit une augmentation de la β-caténine. Cette protéine 

est un activateur transcriptionnel appartenant à la voie de signalisation Wnt2/ β-caténine qui 

intervient par exemple dans le phénomène d’EMT des cellules cancéreuses, la fibrose… (Wei 

et al., 2019). Dans des cellules progénitrices hépatiques murines, la surexpression du lncRNA 

MALAT1 active la voie de signalisation Wnt : augmentation de l’expression de la β-caténine, 

de C-Myc et de la Cycline D1. Ce lncRNA conduit également à la surexpression de SRSF1 

impliquée dans le phénomène d’épissage du gène LMNA (Malakar et al., 2017). 

 L’identification d’une dérégulation dans l’expression de lncARNs dans les cellules de 

patients atteints de Progeria et de syndromes apparentés serait particulièrement intéressante 

dans la mesure où ceux-ci n’ont jamais été étudiés dans ces pathologies et qu’ils pourraient 

apporter de nouvelles pistes d’étude dans la physiopathologie de la Progeria et des syndromes 

apparentés. 

 À plus long terme, les données issues du NGS et l’identification de miRs et de transcrits 

candidats pourront mener à l’évaluation de drogues ciblant ces transcrits in vitro et in vivo sur 
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les modèles cellulaires cités plus haut et sur le modèle murin de Progeria disponibles au 

laboratoire. 

 Ces travaux sont donc destinés à bénéficier à terme aux patients, en identifiant des voies 

de signalisation communes dérégulées dans ces syndromes progéroïdes apparentés, afin de 

proposer de nouvelles approches thérapeutiques dans ces maladies au pronostic sombre. 
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CHAPITRE III : Conclusion générale 
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 À travers ce projet, nous avons mis en évidence des microARNs dérégulés dans la 

Progeria de Hutchinson-Gilford, dont les miRs-376a-3p, -376b-3p et -140-5p. Ces derniers sont 

surexprimés dans les fibroblastes de patients HGPS et pour les miRs-376a/b, leur surexpression 

induite in vitro dans des fibroblastes de témoin a montré qu’ils avaient un rôle de régulateur 

négatif sur le cycle cellulaire et la prolifération en induisant un état de sénescence. Leur 

inhibition pourrait conduire à une levée d’inhibition exercée par ces miRNAs sur ces voies 

impliquées dans le vieillissement. D’autres miRs sont dérégulés dans les fibroblastes de patients 

HGPS, notamment le miR-140-5p, surexprimé dans les fibroblastes de patients HGPS et HGPS-

like, qui pourrait avoir un rôle dans la dérégulation du stress oxydant décrit dans ces cellules 

mais également dans la sénescence, l’autophagie et la différenciation adipocytaire et osseuse. 

D’autres molécules sont dérégulées à la fois dans les fibroblastes de patients HGPS et de 

patients atteints de syndromes progéroïdes en particulier des ARNm codant des facteurs 

impliqués dans la régulation du stress oxydant : MFGE8, DHCR24 et ALDH1A1.  

L’ensemble de ces résultats ouvre de nombreuses perspectives à la fois pour une 

meilleure compréhension de ces maladies rares au pronostic très sombre et pour identifier de 

nouvelles cibles thérapeutiques (Figure 68). Ils offrent également une opportunité de mieux 

connaître le vieillissement au sens large permettant peut-être dans le futur de mieux contrôler 

ses effets délétères associés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 68 : Hypothèse physiopathologique dans la Progeria impliquant les miR-376a-3, -376b-3p 

et 140-5p et d’une potentielle thérapeutique basée sur l’administration d’antimiRs dirigés contre 

ces miRNAs  
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3APHM, Hôpital la Timone, D�epartement

de G�en�etique M�edicale, Marseille, France

Correspondence

Patrice Roll, INSERM/AMU U1251, MMG,

Aix Marseille University, Marseille, France.

Email: patrice.roll@univ-amu.fr

Summary

Hereditary and sporadic laminopathies are caused by mutations in genes encoding

lamins, their partners, or the metalloprotease ZMPSTE24/FACE1. Depending on the

clinical phenotype, they are classified as tissue-specific or systemic diseases. The lat-

ter mostly manifest with several accelerated aging features, as in Hutchinson–Gil-

ford progeria syndrome (HGPS) and other progeroid syndromes. MicroRNAs are

small noncoding RNAs described as powerful regulators of gene expression, mainly

by degrading target mRNAs or by inhibiting their translation. In recent years, the

role of these small RNAs has become an object of study in laminopathies using

in vitro or in vivo murine models as well as cells/tissues of patients. To date, few

miRNAs have been reported to exert protective effects in laminopathies, including

miR-9, which prevents progerin accumulation in HGPS neurons. The recent litera-

ture has described the potential implication of several other miRNAs in the patho-

physiology of laminopathies, mostly by exerting deleterious effects. This review

provides an overview of the current knowledge of the functional relevance and

molecular insights of miRNAs in laminopathies. Furthermore, we discuss how these

discoveries could help to better understand these diseases at the molecular level

and could pave the way toward identifying new potential therapeutic targets and

strategies based on miRNA modulation.
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1 | LAMINS AND LAMINOPATHIES

Lamins are type V intermediate filament proteins specifically

expressed in the nucleus of eukaryotic cells. They are divided into

A-type and B-type families. LMNA encodes A-type lamins produced

by alternative splicing of its pre-mRNA. The two major isoforms of

this A-type include lamin A and lamin C, but minor isoforms have

also been described: lamin AD10, lamin C2 (Furukawa, Inagaki &

Hotta, 1994; Lin & Worman, 1993; Machiels et al., 1996), and more

recently LMNAD447 and LMNAD297 (DeBoy et al., 2017). Lamins A

and C are mainly expressed in the nucleus of differentiated somatic

cells. Concerning B-type lamins, LMNB1 encodes lamin B1, whereas

LMNB2 encodes lamins B2 and B3 by alternative splicing (Elkhatib

et al., 2015; Furukawa et al., 1994; Feng Lin & Worman, 1995).

Lamins B1 and B2 are expressed in nearly all somatic cells, while

lamin B3 is a specific spermatid type.

B-type lamins and the lamin A are produced as precursors forms

called “prelamins,” which undergo several maturation steps before

their importation into the nucleus. Firstly, the cysteine of the CAAX

box in the C-terminal domain of these prelamins is farnesylated by a

farnesyltransferase. This process leads to the prelamin anchoring into

the endoplasmic reticulum membrane on its cytosolic leaflet. Sec-

ondly, the AAX sequence is cleaved by FACE1/ZMPSTE24 or by

FACE2/Rce1. Thirdly, the cysteine residue on which the farnesyl

group was previously fixed is carboxymethylated by a isoprenylcys-

teine carboxyl methyltransferase (Cau et al., 2014). After this step,

B-type lamins are mature and remain farnesylated. As they carry a

nuclear localization signal (NLS) in their tail domain, they are

imported through the nuclear pore complex (NPC) and remain

anchored in the inner nuclear membrane (INM) of the nuclear enve-

lope. For this reason, mature lamins B (B1, B2 and B3) are only pre-

sent in the nuclear lamina, a protein meshwork at the nuclear

periphery, close to the INM. Prelamin A undergoes a fourth and last

maturation step, corresponding to the cleavage of the 15 C-terminal

amino acids by the metalloproteinase FACE1/ZMPSTE24. Lamin C, a

splicing variant of lamin A missing the 98 carboxy terminal amino

acids, is directly translated into a mature protein. As mature lamin A

and lamin C are not farnesylated, they are not directly anchored in a

membrane. They bear an NLS leading to their importation into the

nucleoplasm. In the nucleus, lamins A and C are constituents of the

nuclear matrix: (i) the lamina where they interact with B-type lamins,

with several nuclear envelope transmembrane partner proteins

(NETs) of the INM and with the NPC, and (ii) the internal nuclear

meshwork forming a component of the nucleoskeleton (Cau et al.,

2014; Gruenbaum & Foisner, 2015; Turgay et al., 2017). This lamin

meshwork plays a major role in cell structure by conferring the archi-

tecture of the nucleoplasm and maintaining the nuclear shape

(Ungricht & Kutay, 2017). Lamins are essential for chromatin organi-

zation via the lamin-associated domains (LAD), which are genomic

regions that make contact with the nuclear lamina (van Steensel &

Belmont, 2017). Lamins are also involved in many nuclear functions,

such as gene expression, DNA replication, and repair (Gruenbaum &

Foisner, 2015; Naetar, Ferraioli & Foisner, 2017). A-type lamins are

involved in mechanosignaling and mechanosensing and contribute to

nuclear stiffness, whereas B-type lamins are involved in nucleus elas-

ticity.

The importance of lamins in many physiological mechanisms

explains the wild spectrum of diseases linked to these proteins.

Hereditary laminopathies are therefore caused by mutations in genes

encoding lamins (primary forms) or proteins implicated in their matu-

ration, such as ZMPSTE24, and in genes encoding their partners

(secondary forms; Schreiber & Kennedy, 2013; Worman, 2012; Wor-

man & Bonne, 2007). Laminopathies can also be acquired. For exam-

ple, they can have an iatrogenic origin, as in HIV patients treated

with protease inhibitors. Most molecules of this class inhibit

ZMPSTE24 function, resulting in the blockage of prelamin A matura-

tion and its accumulation in nuclei, leading to clinical manifestations

of lipodystrophy syndrome (B�er�eziat et al., 2011; Caron et al., 2007;

Coffinier et al., 2008; Miranda et al., 2007).

The first hereditary laminopathy described was Emery–Dreifuss

muscular dystrophy in 1999 (Bonne et al., 1999). Since then, the

number of these diseases has increased. Mutations in LMNA or

ZMPSTE24 cause many different phenotypes, which can be classified

in multisystem diseases or tissue-specific phenotypes (Worman,

2012; Worman & Bonne, 2007). Table 1 summarizes this classifica-

tion: The multisystem diseases correspond mostly to accelerated

aging disorders including progeria and other progeroid syndromes,

whereas the tissue-specific diseases contain lipodystrophic syn-

dromes, striated muscle diseases, and an axonal peripheral neuropa-

thy. It is of note that overlapping phenotypes exist, such as

mandibuloacral dysplasia, which is a combination of progeroid disor-

der and partial lipodystrophy (Agarwal, Kazachkova, Ten & Garg,

2008). Mutations in B-type lamins have also been described, enlarg-

ing the field of laminopathies. Thus, heterozygous mutations in

LMNB2 have been reported to predispose to the development of

acquired partial lipodystrophy (APLD), also called “Barraquer-Simons

syndrome” (Hegele et al., 2006), and duplication of LMNB1 leads to

adult-onset autosomal-dominant leukodystrophy (ADLD; Padiath

et al., 2006).

2 | MICRORNAS

MicroRNAs (miRNAs) are small noncoding RNAs of 18–25 nucleo-

tides (nt) in length. The first described was lin-4 in C. elegans in

1993 (Lee, Feinbaum & Ambros, 1993). To date, the specific data-

base miRbase lists 2,588 mature miRNAs for Homo sapiens (hsa; Grif-

fiths-Jones, Grocock, van Dongen, Bateman & Enright, 2006), and

66,160 articles are referenced in PubMed using the keyword “mi-

croRNA,” with a spectacular increase for 10 years. miRNA genes are

present in intergenic regions with an independent promoter (52%), in

introns (40%), or less frequently in exons (8%). In these last two

cases, the expression of the miRNA is linked to transcription of the

host gene (Hsu et al., 2006; Rodriguez, Griffiths-Jones, Ashurst &

Bradley, 2004). To become mature, miRNAs need to undergo several

post-transcriptional modifications. Initially, the miRNA is transcribed
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by RNA polymerase II as a large primary transcript (>1 kb) called

“pri-miRNA.” The pri-miRNA is recognized by the microprocessor

complex, which contains DGCR8 and the RNase III enzyme Drosha

(Denli, Tops, Plasterk, Ketting & Hannon, 2004; Han et al., 2004). In

the nucleus, Drosha cleaves the pri-miRNA into a 70 nt stem-loop

precursor called “pre-miRNA” (Lee et al., 2003). The pre-miRNA is

then exported to the cytoplasm using exportin 5 and the small Ran

GTPase (Bohnsack, Czaplinski & Gorlich, 2004; Yi, Qin, Macara &

Cullen, 2003). In the cytoplasm, the pre-miRNA is therefore cleaved

by the endonuclease Dicer into a � 25 nt duplex miRNA (Hutv�agner

et al., 2001). This duplex is bound by the Argonaute protein (AGO)

in a complex called “RNA-induced silencing complex” (RISC), which

eliminates one strand of the duplex to conserve the guide strand

corresponding to the mature �25 nt miRNA (Kobayashi & Tomari,

2016). This mature miRNA, retained in RISC, recognizes the target

transcripts by complementarity to the seed region of the miRNA.

This 50 region of the miRNA, corresponding to 2 to 7 nt, is essential

to target messenger RNAs (mRNAs), mostly in their 30 untranslated

transcript region (30UTR). More rarely, this targeting could also be

localized in the 50UTR or in the open reading frame (ORF) of mRNAs

(Bartel, 2009; Helwak, Kudla, Dudnakova & Tollervey, 2013). The

interaction between the miRNA and the target mRNA forms a Wat-

son–Crick pair, resulting in the inhibition of protein synthesis,

depending on the pairing of the miRNA and its target. If the pairing

is perfect, AGO generates an endonucleolytic cleavage leading to

mRNA degradation. If mismatches are present, the mRNA can be

deadenylated and then degraded or undergoes translational repres-

sion (Jonas & Izaurralde, 2015; Pasquinelli, 2012). Even if miRNAs

are mostly described to repress gene expression, miRNAs can also

upregulate expression of target genes (Mortensen, Serra, Steitz &

Vasudevan, 2011; Oldenburg et al., 2017; Vasudevan, Tong & Steitz,

2007). Moreover, miRNAs can regulate gene expression at the tran-

scriptional level after their nuclear reimportation and hybridization in

promoter regions of these genes (Place, Li, Pookot, Noonan &

Dahiya, 2008). For these reasons, miRNAs are currently known as

powerful regulators of gene expression. One miRNA has the ability

to interact with many target mRNAs and to regulate their expression

(Gennarino et al., 2012; Helwak et al., 2013; Hendrickson et al.,

2009; Tsang, Ebert & van Oudenaarden, 2010). Currently, 64% of

the human miRNAs belong to seed families, which correspond to

microRNAs sharing the same or a highly similar seed region (Kozo-

mara & Griffiths-Jones, 2011). As the seed region is essential to rec-

ognize mRNA, several microRNAs can target the same mRNA and

therefore act together to modulate the expression of this mRNA

(Guo, Ingolia, Weissman & Bartel, 2010; Hausser & Zavolan, 2014;

Hendrickson et al., 2009). Since their discovery, miRNAs have been

described in an impressing list of physiological and pathological path-

ways (Hammond, 2015). For example, miRNAs are central players

during development (e.g., neural or cardiac; Abernathy & Yoo, 2015;

Porrello, 2013; Reinhart et al., 2000) or immunity (Zhu, Pan & Qian,

2013). They play an important role in all cellular processes, such as

cell proliferation (Johnson et al., 2007; Navarro & Lieberman, 2010),

differentiation (Navarro & Lieberman, 2010), and apoptosis

(Ghodgaonkar et al., 2009). They have been largely studied in cancer,

in which they are described to function as oncogenes or tumor sup-

pressor genes and are grouped under the term “oncomiRs” (Bracken,

Scott & Goodall, 2016; Hayes, Peruzzi & Lawler, 2014). Several

miRNAs are considered organ/tissue-specific; for example, miR-122

is liver-specific (Lagos-Quintana et al., 2002), and miR-1, miR-206,

and miR-133 families are called “myomiRs” (Mok, Lozano-Velasco &

M€unsterberg, 2017; van Rooij, Liu & Olson, 2008). Moreover, in

some cases, miRNAs have been associated with genetic diseases: A

mutation of the miR-24 target site in Slitrk1 leads to Tourette syn-

drome, whereas a mutation in the seed region of miR-96 leads to

autosomal-dominant nonsyndromic hearing loss (Bandiera, Hatem,

Lyonnet & Henrion-Caude, 2010). As in all these fields, miRNAs have

also been studied in laminopathies. In the next sections, we will pre-

sent the current knowledge of the different miRNAs linked to lami-

nopathies (Table 2).

3 | MIRNAS IN HEREDITARY
LAMINOPATHIES

3.1 | miRNAs in accelerated aging disorders
(Figure 1)

In its classical form, Hutchinson–Gilford progeria syndrome (OMIM:

#176670) is caused in the vast majority of cases by the LMNA

c.1824C>T (p.G608G) mutation localized in exon 11. This mutation

leads to the activation of a cryptic splicing site in exon 11, leading

to the loss of 150 nucleotides with the conservation of the reading

frame. The resulting truncated protein, called “progerin,” lacks 50

amino acids compared to lamin A localized on its carboxyl-terminal

domain and including the cleavage site of the FACE1/ZMPSTE24

endoprotease (De Sandre-Giovannoli et al., 2003; Eriksson et al.,

2003). Consequently, progerin remains farnesylated on the cysteine

at the C-terminal end and anchored to membrane bilayers. The pro-

tein is still imported into the nucleus as the NLS is not removed or

inactivated by the mutation and finally stays anchored to the INM.

Progerin accumulation in the lamina leads to nuclear shape deforma-

tions that are associated with nuclear dysfunctions. Clinically,

patients suffer from accelerated aging symptoms, such as skeletal

alterations, muscular dystrophy and atrophy, cutaneous changes, and

cardiovascular complications, which generally lead to myocardial

infarction or stroke (Ullrich & Gordon, 2015). The average lifespan of

these patients is 14.6 years. Interestingly, patients with progeria

who present a multisystemic disease do not have cognitive deterio-

ration. Fong and colleagues studied the expression of lamins in the

brains of various mouse models. They used mice producing only

lamin A (LmnaLAO/LAO knock-in mice), prelamin A (Zmpste24�/� mice

that produce prenylated prelamin A but no mature lamin A), and

nonfarnesylated progerin (LmnanHG/nHG knock-in mice, which yield

exclusively nonfarnesylated progerin from mutant prelamin A tran-

scripts). They demonstrated that lamin A or prelamin A/progerin was

dramatically reduced in the brain compared to lamin C (except of

course for LmnaLAO/LAO knock-in mouse model; Jung et al., 2012).
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They showed that expression of lamin A or its derivatives

(prelamin A and progerin) was restricted to vascular and meningeal

cells. Indeed, even in LmnaLAO/LAO mice, the level of lamin A was

extremely low in the brain compared to other organs. They identified

a brain-specific miRNA, miR-9, as the major regulator of lamin A

expression in this organ. Using different in vitro models (HeLa cells,

wild-type, and LmnaHG/+ mouse embryonic fibroblasts transfected

with miR-9; Jung et al., 2012), and in vivo models, Lmnaplao-5nt

knock-in mice (in which a 5 nt mutation was introduced into the pre-

dicted miR-9 binding site of prelamin A 30UTR) and Lmnaplao-utr mice

(in which prelamin A 30UTR was replaced by lamin C 30UTR; Jung

et al., 2014), they demonstrated that miR-9 regulates lamin A or pre-

lamin A expression in the central nervous system by directly target-

ing their common 30UTR on mRNAs. These results were confirmed

by Nissan et al. (2012) using in vitro models of neural precursors and

neurons of patients with HGPS. They developed an induced pluripo-

tent stem cell (iPSC) model generated from dermal fibroblasts, which

they secondarily derived in neural stem cells, telencephalic neurons,

and mesenchymal stem cells (MSC-iPSC) as positive controls. In the

wild-type context, lamin A was not expressed in neurons. The trans-

fection of pre-miR-9 in MSC-iPSC generated a 66% decrease in

lamin A protein, whereas lamin C increased by 50%. In HGPS MSC-

iPSC, lamin A and progerin decreased by 35% and 38%, respectively,

whereas lamin C increased by 55% after pre-miR-9 transfection.

Moreover, the abnormal blebs on nuclei decreased by 48% after

transfection of pre-miR-9 in HGPS MSC-iPSC, suggesting a protec-

tive effect of miR-9 in neurons of patients with HGPS. They also

confirmed the direct targeting of miR-9 on lamin A 30UTR using a

luciferase reporter assay. Based on this interesting discovery, Fong

and colleagues (Jung et al., 2012) hypothesized that an induced

ectopic expression of progerin in neurons would lead to neuropathy

in vivo. They generated the LmnaHG-C mouse model, corresponding

to the LmnaHG/+ mouse, for which the 30UTR binding site of miR-9

in prelamin A transcript was removed. Interestingly, these mice,

which produced progerin in the brain as expected, did not develop

pathology in the central nervous system. Surprisingly, they devel-

oped achalasia, a gastrointestinal pathology characterized by a

dilated esophagus and reduced amounts of muscle within the muscu-

laris externa. The authors suspected that neurons of the central ner-

vous system were less susceptible to the toxicity of progerin than

the gastrointestinal tract (Yang et al., 2015). All these studies

demonstrate that miR-9 is a brain-specific miRNA physiologically

inhibiting lamin A expression in neurons, which could explain the

absence of neuronal disorders in patients with HGPS by preventing

progerin accumulation and its associated toxic effects.

Arancio et al. used a bioinformatics approach to perform a com-

peting endogenous RNA analysis (ceRNAs; Arancio, 2012; Arancio,

Giordano & Pizzolanti, 2013). This method predicts RNAs that could

be concomitantly regulated because they share common miRNA tar-

get sequences in their 30UTR; importantly, wild-type prelamin A and

progerin share the same 30UTR. Using miRWalk database, they iden-

tified eleven microRNAs in Homo sapiens predicted to target the

30UTR of the prelamin A transcript: miR-9, miR-34a, miR-214, miR-

298, miR-342-5p, miR-449a, miR-532-3p, miR-539, miR-608,
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↘ Prolifera�on
↗ Senescence 
↗ Apoptosis

Somatotroph 
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F IGURE 1 MicroRNAs potentially implicated in the pathophysiology of laminopathies associated with accelerated aging. This figure is
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miR-637, and miR-671-5p. As expected, miR-9 belonged to this list.

Second, they listed all the predicted RNAs potentially targeted by

these 11 miRNAs. They considered RNAs as ceRNAs if they shared

at least three target miRNAs with prelamin A mRNA. Seventeen

gene transcripts were considered as potential ceRNAs as they are

predicted to be co-regulated with prelamin A mRNA. Surprisingly,

four belong to the miRNA processing machinery: DICER1 encoding

Dicer, RNEASEN encoding Drosha, and EIF2C1 and EIF2C2 encoding

Argonaute proteins. However, the relationship between these pro-

teins and lamin A needs to be clarified. Interestingly, the authors also

described a putative co-regulation of mRNAs involved in the cell

cycle (TP53, CDKN1A, CDC25A, and CDK6) or inflammation and

angiogenesis (NFKB1, IL1B, and VEGFA). Finally, these predictions of

ceRNAs must be experimentally confirmed, and their potential roles

in HGPS, and more largely in laminopathies, need to be clarified.

Restrictive dermopathy (OMIM: #275210) is another laminopathy

associated with accelerated aging features. It could be considered as

the most severe laminopathy identified thus far, as it has a neonatal

fatal issue, manifesting initially with severe intrauterine growth retar-

dation among other symptoms. This pathology is caused either by

dominant de novo LMNA mutations or more frequently by recessive

null (homozygous or compound heterozygous) ZMPSTE24 mutations.

Depending on the implicated mutation, a farnesylated truncated or

wild-type full prelamin A accumulates in nuclei (Navarro et al.,

2004). The Zmpste24-deficient mouse model (Zmpste24�/�) presents

severe growth retardation and premature death associated with car-

diomyopathy, muscular dystrophy, and lipodystrophy (Pend�as et al.,

2002). In these mice, farnesylated prelamin A accumulates, as

expected, but the phenotype corresponds to human HGPS rather

than restrictive dermopathy. For this reason, it has long been consid-

ered as a good mouse model to study HGPS and associated syn-

dromes linked to prenylated prelamin A accumulation. Even though

no miRNA has been formally described in human restrictive

dermopathy, several studies have examined miRNAs in the

Zmpste24�/� mouse model or derived cells in vitro. L�opez-Ot�ın and

colleagues performed a miRNA expression study on this mouse

model and revealed the role of the miR-29 family (miR-29a, miR-

29b, miR-29c) in the DNA damage response (Ugalde, Ramsay et al.,

2011). These miRNAs were upregulated in the liver and muscle of

Zmpste24�/� mice and in tissue samples of aged wild-type mice.

They demonstrated that miR-29 expression progressively increased

in vitro during passages in Zmpste24�/� mouse fibroblasts and in

wild-type mouse fibroblasts, whereas no increase was observed in

p53�/� mouse fibroblasts. They observed that miR-29 overexpres-

sion led to reduced cell proliferation and induction of cell senes-

cence. Using a luciferase reporter assay, they identified the mRNA

encoding Ppmd1/Wip1 phosphatase, a key regulator of the DNA

damage response that dephosphorylates p53, as a direct target of

miR-29. They proposed a model in which increased miR-29

represses Ppm1d, converging in p53 signaling activation. The same

team identified miR-1 as a second microRNA upregulated in the

Zmpste24�/� mouse liver and in cultured fibroblasts of patients with

HGPS. They showed that miR-1 repressed insulin-like growth factor-

1 (IGF-1) and contributed to somatotroph axis repression by reduc-

ing IGF-1 synthesis (Mari~no et al., 2010). Finally, L�opez-Ot�ın and col-

leagues introduced an elegant definition of “GeromiRs” as miRNAs

involved in pathways linked to aging (Ugalde, Espa~nol & L�opez-Ot�ın,

2011). Xiong et al. (2015) generated small RNA libraries from wild-

type and Zmpste24�/� mouse embryonic fibroblasts (MEF). They

identified 10 differentially expressed miRNAs, among which three

were upregulated and eight downregulated. They focused their

attention on two downregulated miRNAs, miR-342-5p and miR-365.

Xiong and Zhang teams respectively found that these two miRNAs

promoted cell proliferation and decreased cell senescence in Zmp-

ste24�/� MEFs transfected with mimics (Xiong et al., 2015; Zhang

et al., 2017). Moreover, miR-342-5p overexpression increased

G2 + M cell cycle phases. They identified Rasd1, a member of the

Ras small GTPase superfamily, as the direct target of miR-365. Thus,

the downregulation of miR-365 in Zmpste24�/� MEFs could lead to

the overexpression of Rasd1, which has been described as suppress-

ing proliferation and promoting apoptosis (Xiong et al., 2015). Zhang

et al. identified GAS2 as a direct target of miR-342-5p. Interestingly,

GAS2 is a p53-stabilizing protein involved in p53-induced growth

inhibition, which is a prerequisite for cellular senescence. The

authors concluded that miR-342-5p promotes cell proliferation and

the cell cycle by inhibiting GAS2. Thus, these studies using the Zmp-

ste24�/� mouse model suggest that the four miRNAs (miR-1, the

miR-29 family, miR-342-5p, and miR-365) could play a significant

role in the pathophysiology of aging diseases linked to an accumula-

tion of prenylated prelamin A, which remains to be confirmed in

human cell models.

Atypical Werner syndrome (AWS) is a laminopathy associated

with accelerated aging, which differs from the typical Werner

syndrome by the causal mutated gene and part of the clinical

phenotype. Typical Werner syndrome (OMIM: #277700) is an auto-

somal-recessive progeroid disorder manifesting in adulthood that is

caused by mutations in WRN encoding REQL2, a member of the

RECQ family of DNA helicases. AWS is an autosomal-dominant dis-

ease caused by a heterozygous mutation in LMNA (Chen et al.,

2003). The initial symptoms of premature aging in AWS begin classi-

cally 6 years earlier than in the typical form (e.g., loss of hair, bilat-

eral cataract, and scleroderma-like skin changes). Although AWS

shares many common symptoms with the typical form, other symp-

toms are specific to each form. To date, no miRNA has been for-

mally described as deregulated in AWS. However, in the context of

the typical Werner syndrome, Dallaire et al. (2012) reported the

downregulation of miR-124 in the liver of a 3-month-old mouse car-

rying a deletion in the helicase domain of the murine WRN homo-

logue (WrnDhel/Dhel) and in the C. elegans wrn-1 mutant (Dallaire

et al., 2012). They also demonstrated that the loss of miR-124 gen-

erated by a deletion of the miR-124 gene in C. elegans increased

reactive oxygen species (ROS), reduced ATP production, accelerated

the accumulation of lipofuscin (an aging marker), and ultimately

reduced the lifespan. As it was also reduced in the liver of aged

wild-type mice compared to young mice, they proposed miR-124

downregulation as a common signature in the liver of aging mice.
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Conversely, Tang et al. (2016) reported differentially expressed miR-

NAs in fibroblasts of patients with Werner syndrome compared to

controls. Using ingenuity pathway analysis, they identified 18 miR-

NAs that were linked to 218 target genes that may contribute to

Werner syndrome pathophysiology (Tang et al., 2016). It could be

interesting to study the role of the best candidates potentially linked

to the aging features and evaluate these miRNAs in the context of

atypical Werner syndrome.

Finally, several studies have focused on the role of miRNAs dur-

ing physiological aging, which enter in the field of “geromiRs” as

already discussed above. In this context, miRNAs can regulate prela-

min A/lamin A expression to influence physiological aging (Yu et al.,

2013). Yu et al. studied the role of miR-141-3p, which increases dur-

ing replicative senescence in human mesenchymal stem cells

(hMSCs). They demonstrated in vitro that this increase during pas-

sages led to a progressive decrease in its direct target FACE1/

ZMPSTE24 mRNA, which in turn led to prelamin A accumulation in

these cells. Moreover, miR-141-3p overexpression induced senes-

cence in wild-type hMSCs derived from bone marrow and adipose

tissue. They also confirmed in vivo the decrease in ZMPSTE24 in the

liver of wild-type mice after intraperitoneal injection of miR-141-3p

lentivirus. They proposed that the increase in miR-141-3p could be

due to epigenetic modifications, inducing a decrease in histone

deacetylase HDAC2 and HDAC1 expression. Interestingly, miR-141-

3p has been implicated in the pathophysiology of Dunnigan-type

familial partial lipodystrophy, a laminopathy described as being asso-

ciated with a prelamin A accumulation (see below).

3.2 | miRNAs in lipodystrophic syndromes

Mutations in LMNA also cause adipose tissue pathologies. The autoso-

mal-dominant Dunnigan-type familial partial lipodystrophy (FPLD2,

OMIM: #151660) is characterized by an abnormal subcutaneous adi-

pose tissue distribution, with a loss of subcutaneous adipose tissue from

the trunk, buttocks, and limbs, and fat accumulation in the neck and

face. Metabolic complications, such as diabetes mellitus, insulin resis-

tance, hypertriglyceridemia, premature atherosclerosis, and cardiovas-

cular events, are usually observed (Ara�ujo-Vilar et al., 2009; Shackleton

et al., 2000). Oldenburg et al. (2017) identified the promyogenic and

antiadipogenic miRNA, miR-335, as upregulated in fibroblasts from

FPLD2 patients and primary adipose stem cells (ASCs) carrying the

LMNA hotspot mutation in this disease, p.R482W. They demonstrated

that miR-335 upregulation was caused by epigenetic modifications.

Indeed, under basal conditions, they observed a punctual lamin A/C

binding to the MIR335 locus in ASCs from controls. After adipogenic

induction, the increase in H3K27 trimethylation coincided with lamin

A/C binding to the MIR335 locus, inducing a repression of miR-

335, which allowed adipocyte differentiation. Conversely, in FPLD2

ASCs, lamin A/C mutation prevented binding to the MIR335 locus

under basal conditions and after adipogenic induction. In FPLD2

cells, the acetylation of enhancers favored an increase in miR-335

transcription, and the resulting overexpression of miR-335 pre-

vented the differentiation of ASCs into mature adipocytes.

Therefore, this epigenetic modification could at least in part explain

the lipodystrophic phenotype in patients.

As Yu et al. (2013) showed that miR-141-3p decreases

ZMPSTE24 expression, resulting in an accumulation of prelamin A

during physiological aging (see paragraph above; Yu et al., 2013),

and Afonso et al. (2016) studied this phenomenon using lipodys-

trophic models. They previously demonstrated that the p.R842W

LMNA mutation induced endothelial dysfunction in vitro and early

atherosclerosis in FPLD2 patients (Bidault et al., 2013). They con-

firmed the decrease in ZMPSTE24 in parallel to the increase in prela-

min A in two models: (i) fibroblasts of lipodystrophic/lipoatrophic

patients carrying a mutation in LMNA (p.R482W, p.D47Y, or

p.R133L) and (ii) in vascular smooth muscle cells (VSMCs) overex-

pressing these LMNA mutations. The p.R842W mutation is fre-

quently identified in FPLD2 patients. The p.R133L mutation has

been identified by Caux et al. (2003) in a “generalized lipoatrophy,

associated with insulin-resistant diabetes, disseminated leukomelano-

dermic papules, liver steatosis, and cardiomyopathy” (LIRLLC). The

p.D47Y mutation has been identified in a progeroid syndrome asso-

ciated with lipodystrophy, dyslipidemia, insulin resistance, and liver

steatosis. For these three mutations, the authors found increased

ROS production, NF-KB activation, increased mRNA of several pro-

inflammatory cytokines, and decreased anti-inflammatory cytokine

IL-13 using VSMC models expressing each mutant. Interestingly, pre-

mature senescence has also been demonstrated using a b-galactosi-

dase activity test and p16INK4. miR-141-3p was increased by more

than 1.5-fold in VSMCs with p.R482W and p.D47Y LMNA mutations,

whereas no difference was observed with p.R133L compared to the

control. However, even if the ZMPSTE24 protein expression

decreased, the mRNA level did not. As Yu et al. (2013) confirmed

that ZMPSTE24 mRNA was a direct target of miR-141-3p using a

luciferase reporter assay, the results obtained by Afonso et al.

(2016) demonstrated that miR-141-3p prevents the translation of

ZMPSTE24 mRNA rather than its degradation. Combined, these

results indicate that miR-141-3p could be a key factor implicated in

FPLD2, explaining at least some of the clinical features of aging in

this syndrome, particularly vascular premature senescence and its

clinical expression associated with complications.

miRNAs, such as miR-140, can also regulate physiological

adipogenesis. Primary adipocyte-derived stem cells from miR-140

knock-out mice lost their adipogenic ability. Furthermore, miR-140

positively regulates the expression of NEAT1, one of the most over-

expressed long-noncoding RNAs during adipogenesis, by enhancing

its stability in the nucleus. The re-expression of NEAT1 in adipocyte-

derived stem cells rescued the adipogenic phenotype (Gernapudi

et al., 2016).

3.3 | miRNAs in striated muscle diseases

Several laminopathies affect striated muscles, which include skeletal

muscle and/or cardiac muscle. Among them, Emery–Dreifuss muscu-

lar dystrophy (EDMD) and limb-girdle muscular dystrophy 1B

(LGMD1B) are two dystrophic muscle pathologies presenting with
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muscle weakness and wasting and clinically differ in the localization

of the affected muscles. They are both associated with dilated car-

diomyopathy (Bonne et al., 1999; Muchir et al., 2000; Raffaele Di

Barletta et al., 2000). Several types of EDMD laminopathies have

been described: an autosomal-dominant form linked to LMNA

(EDMD2, OMIM #181350), an autosomal-recessive form linked to

LMNA (EDMD3, OMIM #616516), and an X-linked form due to the

EMD mutation (EDMD1, OMIM #616516) encoding the nuclear

envelope protein emerin, which is a direct partner of lamins. Addi-

tionally, three other forms (EDMD 4, 5, and 7) implicate other

nuclear envelope proteins (SYNE1, SYNE2, and TMEM43). Another

laminopathy called congenital muscular dystrophy (autosomal domi-

nant, OMIM #613205) causes muscle weakness from the first year

of life, which could be associated with a “dropped head” syndrome

phenotype (Quijano-Roy et al., 2008). Two other laminopathies have

a cardiac phenotype. The autosomal-dominant dilated cardiomyopa-

thy 1A linked to LMNA (OMIM #115200) is characterized by an iso-

lated cardiac impairment, while the dilated cardiomyopathy is

accompanied by a brachydactyly in hands and feet in the autosomal-

dominant Slovenian type “Heart-hand” syndrome (OMIM #610140;

Fatkin et al., 1999; Renou et al., 2008). Several microRNAs have

been described as muscle-specific and to regulate muscle function,

such as proliferation, differentiation, or contractility (Agarwal et al.,

2008; van Rooij et al., 2008). In skeletal and cardiac muscles, miR-1

and miR-133 regulate cell proliferation and differentiation among

other effects. miR-206 promotes skeletal muscle differentiation, and

miR-208 plays a role in the regulation of the myosin heavy chain.

Sylvius et al. (2011) performed miRNA expression profiling of

muscle biopsies of five patients suffering from skeletal muscle dystro-

phy and/or cardiac disorders (dilated cardiomyopathy, LGMD1B and

EDMD) and carrying an LMNA mutation (p.R60G, p.R294Q, p.R321X,

or p.R377C) as compared to four healthy controls. Among the 667

miRNAs analyzed, 205 were considered as expressed. The unsuper-

vised hierarchical clustering of these miRNAs allowed the separation

between normal and LMNA mutated biopsies and identified a miRNA

signature. Sixteen miRNAs were upregulated in patients, including

eight already described in other studies as upregulated in other

muscle or cardiac disorders (Eisenberg et al., 2007; e.g., Duchenne

muscular dystrophy and limb-girdle muscular dystrophy types 2A and

2B). The authors focused their attention on miR-100, miR-192, and

miR-335, which were also found to be highly expressed in fetal skele-

tal muscle. In skeletal muscle cells, proliferation and differentiation

are mutually exclusive. Using transfection of mimics in C2C12 mouse

myoblasts, they demonstrated that the upregulation of miR-100

could be implicated during myoblast differentiation, whereas miR-192

and miR-335 seemed to repress differentiation and induced myoblast

proliferation. Therefore, these miRNAs should be considered as inte-

gral components of the regulation of muscle development, and their

deregulation could thus be implicated in skeletal muscle dystrophy

and/or cardiac disorders.

Vignier et al. (2013) searched for miRNA deregulation in the

serum of five mouse models of striated muscle pathologies: EDMD,

LGMD types 2C and 2D, Duchenne muscular dystrophy, and

hypertrophic cardiomyopathy. Among them, only EDMD was classi-

fied as laminopathy (mutations implicated in LGMD2C and 2D con-

cerned gamma-sarcoglycan gene and alpha-sarcoglycan gene,

respectively). The EDMD mouse model was a knock-in carrying the

p.H222P LMNA mutation. The authors performed a first miRNome by

screening 517 miRNAs and a second by validating 87 of the miRNAs

selected in this first miRNome, including miRNAs known to be

expressed in normal and pathological muscle. In the EDMD mouse

model, two miRNAs, miR-200a and miR-146b, were upregulated, and

six were downregulated (miR-1, miR-130a, miR-133a, miR-133b,

miR-151-3p, and miR-339-3p). Concerning miR-200a, deregulation of

this miRNA was not specific to the EDMD mouse model, as it was

also upregulated in the hypertrophic cardiomyopathy model, whereas

it was downregulated in the three other models of muscular dystro-

phy. Among the six downregulated miRNAs in the EDMD mouse

model, miR-1, miR-133a, and miR-133b (three muscle-specific miR-

NAs; Agarwal et al., 2008; van Rooij et al., 2008) were upregulated in

the three muscular dystrophy models linked to the dystrophin-asso-

ciated protein complex and characterized by massive muscle fiber

destruction (Duchenne muscular dystrophy, LGMD2C and 2D).

Finally, only miR-130a and miR-339-3p were specifically downregu-

lated in the EDMD mouse model and could therefore be specific

biomarkers for this pathology. However, a limitation of this study is

that miRNomes were performed using a pool of sera from several

mice. Thus, the downregulation of miR-130a and miR-339-3p needs

to be confirmed independently in several mice. Moreover, the dereg-

ulated miRNAs identified in the sera of EDMD mouse models were

different from those identified as deregulated in muscle biopsies from

patients with EDMD (Sylvius et al., 2011) and could be linked to

other processes not directly related to the muscle pathology.

Koch and Holaska (2012) studied miRNA expression in X-linked

Emery–Dreifuss muscular dystrophy, which is caused by mutations in

emerin (EMD). They performed miRNA expression profiling on emerin-

null mouse myogenic progenitor cells compared to wild-type controls.

Interestingly, they found an upregulation of miR-100, which was

already described by Sylvius et al. (2011), in muscle biopsies of patients

suffering from skeletal muscle dystrophy and/or cardiac disorders

linked to LMNAmutations. Contrarily, miR-192, which was upregulated

in Sylvius et al. (2011), was found to be downregulated in this study.

Using mRNA profiling, this study onmyogenic progenitors derived from

emerin-null mice also identified disruptions in the Notch, Wnt, TGF-b,

and IGF pathways, but the authors did not link these defects to miRNA

deregulation. Thus, it would be interesting to integrate the data (miR-

Nome and transcriptome) in a systems biology approach in the future.

Finally, DICER deletion in the heart leads to dilated cardiomy-

opathy followed by death in the first days of life (Chen et al.,

2008). These data suggest that miRNAs are fundamental for normal

cardiac development. miRNA expression has been studied in several

congenital heart diseases (e.g., hypoplastic heart syndrome, tetral-

ogy of Fallot, ventricular septal defects, and Holt–Oram syndrome;

Hoelscher et al., 2017). However, no study has focused on dilated

cardiomyopathy type 1A and “Heart-Hand” syndrome linked to

lamins.
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3.4 | miRNAs in peripheral neuropathy

Charcot–Marie–Tooth (CMT) disease is an inherited neuromuscular

disorder presenting clinical and genetic heterogeneity. The disease is

characterized by sensory and motor neuropathies (e.g., muscle weak-

ness, foot deformities, and electrophysiological changes). The autoso-

mal-recessive form of axonal CMT linked to LMNA is classified as

type 2B1 (OMIM #605588; De Sandre-Giovannoli et al., 2002). No

miRNA profiling has been performed in this subtype, which is classi-

fied as laminopathy.

Another form of CMT type 2 (CMT2F, OMIM #606595) is due to

mutations in HSPB1, encoding HspB1, also called Hsp27, which is a

small heat shock protein (Houlden et al., 2008). In this form, overex-

pression of miR-20a and miR-128 has been associated with decreased

PDZ-RhoGEF regulating RhoA activity, which could lead to the dereg-

ulation of neurite growth (Sun, Zhou, Fink & Mata, 2013).

3.5 | miRNAs in laminopathy affecting LMNB1

Lamins B1 and B2 have been described to play an important role dur-

ing brain development, especially in neurons (Young, Jung, Coffinier &

Fong, 2012). The autosomal-dominant leukodystrophy (ADLD, OMIM

#169500) is the only laminopathy currently linked to the gene LMNB1,

mainly caused by its duplication (Padiath et al., 2006). Clinically, this

disease is a progressive degenerative neurological disorder with cere-

bellar, autonomic, and pyramidal abnormalities. White matter degener-

ation with severe myelin loss is observed in the brain with the

preservation of oligodendroglia. Lamin B1 plays a key role in neuronal

migration, as has been shown in different mouse models. It has been

evidenced that a lack of lamin B1 expression causes defects in the divi-

sion of neural progenitor cells, accelerates cell cycle exit, and enhances

apoptosis in the cerebral cortex (Lin, Heng, Pt�a�cek & Fu, 2014). Con-

versely, the overexpression of lamin B1 leads to demyelination and

perturbation of the inner nuclear membrane proteins, nuclear pore

transport, and chromatin organization in neural cell lines. Therefore,

the overexpression of lamin B1 in the mouse brain reproduces the

symptoms observed in patients with ADLD.

Lin et al. (2013) provided new mechanisms of lamin B1 regulation,

implicating miR-23a (Lin & Fu, 2009; Lin et al., 2013). They first

demonstrated that lamin B1 expression was developmentally regu-

lated as the protein decreased in the mouse brain from birth to

300 days of age, while miR-23a levels progressively increased in paral-

lel. They demonstrated that miR-23a directly targets the 30UTR of

lamin B1 and abrogates the adverse effects of lamin B1 on oligoden-

drocytes. Using a transgenic mouse model overexpressing murine

miR-23a (mmu-miR-23a) specifically in oligodendrocytes, they con-

firmed that miR-23a enhances myelin synthesis. Furthermore, using an

RNA-Seq approach on these mice, they demonstrated that in addition

to lamin B1, miR-23a also targets PTEN and a long-noncoding RNA

(lncRNA) called “2700046G09Rik.” They proposed a model whereby

miR-23a is a central player in the regulation of myelination. Lamin B1

overexpression decreased myelin gene transcription, generated a mye-

lin mislocalization and decreased its production. miR-23a increases

myelination by repressing lamin B1 expression. Furthermore, miR-23a

enhances 2700046G09Rik and represses PTEN in oligodendroglia,

leading to AKT activation, which promotes myelination (Lin et al.,

2014). This interesting work conducted by Lin and colleagues raised

several issues. As miR-23a seems to play a key role in myelination reg-

ulation, it would be interesting to compare the expression of this

miRNA in patients with ADLD and healthy subjects. Moreover, this

study provides a new potential therapeutic approach for ADLD.

Dreesen et al. (2013) confirmed in vitro the role of miR-23a on

lamin B1 expression using fibroblasts. They demonstrated that lamin

B1 transcripts decreased by �20-fold in senescent fibroblasts com-

pared to proliferating fibroblasts, whereas lamin A/C transcripts

remained stable. Concomitantly, they found that miR-23a was

increased by �2.5-fold in the same senescent cells. Finally, the over-

expression of miR-23a in fibroblasts did not significantly reduce

lamin B1 mRNA levels but decreased the protein expression by

�30%, suggesting that miR-23a acts by blocking translation. On the

other hand, they developed an interesting theory concerning central

nervous system injury in patients with ADLD. They demonstrated

that cells presenting decreased lamin A and/or C expression (de-

tected using an antibody against a common epitope) are more sus-

ceptible to variations of lamin B1 expression, as an increase in lamin

B1 in cells with reduced lamins A and/or C expression led to a pro-

liferative defect, telomeric DNA damage, and increased senescence.

Therefore, the brain is more susceptible to B-type fluctuations due

to the low expression of lamin A in neurons. This hypothesis could

explain why, in ADLD, neurons overexpressing lamin B1 but poorly

expressing lamin A due to miR-9 expression (Jung et al., 2012) are

more affected than other cell types.

mir-351 has also been described to modulate lamin B1 expres-

sion using an F28-7 cell model not related to laminopathy (a clone

of mouse mammary carcinoma FM3A). Sato et al. (2016) investigated

the molecular mechanisms regulating apoptosis and necrosis. They

demonstrated that miR-351 decreased lamin B1 after mimic trans-

fection. However, as lamin B1 is not a validated target of miR-351,

an indirect downregulation could not be excluded.

To understand the involvement of the nuclear envelope and lamina

and more specifically B-type lamins in miRNA regulation, Malhas,

Saunders and Vaux (2010) performed microRNA expression profiling

in MEFs lacking the C-terminus of lamin B1 (Lmnb1D/D cells). They

found four downregulated and 18 upregulated miRNAs (including

miR-351) compared to wild-type MEFs. miR-31 was the most upregu-

lated miRNA. According to previously published data, they concluded

that lamin B1 could sequester the Oct-1 transcription factor in wild-

type MEFs, leading to a low expression of miR-31. In contrast, the

truncation of lamin B1 in Lmnb1D/D MEFs could lead to an increase in

Oct-1, resulting in an increase in miR-31 expression. They identified

Cdkn2a as a direct target of miR-31. This gene encodes two proteins,

p16Ink4a and p19arf, which are involved in the cell cycle negative regu-

lation. The decrease in these proteins in Lmnb1D/D MEFs led to rapid

progress from G1 to S-phase. Therefore, the truncation at the C-termi-

nus of lamin B1 leads to positive regulation of the cell cycle via the

downregulation of p16Ink4 and p19Arf secondary to miR-31
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overexpression. Taken together, these studies demonstrate that miR-

NAs can modulate lamin B1 expression; inversely, the modification of

this protein can also impact the expression of miRNAs. These mecha-

nisms could play a significant role in physiological pathways but also in

the pathological context of laminopathies.

4 | MIRNAS AND FUTURE PERSPECTIVES
IN LAMINOPATHIES

The recent enhanced knowledge of the role of miRNAs in laminopa-

thies has led to a better understanding of their pathophysiology and

more largely of the physiological roles of lamins. The best examples

are the inhibition of lamin A expression by miR-9 and lamin B1 by

miR-23a. Better understanding the roles of miRNAs in laminopathies

paves the way to new therapeutic approaches in these rare but also

sometimes dramatic diseases (van Rooij & Kauppinen, 2014). The

recent example of miR-122, which is the first miRNA targeting

approach evaluated with success in a clinical trial (NCT01200420),

indicated the possible use of this approach. This liver-specific miRNA

recognizes the 50UTR of the Hepatitis C virus (HCV) genome, which

stabilizes the HCV RNA, favoring virus replication. The antagomiR

miravirsen� is a locked nucleic acid-modified phosphorothioate

oligonucleotide targeting miR-122, which has been shown to induce a

decrease in HCV RNA levels. To our knowledge, the clinical trial is still

in phase 2 (Janssen et al., 2013; van der Ree et al., 2016). Several

other therapeutics targeting miRNAs are currently being evaluated,

many in the field of cancer, opening new, encouraging therapeutic per-

spectives, even if limiting factors for the use of these approaches

exist.

In HGPS, should we imagine treating patients with miR-9 to repress

progerin expression in affected tissues and organs (Harhouri et al., in

press)? Several limitations of the use of this potential therapeutic

approach shall be taken into consideration. The most important limita-

tion is the low specificity of these small RNA molecules on targets, as

one microRNA could inhibit several mRNAs, leading to a high theoreti-

cal risk of off-target effects. For example, miR-9 is predicted to target

1377, 545, and 683 mRNAs using TargetScan7.1 (Agarwal, Bell, Nam &

Bartel, 2015), miRDB (Wong & Wang, 2015) and PicTar (Krek et al.,

2005), respectively; to date, up to 360 validated targets are listed in

miRTarBase (Chou et al., 2016). Therefore, it will be imperative to eval-

uate the off-target effects of this miRNA approach or others, in silico,

in vitro in cell models and in vivo in animals before progressing to

humans.

5 | CONCLUSION

MicroRNAs have been shown to play crucial roles in physiology and

pathologies related to lamins. This class of small noncoding RNAs

influences many pathways dysregulated in laminopathies. To date,

few studies have focused on miRNAs in these diseases, although the

role of these small molecules could be central to their

pathophysiology. Future works on miRNAs in laminopathies could

provide new insights into these pathologies and perhaps lead to new

therapeutic approaches with the ultimate goal of treating patients.
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Résumé 
 

La Progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS) est une maladie génétique rare caractérisée par un 

vieillissement précoce et accéléré aboutissant au décès des patients vers l'âge de 14 ans. Elle 

est due, dans la majorité des cas, à une mutation de novo autosomique dominante dans l’exon 

11 du gène LMNA (p.G608G), responsable de la synthèse d’une protéine lamine A délétée et 

toxique : la progérine. Au cours du vieillissement des patients, la progérine s’accumule in 

vivo dans le noyau des cellules qui l’expriment, et génère de manière dose-dépendante des 

anomalies nucléaires à la fois morphologiques et fonctionnelles. Ces altérations conduisent à 

une sénescence cellulaire prématurée, en lien avec le vieillissement précoce de ces patients. 

Notre équipe s’intéresse aux rôles des microARNs (miRs) dans cette maladie. Les miRs sont 

de petits ARNs non-codants d’une vingtaine de nucléotides régulant l’expression de gènes 

cibles. Une étude miRNome, menée par une approche en RT-qPCR sur des fibroblastes 

dermiques de témoins et de patients, nous a permis d’identifier une dérégulation de 

l’expression de 14 miRs sur 375 miRs testés. Parmi les 8 miRs surexprimés, 7 se situent dans 

un cluster de miRs d’une même région chromosomique (14q32). Nous avons démontré que la 

progérine était responsable de la délocalisation de ce cluster chez les patients, probablement à 

l’origine de la surexpression de ces miRs. Nous avons choisi d’étudier 2 miRs de ce cluster, 

appartenant à une même famille : miR-376a-3p et miR-376b-3p. Le miR-376a-3p est décrit 

dans la littérature comme inhibiteur du cycle cellulaire (en ciblant notamment CDK2) et de la 

prolifération. Ayant la même séquence seed, ces 2 miRs pourraient avoir des effets 

biologiques similaires. Ils sont par ailleurs décrits comme des inhibiteurs de l’autophagie en 

ciblant des acteurs clés de cette voie. Au cours de ma Thèse, je me suis focalisée sur l’étude 

du rôle de ces 2 miRs dans le cycle cellulaire et la sénescence dans le contexte de la Progeria. 

J’ai montré que la transfection de ces 2 miRs (mimics) dans des fibroblastes témoins induisait 

une diminution de la prolifération cellulaire et de la réplication de l’ADN, ainsi qu’une 

augmentation du pourcentage de cellules sénescentes. J’ai montré que la surexpression de ces 

miRs induisait une modulation du cycle cellulaire avec une augmentation de cellules en G1/S. 

Au niveau protéique, je me suis particulièrement intéressée à la protéine CDK2 impliquée 

dans la régulation cycle cellulaire, lors de la transition de la phase G1 à la phase S. La 

transfection des 2 miRs entraine une diminution de l’expression de CDK2. Mes travaux 

actuels consistent à étudier l’impact des antimiRs dirigés contre ces 2 miRs dans les 

fibroblastes de patients HGPS. La transfection de ces inhibiteurs pourrait améliorer les 

anomalies du cycle cellulaire, la prolifération et la réplication de l’ADN des cellules HGPS. 

Plus récemment, nous avons réalisé une seconde étude miRNome dans le cadre du projet plus 

large financé par l’AFM, incluant l’étude des ARNm et des lncRNAs (longs ARNs non-

codants) par NGS (séquençage haut débit) à partir des fibroblastes dermiques et de cellules 

dérivées d’iPSCs (MSCs et VSMCs). Cette étude a pour objectif d’identifier des voies 

moléculaires communes dérégulées dans la Progeria et des syndromes génétiques apparentés 

(HGPS-like et Syndrome Progéroïde Atypique), permettant d’envisager à terme de mêmes 

approches thérapeutiques. L’analyse de ce 2nd miRNome a permis d’identifier le miR-140-5p 

comme un nouveau candidat très pertinent, car il cible des transcrits impliqués dans le stress 

oxydant (NRF2 et SIRT2) et la différenciation osseuse et adipocytaire, en lien avec les 

atteintes tissulaires chez ces patients. L’ensemble de mes travaux permet de mieux 

appréhender le rôle des miRs dans la Progeria et des syndromes apparentés, étape 

indispensable avant d’identifier des approches thérapeutiques nouvelles dans ces maladies au 

pronostic sombre. 
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Abstract 
 

Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome (HGPS) is a rare genetic disease characterized by 

early and accelerated aging leading to the death of patients around the age of 14. It is due, in 

most cases, to an autosomal dominant de novo mutation in exon 11 of the LMNA gene 

(p.G608G), responsible for the synthesis of a truncated and toxic lamin A protein called 

progerin. During patients aging, progerin accumulates in vivo in cells nuclei that express it, 

and generates dose-dependent nuclear abnormalities at morphological and functional levels. 

These alterations lead to premature cell senescence, linked to the premature aging of these 

patients. Our team is interested in the roles of microRNAs (miRs) in this disease. miRs are 

small non-coding RNAs of about 20 nucleotides regulating the expression of target genes. A 

miRNome study, conducted by a RT-qPCR approach on dermal fibroblasts of controls and 

patients, allowed us to identify a deregulation in the expression of 14 miRs out of 375 miRs 

tested. Among the 8 overexpressed miRs, 7 are in a miR cluster of the same chromosomal 

region (14q32). We have demonstrated that progerin is responsible for the relocation of this 

cluster in patients cells, probably causing overexpression of these miRs. We chose to study 2 

miRs of this cluster, belonging to the same family: miR-376a-3p and miR-376b-3p. miR-

376a-3p is described in the literature as a cell cycle inhibitor (targeting CDK2, in particular) 

and proliferation. By having the same seed sequence, these 2 miRs could have similar 

biological effects. They are also described as inhibitors of autophagy by targeting key players 

in this pathway. During my Thesis, I focused on studying the role of these 2 miRs in the cell 

cycle and senescence in Progeria context. I showed that transfection of these 2 miRs (mimics) 

into control fibroblasts induces a decrease in cell proliferation and DNA replication, as well as 

an increase in the percentage of senescent cells. I showed that the overexpression of these 

miRs induces a modulation of the cell cycle with an increase of cells in G1/S . At the protein 

level, I was particularly interested in the CDK2 protein involved in cell cycle regulation 

during the transition from G1 phase to S phase. Transfection of 2 miRs leads to a decrease in 

CDK2 expression. My current work is to study the impact of anti-miRs directed against these 

2 miRs in fibroblasts of HGPS patients. Transfection of these inhibitors could improve cell 

cycle abnormalities, proliferation and replication of HGPS cell DNA. More recently, we 

performed a second miRNome study as part of the larger AFM-funded project, including the 

study of mRNAs and lncRNAs (long non-coding RNAs) by NGS (high-throughput 

sequencing) from dermal fibroblasts and derived-cells from iPSCs (MSCs and VSMCs). The 

aim of this study is to identify common deregulated molecular pathways in Progeria and 

related genetic syndromes (HGPS-like and Atypical Progeroid Syndrome), allowing the use 

of same therapeutic approaches. The analysis of this second miRNome has identified miR-

140-5p as a new highly relevant candidate, because it targets transcripts involved in oxidative 

stress (NRF2 and SIRT2) and bone and adipocyte differentiation, in connection with tissue 

damages in these patients. All of my work provides a better understanding of the role of miRs 

in Progeria and related syndromes, which represents an essential step before identifying new 

therapeutic approaches in these diseases characterized by a poor prognosis. 
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