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Comment déterminer

Page d’E. coli ?
Lydia Robert

> Chez les organismes multicellulaires,
le vieillissement est souvent apparent,
facilement détectable et quantifiable.
Au contraire, chez les unicellulaires,
détecter et quantifier le vieillissement
peut s’avérer complexe [1]. €n particu-
lier, définir I’dge d’un individu nécessite
de pouvoir le distinguer de sa descen-
dance et le suivre au cours du temps et
des évenements de reproduction suc-
cessifs. Pour un organisme unicellulaire
qui se reproduit par fission binaire, cette
distinction n’est pas toujours triviale et
la définition méme d’une cellule meére
et d’une cellule fille ne peut avoir de
sens que si les «vieux» et «jeunes»
composants de la cellule sont répartis
de fagon asymétrique lors de la division.
Par conséquent, I’étude du vieillisse-
ment chez les unicellulaires a longtemps
été limitée aux organismes caractérisés
par une division visiblement asymétri-
que et une phase juvénile clairement
identifiable, tels que la levure Saccha-
romyces cerevisiae [2], ou plus récem-
ment la bactérie Caulobacter crescentus
[3]. Cependant, en 2005, Stewart et
al. ont montré que méme la bactérie
Escherichia coli présente des signes
de vieillissement, alors que les deux
cellules issues d’une division sont mor-
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phologiquement identiques [4]. €. coli
est une bactérie en forme de batonnet.
Lorsqu’elle se divise, un septum se forme
en son milieu, créant ainsi deux nou-
veaux pdles membranaires (Figure 1A).
Chaque bactérie est donc asymétrique
avec un «vieux» pdle (qui était déja
présent chez sa mére) et un «jeune »
péle (nouvellement créé par la division
de sa mére). On peut ainsi définir I'dge
d’une cellule bactérienne comme étant
I’age de son vieux pdle, c’est-a-dire le
nombre de divisions effectuées depuis
la création de ce pdle (Figure 1B). €n
observant des bactéries pendant quel-
ques divisions successives, Stewart et al.
ont mis en évidence une diminution du
taux de croissance avec I’dge.

Découplage entre fertilité

et mortalité chez €. coli

Dans I'étude de Stewart et al., le sys-
teme expérimental ne permettait pas
d’observer les bactéries sur plus de 6 ou
7 générations. Sur cette courte échelle
de temps, la diminution de taux de
croissance détectée ne s’élevait qu’a
quelques pourcents. Afin d’étudier les
effets du vieillissement sur une échelle
de temps plus importante, nous avons
développé un dispositif microfluidique
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permettant de conserver a chaque divi-
sion la bactérie héritant du vieux pdle et
de I’observer par microscopie pendant
plusieurs centaines de générations [5].
Contrairement a ce que I’on aurait pu
attendre au vu des résultats de Stewart
et al., aucune diminution significative du
taux de croissance avec I’dge n’a alors
été observée (Figure 2A). Cette stabilité
semble a premiere vue incompatible
avec un phénomeéne de vieillissement,
qui implique une détérioration progres-
sive de I’état physiologique de la cellule.
Une des définitions les plus simples et les
plus usuelles du vieillissement est I'aug-
mentation du taux de mortalité avec
I’age. Nous avons donc étudié le taux
de mortalité des bactéries et trouvé que
celui-ci augmente avec I’dge de fagon
importante, montrant ainsi qu’€. coli
est bien sujette au vieillissement (Figu-
re 2B). Ainsi, I’état physiologique de la
bactérie se détériore avec I’dge puisque
sa probabilité de mourir augmente, mais
cette détérioration n’entraine aucune
perte de la vitesse de croissance, c’est-
a-dire aucune diminution de la capacité
reproductrice. Ce résultat est d’autant
plus surprenant que chez les organismes
modeles étudiés jusqu’a présent, comme
la mouche Drosophila melanogaster ou

Figure 1. Cycle de vie de la bactérie Escherichia coli. A. Asymétrie

résultant de la division: chaque cellule a un vieux pdle (en
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rouge) et un nouveau pdle (en bleu) a chaque génération (ex.:
le nouveau pole de la cellule mére devient vieux pole rouge a la
génération suivante). B. Suivi du vieillissement (exemple sur 2
générations). 'dge de chaque bactérie (indiqué a I'intérieur de
la cellule) est défini comme I’dge de son vieux pdle, c’est-a-

dire le nombre de divisions effectuées depuis la création de ce

pble. Pour suivre le vieillissement on suit a chaque division la

cellule héritant du vieux pdle (encadrée en rouge).
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la levure S. cerevisiae, le vieillissement
s’accompagne d’une perte de fertilité
[6, 7]. € coli semble donc étre le pre-
mier exemple d’organisme présentant
un découplage entre mortalité et fer-
tilité lors du vieillissement, la morta-
lité augmentant sans que la capacité
reproductrice ne diminue.

Mécanismes potentiellement impliqués
dans le vieillissement d’€. coli

Lorigine du vieillissement chez €. coli
n’a pas encore été élucidée et plusieurs
mécanismes pourraient étre impliqués,
reposant par exemple sur des domma-
ges a I’ADN, aux protéines ou a la paroi
cellulaire. Si le taux de croissance reste
stable, la bactérie subit néanmoins des
changements morphologiques avec I’dge.
€n particulier, la fréquence de filamen-
tation augmente de fagon importante
apres 50 générations [5]. La filamenta-
tion est une élongation anormale de la
cellule résultant d’une inhibition de la
division. Cette inhibition peut étre une
réponse a différents stress, notamment
des stress génotoxiques. La réponse SOS,
qui est engendrée par certains domma-
ges a ’ADN, semble étre responsable
de la filamentation observée chez les
vieilles cellules bactériennes. €n effet,
un mutant [exA3 incapable d’induire
cette réponse ne présente pas d’aug-
mentation de filamentation avec I’age. Il
est donc possible que les cellules Ggées
meurent des suites de dommages a I’ADN
et que leur vieillissement soit di soit a
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I’accumulation a I’intérieur de la cellule
d’un agent génotoxique, soit a la dimi-
nution de I'efficacité des systemes de
réparation de I’ADN.

Chez €. coli, les agrégats protéiques sont
localisés préférentiellement au vieux
pole de la cellule [8]. Ainsi, en accord
avec les effets connus de "agrégation
protéique sur la dégénérescence cellu-
laire, ces agrégats pourraient s’accumu-
ler avec ’dge et causer une augmenta-
tion de la mortalité. Toutefois, il serait
surprenant qu’une telle accumulation
puisse engendrer la mort de la bactérie
sans avoir d’effets préalables sur sa
vitesse de croissance.

Le peptidoglycane de la paroi du vieux
pole n’est pas renouvelé. Il est donc
possible qu’en I'absence d’insertion de
nouvelles molécules de peptidoglycane,
la paroi se détériore avec le temps. Cette
détérioration pourrait étre a Iorigine du
vieillissement chez €. coli.

E. coli : un nouvel organisme modéle
pour I’étude du vieillissement ?

€. coli est un organisme simple, extré-
mement bien caractérisé et facile a
modifier génétiquement. Par consé-
quent, I'identification des mécanismes
a lorigine du vieillissement parait plus
aisée chez cette bactérie que chez des
organismes plus complexes tels que la
drosophile ou la souris. Lutilité des
découvertes sur €. coli pour le déve-
loppement de stratégies anti-vieillisse-
ment chez "lhomme reste évidemment a

Figure 2. Evolution de la capacité reproduc-
trice et de la mortalité avec I’dge. A. Taux de
croissance moyen en fonction de I’age. B. Taux
de mortalité en fonction de I'dge (probabilité
pour une cellule d’un dge donné de mourir a la

génération suivante).

prouver et il est probable qu’a cette fin,
les modeéles animaux soient mieux adap-
tés. Néanmoins, s’il est vrai qu’un étre
humain ne ressemble guere a une bac-
térie, les processus biochimiques fon-
damentaux restent assez universels et
il se peut que des mécanismes tels que
I’oxydation des macromolécules soient
une source universelle de vieillissement
[9]. Dans ce cas, I’étude du mécanisme
chez €. coli pourrait s’avérer informative
et plus simple que chez des modeles
animaux. Si, au contraire, la biochimie
du vieillissement s’avérait étre tres dif-
férente d’un organisme a I’autre, I’étude
d’une grande variété d’organismes, de la
bactérie a I’homme, pourrait permettre
de découvrir les stratégies développées
par certaines cellules pour résister aux
dommages qui causent le vieillissement
chez d’autres.

€n plus d’étre tres bien caractérisée
et facilement modifiable génétique-
ment, €. coli a un temps de génération
trés court, permettant des approches
d’évolution expérimentale. L'utilisa-
tion d’€. coli comme organisme modele
permet ainsi une approche globale du
processus étudié, de la découverte des
mécanismes a la recherche des contrain-
tes évolutives et pressions de sélection
en jeu. Sur la question du vieillisse-
ment, qui a donné lieu a de nombreuses
théories évolutives, une telle approche
parait particulierement riche.

Au sein d’une population, tous les indi-
vidus ne vieillissent pas au méme rythme
et ne meurent pas en méme temps, et
cela méme s’ils sont génétiquement
identiques. €. coli étant un modele clas-
sique pour I’étude des manifestations
stochastiques des processus biochi-
miques, en particulier de I’expression
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génétique [10, 11], cette bactérie pour-
rait s’avérer étre un modéle pertinent
pour aborder I'origine de la variabilité
inter-individuelle dans le processus de
vieillissement. ¢

Aging in unicellular organisms
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La reprogrammation

vers la pluripotence
peut-elle effacer la mémoire
d’une vie antérieure ?

Laure Lapasset, Ollivier Milhavet, Jean-Marc Lemaitre

> En aolt 2006, I’équipe de S. Yamanaka
publiait dans la revue Cell la possibilité
de reprogrammer in vitro un fibroblaste
murin pour lui conférer les propriétés
d’une cellule souche embryonnaire pluri-
potente (€S) par la simple surexpression
de 4 genes (Oct3/4, Sox2, KIf4 et c-Myc)
[1, 11]. Cet exploit fut renouvelé un an
plus tard en produisant des iPS (indu-
ced pluripotent stem cells) & partir de
cellules humaines, ouvrant une nouvelle
voie a la médecine régénératrice avec un
espoir thérapeutique considérable [12].
€n effet, dérivées du patient, ces cellules
écartent tout risque de rejet de greffe.
Une période de doutes mélée de scepti-
cisme succéda a cette phase d’euphorie,
pendant laquelle les iPS furent présen-
tées comme de pales copies des cellules
€S avec des capacités de différenciation
différentes [2-5]. L'idée que les iPS
pouvaient avoir conservé des traces épi-
génétiques de leur vie antérieure avait
germé dans les esprits.
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Trois études majeures publiées cet été
dans les revues Nature, Nature Biotech-
nology et Cell Stem Cell ont tenté d’y
apporter une réponse convaincante. Le
groupe de K. Hochedlinger [6] a comparé
des iPS issues de trois types cellulai-
res distincts, dérivés des trois feuillets
embryonnaires, prélevés sur des souris
chimeéres obtenues par injection d’iPS
dans un blastocyste. Aprés avoir révélé
que ces iPS «secondaires » (donc géné-
tiquement identiques aux iPS primaires
contribuant aux chiméres) n'avaient pas
totalement éteint certains génes carac-
téristiques de leur type cellulaire d’ori-
gine, les auteurs démontrent clairement
que les transcriptomes des iPS produites a
partir de différents tissus des chimeres se
regroupent systématiquement selon leur
tissu d’origine et non pas en fonction de
la chimére d’origine [6]. Ils démontrent
également que ces iPS se différencient
de maniéere préférentielle dans la voie de
leur feuillet d’origine [7], ce qui suggeére
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la présence d’'une mémoire épigénétique
qui n’aurait pas été totalement effacée
par la reprogrammation.

Léquipe de G.Q. Daley [7] recherche
ces traces de leur passé dans le niveau
de méthylation de "ADN qui régule, en
accord avec les marques spécifiques
d’histone, I'activité transcriptionnelle
d’une majorité de promoteurs. Les auteurs
comparent des iPS produites a partir de
souris de méme fond génétique et les
cellules €S dérivées d’embryons obtenus
par transfert nucléaire ou par fécon-
dation naturelle et prélevés in utero, et
arrivent @ la méme conclusion : les iPS se
redifférencient préférentiellement vers
leur tissu d’origine. Ils notent alors que
la différenciation des iPS est, d’une fagon
générale, moins efficace que celle des €S,
et effectuent alors une cartographie a
grande échelle des régions différentiel-
lement méthylées (DMR) établissant pour
la premiére fois le lien entre un défaut
de méthylation/déméthylation, le tissu



