N

N

Reprogrammation cellulaire pour améliorer la
régénération tissulaire altérée dans les pathologies du
vieillissement

Enora Le Borgne

» To cite this version:

Enora Le Borgne. Reprogrammation cellulaire pour améliorer la régénération tissulaire altérée dans
les pathologies du vieillissement. Gériatrie et gérontologie. Université de Montpellier, 2022. Francais.
NNT: 2022UMONT003 . tel-04033816

HAL Id: tel-04033816
https://theses.hal.science/tel-04033816
Submitted on 17 Mar 2023

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-04033816
https://hal.archives-ouvertes.fr

THESE POUR OBTENIR LE GRADE DE DOCTEUR
DE L’'UNIVERSITE DE MONTPELLIER

En Biologie-Santé
Ecole doctorale : Sciences Chimiques et Biologiques pour la Santé (CBS2 - ED n°168)

Unité de recherche: Institute for Regenerative Medicine and Biotherapy (IRMB - INSERM U1183)

Reprogrammation cellulaire pour ameliorer
la régénération tissulaire alterée dans les

pathologies du vieillissement

Présentée et soutenue publiquement par Enora LE BORGNE
Le 11 Mars 2022

Sous la direction du Dr Ollivier MILHAVET
et la codirection du Dr Jean-Marc LEMAITRE

Devant le jury composé de

Dr Frédérique MAGDINIER, Directrice de recherche Inserm, GMGF Rapporteur

Dr Anne BOULOUMIE, Directrice de recherche Inserm, I2MC Rapporteur

Dr Armelle YART, Chargée de recherche Inserm, RESTORE Examinateur

Dr Anais BRIOT, Chargée de recherche Inserm, 2MC Examinateur

Pr Simon GALAS, Professeur, Université de Montpellier, IBMM Président

Dr Ollivier MILHAVET, Chargé de recherche CNRS, IRMB Directeur de thése

Dr Jean-Marc LEMAITRE, Directeur de recherche INSERM, IRMB Co-directeur de these

UNIVERSITE
DE MONTPELLIER




REMERCIEMENTS

Je souhaite tout d’abord remercier les membres de mon jury pour avoir accepté de relire mon manuscrit
et d’assister a la soutenance de cette these. En particulier Frédérique Magdinier qui a accepté de se
replonger pour la troisiéme fois dans ce projet qu’elle suit régulierement depuis ses débuts. Merci a elle
et a Anne Bouloumié qui ont bien voulu évaluer ce travail en qualité de rapporteur. Merci a Armelle
Yart d’avoir répondu positivement a notre invitation. Je voudrais également remercier Simon Galas, qui
me suit et suit ce projet depuis quelques années déja, merci d’avoir été présent chaque année depuis le
début de cette these (et méme avant), notamment a travers mes comités de suivi aux cotés de Matthieu
Lacroix et Francois Casas. Merci messieurs pour vos précieux conseils et vos encouragements, vous

m’avez parfois poussée dans mes retranchements et je vous en suis reconnaissante aujourd’hui !

Je tiens également a remercier mon chef d’équipe et co-directeur de these, Jean-Marc Lemaitre. Tu m’as
ouvert les portes de ton laboratoire pour mon stage de Master 2 et nous voila aujourd hui pres de 4 ans
plus tard. Tu m’as accordé ta confiance et m’as offert de nombreuses opportunités ; celles de me former,
de collaborer avec des personnes exceptionnelles sur des projets captivants et de présenter les résultats

de nos travaux lors de différents congres.

Je n’en oublie évidemment pas mon autre co-directeur, Ollivier Milhavet. Tu as été présent a mes cotés
au quotidien depuis mon arrivée au laboratoire. Ton oreille attentive, ton soutien et tes conseils ont été
une aide précieuse, dans les bons comme dans les mauvais moments (dont jai peut-étre parfois abusé
A, ils m’ont permis de traverser au mieux cette longue épreuve. Je garderai bien siir en mémoire notre
escapade scientifique mais pas que, a Copenhague : le bistrot Oscar, les smorrebred, notre diner
décontracté chez Aamanns, cette incroyable soirée aux jardins de Tivoli, sans oublier bien sfir le bar 7,
notre chere Tatiana et ses fameux cocktails ! Je suis navrée de n’avoir pu t'offrir d’escapade rétrospective
dans ta jeunesse sur la cote est, mais je n’ai pas encore perdu espoir de pouvoir me rattraper, bien que

sans doute un peu plus a I'ouest.

Il est grand temps de remercier mes collegues, les irréductibles comme ceux qui nous ont déja quittés.
A commencer par toi, Quentin, le meilleur de tous les Quentins, récemment promu Dr Q. Comment te
dire que l'aventure n’aurait pas été ce qu’elle a été sans toi... Tout a commencé par un petit bizutage,
un lundi a 8h alors que je n’étais qu'une petite stagiaire de M2 innocente qui ne connaissait pas encore
ta légendaire ponctualité ! Mais il n’aura pas fallu attendre longtemps pour que naisse une complicité
précieuse entre nous, tant sur le plan professionnel qu’amical, qui nous a permis de traverser ensemble

les bons comme les mauvais moments. Tu as été un bindéme incroyable, jai beaucoup appris a tes cotés

N



etje ne t'en remercierai jamais assez, méme si tu as indéniablement été un peu avare en crépes ! Anaélle,
ton arrivée au labo a été un vrai renouveau pour moi et j’ai trouvé en toi une collegue et amie attentive.
Enfin quelqu’un de matinal, enfin quelqu’un qui mange le midi ! Tu fais partie de ces personnes toujours
souriantes et de bonne humeur, tellement agréable a vivre. Ce fut un plaisir de t'aider a prendre tes
marques au labo, je ne me fais aucun souci pour toi, tu vas gérer ta these avec brio. Merci pour tous ces
moments partagés, merci pour ton soutien et merci pour ton ceil aguerri a la chasse aux fautes
d’orthographe. Je te legue tu-sais-qui, fais-en bon usage ! Mélissa, ton caractere bien trempé donne
souvent une premiere impression trompeuse, mais on a tout a y gagner a creuser un peu. Notre passion
commune et dévorante pour la glace (et la nourriture de fagon générale) nous a rapidement rapprochées
ce a quoi sont venues s’ajouter les séances d’aquaponey puis d’aquapalme, mémorable ! Merci pour ton
amitié et ton soutien pendant ces 4 années. Que ce soit dans le bureau d’en face ou entre les batiments,
j'al toujours apprécié nos pauses café et commérages (parfois scandaleusement interminables). J'en
profite pour faire une grosse papouille au vilain mic, est-ce que sa tata préférée pourra le garder une
derniere fois ? Nelly, on formait un sacré quatuor avec Quentin et Mélissa, je garderai le souvenir d'un
incroyable drakar de Noél, d'une raclette d’été un peu lourde a digérer et de quelques parties de blanc-
manger coco qui vous ont révélé mon coté obscur *. Un grand merci a Paul pour ses conseils et pour
tout le travail qu’il a accompli sur ce projet, je t'en suis reconnaissante. Merci également a Fabienne avec
qui j'ai eu le plaisir de partager le bureau pendant quelques temps et dont certaines de nos discussions
résonnent encore en moi. Roula, nous aurons commencé nos théses en méme temps, nos chemins se
séparent ici mais tu y arriveras bientot aussi, bon courage pour ces derniers mois. A mes collegues de
la plateforme Ingestem avec qui j’ai eu le plaisir d’échanger régulierement pendant ma these : Romain,
Mathis et Lydiane. Je n’oublie pas ma petite stagiaire, Emilie qui fut d’abord mon étudiante quand je
me suis essayée a I'enseignement. Le travail que tu as accompli pendant ton stage, bien qu’il ait pu te
sembler fastidieux, m’a vraiment été d’une aide précieuse et figure d’ailleurs dans ce manuscrit. Merci
pour ton implication, ta bonne humeur et tes créations culinaires, tu as vite compris les mceurs de cette
équipe. J’en profite aussi pour remercier les enseignantes de I'Université de Montpellier, mesdames
Claudine Ménard, Anne-Sophie Gosselin-Grenet et Nelly Godefroy, qui m’ont accompagnée dans mes
premiers pas vers I'enseignement supérieur. Merci également a tous les étudiants que j’ai pu encadrer,

ce fut une expérience extraordinaire.

Je remercie également I’ensemble du personnel de 'IRMB qui a contribué, de pres ou de loin, a’avancée
de ce travail. Merci a Daouda pour ces nombreuses heures passées au Seahorse, a Philippe pour son
expertise de la RT-qPCR, a Christina quej’ai eu le plaisir d’épauler a ses débuts, a Karine, Daniele, Anne-
Laure, Pauline, Chloé, Jean, Martine, Nicolas, Marie-Luce, Jean-Marc B. et a tous ceux et celles que je

n’ai pas cités.

(€8]



Je voudrais également remercier I'ensemble des membres de 1'unité DMeM qui m’ont accueillie a bras
ouverts et pour certains presque adoptée. Vous avez été comme un second labo et une seconde équipe
pour moi et pour un temps j'étais bien plus dans vos couloirs qu’a mon propre bureau. Je m’adresse en
particulier a toi Christelle, tu m’as accompagnée des le début de ce projet, tu m’as formée, tu as passé
de nombreuses heures a I'animalerie avec, mais aussi sans moi, quand le confinement s’est imposé et tu
t'es investie sans compter. Merci infiniment pour ton aide précieuse, une bonne partie de ces résultats
n’auraient pas été ce qu’ils sont sans toi. Merci aussi pour ton soutien et ton amitié au quotidien, ton
bureau fut un véritable refuge. Il y a également un autre bureau dans lequel j'ai trouvé une oreille
attentive et bienveillante, c’est le tien Laurence. Je te remercie pour toute l'aide technique que tu m’as
apportée autour de ces centaines de lames, ce fut un véritable plaisir de me former et de travailler en
tandem avec toi. ]’ai beaucoup appris a tes cotés, scientifiquement et humainement. Pour ses conseils
avisés et sa bonne humeur, merci bien stir a Frangois, qui s’est retrouvé recruté pour d’innombrables
séances de prélevements matinales, ce qui ne 1’a jamais pour autant dissuadé de discuter gastronomie !

Merci a Béatrice qui a également accepté de partager une partie de son expérience et de son savoir.

Aux chimistes de I'ex batiment 17 et associés, Mathieu, Ryan, Céline, Julien, Lori, Manon, Seb, Fafa,
Justine, Guillaume, et Caro. Avec vous je me suis aérée l'esprit, ¢a parlait souvent boulot mais ¢a parlait
chimie pour changer. Merci pour ces beaux moments passés ensemble, en randonnée, en canog, ou

autour d"une glace mais le plus souvent quand méme en terrasse autour d’un verre.

A mes maitres a danser, Emilie et Christelle, et le gang des anciennes, Sarah, Dodo, Sophie et Katia, ce
fut un véritable plaisir de venir me libérer sur les planches de I’académie avec vous, je ne pensais pas
retrouver une si belle compagnie sur Montpellier. Je sais que mes grandes cannes et mon style majorette
vont manquer a certaines et je regrette de devoir vous quitter sans cloturer cette belle aventure sur scéne

et en coulisses.

A Arthur et Mélanie, rejoints par leur petit Eden, on s’est rencontrés a Galderma et qui 'efit cru, nous
nous sommes involontairement suivis a Montpellier. Le début d'une belle amitié qui s’est manifestée
par de beaux festins en tout genre : retours de marché, raclettes (beaucoup de raclettes j’ai I'impression),

de la biere et des wings night. Merci pour votre éternelle bonne humeur et joie de vivre !

A mes copines de I'école d’'ingé, Evy, Audrey, Charlotte, Julia et Julie, on s’est suivies de pres ou de loin
depuis notre diplome, j’avoue ne pas avoir été la plus disponible non plus, mais quelle idée d’avoir
choisi le nord de la France aussi ! Je compte bien rattraper le temps perdu avant le prochain départ, a

mon tour de vous rendre visite.



A ce groupe de copains un peu fous qui se connaissent pour certains depuis toujours et qui m’ont ouvert
leur cercle sans hésiter, Théo, Dylan, Valentin, Cyril, Antoine, et Quentin. Vous serez toujours les

bienvenus chez nous et vos +1 aussi bien entendu.

Et enfin, je voudrais remercier ma famille. A mes parents, Hugues et Annie, vous m’avez toujours
soutenue quoiqu’il arrive et c’est grace a vous et a vos sacrifices si j'en suis arrivée la aujourd’hui. Papa,
je ne serai malheureusement jamais le genre de Docteur a méme de reprendre le flambeau de ton cabinet
mais j'espére que tu n’en es pas moins fier ! Maman, tu as dii faire face a de nombreuses épreuves ces
derniéeres années, je ne peux qu’admirer et m’inspirer de la force et du courage avec lesquels tu te bats.
A ma petite sceur et amie de toujours, Iléana alias Junior (je ne citerai pas tes autres surnoms rassure
toi), notre complicité et notre folie m’ont beaucoup manqué, en particulier en cette fin d’année 2021 qui
fut si particuliére, mais je compte bien me rattraper trés prochainement, c’est promis. A mon frere
Amaury et a Lucie, malgré la proximité, nous n’avons pas eu l’occasion de nous voir si souvent mais
’était toujours un plaisir de partager ces week-ends en famille tous ensemble. Enfin et surtout, je ne t'ai
pas oublié, tu occupes méme une place de choix dans ces remerciements. Rostom, quelques lignes ne
suffiront pas a te dire a quel point tu comptes et a te remercier pour tout ce tu m’as apporté au quotidien
depuis ce fameux arrét rocher. Tu m’as toujours écoutée, encouragée et soutenue quels que soient mes
choix ou mes doutes, supportée aussi quand je m’écroulais au bout de 30 min devant des chefs d’ceuvre
pourtant ou quand je passais du rire nerveux aux larmes en une seconde. On aura survécu a 2 theses, 3
confinements ensemble et un 4¢ séparés a des milliers de kilometres, ces épreuves n’auront fait que nous
souder encore plus. Cette drdle de fin d’année aura au moins eu le mérite de me faire réaliser a quel
point le simple fait d’étre a tes cOtés et nos petits bonheurs simples me comblent. L’étape
montpelliéraine de notre aventure se termine, mais ce n’est que le début du reste de notre vie. Je ne te

le dirai jamais assez : merci d’étre toi, merci d’étre toujours la, je t'aime.

Je voudrais finir par mes grands-parents maternels, papy et mamie mouchette, que la maladie et la

vieillesse emportent un peu plus chaque jour mais qui continuent de se battre, je vous dédie ce travail.

a1



RESUME

Le vieillissement est un processus complexe qui se caractérise par l'altération progressive de la
physiologie cellulaire et tissulaire. Modulé par des facteurs génétiques et épigénétiques, il s'accompagne
d'une modification du métabolisme cellulaire, d'une diminution de la résistance aux différents stress
cellulaires et de la sénescence cellulaire. L’objectif de ce travail est d'utiliser la reprogrammation
cellulaire comme stratégie visant a retarder les effets du vieillissement, en induisant un rajeunissement

global ou en améliorant les capacités régénératrices de I'organisme.

L'expression de quatre facteurs de transcription : OCT4, SOX2, KLF4 et c-MYC (OSKM) permet
I'induction de la reprogrammation de cellules somatiques en cellules pluripotentes. Procéder a une
reprogrammation dite transitoire, c’est-a-dire initier le processus sans atteindre 1'état de pluripotence,
a un effet immédiat qui efface en partie les marques caractéristiques du vieillissement des tissus et des
cellules. Afin de déterminer comment une courte reprogrammation cellulaire transitoire réalisée
précocement affecte les processus de vieillissement chez un animal entier, nous avons induit
l'expression d'OSKM chez des souris progériques reprogrammables jeunes et avons révélé une
augmentation de la longévité sur les ages tardifs et un effet protecteur sur l'intégrité des structures
tissulaires et sur les pathologies liées a I'age, associé a des modifications des signatures épigénétiques
dans les tissus. Ces résultats sur les ages tardifs aprés une reprogrammation transitoire précoce
suggerent un effet mémoire, se maintenant tout au long de la vie. Afin d’expliquer ces effets a long
terme, nous avons exploré l'impact d'une reprogrammation transitoire précoce sur le métabolisme.
Nous avons pu mettre en évidence une modification globale de la composition corporelle des animaux,
avec un ralentissement de la prise de masse grasse dans les dges jeunes et un maintien de cette méme
masse grasse dans les dges tardifs, associé a une modification globale de l'ultrastructure et de I'activité
métabolique du tissu adipeux blanc. Cette transition métabolique semble aussi impacter le tissu

musculaire selon une dynamique qui lui est propre.

L’identification des mécanismes sous-jacents nous permettra de définir de nouvelles stratégies pour

prévenir le vieillissement et la sénescence, a I'origine de I'apparition des pathologies liées a 1’age.
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1 INTRODUCTION GENERALE

1.1 LE VIEILLISSEMENT

1.1.1 Le vieillissement de la population : exemple de la population européenne

1.1.1.1 Vieillissement démographique

Le vieillissement des populations est un phénoméne mondial installé en Europe depuis bien longtemps.
La population européenne est en effet une des plus agées de la planete avec en 2020, plus de 20% de la
population ayant 65 ans ou plus, contre 13% en 1990. Cette proportion tend méme a dépasser celle des
enfants de moins de 5 ans. Ce phénomene est en constante évolution, et d’ici a 2050, la part des 65 ans
et plus devrait atteindre 29,5% en Europe selon Eurostat. Cette population agée va elle-méme
progressivement vieillir au cours des prochaines décennies avec une proportion des 80 ans et plus

multipliée par 2,5 d’ici a 2100.

Deux phénomeénes expliquent cette évolution de la pyramide démographique européenne: un
affaiblissement des taux de fécondité associé a un allongement de l'espérance de vie. Les taux de
fécondité en Europe ont atteint leur record dans les années 1960-1970 avec pres de 7 millions de
naissances annuelles contre environ 4,5 millions pour la décennie 2010-2020. Cette diminution du
nombre de naissances entraine un vieillissement dit « par la base » de la pyramide démographique qui
se rétrécit, traduisant une plus faible proportion de jeunes dans la population totale. Ces taux de natalité
record apres la seconde guerre mondiale ont créé la génération des « baby-boomers » qui aujourd’hui,
ayant progressée le long de la pyramide des ages, participe a I’augmentation relative de la proportion
des 65 ans et plus. L’allongement de l'espérance de vie quant a elle entraine par opposition un

vieillissement dit « par le sommet ».

1.1.1.2 Mortalité et espérance de vie

L’allongement de I'espérance de vie durant ces dernieres décennies est étroitement lié¢ a I’évolution des
causes de mortalité. En effet, le taux de mortalité infantile, c’est-a-dire la proportion d’enfants morts
avant leur un an par rapport au nombre total de naissances vivantes, a fortement régressé au cours du
XXe siecle, impactant ainsi positivement I’espérance de vie a la naissance. Depuis une dizaine d’années,
le taux de mortalité infantile s’est stabilisé autour de 3,5%o dans I'Union Européenne contre 150%o0 dans

les années 1900. Le recul de cette mortalité infantile dans nos sociétés modernes peut étre associé au
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développement socioéconomique ayant permis entre autres, de réduire les famines et donc les cas de
malnutrition, ainsi que I’amélioration de I'offre de soins et de son accessibilité permettant notamment
le recul des infections mortelles grace a I'acceés a la vaccination. A ce jour, la majorité des déces infantiles
sont des cas de mortalité néonatale, c’est-a-dire survenant dans les 27 jours suivant la naissance. Ils
seraient principalement dus a la prématurité des nouveau-nés, aux malformations fcetales et/ou aux

complications survenues lors de I'accouchement.

Ceci a contribué a établir des records d’espérance de vie a la naissance. Au début du XXe siecle,
I'espérance de vie a la naissance avait peu progressé depuis le siecle précédent et était estimée autour
d’une quarantaine d’années. Elle entame alors une augmentation a raison d’environ cinq ans tous les
dix ans, hormis les incidents démographiques dus notamment aux 1¢r et 2nde guerres mondiales ainsi
qu’a I'épidémie de grippe espagnole (Gaimard, 2015). Dans les années 1960, 1'espérance de vie a la
naissance dépasse le seuil des 70 ans et sa progression ralentit a raison de 1,7 an gagné tous les 10 ans.
Aujourd’hui en 2020 en Europe, I'espérance de vie est estimée a 80 ans en moyenne, allant de 77 ans

chez les hommes a pres de 83 ans chez les femmes.

Enfin, le recul de la mortalité se traduit par une évolution des causes de cette mortalité. Les grandes
avancées médicales du XXe siecle ont permis la régression voire l'éradication de nombreuses
pathologies, notamment les maladies infectieuses, alors principales causes de déces. De nos jours, ce
sont les maladies de l'appareil circulatoire et les cancers qui sont responsables de la majorité des déces

en Europe, avec des taux d’incidence légerement supérieurs chez les hommes par rapport aux femmes.

1.1.1.3 Défis face au vieillissement de la population

A raison d’environ deux mois d’espérance de vie gagnés par an, le vieillissement global de la population
européenne et plus largement mondiale, pose de nouveaux problemes sociétaux principalement liés a
la prise en charge des personnes agées. Bien que l’allongement de I'espérance de vie puisse étre pergu
comme une opportunité de temps supplémentaire pour changer de carriere ou de s’adonner a de
nouvelles passions, il ne I'est réellement qu’a une condition : vieillir en bonne santé. En effet, 'avancée
en age s’accompagne généralement d’une perte progressive d’autonomie qu’elle soit associée a une
. : . Ny A Sl . , .
pathologie ou non. Cette dépendance croissante de nos ainés a un cofit aussi bien financier qu’humain

et induit une pression grandissante sur la part active de la population et sur les systemes sociaux.

Les modifications démographiques majeures auxquelles doivent faire face nos sociétés actuelles
permettent de définir une nouvelle donnée démographique importante : ’'espérance de vie en bonne
santé (Figure 1). Cette notion prend principalement en compte la dimension fonctionnelle de la santé et

peut donc aussi se traduire par une espérance de vie sans incapacités, c’est-a-dire en l’absence de



limitations dans les activités usuelles et élémentaires. Bien qu’a la naissance 1'espérance de vie soit
estimée autour de 80 ans, un peu plus chez les femmes et un peu moins chez les hommes, il ressort des
statistiques européennes que seulement les trois quarts représentent notre espérance de vie en bonne
santé. Chez les plus de 65 ans, pour qui l'espérance de vie est estimée a une vingtaine d’années

supplémentaires, seulement la moitié se déroulerait sans incapacités ni limitations majeures.

65 ans

64,2 années en bonne santé

. 78,2 années
" d’espérance de vie

P 10,2
m o

65,1 années en bonne santé

83,7 années
d’espérance de vie

> + 21,6 années
D’aprés les données Eurostat 2019 pour I"'Union Européenne

Figure 1 | Données statistiques européennes d’espérance de vie en bonne santé

Cette bascule d'un vieillissement dit physiologique vers un vieillissement dit pathologique
s’accompagnant de I’apparition d"une ou plusieurs pathologies lies a I’age et d'une perte d’autonomie,
alimente actuellement un grand débat sociétal autour de la prise en charge médicale de nos anciens et

I'accompagnement vers la fin de vie.

1.1.2 Les pathologies associées a |'age

L’allongement de 'espérance de vie accroit les dysfonctionnements liés a I’age qui peuvent affecter la
totalité de nos organes. Notre organisme perd progressivement son intégrité physiologique et devient
plus vulnérable, augmentant ainsi la fréquence de pathologies. Chez les plus de 65 ans, quatre

personnes sur cing présentent au moins une pathologie chronique.

Parmi ces pathologies majeures figurent le cancer, le plus souvent celui du poumon, du sein, de la
prostate et le cancer colorectal, et les troubles cardiovasculaires, notamment les cardiopathies
ischémiques chroniques, I'insuffisance cardiaque congestive et I'arythmie. Ces deux dernieres maladies
cardiaques sont aujourd'hui les deux principales causes de déces (DeSantis et al., 2019; Pison, 2019). Les
maladies liées a 1'age qui affectent le systeme squelettique sont également fréquentes, notamment

l'arthrose et I'ostéoporose (Boskey and Imbert, 2017). Une autre maladie qui augmente fortement avec
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l'age est la dégénérescence musculaire aussi appelée sarcopénie (Gustafsson and Ulthake, 2021). Les
troubles métaboliques tels que le diabete et la stéatose hépatique non alcoolique deviennent également
plus fréquents avec I'age (Hazlehurst et al., 2016). La fibrose des organes et des tissus, un processus
pathologique caractérisé par des lésions inflammatoires et une production excessive de tissu conjonctif
fibreux (Birbrair et al., 2014), augmente également au cours du vieillissement et constitue 1'une des
principales causes de la détérioration des organes humains liée a 1'age, notamment les poumons
(Espindola et al., 2018), les reins (Nastase et al., 2018), le foie (Lemmer et al., 2018) et le cceur (Li et al,,
2018). Les organes lymphoides, tels que la rate, subissent également une perte d'intégrité structurelle
chez les personnes agées. La détérioration globale du systéme immunitaire augmente la susceptibilité
aux maladies infectieuses et réduit la réponse a la vaccination (Palacio et al., 2019). Ce phénomeéne a été
largement illustré dernierement par la mortalité liée a 1'age dt a la COVID-19 (Bajaj et al., 2021). Enfin,
il y a les maladies neurodégénératives, telles que les maladies d'Alzheimer, de Parkinson et de
Huntington, et les défaillances sensorielles, telles que les dégénérescences auditive et maculaire, qui
augmentent toutes de maniere significative chez les personnes agées (Bowl and Dawson, 2019; Hou et

al., 2019; Pelletier et al., 2016).

Le déclin fonctionnel et physiologique progressif de tout organisme vivant, conduisant inévitablement
ala mort, résulte de I'accumulation progressive de dommages moléculaires et cellulaires survenant tout
au long de sa vie. Ainsi, le vieillissement n'est pas une maladie en soi mais plutdét un processus

biologique dont les multiples causes et conséquences s'additionnent et se superposent.
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1.1.3 Les marqueurs de la santé et du vieillissement

1.1.3.1 Les marqueurs de la santé

Dans une revue récente, C. Lopez-Otin et G. Kroemer proposent une classification de huit acteurs
biologiques de la santé, définie non pas de fagon classique comme I"absence de pathologies mais plutot
comme un ensemble de caractéristiques organisationnelles et dynamiques ceuvrant au maintien de la
physiologie (Lépez-Otin and Kroemer, 2021). IIs définissent trois criteres idéaux auxquels doivent
répondre les marqueurs de la santé pour étre considérés comme tels : ils doivent étre associés a I'état de
santé, leur perturbation expérimentale ou physiologique doit étre pathogene, et enfin des interventions
expérimentales ou médicales visant a les maintenir ou les restaurer doivent avoir un effet bénéfique sur

la santé. La Figure 2 schématise les huit marqueurs de la santé ainsi définis.

Intégrité des barriéres
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Rétention des perturbations
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Réparation et régénération

Fiqure 2 | Marqueurs de la santé
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1.1.3.1.1 La compartimentation spatiale

% Intégrité des barriéres

La notion de barriere est essentielle a toute entité vivante, c’est elle qui crée et définit I'identité,
permettant de distinguer ce qui est propre de ce qui est étranger. Des barriéres existent a toutes les
échelles biologiques, que ce soit au niveau de l'organisme (par exemple la peau ou la barriere
intestinale), au niveau cellulaire (par exemple les membranes plasmiques) ou encore au niveau
intracellulaire (par exemple l'enveloppe nucléaire ou encore les organites tels que la mitochondrie ou
les lysosomes). Les barrieres biologiques assurent plusieurs roles; évidement celui de la
compartimentation spatiale permettant d’ériger une barriere physique entre I'extérieur et l'intérieur
protégeant ainsi des agressions externes et créant des conditions électrophysiologiques et chimiques
propres, mais également un role d’échanges et de régulation. D’un point de vue thermodynamique, la

compartimentation spatiale permet de diminuer I'entropie des systéemes (Marin et al., 2009).

Prenons 'exemple de la peau. La peau, plus vaste organe du corps humain, constitue l'interface entre
I'Homme et son milieu extérieur. Elle protege des agressions physiques, chimiques et microbiologiques,
permet la régulation des échanges en eau et de la température corporelle, et c’est également un organe
de syntheése (vitamine D par exemple) ainsi qu'un organe sensoriel. Le catalogue de pathologies
dermatologiques existantes laisse peu de doutes quant a I'importance du maintien de l'intégrité de cette
barriere biologique pour le maintien d'un statut sain. Pour n’en citer qu'une, le xeroderma
pigmentosum aussi connu sous le nom de maladie des enfants de la lune, qui se traduit par une
hypersensibilité aux rayons UVs due a une mutation de genes impliqués dans la réponse aux dommage
a I’ADN, provoque un vieillissement accéléré de la peau et une augmentation du risque de cancer

cutané, réduisant drastiquement 1'espérance de vie des patients atteints (Black, 2016).

% Rétention des perturbations locales

La compartimentation spatiale permet également de cloisonner, et ce cloisonnement lorsqu’il est effectif
permet de limiter la propagation d’une potentielle perturbation localisée et ainsi de limiter des effets
néfastes non seulement en termes de diffusion d’une entité a une autre mais aussi en termes d’intensité
de la perturbation. Si la perturbation diffuse a un niveau systémique, le risque est qu’elle surpasse les
capacités de I'organisme a la controler et réparer les dommages causés, conduisant ainsi a une perte de

fonction importante pouvant se traduire in fine par I’apparition d’une ou plusieurs pathologies.

Il est donc nécessaire de maintenir un systeme de réparation et de renouvellement des barrieres efficace.
La cicatrisation, par exemple, est un mécanisme de réparation indispensable, qui lorsqu’il est affaibli

chez les personnes &dgés notamment, augmente considérablement les risques de complications
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chroniques et systémiques (Willyard, 2018). Par ailleurs, une cicatrisation excessive peut aussi conduire

a des dysfonctionnements importants via les processus de fibrose et de formation des corps chéloides.

La neutralisation rapide d'un pathogeéne, quelle que soit sa nature, déclenche un processus
d’inflammation qui se veut localisé et transitoire. Si cette inflammation perdure de fagon chronique, a
cause de la pathogénicité et/ou d'une déficience immunitaire, cela peut non seulement induire des
dommages irréversibles dans le tissu infecté mais aussi se propager de facon systémique et conduire a

des maladies auto-inflammatoires ou auto-immunes (Savic et al., 2020).

Enfin, lorsque la menace provient non plus d’un agent extérieur mais de dommages internes comme
dans le cas des cellules cancéreuses ou sénescentes par exemple, il est tout aussi important d’éviter sa

dissémination via une immunosurveillance efficace (Buqué et al., 2020).

1.1.3.1.2 Le maintien de ’lhoméostasie

< Recyclage et turnover

Méme en dehors de tout contexte pathologique, toutes les unités biologiques subissent des dommages
endogenes notamment au niveau de leurs macromolécules. Des mécanismes de recyclage et de
remplacement sont donc indispensables au maintien des stocks de macromolécules et de cellules elles-

mémes.

Lorsqu’elles meurent, les cellules au sein d'un tissu sont éliminées par phagocytose via un mécanisme
appelé efférocytose (Morioka et al.,, 2019). Les cellules apoptotiques émettent un signal soluble
« trouvez-moi » recrutant les phagocytes, un signal membranaire « mangez-moi» permettant leur
identification et interaction avec les phagocytes ainsi qu'un signal anti-inflammatoire préventif d’une
réaction excessive (Medina et al., 2020). Si elles ne sont pas correctement éliminées, les cellules
apoptotiques déversent leur contenu dans le tissu, provoquant inflammation et réaction auto-immunes.
Les cellules mortes sont remplacées grace au pool de cellules souches, qui doit se maintenir en termes
de taille, d’intégrité génomique et d’identité épigénétique, afin de garantir la viabilité tissulaire. Ces
caractéristiques des cellules souches tendent a diminuer avec l'avancée en age, participant ainsi a

I’altération des capacités régénératives de 1’organisme.

Le cytoplasme contenant une grande partie des macromolécules et organites cellulaires, doit également
étre régulierement renouvelé notamment dans le cas des cellules a faible taux prolifératif. Cette
problématique est résolue par un mécanisme cellulaire appelé autophagie. Des agrégats protéiques ou
des organites entiers sont isolés dans des vésicules ou autophagosomes, qui fusionnent ensuite avec les

lysosomes afin d’assurer la digestion de leur contenu par des hydrolases acides. L’autophagie protege



les cellules d’une mort prématurée, via 1'élimination des mitochondries endommagées, d’agrégats
protéiques potentiellement toxiques, et des protéines pro-nécrotiques (Levine and Kroemer, 2019).
L’autophagie réduit également les niveaux d’inflammation, grace a son action sur les mitochondries

dysfonctionnelles ainsi qu’en réduisant des composants pro-inflammatoires.

o,

«» Intégration des circuits

La compartimentation spatiale est essentielle au fonctionnement des systémes biologiques mais pour
que celle-ci soit viable, il est indispensable que des circuits de communication existent entre les
différents compartiments, que ce soit a 1’échelle de la cellule, du tissu, entre les différents tissus ou

encore entre le systeme et le milieu extérieur.

Au niveau intracellulaire, toutes les molécules sont reliées aux autres par des voies de signalisation et
peuvent assurer des roles multiples en fonction de ces voies. Dans le cas des métabolites par exemple,
ils sont généralement impliqués a la fois dans les voies cataboliques et anaboliques. Certains, comme
les adénosines phosphates par exemple (ATP/ADP/AMP) sont méme des régulateurs essentiels de ces

voies, indiquant a la cellule ses stocks en énergie.

Chaque tissu peut étre considéré comme un micro-écosysteme qui s’adapte en continu a son
environnement. Les organes sont composés de deux familles de types cellulaires: les cellules
parenchymateuses spécifiques du tissu assurant sa fonction propre, et les cellules connectives non
spécifiques. Fibroblastes et macrophages sont retrouvés dans de nombreux tissus, ils communiquent
entre eux via la sécrétion de facteurs de croissance et forment une unité fonctionnelle stable face aux
perturbations (Zhou et al., 2018). Certaines cellules sont spécialis€ées dans la reconnaissance des signaux
extérieurs, lumineux, sonores ou mécaniques, respectivement par les cellules rétiniennes, les cellules

ciliées de I'oreille interne et les corpuscules de Pacini cutanés.

Ces micro-écosystemes tissulaires ne sont bien entendu pas completement isolés les uns des autres, ils
sont reliés entre eux par la circulation sanguine dans laquelle transitent hormones, cytokines, facteurs
de croissance, immunoglobulines. Ces effecteurs systémiques peuvent étre synthétisés par un large
nombre de types cellulaires, de mémes qu’ils sont reconnus via des récepteurs présents sur bon nombre

de ces types cellulaires.

% Oscillations rythmiques

Les fonctions physiologiques sont soumises a trois niveaux d’oscillations rythmiques selon leur
périodicité. Les rythmes ultradiens dont la périodicité est inférieure a 24h s’illustrent avec les rythmes

des organes vitaux (rythme cardiaque, activité électrique cérébrale, respiration) ou les rythmes



cellulaires (cycle cellulaire). Les rythmes infradiens concernent les cycles de durée supérieure a un jour
avec par exemple les cycles menstruels féminins ou encore les variations hormonales saisonnieres. Le
plus connu et le plus étudié reste le cycle circadien, un cycle endogene d’environ 24h dont la
synchronisation se fait principalement par la lumiere. La photosensibilité des cellules rétiennes permet
la transmission de I'information a un pool d’environ 20 000 neurones de I’hypothalamus, entrainant la
régulation de signaux systémiques (signal endocrine, température corporelle, apport nutritionnel)

diffusant dans tout I'organisme aux horloges périphériques.

Deux facteurs de transcription, BMAL1 et CLOCK, ont été identifiés comme des acteurs centraux dans
les mécanismes moléculaires de régulation du cycle circadien (Partch et al., 2014; Trott and Menet, 2018).
Un mécanisme complexe de boucles de rétrocontrdle transcriptionnelles et traductionnelles permet
I'expression rythmée de certains génes induisant ainsi une modification temporaire du protéome
cellulaire. L’expression de pres de la moitié des genes codants du génome humain répond a des

oscillations circadiennes dans au moins un tissu (Ruben et al., 2018).

Le cycle circadien impacte de nombreux mécanismes homéostatiques majeurs tels que la régulation des
cellules souches (Solanas et al., 2017), les fonctions mitochondriales (Chaix et al., 2016), la réponse
immunitaire (Man et al., 2016) ou encore le contrdle du microbiote. Par exemple, les mécanismes de
réparation des dommages a I’ADN causés majoritairement le jour par l'exposition aux UVs, seraient

préférentiellement activés la nuit lorsque la probabilité de dommages génomiques est réduite.

1.1.3.1.3 La réponse aux stress

% Résilience homéostatique

La résilience homéostatique peut se définir comme la capacité d’un systéme a retrouver son état initial
ou un nouvel état d’équilibre suite a une perturbation. L’homéostasie assure le maintien de nombreux
parametres biologiques : osmolarité, pression sanguine, glycémie, température corporelle, poids,
concentrations hormonales, etc. Certains s’accordent a dire qu’il s’agit d’ailleurs plus d'une
homéodynamie qu’une homéostasie compte-tenu du fait que le maintien de cet équilibre repose plus
sur l'interaction adaptative entre les différents composants du systeme que sur le maintien d'un état

statique unique (Lloyd et al., 2001).

La résilience homéostatique n’est pas seulement contrdlée par le cerveau via la sécrétion des hormones
de stress, les catécholamines (épinéphrine et norépinéphrine) et les glucocorticoides, elle passe aussi par
des facteurs endocriniens métaboliques sécrétés notamment par les tissus adipeux blanc et brun

(Tomiyama, 2019; Turkson et al., 2019). Les facteurs cellulaires et humoraux sécrétés par les systemes



immunitaires innés et acquis, ainsi que le maintien du microbiote intestinal jouent également un role
important dans la mise en place de cette résilience homéostatique (Cathomas et al., 2019; Teichman et

al., 2020).

7

¢ Régulation hormétique

L’exposition a de faibles doses de toxine déclenche un mécanisme de réponse qui peut permettre la mise
en place d"un effet protecteur envers de futures expositions a de plus fortes doses, c’est ce qu’on appelle
I'hormese. Le stress peut étre de différente nature: chimique, physique, pharmacologique ou
nutritionnel. Cette théorie s’applique particulierement a la mitochondrie, avec un terme dédié,
mitohormese (Tapia, 2006). Un stress mitochondrial induit principalement la production d’especes
réactives de l'oxygene (ROS) dérivant de la chaine respiratoire mitochondriale et des échanges
d’électrons qui s’y opeérent. Ces molécules sont dotées de radicaux libres, ce qui les rend tres réactives
et potentiellement capables d’endommager les macromolécules essentielles. Les effets bénéfiques de
faibles doses de ROS ont été démontrés chez I’animal dans le coeur (Granger and Kvietys, 2015; Thijssen

et al., 2018) et dans le cerveau (Sivandzade et al., 2019).

L’hormese peut avoir des effets bénéfiques sur la longévité et I'espérance de vie en bonne santé. Nous

y reviendrons plus en détails dans la section 1.2.1.

“ Réparation et régénération

Contrairement au turnover décrit précédemment, les mécanismes de réparation et de régénération sont

spécifiques du type de dommage subi.

L’ADN est soumis a de nombreux stress qu’ils soient endogenes ou exogenes, conduisant a de
nombreux dommages. Ces Iésions dans le génome peuvent étre a I'origine de nombreuses pathologies
chroniques, de méme qu’elles participent au vieillissement (voir paragraphe 1.1.3.2.1). Il existe divers
mécanismes de réparation des dommages a '’ADN, qu'il soit mitochondrial ou nucléaire, qui forment
I'ensemble des réponses aux dommages a ’ADN. Ces mécanismes sont également responsables du
devenir des cellules présentant des dommages irréversibles. Par exemple, le facteur de transcription p53
est impliqué dans la régulation du cycle cellulaire, de l'apoptose (mort cellulaire programmeée), de

I'autophagie et de la sénescence cellulaire (Levine, 2020).

Le protéome, représentant ’ensemble des protéines, constitue lui aussi la cible de nombreux dommages,
nécessitant le traitement des protéines mal repliées soit par leur stabilisation soit par leur dégradation
(Morimoto, 2020). Le controle qualité des protéines passe principalement par deux mécanismes : le

systeme ubiquitine-protéasome et le systéme autophagie-lysosome (Pohl and Dikic, 2019). Le systéme



ubiquitine-protéasome consiste a ajouter par liaison covalente des chaines d'ubiquitine aux protéines
permettant leur reconnaissance par le protéasome 26S qui viendra les hydrolyser. Les résidus de
protéolyse sont ensuite dégradés en acides aminés par des carboxypeptidases et des aminopeptidases
cellulaires. Le mauvais repliement des protéines entraine aussi un stress du réticulum endoplasmique,
compartiment cellulaire qui recoit les protéines apres la synthese ribosomale. Ce stress (du réticulum
endoplasmique) conduit a l'activation d'une réponse adaptative, la réponse UPR (unfolded protein
response) qui passe par 3 mécanismes impliquant respectivement 3 capteurs de stress : PERK, ATF6 et

IRE1 (Walter and Ron, 2011).

Les organites eux-mémes sont soumis a des dommages et notamment les mitochondries et les
lysosomes. Il existe une voie de réponse mitochondriale au stress permettant de transitionner vers un
métabolisme glycolytique favorisant les réparations (Costa-Mattioli and Walter, 2020; Shpilka and
Haynes, 2018). Comme pour le réticulum endoplasmique, cette voie fait appel a des facteurs tels
qu’ATF4, ATF5, CHOP et C/EBPB4. La perméabilisation des membranes lysosomales entraine un stress
cellulaire intense et déclenche donc un mécanisme de réponse aux dommages (Papadopoulos et al.,
2020). Soit les membranes sont reconstituées grace a l'action de la protéine chaperonne HSP70 qui
recrute la machinerie endosomale et en particulier le complexe ESCRT (Endosomal Sorting Complex
Required for Transport). Soit les lysosomes endommagés sont séquestrés dans des autophagosomes en

vue de leur élimination.

Bien entendu, les mécanismes de réparation et de régénération ne s’appliquent pas qu’a 1’échelle des
organites et des cellules, il existe également des mécanismes a I’échelle tissulaire. Ce sont
majoritairement les cellules souches et les progéniteurs qui sont responsables de la réparation des tissus
endommagés (Wu and Izpisua Belmonte, 2016). Les capacités régénératrices liées au potentiel souche
ont progressivement décliné avec 1'évolution et continuent de diminuer au cours du développement

puis du vieillissement.
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1.1.3.2 Les marqueurs du vieillissement

Pour comprendre le vieillissement, il faut s’intéresser aux mécanismes cellulaires et moléculaires qui en
sont responsables. Lopez-Otin et al. ont publié en 2013 une revue regroupant et détaillant tous les
dysfonctionnements cellulaires pouvant conduire au vieillissement d’un organisme (Lépez-Otin et al.,

2013).

IIs ont identifié neuf marques caractéristiques générales du vieillissement et ces éléments ont été classés
selon trois critéres importants. Premiérement, chacun de ces dommages doit apparaitre de fagon
naturelle au cours du vieillissement physiologique. Enfin, leur détérioration expérimentale doit
accentuer le vieillissement et inversement leur amélioration doit le ralentir. Toutes ces marques non
seulement s’accumulent progressivement au cours de vieillissement mais sont interconnectées les unes
avec les autres, créant ainsi un environnement complexe qui sous-tend I’origine multifactorielle des

pathologies liées a 1'age (Figure 3).

MARCQUES PRIMARES

Maladies dégénératives de la
vision

Maladies neurodégénératives

Maladies dégénératives de — .

l'audition

Fibrose & hypertrophie
cardiaque

Fibrose pulmonaire

Stéatose & fibrose
hépatique

Désordres métaboliques

Altérations de la
fonction immunitaire

Maladie des disques
intervertébraux

Ostéoporose

Arthrose

Figure 3 | Marqueurs du vieillissement a ’origine des pathologies liées a 1'dge (Alle et al., 2021a)
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1.1.3.2.1 Les marques primaires

IIs définissent en premier lieu les marques primaires du vieillissement qu’ils caractérisent comme des
éléments déclencheurs causant des dommages s’accumulant progressivement avec le temps. Il s’agit
principalement de dommages affectant la structure des biomolécules et donc de leurs fonctions. Cela se

traduit au niveau cellulaire par une augmentation du désordre moléculaire.

* Instabilités génomiques

La preuve irréfutable que I'endommagement du génome contribue au vieillissement réside dans
I'existence de pathologies de vieillissement accéléré résultant de dommages génomiques, telles que le
syndrome d’Hutchinson-Gilford Progéria (Sandre-Giovannoli et al., 2003), le syndrome de Cockayne
(Weidenheim et al., 2009), le syndrome de Louis-Bar ou ataxie télangiectasie (Shiloh and Lederman,

2017), ou encore le syndrome de Werner (Muftuoglu et al., 2008).

Le patrimoine génétique est constitué par ’ADN nucléaire bien entendu, mais aussi par le génome
mitochondrial. La stabilité et I'intégrité du génome sont continuellement mises a rude épreuve par
divers stress exogenes (produits chimiques, irradiation aux ultraviolets ou infrarouges, virus) mais aussi
par des stress endogenes (ROS, erreurs de réplication, réactions spontanées) (Hoeijmakers, 2009). Les
dommages causés peuvent aller de la simple mutation ponctuelle silencieuse a des cassures double brin
de 'ADN entrainant l'altération des programmes d’expression génique. La plupart des dommages
causés peuvent étre pris en charge par la machinerie cellulaire et les mécanismes de réparation des
dommages a I’ADN. Parmi ces mécanismes, on peut citer la réparation par excision de bases ou
nucléotides pour remplacer les bases ou nucléotides endommagés, les recombinaisons homologues, la
jonction d’extrémités non homologues ou médiée par microhomologie contre les cassures double brin
ou la réparation des mésappariements. La préservation du patrimoine génétique repose également sur
sa protection et donc sur l'intégrité des membranes qui l'entourent. L’architecture de l'enveloppe

nucléaire joue donc également un role primordial.

Or avec I'avancée en age, ces dommages ont tendance a s’accumuler ce qui peut s’expliquer soit par
I'augmentation de la fréquence de ces dommages soit par une diminution de I'efficacité a les réparer.
L’accumulation de ces lésions peut avoir une incidence sur les mécanismes de réplication, de
transcription de '’ADN jusqu’a la traduction en protéines. Si la cellule échoue a mettre en place les
mécanismes de réparation des dommages a ’ADN, il lui reste encore deux mécanismes de défense pour
empécher la propagation et I’amplification des dommages : l'arrét irréversible du cycle cellulaire

correspondant a I’entrée en sénescence de la cellule, ou I'apoptose.

W
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¢ Raccourcissement des télomeres

La détérioration spécifique des télomeres avec 'avancée en age, met en évidence une sensibilité accrue
de certaines régions du génome face aux dommages (Blackburn et al., 2006). Dans les processus de
réplication de I’ADN, les polymérases réplicatives ne sont pas adaptées au traitement des extrémités
des brins d’ADN. Il existe des polymérases spécialisées dans la réplication de ces séquences terminales
ou télomeres, ce sont les télomérases. Or ces télomérases ne sont pas exprimées dans la plupart des
cellules de mammifere. De fait, au fur et a mesure des cycles de réplication, les séquences aux extrémités
des chromosomes sont progressivement raccourcies. Il a été mis en évidence chez divers mammiferes
dont I'Homme, que le raccourcissement des télomeres était observable au cours du vieillissement
physiologique (Martinez and Blasco, 2017). Le raccourcissement des télomeres est d’ailleurs une des

causes de I'entrée en sénescence réplicative des cellules (Liu et al., 2019a).

Les télomeres sont normalement protégés par un complexe protéique, le shelterin (Palm and de Lange,
2008). Ce complexe permet notamment de rendre les télomeres inaccessibles aux acteurs de la réparation
des dommages a ’ADN. Autrement, ces régions terminales seraient considérées comme des lésions, et

seraient fusionnées par les protéines de réparation ce qui conduirait a des fusions chromosomiques.

Des liens expérimentaux ont pu étre faits entre longueur des télomeres et espérance de vie. Il a
également été démontré que la réactivation de la télomérase permettait de retarder le phénomene de

vieillissement et d’allonger 1’espérance de vie (Bernardes de Jesus et al., 2012; Jaskelioff et al., 2011).

K2

< Altérations épigénétiques

L’épigénétique se définit comme 1’étude des mécanismes entrainant des modifications des niveaux
d’expression des genes, indépendamment des modifications brutes de la séquence d’ADN. Par
définition, les modifications épigénétiques sont réversibles. Le terme épigénétique recouvre donc les
mécanismes de méthylation de I’ADN, de modifications post-traductionnelles des histones, et
d’organisation et de remodelage de la chromatine. Tous ces mécanismes sont cruciaux pour la
fonctionnalité de la chromatine, puisqu’ils régulent notamment la disponibilité de I’ADN vis-a-vis des
complexes transcriptionnels. IIs ont récemment été mis en cause pour leur implication dans les
processus de vieillissement et de longévité (Sen et al., 2016). Cependant les changements chromatiniens
au cours du vieillissement sont complexes puisqu’ils peuvent différer d"un type cellulaire a I’autre, d’un

organe a l’autre ou encore d’une espéce a l’autre.

La chromatine existe sous deux états définis par leur intensité de compaction: euchromatine et
hétérochromatine, qui représentent respectivement un état décondensé et condensé de I"ADN.

L’hétérochromatine, plus condensée et donc moins accessible, est également moins transcrite. Elle

[68)
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regroupe les éléments génomiques a séquences fortement répétées tels que les régions télomériques, les
séquences satellites, les séquences ribosomales ou encore les éléments transposables (Grewal and Jia,
2007). L’hétérochromatine est également impliquée dans les interactions avec la lamina nucléaire via
des domaines spécifiques appelées LADs pour lamina-associated domains. Le bloc structurel formé par
I'hétérochromatine compactée joue un role crucial dans la stabilisation de la totalité du génome. Au

cours du vieillissement, une perte globale d’hétérochromatine s’opere (Tsurumi and Li, 2012).

La chromatine est constituée de complexes protéiques a base d’histones, les nucléosomes, autour
desquels s’enroule I’ADN. Les protéines histones sont principalement soumises a deux types de
modifications épigénétiques : des acétylations ou des méthylations qui s'operent sur leurs résidus
lysines. Dans les processus de vieillissement, deux histones, H3 et H4, sont particulierement sujettes a
des modifications de type triméthylation, respectivement sur les résidus lysines 9 et 20. Ces histones
sont impliquées dans la régulation de l'activité transcriptionnelle. Bien que les résultats des études
divergent en fonction du type cellulaire, du tissu ou de I'espece étudiés quant a I'enrichissement ou
I'appauvrissement de ces marques, il est indéniable que les histones H3 et H4 subissent un remodelage

au cours du vieillissement (Benayoun et al., 2015).

Chez les eucaryotes, la méthylation de 'ADN repose principalement sur la méthylation de la cytosine
sur son carbone 5. Les cytosines ciblées sont généralement suivies d'une guanidine dans la chaine
nucléotidique de ’ADN, constituant des sites spécifiques appelés dinucléotides CpG. Ce processus est
régulé par les ADN méthyltransférases DNMT et les protéines TET (Greenberg and Bourc’his, 2019; Li
and Zhang, 2014). On observe une hypométhylation globale de I’ADN au cours du vieillissement,
décrite chez la souris, le rat et 'Homme (Bollati et al., 2009; Sidler et al., 2017) associée a une
hyperméthylation de certains sites spécifiques notamment au niveau des promoteurs des genes
régulateurs du cycle cellulaire (Booth and Brunet, 2016; Ren et al., 2017). Une forte corrélation a été
établie entre les niveaux de méthylation de I'’ADN et I'age, permettant méme d’en faire un outil de
mesure de 1’age biologique par opposition a I’age chronologique, c’est ce que 1’on appelle les horloges
épigénétiques. Il existe deux grands types d’horloges épigénétiques : les horloges dites chronologiques
dont la sélection des CpGs est associée a 1’age chronologique et les horloges dites biologiques dont la
sélection des CpGs est associée a des phénotypes pathologiques associés au vieillissement. Elles
refletent respectivement les changements des niveaux de méthylation associés au vieillissement
communs entre les individus (vieillissement intrinseque) ou la variabilité intra-individuelle a I'origine
des dysfonctionnements et pathologies associées a 1'age. Les principales horloges proposées sont
récapitulées dans le Tableau 1. Parmi les plus célebres horloges chronologiques, celle développée par
Horvath a la particularité d’étre la seule a pouvoir s’appliquer a différents tissus. Elle s’appuie sur un

panel de 353 CpGs différentiellement méthylés avecl’age (hypo ou hyper-méthylation) (Horvath, 2013).

o}



Tableau 1 | Récapitulatif des diverses horloges épigénétiques proposées et de leurs paramétrages

Référence Nombre Gafnme Echantillonnage Tissu(s)

de CpGs d’ages
Horloges chronologiques
(Bocklandt et al., 2011) 3 18-70 68 Salive
(Koch and Wagner, 2011) 19 16-72 130 Divers types cellulaires
(Horvath, 2013) 353 0-101 8000 Divers tissus et types

cellulaires

(Hannum et al., 2013) 71 19-101 656 Sang
(Weidner et al., 2014) 3 0-78 575 Sang
(Florath et al., 2014) 17 50-75 400 Sang
(Huang et al., 2015) 5 9-75 89 Sang
(Zbie¢-Piekarska et al.,
2015) 5 2-75 420 Sang
(Zhang et al., 2019) 514 2-104 13566 Sang et salive
Horloges biologiques
(Yang et al., 2016b) 385 19-101 656 Sang
(Zhang et al., 2017) 10 31-82 1000 Sang
(Youn and Wang, 2018) 286 NA 4020 Tumeurs (TTGA)
(Levine et al., 2018) 513 >20 9926 Sang
(Lu et al., 2019a) 1030 NA 1731 Sang
(Lu et al., 2019b) 140 22-93 2256 Sang

o,

% Perte de la protéostasie

Comme décrit précédemment dans les marqueurs de la santé, ’homéostasie et ici plus particuliérement
I'homéostasie protéique ou protéostasie, est un acteur clé de la viabilité des systemes. Le maintien de la
protéostasie repose sur trois systemes : la synthese et le repliement des protéines, faisant appel aux
ribosomes, aux chaperonnes, aux agrégases et désagrégases, leurs modifications post-traductionnelles,
regroupant phosphorylation, acétylation ou encore oxydation, et enfin leur dégradation, via les

systémes autophagie-lysosome ou ubiquitine-protéasome.

De nombreuses études ont mis en évidence une altération de la protéostasie avec ’age (Hipp et al,,
2019). De plus, I'accumulation chronique de protéines mal repliées est a 'origine de pathologies
dégénératives telles que la maladie d’Alzheimer (Powers et al., 2009). Au niveau cellulaire, la pathologie
se caractérise par I'accumulation de fragments de la protéine béta-amyloide sous forme de plaques a
I'extérieur des neurones ainsi que par I'enchevétrement de brins tordus de la protéine tau s’accumulant
a l'intérieur des corps cellulaires. Ces deux phénomenes contribuent a I'endommagement et a la mort

des neurones.

O8]
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1.1.3.2.2 Les marques antagonistes
Les marques antagonistes sont initialement des mécanismes de réparation activés en réponse aux
dommages causés par les marques primaires mais dont les effets bénéfiques deviennent déléteres

lorsqu’ils sont suremployés.

7

< Déreglement de la sensibilité aux nutriments

Les activités métaboliques sont une source de stress, une trop forte activité ou une modification de la
disponibilité des nutriments sont en effet des facteurs de vieillissement prématuré. Les métabolites
peuvent causer des dommages cellulaires via les mécanismes de stress oxydatif, de stress du réticulum
endoplasmique, via les voies de signalisation du calcium ou encore via des dysfonctionnements
mitochondriaux. Il existe donc a différentes échelles, des mécanismes de régulation de l'activité

métabolique en fonction des besoins énergétiques et de la disponibilité des nutriments.

Il existe une grande similitude entre les voies de signalisation de l'insuline en réponse a la présence de
glucose et celles du facteur de croissance IGF-1 en réponse a la sécrétion des hormones de croissance.
Elles forment d’ailleurs une seule et méme voie intitulée insulin and IGF-1 signaling (I1IS). C’est une des
voies les plus conservées de I'évolution et compte parmi ses cibles la famille des facteurs de transcription
FOXO et les complexes mTOR (Figure 4). Le vieillissement s’accompagne généralement d’une

diminution globale de cette voie de signalisation sensible au glucose (Vitale et al., 2019).

Parallelement, il existe trois autres voies de sensibilité aux nutriments : la voie mTOR, en réponse aux
concentrations en acides aminés, la voie AMPK, sensible a la demande énergétique via la détection des
niveaux d’AMP, et enfin la voie des sirtuines, sensible également aux besoins énergétiques via les
niveaux de NAD~ (Figure 4). La voie mTOR régule essentiellement le métabolisme anabolique, a savoir
les biosyntheses (Laplante and Sabatini, 2012). La régulation a la baisse de la voie mTOR est bénéfique
au cours du vieillissement, non seulement sur les parametres de longévité mais aussi sur la résistance a
certaines pathologies liées a ’age (Selman et al., 2009). Les voies AMPK et sirtuines fonctionnent quant
aelles a I'opposé, c’est-a-dire qu’elles détectent les pénuries en nutriments et favorisent le catabolisme.

Leur régulation a la hausse favorise un vieillissement sain (Fontana et al., 2010a).
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Figure 4 | Voies de signalisation associées a la sensibilité aux nutriments

7

% Dysfonctionnements mitochondriaux

Il existe une théorie bien ancrée, intitulée théorie radicalaire du vieillissement, développée dans la
seconde moitié du XXe siecle par Harman, qui suggere que l'accumulation progressive d’especes
réactives de 'oxygene (ROS) avec 1'dge est responsable de dommages mitochondriaux et cellulaires
importants (Harman, 1992). Ces derniéres années, cette théorie a été réévaluée suite a de nombreuses
études mettant en évidence des roles contradictoires des ROS dans les processus de vieillissement
(Ristow and Schmeisser, 2011). Cette nouvelle théorie se propose d’envisager les ROS comme un signal
de survie en réponse a un stress. La production de ROS fait partie d’'un mécanisme homéostatique de
compensation. Or avec I’avancée en age, I'exposition a des stress et les dommages induits augmentent,
déclenchant une augmentation des ROS comme mécanisme de survie. Au-dela d’un certain point,
I'accumulation de ROS dépasse la capacité du processus homéostatique et tendrait a aggraver les

dommages plutot que de les atténuer (Hekimi et al., 2011).

La mitochondrie peut étre considérée comme une entité autonome possédant son propre génome et sa
propre machinerie cellulaire, subissant donc comme décrit précédemment a 1’échelle de la cellule, les
marques primaires du vieillissement. L’association de l'intensification des dommages mitochondriaux
avec un affaiblissement du renouvellement du pool mitochondrial (moins de biogénése et plus
d’élimination), contribue au processus de vieillissement. L’altération de la biogénese mitochondriale
semble étre directement reliée au raccourcissement des télomeres (Sahin et al., 2011). La famille des

sirtuines, notamment SIRT1, a également été décrite comme modulateurs du renouvellement



mitochondrial via une voie impliquant PGC-1a et les processus de mitophagie (Lee et al., 2008; Rodgers
et al., 2005). Les dysfonctionnements mitochondriaux peuvent également trouver leurs origines dans
I’altération du génome mitochondrial, 'oxydation des protéines mitochondriales, la désorganisation
des complexes protéiques de la chaine respiratoire mitochondriale ou la perturbation de la balance

dynamique des fusions/fissions mitochondriales (Wang and Klionsky, 2011).

o,

% Sénescence cellulaire

La sénescence cellulaire a historiquement été définie comme un arrét irréversible du cycle cellulaire. Il
s’agit en réalité d’un état plus complexe dans lequel la cellule, dont la prolifération est en effet inhibée

irréversiblement, maintient une activité métabolique.

Elle a été décrite pour la premiére fois par L. Hayflick et P.S. Moorhead en 1961 (Hayflick and Moorhead,
1961). Ils ont mis en évidence les limites des capacités prolifératives des cellules en culture primaire. En
effet, apres une cinquantaine de passages successifs pour des fibroblastes humains, les cellules perdent
leur capacité a proliférer, on parle alors de sénescence réplicative. Ce phénomene est dii principalement

au raccourcissement progressif des télomeres (Turner et al., 2019).

Il existe d’autres moyens d’induire la sénescence cellulaire in vitro. L'induction d’un stress, tel qu'un
stress oxydatif ou une exposition aux UV, permet d’induire des dommages a I’ADN conduisant a une
sénescence prématurée, dite SIPS pour stress-induced premature senescence (Toussaint et al., 2000, 2002).
La sénescence peut également étre induite de maniére accélérée a 'aide d’agents pharmacologiques
génotoxiques tels que l'étoposide (Lenain et al., 2015; Leontieva and Blagosklonny, 2010) ou la
mitomycine C (Alili et al., 2014). De nombreuses molécules ont depuis été décrites comme induisant la
sénescence cellulaire (Petrova et al., 2016). Enfin 'activation ou la surexpression d’oncogenes, et
notamment 1'oncogene RAS (Serrano et al., 1997), constitue un dernier type de sénescence induite dite

OIS pour oncogene-induced senescence.

Quelle que soit la méthode d’induction de la sénescence, les cellules sénescentes présentent
généralement des caractéristiques phénotypiques et moléculaires communes (Figure 5) (Gorgoulis et
al., 2019; Kuilman et al., 2010). Leurs non-capacités prolifératives se traduisent au niveau moléculaire
par une inhibition des cyclines A1/A2 et E1/E2, et une activation des inhibiteurs de cycle pl16!NK4 et
p21¢irl, Elles se caractérisent également par I'existence d’un phénotype sécrétoire associé a la sénescence
(SASP) qui se compose de facteurs pro-inflammatoires type cytokines (IL-1, IL-6, IL-8, CCL2, CXCL1),
métalloprotéinases (MMP-1, MMP-3, MMP-10) et facteurs de croissance (VEGF). Elles présentent une
activité lysosomale spécifique de la B-galactosidase, en faisant un marqueur de choix pour leur

identification (Dimri et al, 1995; Itahana et al., 2007). Leur architecture nucléaire est également



fortement impactée et elles présentent une structure de chromatine altérée avec des foyers

d’hétérochromatine associés a la sénescence (SAHF) ainsi que des foyers d’endommagement y-H2AX.

Arrét irréversible
de prolifération

Phénotype sécrétoire associé

. b e a la sénescence (SASP)
Augmentation de l'activité

SA-B-Galactosidase

Modification de l'expression génique
p53/p21%°1/p16™Nea

Figure 5 | Caractéristiques phénotypiques des cellules sénescentes

Comme toutes les marques antagonistes, la sénescence est un mécanisme initialement bénéfique
notamment a travers sa fonction suppresseur de tumeur (Prieur and Peeper, 2008) ainsi que son role
dans 'embryogénese et la cicatrisation. Cependant 'accumulation progressive de cellules sénescentes
dans les tissus au cours du vieillissement, due notamment a leur moins bonne élimination par le systeme

immunitaire peut étre liée a de nombreuses pathologies associées a I’age (Borghesan et al., 2020).

Diverses interventions thérapeutiques peuvent étre envisagées pour lutter contre le vieillissement lié a
I’accumulation de cellules sénescentes (Soto-Gamez and Demaria, 2017). Ces sénothérapies consistent
soit a éviter la formation de cellules sénescentes via la réactivation de leur prolifération, soit a interférer
avec leur SASP et ses effets paracrines déléteres, soit a éliminer sélectivement ces cellules par
immunothérapie, soit a induire sélectivement leur apoptose. Ces thérapies seront présentées plus en

détails (voire section 1.2.7).

1.1.3.2.3 Les marques intégratives

Les marques intégratives apparaissent lorsque les dommages accumulés causés par les marques
primaires et antagonistes ne peuvent étre compensés par des mécanismes homéostatiques au sein de
l'organisme. En effet, en vieillissant, nous assistons a l'accumulation progressive de dommages
moléculaires qui ne sont plus supportés par les mécanismes de controle cellulaire et ainsi le nombre de

cellules sénescentes, endommagées et/ou dysfonctionnelles augmente.
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% Epuisement des cellules souches

De nombreux tissus adultes maintiennent leur capacité a évoluer et a se régénérer dans des conditions
physiologiques et de blessure, grace a la présence de cellules souches résidentes. Parmi ces cellules
souches adultes, on compte les cellules souches hématopoiétiques (HSCs) résidant dans la moelle
osseuse et permettant la production des cellules sanguines, les cellules souches intestinales (ISCs), les
cellules satellites dans le muscle squelettique (MuSCs), les cellules souches neurales (NSCs), les cellules
souches cutanées (EpiSCs) et les cellules souches germinales (GSCs) a 'origine des gametes. Or avec
’age, l'organisme perd progressivement cette capacité, notamment a cause d'une perte du nombre ou

d’une diminution de la fonctionnalité de ces cellules souches adultes (Schultz and Sinclair, 2016).

Les cellules souches satellites sont responsables de la régénération des fibres musculaires squelettiques.
La diminution de la population de ces cellules souches avec I'avancée en age a été décrite a la fois chez
la souris et chez 'Homme (Brack et al., 2005; Collins et al., 2007; Gibson and Schultz, 1983). De plus, la
fonctionnalité des cellules satellites décroit également avec I’dge, notamment leur capacité proliférative
in vitro ainsi que leur capacité régénératrice in vivo (Bernet et al., 2014; Bortoli et al., 2003; Cosgrove et
al., 2014; Sousa-Victor et al.,, 2014). II a en effet été démontré que les cellules satellites voient leur
potentiel de différenciation altéré avec I’avancée en dge, ainsi au lieu de se différencier vers des lignées
myogéniques permettant la régénération de la fibre musculaire, elles ont plutdt tendance a se
différencier vers des lignées fibrogéniques participant a I’augmentation de la fibrose musculaire. Ce
changement dans le potentiel de différenciation des cellules satellites serait induit par des signaux
extrinseques liés aux voies de signalisation Wnt et TGF-3 (Brack et al., 2007; Carlson et al., 2009). La
perte de la capacité d’autorenouvellement, conduisant a 'appauvrissement du pool de cellules souches
musculaires serait quant a lui plutot lié a des signaux intrinseques indépendants de I’environnement,
dont une augmentation de l'activité de la voie de réponse aux stress p38-MAPK (Bernet et al., 2014;
Cosgrove et al., 2014) et une augmentation de la sénescence (Cosgrove et al., 2014; Sousa-Victor et al.,

2014).

% Altération de la communication cellulaire

La principale altération de la communication cellulaire dans le contexte du vieillissement repose sur ce
que l'on appelle l'«inflammaging» c’est-a-dire un phénotype pro-inflammatoire chronique
accompagnant le vieillissement (Salminen et al., 2012). Ce contexte pro-inflammatoire peut étre la
résultante de 'accumulation de dommages tissulaires pro-inflammatoires, du dysfonctionnement du
systéme immunitaire et/ou de la sécrétion accrue de facteurs pro-inflammatoires suite a 'accumulation
de cellules sénescentes. Une inflammation chronique peut étre a I'origine de I'apparition de certaines

pathologies métaboliques telles que 1'obésité ou le diabete de type II, dont la corrélation avec I'age a pu



étre démontrée (Barzilai et al., 2012). L’inflammation est aussi critique dans le développement des

pathologies articulaires telles que I’arthrite (Choy and Panayi, 2001).

Le déclin de la fonctionnalité du systéme immunitaire ou immunosénescence, accompagne et
potentiellement aggrave le vieillissement au niveau systémique. L’'immunosénescence participe
également a 'augmentation de la fréquence des pathologies infectieuses et auto-immunes, ainsi qu’a la

diminution de I'efficacité vaccinale (Ma and Fang, 2013).

1.1.3.2.4 Marques additionnelles proposées

Bien que la classification proposée par Lopez-Otin soit largement acceptée, quelques nouveaux
marqueurs de vieillissement ont été identifiés depuis 2013, notamment la rigidification de la matrice
extracellulaire (Fedintsev and Moskalev, 2020), les fragments dérivés d'ARNt (Yuan et al., 2021),
l'accumulation d'ARN circulaires (Knupp and Miura, 2018), et méme la dysbiose du microbiote (Nagpal
et al., 2018).

La matrice extracellulaire est principalement constituée de deux composants : le collagene et I'élastine.
Ces macromolécules ont des demi-vies extrémement longues et sont donc tres stables. Cependant, avec
le temps elles sont sujettes a des dommages de nature non enzymatique qui déstabilisent la structure
de la matrice extracellulaire. Ces modifications non enzymatiques regroupant glycation, carbonatation
et carbamylation, conduisent a la formation de liaisons croisées entrainant a leur tour inflammation,

fibrose, altération de I'horloge circadienne et vieillissement des cellules souches.

Les fragments dérivés d’ARNt sont de petits ARN non codants produits lors du clivage des ARNt. Leur
présence a pu étre associée a certaines pathologies liées a 1’age chez 'Homme telles que le cancer ou des
pathologies neurodégénératives (Pandey et al., 2021). Les interactions des fragments d’ARNt avec la
machinerie cellulaire sont nombreuses : ils peuvent interagir avec les protéines régulant I’expression
génique, ils interviennent dans la régulation de la synthese des protéines et ils participent a la régulation
du cycle cellulaire. Les fragments d’ARNt peuvent méme faire 1’objet de modifications épigénétiques,

notamment des méthylations post-transcriptionnelles.

Les ARN circulaires (ARNcirc) sont majoritairement générés lors de I'épissage des exons codant pour
les protéines. Une tres forte corrélation entre I'accumulation de ces ARNcirc dans le cerveau et I'age a
été mise en évidence chez la drosophile (Westholm et al., 2014), la souris (Gruner et al., 2016) et C. elegans
(Cortés-Lopez et al., 2018). Bien que I'impact de I'accumulation des ARNcirc dans le systeme nerveux
ne soit pas encore parfaitement décrit et compris, ils restent un excellent candidat comme biomarqueurs

du vieillissement.
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Le microbiote constitue un ensemble riche et complexe de microorganismes cohabitant avec leur hote
sur chaque surface corporelle exposée au milieu extérieur (peau, intestin, muqueuses). Il contribue de
fagon essentielle a la physiologie de I'organisme grace a une relation de symbiose (Eloe-Fadrosh and
Rasko, 2013; Li et al., 2008). La composition et la diversité du microbiote évoluent continuellement avec
I'avancée en age et sont soumises a de nombreux facteurs environnementaux. Des études ont mis en
évidence des liens entre la composition du microbiote, notamment le microbiote intestinal qui est le plus
étudié, et des prédispositions a développer certaines pathologies (Kim and Benayoun, 2020). Une étude
récente en particulier, a pu démontrer qu'une transplantation du microbiote fécal d'un donneur jeune
dans un receveur agé permettait d’atténuer certains déficits cognitifs associés a 'age (Boehme et al.,

2021).



1.2 STRATEGIES DE LUTTE POUR PREVENIR ET/OU RALENTIR LE VIEILLISSEMENT

Le vieillissement est un processus complexe qui se caractérise par une accumulation progressive de
dommages associée a une altération progressive des capacités de réparation et de régénération,
conduisant a des pertes de fonctions d'un ou plusieurs tissus a 1'origine de 1’apparition de pathologies.
Le vieillissement global de la population a entrainé une augmentation de la proportion de personnes
agées dans nos sociétés et a révélé un besoin croissant de traitements préventifs ou curatifs pour la prise
en charge du vieillissement. Il existe au moins autant de stratégies anti-ages qu’il existe de marqueurs
du vieillissement. Nous nous proposons dans ce chapitre de présenter certaines d’entre elles

(récapitulées en Figure 6).
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1.2.1 Hormese

L’hormese se définit comme la stimulation positive des défenses physiologiques suite a 1'exposition a
faible dose a un agent qui serait toxique et dommageable a plus forte dose. Ce renforcement des
systemes de défense permet ensuite une meilleure protection en réponse a des expositions plus fortes.
Autrement dit en citant Nietzsche « Ce qui ne me tue pas me rend plus fort ». Ces agents hormétiques
peuvent étre de différentes natures : chimique, biologique, ou physique. Parmi les agents hormétiques
anti-age, on compte les chocs thermiques, les irradiations (UVs, rayons y, rayons X), les métaux lourds,
les oxydants, l'acétaldéhyde, 1’alcool, I'hypergravité, I'exercice, ou encore la restriction calorique
(Calabrese and Baldwin, 2000; Cypser and Johnson, 2003; Hercus et al., 2003; Le Bourg et al., 2000;
Masoro, 2000; Minois, 2000).

En 2008, Rattan et al. ont publié une revue de leurs travaux précédents illustrant les effets de ’hormese
induite par un choc thermique ou par des hormétines sur un modele cellulaire humain in vitro (Rattan
et al., 2008). Sur des cultures de cellules humaines, plus précisément des fibroblastes, des kératinocytes
et une lignée immortalisée de cellules souches mésenchymateuses, les auteurs ont appliqué un stress
thermique, consistant en une exposition a 41°C pendant une heure deux fois par semaine. Dans ces
conditions, ils ont pu mettre en évidence des effets hormétiques. En effet, sur les cellules cutanées, ils
ont observé une amélioration de 'altération de la morphologie cellulaire (Nielsen et al., 2006; Rattan,
1998), une augmentation d’environ 10% de la durée de vie réplicative des cellules (Nielsen et al., 2006),
une diminution de 'accumulation des protéines endommagées par 1'oxydation (Verbeke et al., 2001,
2002) et enfin une augmentation des capacités antioxydantes intracellulaires (Fonager et al., 2002). D'un
point de vue mécanistique, ils attribuent ces effets a une augmentation et un meilleur maintien des
niveaux de protéines de choc thermique (heat shock proteins HSP) et une stimulation des activités
protéosomales (Fonager et al., 2002). De plus, ils ont mis en évidence une amélioration du potentiel de
différenciation des kératinocytes (Berge et al., 2008) et celui des cellules souches mésenchymateuses en

ostéoblastes (Norgaard et al., 2006).

In vivo, la méthode de stimulation hormétique la plus répandue est I'exposition a de faibles doses de
radiations ionisantes. Les effets bénéfiques sur la longévité ont été démontrés chez divers organismes
modeles, invertébrés et vertébrés, avec une augmentation de l'espérance de vie médiane de 10 a 30%
(Calabrese and Baldwin, 2000; Cuttler et al., 2017). D’un point vue mécanistique, les effets bénéfiques
de cette stratégie hormétique reposent sur l'activation des mécanismes de réparation de 1’organisme,
aussi bien au niveau cellulaire que tissulaire. Alors qu'une exposition forte aux rayons ionisants induit
généralement une inactivation du systeme immunitaire, de faibles doses semblent le stimuler (Cui et

al., 2017). De méme, les dommages a I’ADN causés par 'irradiation semblent stimuler les mécanismes
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de défense permettant ainsi de réduire le nombre de dommages causés et de prévenir les dommages
spontanés (Pollycove and Feinendegen, 2003). Un autre mécanisme pouvant supporter les effets de la
réponse hormétique repose sur I'amélioration des capacités du systeme antioxydant endogene (Sharma

etal., 2019) qui pourrait s’associer a une amélioration des capacités mitochondriales et de la mitophagie.

1.2.2 Hormonothérapie

Au cours du vieillissement, la sécrétion des hormones par les glandes pituitaires, surrénales ou les
gonades diminue, entrainant une diminution globale des niveaux d’hormones circulantes (Roshan et
al., 1999). Chez la femme, les effets des changements hormonaux sont particulierement visibles lors de
la ménopause. Ils peuvent conduire a des altérations physiologiques et augmentent notamment la
susceptibilité a 1'ostéoporose et aux risques cardiovasculaires (Kanis, 1996; Rosano et al., 2007). Les
hommes sont également sujets a des changements hormonaux avec 'avancée en dge et notamment a
I’andropause, une baisse des niveaux de testostérone circulante, ce qui a été associé au développement
de pathologies telles que la sarcopénie, I’ostéoporose et méme des troubles cardiovasculaires et cognitifs

(Schwarz et al., 2011; Tan and Pu, 2001).

Des thérapies de remplacement hormonal ont donc été envisagées pour restaurer les niveaux
d’hormones circulantes et ainsi prévenir et/ou retarder I'apparition de certaines pathologies associées a
I'age. L’administration d’cestrogenes, associés ou non a des progestérones, chez la femme
périménopausée permet d’atténuer les symptdmes climatériques de la ménopause améliorant ainsi la
qualité de vie de la patiente (MacLennan et al., 2001). Une étude clinique a permis de mettre en évidence
une corrélation positive entre hormonothérapie et risque de fracture osseuse (Cauley et al., 2003).
Cependant une étude menée par la Women'’s Health Initiative (WHI), une organisation américaine qui
gere la collecte de données de santé a long terme spécifiquement chez les femmes, a révélé des risques
accrus de maladie cardiaque coronaire sous traitement oestrogénique associé a des progestatifs
(Rossouw et al., 2002). De fagon similaire chez I'homme &agg, les traitements a base de testostérone ont
montré des effets bénéfiques sur les fonctions cognitives, la masse musculaire et la densité minérale
osseuse (Emmelot-Vonk et al., 2008, Kenny et al., 2010). Cependant, un risque aggravé de
développement de cancer de la prostate est suspecté et a été confirmé dans des modeles animaux
(Noble, 1977). Des thérapies a base de déhydroépiandrostérone (DHEA), le précurseur des hormones

sexuelles, ont permis d’obtenir des résultats similaires sur les deux sexes (Rutkowski et al., 2014).

Outre les hormones sexuelles, les hormones de croissance sont également impactées par I’avancée en
age et tout particulierement IGF1 pour insulin-like growth factor 1 qui décline. Les symptomes cliniques

d’une déficience en hormone de croissance peuvent s’apparenter au phénotype du vieillissement : perte
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des masses grasses et maigres, altérations cutanées, cognitives et cardiaques (Merriam et al., 1997). Le
traitement par supplémentation en hormones de croissance permet une amélioration de la composition
corporelle avec une augmentation de la masse musculaire associée a une diminution de la masse grasse
(Franco et al., 2005; Papadakis et al., 1996), sans toutefois noter d’amélioration des capacités physiques
(Lange et al., 2002; Papadakis et al., 1996). Les études quant aux effets sur la densité minérale osseuse
ou les métabolismes glucidique et lipidique n’ont pas été concluantes (Liu et al., 2007). In vivo chez des
souris transgéniques mimant la maladie d’Alzheimer, le traitement par IGF1 montre des effets
bénéfiques sur les marqueurs de la pathologie et une amélioration des fonctions cognitives de I’animal
(Carro et al., 2006). Des observations similaires sur les fonctions cognitives ont pu étre faites chez

I’'Homme dans un contexte non pathologique (Vitiello et al., 2006).

1.2.3 Activité physique

Le lien entre activité physique et état de santé a tout dge est largement admis. En particulier, il est
largement décrit que I'inactivité physique est associée au développement de nombreuses pathologies
telles que les pathologies cardiovasculaires, le diabete de type II, 'atrophie musculaire ou encore
'obésité (Booth and Lees, 2007). Au contraire, les bienfaits de l'activité physique quant aux fonctions
cardiovasculaires, musculaires et neurologiques sont eux aussi bien connus (Booth et al., 2017;

Gutiérrez-Martinez et al., 2018; Mandolesi et al., 2018; Ozemek et al., 2018; Wang and Holsinger, 2018).

L’activité physique entraine une redistribution du flux sanguin des organes tels que le foie ou les reins
vers les muscles squelettiques bien entendu mais aussi partiellement vers le systéme nerveux central
(Radak et al., 2008). L’activité physique permet également de prévenir avec l'avancée en age le déclin
de la capacité d’oxygénation maximale (VO2 max), la production d’especes réactives de 1’oxygene
(ROS), les dommages oxydatifs ainsi que la perte de fonctionnalité de divers organes (Radak et al., 2019).
D’un point de vue moléculaire, 'activité physique atténuerait la détérioration liée a I’age des systemes
de maintenance cellulaire tels que le protéasome, I’autophagie, la mitophagie ou encore les mécanismes
de réparation des dommages a I’ADN (Radak et al., 2019). Les fonctions mitochondriales semblent aussi
étre améliorées dans le cerveau, le coeur, le foie ou les reins en condition d’exercice physique (Boveris
and Navarro, 2008; Marosi et al., 2012). L’activité physique a également un impact bénéfique sur les
fonctions du systeme immunitaire au cours du vieillissement (de Aradjo et al., 2013; Campbell and
Turner, 2018; Sellami et al., 2018; Turner, 2016). Enfin, les bienfaits de l'exercice physique pour le
maintien des fonctions cognitives avec ou sans contexte pathologique associé ont méme fait 1'objet

d’études cliniques chez I'Homme (Gomes-Osman et al., 2018).
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L’activité physique peut étre considérée comme un stress hormétique, dont la pratique réguliere et
raisonnée a des effets bénéfiques sur la santé. A I'extréme, une activité physique trop intense augmente
le risque de développement de pathologies et altére 1’état de santé. En effet, en cas de surentrainement,
les effets bénéfiques liés aux processus d’adaptation sont perdus, ce qui est principalement dii au fait

que la récupération est incomplete.

1.2.4 Interventions nutritionnelles

Nutrition et exercice physique vont généralement de pair quand il s’agit de modifier nos habitudes pour
prendre soin de notre santé. De plus, ces derniéeres décennies, notre facon de nous alimenter a largement
évolué. Simple corrélation avec le développement des pathologies associées a I’age ou réel lien de cause

a effet, c’est ce que les études scientifiques ont essayé de déterminer.

1.2.4.1 Régimes alimentaires

Au cours d'une large étude chez I'Homme menée dans 195 pays entre 1990 et 2017, quinze facteurs de
risques liés a l’alimentation pour les maladies non transmissibles ont été évalués (GBD 2017 Diet
Collaborators, 2019). Parmi les facteurs de risques identifiés, on retrouve les régimes pauvres en fruits
et/ou légumes, en céréales completes, en produits laitiers, en fruits secs et graines, en acides gras oméga
3 ou polyinsaturés, en calcium ou en fibres ainsi que les régimes riches en viande rouge ou transformée,
en sucre, en acides gras trans ou en sodium. Dans cette étude, ils ont étudié non seulement la mortalité
lie a ces régimes alimentaires mais ont aussi calculé une espérance de vie corrigée prenant en compte
le nombre d’années de vie perdues a cause d'une mortalité précoce et le nombre d’années vécues avec
une incapacité, ce qu’ils appellent DALY(s) pour disability-adjusted life years. Une DALY correspond a la
perte de I'équivalent d'une année de vie en pleine santé (World Health Organization). Ils ont dénombré
11 millions de morts soit 22% de la totalité des déces et 255 millions de DALYs soit 15% du total,
attribuables aux facteurs de risques alimentaires. Le régime riche en sodium est le plus délétere suivi de
pres par les régimes pauvres en céréales completes et en fruits. Les maladies cardiovasculaires sont les

plus meurtrieres suivies par les cancers et le diabete de type 2.

Inversement certains régimes alimentaires sont associés a une amélioration de I'état de santé et parmi
eux le régime méditerranéen fait figure d’exemple (Dominguez et al., 2021). Il existe plusieurs variantes
du régime méditerranéen mais globalement celui-ci se caractérise par une consommation importante
de produits végétaux, une consommation modérée de produits laitiers associée a une faible

consommation de viande, le tout accompagné d’un produit méditerranéen phare : 'huile d’olive



(Trichopoulou and Lagiou, 1997). Une des particularités de ce régime est son fort ratio en acides gras
monoinsaturés par rapport aux acides gras saturés. Les bienfaits d'un tel régime peuvent s’expliquer,
entre autres hypotheses, par le fort pouvoir antioxydant contenu dans les aliments consommés

(Dominguez et al., 2021).

1.2.4.2 Jelne intermittent ou prolongé

Le jeine prolongé est un protocole qui consiste en un arrét total de I'apport en nutriments par
I’alimentation pour une durée moyenne allant d'une a trois semaines. Le jeline entraine rapidement
I'indisponibilité des glucides comme source d’énergie, ce qui déclenche au niveau de 1'organisme un
signal d’alerte sous forme de bouleversement hormonal, impliquant notamment adrénaline,
noradrénaline, glucagon et cortisol. En réponse rapide, I'organisme puise dans ses réserves protéiques
pour produire son énergie via une augmentation de la protéolyse musculaire. Cette phase peut
provoquer une fonte musculaire importante et s’avérer dangereuse si elle se prolonge. Puis en quelques
jours, l'organisme s’adapte et met en place un nouveau systeme de production d’énergie plus pérenne,
via la production de corps cétoniques produits par cétogenese hépatique a partir des acides gras. Cette
phase peut durer tant que les réserves en graisse sont suffisantes, on considere qu’au-dela de 80% de
fonte de la masse grasse, il faut rétablir un apport alimentaire sous peine de puiser de nouveau dans les
réserves protéiques. Une période de jeline prolongé résulte en une amélioration des parametres
sanguins avec une diminution de la glycémie, des taux de cholestérol, de triglycérides et d’insuline
circulants (Owen et al., 1979). On observe également une diminution globale de la dépense énergétique
de I'organisme avec une respiration diminuée, une pression artérielle et un rythme cardiaque réduits,
ainsi que la mise au repos du systeme digestif. Tous ces effets combinés permettraient de stimuler les
forces curatives de l'organisme. Le jeline intermittent repose sur l'alternance de périodes de jetines
allant de 16 a 48 heures et de périodes de prises alimentaires, de quelques heures jusqu’a une journée
entiere. Comme pour le jeline prolongg, le jeline intermittent est suffisant pour épuiser les réserves en
sucre de I'organisme et basculer vers un métabolisme reposant principalement sur les lipides (de Cabo

and Mattson, 2019).

Les corps cétoniques produits a la suite d’un jetine ne sont pas simplement des transporteurs d’énergie
cellulaire du foie vers la circulation sanguine et les autres organes, ils jouent un role actif dans les voies
de signalisation pouvant ainsi intervenir dans différents processus biologiques tels que 1'expression
génique, le métabolisme des lipides, ou encore les fonctions neuronales (Newman and Verdin, 2017). Ils
regroupent principalement trois molécules : 'hydroxybutyrate 3 (BHB), I'acétoacétate et 1'acétone. Le
plus abondamment généré durant les jetines est le BHB dont les taux passent de quelques micromolaires

a plusieurs centaines voire milliers selon la durée du jetine (Cahill, 2006; Cahill et al., 1966; Robinson



and Williamson, 1980). Il a été démontré que le BHB est un inhibiteur de la famille des protéines
déacétylases d’histones (HDAC), a la fois in vitro et in vivo (Shimazu et al., 2013). Or I'inhibition des
protéines HDAC par le BHB entraine une hyperacétylation globale des histones ce qui est associé a une
augmentation de I'expression génique. Parmi les génes surexprimés en présence de BHB, on retrouve
Foxo3a, un régulateur de nombreux processus homéostatiques, identifié comme un des genes clés de la
longévité (Morris et al., 2015). Des protéines non histones comme par exemple NF-kB, TP53, MYC ou
encore MYOD1, sont également soumises a des processus de régulation par les HDAC (Glozak et al.,
2005). Pour libérer son potentiel énergétique, le BHB est converti en acétyl-CoA dans la mitochondrie,
utilisant au passage le pouvoir oxydant du NAD*. En comparaison, la conversion du glucose en acétyl-
CoA utilise deux fois plus de NAD* dont la moitié provient du stock cytoplasmique (Berg et al., 2002).
Le métabolisme du BHB permet donc de préserver le stock de NAD* cytoplasmique. Or au cours du
vieillissement, le stock de NAD* décroit ce qui pourrait étre a l'origine de dysfonctionnements
nucléaires et mitochondriaux conduisant a l'apparition de certaines pathologies (Imai and Guarente,
2014). Inversement, restaurer les taux de NAD- par supplémentation permet d’inverser des pathologies

métaboliques telles que le diabete de type II (Yoshino et al., 2011).

1.2.4.3 Restriction calorique

1.2.4.3.1 Définition et bienfaits

La restriction calorique consiste en une réduction de 'apport alimentaire, de I’ordre de 30 a 40%, tout
en maintenant une nutrition correcte c’est-a-dire en garantissant un apport en nutriments, vitamines et
minéraux suffisant, sans créer ni exces ni carences, afin de ne pas tomber dans la malnutrition. Les effets
bénéfiques de la restriction calorique sur la longévité ont été démontrés chez de nombreuses especes
(Fontana et al., 2010b), de la levure (Jiang et al., 2000) a I'Homme, en passant par le nématode (Lakowski
and Hekimi, 1998), la mouche (Mair et al., 2011), les rongeurs (Weindruch et al., 1986), ainsi que les
primates (Colman et al., 2009, 2014; Mattison et al., 2017).

Les premiéres expériences de restriction calorique ont été réalisées chez le rat dans les années 1930 par
le gérontologue C. McCay (McCay et al., 1935). Il a montré qu’une restriction calorique mise en place
des la fin du sevrage, permet d’allonger I'espérance de vie médiane et maximale des individus par
rapport a un régime ad libitum. Aujourd’hui, on ne parle plus seulement des effets bénéfiques de la
restriction calorique sur la longévité mais aussi de ses bénéfices quant a la prévention de l'apparition
de nombreuses pathologies chroniques associées a 1’age. En effet, la restriction calorique chez la souris
réduit le taux d’incidence des cancers, rajeunit le systeme immunitaire et favorise la neurogénese et les

fonctions cognitives (Brandhorst et al., 2015) . Des études cliniques chez I'Homme ont également
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montré, que la restriction calorique chronique induit une amélioration globale de la qualité de vie des
individus (Martin et al., 2016) ainsi qu'une perte de poids principalement liée a une réduction de la
masse grasse (Redman et al., 2018). A long terme, la restriction calorique induirait une « adaptation
métabolique » permettant de maintenir différents parametres physiologiques a faible niveau, tels que
les taux d’insuline, la température corporelle, la dépense énergétique, ou les marqueurs d’inflammation

(Redman et al., 2018).

1.2.43.2 Meécanismes moléculaires
Bien que les mécanismes relatifs aux effets bénéfiques de la restriction calorique ne soient pas encore
parfaitement compris, trois voies de signalisation ont été identifiées comme de potentielles cibles :

AMPK/SIRTs, IGF-1 et mTOR (Figure 7) (Madeo et al., 2019).
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La réduction de l'apport énergétique induite par la restriction calorique entraine un déséquilibre a la
hausse dans les ratios AMP/ATP ce qui, en conséquence, active I’AMP protéine kinase (AMPK).
L’AMPK a pour but de restaurer les niveaux en ATP, forme d’énergie cellulaire, en stimulant sa

production et limitant sa consommation excessive. L’AMPK peut interagir avec trois grandes voies



métaboliques : le métabolisme du glucose, en activant la glycolyse et en inhibant la néoglucogénese, le
métabolisme des lipides, en activant la lipolyse et la 3-oxydation et en inhibant la lipogenese, et enfin le
métabolisme mitochondrial en activant le métabolisme oxydatif et 'autophagie. L’activation de ’AMPK
conduit donc a la formation d’acétyl-CoA et de NAD*, servant de cofacteurs aux sirtuines. Ces sirtuines
sont impliquées dans la désacétylation des protéines des familles FOXO et PGC-1a, respectivement
impliquées dans la résistance au stress et dans la biogenése mitochondriale. La production de corps
cétoniques par la 3-oxydation joue également un réle dans I'inhibition des HDAC, impliquées dans la

compaction de ’ADN.

Une des clés des interventions nutritionnelles est la facon dont les nutriments sont détectés, et c’est
d’ailleurs une des neuf marques du vieillissement décrites par Lopez-Otin (Lopez-Otin et al., 2013). La
voie de la cible de la rapamycine, mTOR chez les mammiferes pour mammalian Target Of Rapamycin, est
une voie de signalisation en cascade en réponse aux facteurs de croissance et aux nutriments. C’est
principalement le complexe protéique 1 (mTORC1) qui est directement impliqué dans la réponse
cellulaire aux nutriments, bien que I'implication du complexe 2 soit également décrite (Wullschleger et
al., 2006). mTORC]1 est un acteur de la croissance et de la prolifération cellulaires. Lorsqu’il est actif, il
régule positivement diverses biosyntheses et notamment celles des nucléotides, lipides et protéines. En
revanche, lorsqu’il est inhibé, les biosynthéses des macromolécules sont inhibées au profit des
mécanismes de réparation et de maintenance dont I’autophagie fait partie. Dans le cadre de la restriction
calorique, la déficience en nutriments entrainerait 1'inhibition de la voie mTOR via l'inhibition de

mTORCI (Escobar et al., 2019).

La restriction calorique a également des effets sur la voie de signalisation IGF-1, insulin-like growth factor
1, dont la régulation négative entraine la répression de l’activité mTOR. La restriction calorique aurait
pour effet de diminuer les taux d’IGF1 et d’insuline circulants (Dunn et al., 1997) inhibant ainsi la voie.
Cette adaptation des niveaux d’hormones circulantes suite a la restriction calorique serait bénéfique
grace a la diminution du métabolisme basal, de la prolifération cellulaire et donc du stress oxydant, et

aussi grace a ses effets anti-inflammatoires (Vitale et al., 2019).

1.2.4.3.3 Mimer les effets de la restriction calorique

Bien que la restriction calorique ait fait ses preuves quant a ses effets bénéfiques, elle reste une méthode
contraignante a laquelle peu sont préts a se soumettre, et est difficile a tenir sur le long terme. La
compréhension des mécanismes biologiques sous-jacents ont permis I'émergence de mimétiques de la
restriction calorique. Ces composés pharmacologiques permettent d’activer les voies de signalisation
similaires a celles impactées par la restriction calorique sans pour autant devoir modifier ses habitudes

alimentaires.
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La rapamycine et ses analogues, en tant qu’agents métaboliques influant sur la voie mTOR
précédemment décrite, furent parmi les premiers composés proposés comme mimétiques de la
restriction calorique. Aussi appelée sirolimus, la rapamycine aurait non seulement des propriétés pro-
longévité mais aussi des effets bénéfiques sur les pathologies associées a 1'age, qui s’expliqueraient au
niveau cellulaire par sa régulation positive de I'autophagie. Cependant, les traitements a la rapamycine
peuvent conduire a des effets secondaires néfastes tels que l'insulinorésistance et du pseudo diabete
(Lamming et al., 2012; Salmon, 2015). De plus, les difficultés techniques de galénique autour de la
rapamycine ont accéléré I’apparition de composés analogues comme I'everolimus, le temsirolimus et le

ridaforolimus.

Les polyphénols, dont les propriétés naturelles antioxydantes et anti-inflammatoires sont reconnues,
constituent une seconde famille de mimétiques de la restriction calorique. Parmi eux, le resvératrol,
composé présent en quantité notamment dans le raisin et ses produits dérivés, est un candidat de choix.
En effet, une étude chez la souris a démontré son efficacité sur la longévité et I'état de santé global des
animaux dans le cadre d’un régime high fat riche en lipides (Baur et al., 2006). L’efficacité du resvératrol

reposerait sur ses capacités a induire I’autophagie et a stimuler I'activité SIRT1 (Li et al., 2017).

Enfin, la metformine, traditionnellement utilisée dans le traitement du diabéte de type 2, a été envisagée
comme mimétique de la restriction calorique pour son action sur le métabolisme mitochondrial et les
voies de signalisation de I'insuline (Andrzejewski et al., 2014). La metformine agit directement sur la
voie AMPK en induisant une augmentation des ratios AMP/ATP comme décrit dans les mécanismes de
la restriction calorique. Des effets physiologiques similaires ont d’ailleurs été démontrés entre restriction

calorique et metformine (Song et al., 2016).

1.2.4.3.4 Les limites de la restriction calorique

Outre les risques de malnutrition lorsque celle-ci est mal appliquée, la restriction calorique représente
une contrainte alimentaire pratique et sociale. De plus, la mise en place d"une restriction calorique induit
nécessairement une diminution des réserves énergétiques disponibles, plus ou moins sévere et a plus
ou moins long terme. Bien qu’elle présente des bienfaits quant au vieillissement, son innocuité sur la
santé humaine a long terme n’a pas été démontrée. Des effets néfastes ont d’ailleurs été décrits (Dirks
and Leeuwenburgh, 2006). La restriction calorique peut en effet altérer les réponses immunitaires, la
cicatrisation (Hunt et al., 2012), fragiliser les os (Villareal et al., 2006, 2016) et affecter les capacités

reproductives (Sun et al., 2021).
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1.2.5 Restauration des taux de métabolites clés

Comme nous l'avons vu précédemment dans la section dédiée aux interventions nutritionnelles, les
métabolites jouent un role fondamental dans la signalisation participant aux effets anti-age (Figure 7).
Les sirtuines notamment interagissent avec un grand nombre de voies de signalisation associées a la
longévité, comme la voie AMPK (Wang et al., 2011) ou la voie de signalisation insuline-IGF-1 incluant
des cibles telles que la protéine kinase A (PKA) (Gerhart-Hines et al., 2011), mTOR (Armour et al., 2009;
Ghosh et al., 2010; Liu et al., 2010), la famille FOXO (Mouchiroud et al., 2013) ou encore IGF1 (Longo,
2009).

Les molécules ayant un impact positif sur la production de NAD*, altérée au cours du vieillissement,
constituent une nouvelle classe de STAC (Sirtuin-activating compounds) avec pour objectif la stimulation
de 'ensemble des sirtuines par un composé unique. Le NAD* est un métabolite essentiel intervenant
dans de multiples voies métaboliques, dont la glycolyse, la 3-oxydation des acides gras ou le cycle de
Krebs. Chez les mammiferes, il existe trois voies de synthese du NAD* selon la biodisponibilité de ses
précurseurs : (i) a partir du tryptophane (Trp) via la voie de synthese de novo, (ii) a partir de I'acide
nicotinique (AN) via la voie de Preiss-Handler, et (iii) par la voie de sauvetage a partir du nicotiamide
(NAM), du N-ribosylnicotinamide (NR) ou du nicotinamide mononucleotide (NMN). Pour restimuler
la synthese de NAD", différentes stratégies thérapeutiques sont envisageables (Aman et al., 2018). Une
complémentation par voie orale ou par injections intraveineuses (IV) ou intrapéritonéales (IP) des
précurseurs du NAD* chez les rongeurs, a montré des effets bénéfiques sur les taux de NAD* dans
différents organes (Aman et al., 2018) et protege contre certains déclins fonctionnels liés a 1’age (Mills et
al., 2016). Dans une autre étude, Mitchell, Bernier et al. ont montré qu'une complémentation chronique
en NAM chez les rongeurs a un impact positif sur I'état de santé des animaux soumis a un régime riche
en gras (high fat diet) avec notamment une amélioration de I’homéostasie du glucose associée a une
réduction de la stéatose hépatique et de I'inflammation. Ce traitement n’a pour autant pas eu d’effet sur
la longévité des animaux (Mitchell et al., 2018). Pour préserver les taux de NAD~, il est également
possible de cibler les enzymes responsables de sa dégradation comme la famille PARP (poly ADP-ribose
polymérase). In vivo, dans des modeles murins transgéniques déplétés pour PARP1, non seulement les
taux de NAD* semblent régénérés mais on observe également une activité accrue des sirtuines et

notamment SIRT1 et 6 (Bai et al., 2011).
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1.2.6 Stimulation de I'autophagie

Le lien entre autophagie et vieillissement a été largement étudié chez des organismes modeles tels que
les levures, le nématode ou encore la drosophile. L’inhibition des mécanismes d’autophagie dans ces
organismes contrecarre les effets bénéfiques, notamment sur la longévité, de traitements anti-age tels
que la restriction calorique ou certains de ses mimétiques (Rubinsztein et al.,, 2011). Par exemple,
I’amélioration de la longévité observée chez les mutants C. elegans daf-2, dont la voie de signalisation a
I'insuline est altérée (Dorman et al., 1995), est inversée lorsque la bécline 1 ou Atg6 est inhibée (Meléndez
et al., 2003). La démonstration de I'implication de l'autophagie dans les mécanismes de longévité est
plus compliquée chez les mammiferes, étant donné que dans les modeéles murins, l'inhibition
constitutive des genes de 1'autophagie entraine des anomalies foetales et néonatales létales (Mizushima

and Levine, 2010).

Inversement, la surexpression des genes de 'autophagie entraine une amélioration de la longévité.
Fernandez et al. ont démontré que le complexe protéique bécline 1 — BCL2 régulateur de l'autophagie
pouvait réguler la longévité chez la souris (Fernandez et al., 2018). Les auteurs ont développé un modele
murin portant une mutation dans le gene Becnl codant pour la bécline 1, réduisant son interaction avec
I'inhibiteur BCL2. Chez les animaux homozygotes mutants, le flux autophagique basal est augmenté
dans les tissus musculaire, cardiaque, rénal et hépatique. En comparant les animaux homozygotes
mutants a leurs congénéres sauvages, ils ont mis en évidence une amélioration significative de la
longévité chez les individus des deux sexes avec une survie médiane augmentée de I'ordre de 12%.
L’état de santé global des animaux est également amélioré avec une diminution des phénotypes associés
a I'’age tels que les changements morphologiques et les niveaux de fibrose dans les reins et le cceur ainsi
que la prévalence de I'apparition spontanée de cancers. L’augmentation du flux autophagique est méme
efficace dans le contexte d'un vieillissement prématuré, permettant de prévenir la mortalité précoce et
le retard de croissance de souris mutantes pour la protéine anti-age klotho (Kuro-o et al., 1997). Dans
un autre modele murin, une mutation similaire dans le géne Becnl dans un contexte de modélisation
de la maladie d’Alzheimer, a montré des effets bénéfiques sur I’accumulation des plaques amyloides, le

déclin des fonctions cognitives et la survie des animaux (Rocchi et al., 2017).

Les interventions ou les traitements pharmacologiques permettant d’induire l’activation de
I'autophagie sont nombreux, comme la restriction calorique et ses mimétiques ou les inhibiteurs des
voies de signalisation de I'insuline, du TGF{3, de ' AMPK (Hansen et al., 2018). Parmi eux, la spermidine,
un polyamine naturel, permet I'extension de la longévité chez les levures, la drosophile et le nématode
ainsi que chez des cellules immunitaires humaines in vitro (Eisenberg et al., 2009). Chez la levure agée,

le traitement a la spermidine induirait un remodelage épigénétique de I'histone H3 via une inhibition
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des histones acétyltransférases, permettant ainsi la diminution du stress oxydant et des processus
nécrotiques. L'urolithine A est également un candidat intéressant. En effet, ce composé est un inducteur
de mitophagie a la fois in vitro et in vivo (Ryu et al., 2016). Son administration permet I’allongement de
I'espérance de vie du nématode C. elegans et permet également 1’amélioration des fonctions musculaires

dans des modeéles murins.

1.2.7 Elimination des cellules sénescentes

L’accumulation de cellules sénescentes au sein des tissus au cours du vieillissement est a I'origine de
divers dysfonctionnements tissulaires et peut étre impliquée dans I’apparition de certaines pathologies.
Les cellules sénescentes sont caractérisées par l'arrét irréversible de leur prolifération associé a la
surexpression du facteur p16INK4A. Baker et al. furent les premiers a cibler les cellules sénescentes en
utilisant cette derniere propriété et a montrer que leur élimination permet de retarder l'apparition de
dommages liés a I'age (Baker et al., 2011). IIs ont développé un modele murin transgénique, INK-
ATTAC, permettant la suppression sélective des cellules pl6INK4A positives par activation des
caspases sous induction pharmacologique. Ce modele murin sur fond génétique BubR1 récapitule
également un syndrome progéroide de vieillissement accéléré. Lorsque les cellules exprimant p16 sont
continuellement éliminées au cours de la vie de la souris, les auteurs observent un retard d’apparition
des dommages associés a 1’age dans le tissu adipeux, le muscle squelettique ainsi que les yeux. Une
suppression tardive des cellules sénescentes dans un contexte tissulaire déja endommagé permet
également un ralentissement de la progression du phénotype pathologique (Baker et al., 2011). Dans un
second papier, Baker et al. ont élargi leurs conclusions a d’autres tissus et observé des effets bénéfiques
sur la tumorigeneése et la longévité des animaux dans un modele de vieillissement physiologique (Baker

et al., 2016).

La découverte des effets anti-dge de 1'élimination sélective des cellules sénescentes dans des modeles
transgéniques, a ouvert la voie au développement de molécules pharmacologiques ayant les mémes
propriétés. Ces molécules sont qualifiées de sénolytiques. Une étude bio-informatique basée sur
I’analyse du transcriptome des cellules sénescentes par rapport a des cellules prolifératives a permis de
mettre en évidence des voies de signalisation spécifiques aux cellules sénescences (Zhu et al., 2015). I
est ressorti de ces analyses un réseau de voies anti-apoptotiques, incluant la tyrosine kinase, I'éphrine,
la famille BCL-2/BCL-XL, P13 K/AKT, p53/p21/PAlI-1&2, et HIF-1a. Cibler pharmacologiquement 1'une
de ces voies permettrait 1’élimination sélective des cellules sénescentes sans affecter les cellules
prolifératives. C’est ainsi que sont nés les premiers sénolytiques, Dasatinib et Quercetin, respectivement

un inhibiteur des tyrosines kinases et une molécule de la famille des flavonoides, ciblant plusieurs voies
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dont BCL-2, PI3K/AKT, insuline/IGF-1 et HIF-1a. En combinaison, Dasatinib et Quercetin (D + Q) sont
plus efficaces pour induire I'apoptose de cellules sénescentes adipeuses et épithéliales que pris
individuellement (Zhu et al., 2015). Depuis, les effets de la Dasatinib et de la Quercetin ont été étudiés
dans de nombreux modeéles in vivo, et ont montré une amélioration dans divers contextes pathologiques
associés a I’age, tels que les symptomes progéroides, 1'ostéoporose, la stéatose hépatique, la résistance a
l'insuline, la neurodégénérescence, le dysfonctionnement vasomoteur, la fibrose pulmonaire, les
maladies rénales chroniques, les altérations métaboliques ou encore le dysfonctionnement des muscles
squelettiques (Chang et al., 2016; Lewis-McDougall et al., 2019; Moncsek et al., 2018; Novais et al., 2021;
Ogrodnik et al., 2017; Palmer et al., 2019; Roos et al., 2016; Schafer et al., 2017; Sierra-Ramirez et al., 2020;
Xu et al., 2018). L'association D + Q est passée a I'étape des essais cliniques chez 'homme pour la fibrose
pulmonaire idiopathique (NCT02874989) (Wake Forest University Health Sciences, 2020), la maladie
rénale chronique (NCT02848131) (Hickson, 2021a), I'intégrité du squelette (NCT04313634) (M.D, 2021),
a la suite de greffes de cellules souches hématopoiétiques (NCT02652052) (Hickson, 2021b), la maladie
d'Alzheimer (NCT04063124) (The University of Texas Health Science Center at San Antonio, 2021) et a
la suite du cancer chez I'adulte (NCT04733534) (St. Jude Children’s Research Hospital, 2021). Dasatinib
et Quercetin sont loin d’étre les seuls sénolytiques prometteurs, de nombreux autres candidats ont pu

étre identifiés (Wissler Gerdes et al., 2020).

1.2.8 Restauration de I'environnement systémique

Depuis des siecles, les croyances populaires ont toujours prété au sang des propriétés et des pouvoirs
hors normes. Que ce soit par immersion dans des bains, par ingestion, ou encore par transfusion, les

traitements utilisant des produits sanguins étaient courants bien avant le XXe siecle (Learoyd, 2012).

1.2.8.1 La parabiose

C’est en 2005 que la démonstration scientifique que le sang peut rajeunir les organes a été publiée
(Conboy et al., 2005). Conboy et al. ont remis au gofit du jour une technique développée dans la seconde
moitié du XIXe siecle par le physiologiste Paul Bert. Cette technique appelée parabiose, qui signifie
littéralement « vivre a coté de », consiste en la greffe chirurgicale de deux individus permettant d’établir
un systeme circulatoire commun qui autorise les échanges physiologiques entre les deux organismes
par voie sanguine. On distingue la parabiose hétérochronique associant deux individus d’ages
différents (jeune-vieux) de la parabiose isochronique associant deux individus de méme age (jeune-
jeune ou vieux-vieux), cette derniere servant généralement de controle. Les premieres expériences de

parabiose dans le contexte de 1'étude du vieillissement ont été réalisées par McCay et al. (McCay et al.,



1935). Ils ont greffé un rat agé avec un rat jeune afin de déterminer si I’échange constant de sang entre
deux animaux pouvait influer sur les pathologies chroniques associées a I’age. Dans leur étude de 2005,
Conboy et al. ont examiné I'influence des facteurs systémiques sur les populations de cellules souches
musculaires et hépatiques dont le déclin avec I'avancée en age est associé a une perte des capacités
régénératrices de ces deux tissus. Pour ce faire, ils ont mis en place un modele de parabiose
hétérochronique associant une souris jeune et une souris agée permettant ainsi I’exposition de la souris
agée aux facteurs présents dans le sérum de la souris jeune. Ils ont ainsi pu démontrer que 1'exposition
au sérum jeune active chez la souris agée la prolifération des cellules satellites musculaires initiée par
la réactivation de la voie de signalisation Notch et I'expression accrue du ligand Delta. Au niveau
hépatique, la parabiose hétérochronique induit également l’activation de la prolifération des
hépatocytes, soutenue par une inhibition de la formation du complexe protéique Brm-cEBP-a. Ce
complexe avait été précédemment décrit comme impliqué dans I'inhibition de la transcription de E2F
conduisant a l'arrét de prolifération des hépatocytes (Iakova et al., 2003). Ces résultats confirment
I'existence de facteurs systémiques capables de moduler I'activité cellulaire de certains progéniteurs

dans un contexte de vieillissement, et qui sont eux-mémes soumis au processus de vieillissement.

Depuis, de nombreuses études ont permis d’étendre les bienfaits anti-age de la parabiose a d’autres
organes tels que le systeme nerveux (Castellano et al., 2016; Katsimpardi et al., 2014; Lee et al., 2021;
Villeda et al., 2014), le systeme immunitaire (Yang et al., 2016a), le systeme squelettique (Alman and
Baht, 2021; Li et al., 2021), le systeme cardiovasculaire (Kiss et al., 2020; Loffredo et al., 2013) ou le
systeme musculaire (Lu et al., 2020a; Sinha et al., 2014a). Elle aurait méme des effets au niveau cellulaire
sur les cellules sénescentes (Yousefzadeh et al.,, 2020) ou encore sur la structure et les fonctions

mitochondriales (Gonzalez-Armenta et al., 2021).

1.2.8.2 Transfusions de dérivés sanguins

La technique chirurgicale de la parabiose pose de nombreux questionnements d’un point de vue éthique
concernant la chirurgie elle-méme et les conditions de vie des animaux greffés. De plus, bien que la
parabiose hétérochronique soit bénéfique pour l'individu agé, des effets déléteres se répercutent sur
I'individu jeune qui ne partage pas seulement ses facteurs juvéniles mais qui regoit aussi les facteurs
circulants séniles (Rebo et al., 2016). Enfin, il est évident que cette stratégie thérapeutique n’est pas
applicable en I'état a 'Homme. C’est pourquoi, de nombreuses équipes se sont intéressées aux
transfusions de dérivés sanguins juvéniles pour mimer les effets d’une circulation sanguine commune

propre a la parabiose hétérochronique.



Le potentiel de rajeunissement du plasma d’individus jeunes sur des individus agés a été exploré dans
des modeles murins in vivo et il s’est avéré que ces expériences permettaient d’obtenir des résultats
comparables a ceux obtenus en condition de parabiose hétérochronique. Par exemple, des injections
intraveineuses de plasma de souris jeunes dans des souris receveuses agées améliorent I'expression des
marqueurs de la plasticité synaptique et augmentent de facon persistante la force synaptique (PLT), et
permettent également une amélioration des fonctions cognitives liées a la mémoire et au comportement
anxieux (Villeda et al., 2014). Chez le rat, I'injection de plasma jeune permet d’améliorer plusieurs
parametres hépatiques affectés par 1’age et notamment le potentiel de régénération (Liu et al., 2018a).
Les essais sont méme allés jusqu’a tester les effets du plasma humain dans des modéles de souris
immunodéficientes agées. A partir de plasma de cordon ombilical, administré par injection
intraveineuse a des souris agées, les auteurs ont pu mettre en évidence une revitalisation de
I'hippocampe associée a une amélioration des fonctions cognitives des animaux (Castellano et al., 2017),
démontrant ainsi les propriétés rajeunissantes des facteurs circulants, indépendamment de 1'espece.
Enfin, dans un modele murin récapitulant le phénotype de la maladie d’Alzheimer, c’est-a-dire
présentant des lésions amyloides, I'exposition a du plasma juvénile, par parabiose ou par injections
répétées, permet I'amélioration de l'intégrité des synapses (Middeldorp et al., 2016). Une autre étude
utilisant du sérum de cordon ombilical a également montré son efficacité quant au développement de
la pathologie dans des modéles murins récapitulant la maladie d’Alzheimer (Habib et al., 2018). Une
étude clinique chez 'Homme, visant a évaluer les effets d'un traitement par transfusion de plasma jeune
a des individus souffrants de la maladie d’Alzheimer, est d’ores et déja en cours (NCT03765762)
(Alkahest, Inc., 2021), de méme que dans le cadre de la prise en charge de la maladie de Parkinson

(NCT03713957) (Alkahest, Inc., 2020).

Bien que les injections de plasmas juvéniles dans des hotes agés permettent I’amélioration d’un certain
de nombre de fonctions tissulaires, ces protocoles n’ont pas démontré d’effet sur la longévité (Shytikov

etal., 2014).

1.2.8.3 Identification de facteurs de jouvence circulants

L’utilisation des produits sanguins et de leurs dérivés en thérapie reste complexe, tant sur le plan
éthique que sur le plan pratique, quant a l'accessibilité et la disponibilité des ressources biologiques,

leur qualité ainsi que leur variabilité biologique et leur potentielle immunogénicité.

Des études se sont donc concentrées sur l'identification de ces facteurs circulants aux propriétés
rajeunissantes afin de pouvoir les utiliser indépendamment. A l'aide de techniques de métabolomique

et de protéomique, il a été possible de quantifier les contenus moléculaires de plasma a différents ages



et ainsi d’identifier les changements s’opérant au cours du vieillissement (Chaleckis et al., 2016; Darst
et al., 2019; Lehallier et al., 2019; Menni et al., 2013; Tanaka et al., 2018). Les différentes molécules
identifiées, leur nature biologique ainsi que leurs propriétés anti-ages sont récapitulées dans le Tableau
2. Pour n’en citer qu'une, GDF11 ou facteur de différenciation de croissance 11, est le médiateur de
nombreux processus physiologiques incluant le développement embryonnaire et 1’homéostasie. En
effet, GDF11 régule la régionalisation antéro-postérieure squelettique (McPherron et al., 1999; Oh et al.,
2002), I'organogenese rénale (Esquela and Lee, 2003), la neurogenese de la moelle épiniére (Shi and Liu,
2011), la différenciation pancréatique des cellules (3 (Harmon et al., 2004) ou encore la formation de la
rétine (Kim et al., 2005). De plus, GDF11 est également impliqué dans les processus d’ostéogenese (Liu
et al., 2016), de myogenese (Egerman et al., 2015; Sinha et al., 2014b), de neurogenese (Katsimpardi et
al.,, 2014; Wu et al., 2003) et d’érythropoiese (Dussiot et al., 2014). Ses effets anti-ages furent contestés
notamment a cause de la difficulté a le doser précisément de par sa grande similarité avec la myostatine
(GDF8). Néanmoins, ses propriétés rajeunissantes cardiaques (Loffredo et al., 2013), musculaires (Sinha
et al., 2014b) et neurologiques (Katsimpardi et al., 2014) font de lui un excellent candidat comme facteur

de jouvence.
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. Nature ) oA Propriétés .,
circulant avecl’ age associée(s)
. . e Amélioration de la longévité (Rai et al., 2017)
Apel H 4 Anti-A
petine ormone ni-age e Réversion de la sarcopénie (Vinel et al., 2018)
Protéine d’ adhési
Cadhérine 13 rowene fa esion 4 Anti-age e Prévention de la perte osseuse (Yang et al., 2020)
cellulaire
Réduction de la plasticité d
cCL11 Cytokine N Pro-age | o ocHon de fa plastelie des synapses (Villeda et al., 2011)
e Altération des fonctions cognitives
e Diminution del’ hypertrophie cardiaque |(Katsimpardi et al., 2014)
GDF11 Cytokine v Anti-age e Amélioration de .la régénération n/lu‘sculaire (Loffredo et al., 2013)
e Augmentation de la neurogénese (Sinha et al., 2014b)
e Amélioration de la régénération cutanée (Rochette et al., 2020)
Baker et al., 2012
GHRH Hormone 4 Anti-age e Amélioration des fonctions cognitives (T}(lojnf;;e?al., 20 02))
Microglobuline Protéine du complexe N Pro-dee e Détérioration des fonctions cognitives (Smith et al., 2015)
B2 d” histocompatibilité 8 ¢ Inhibition de la neurogénese (Villeda et al., 2011)
Amélioration de la longévité
NAMPT Enzyme métabolique v Anti-age * Ametoration cefa ‘ongevire (Yoshida et al., 2019)
e Amélioration des fonctions motrices
Ocytocine Hormone 4 Anti-age | ¢ Amélioration de la régénération musculaire (Elabd et al., 2014)
Amélioration de la mémoi
Ostéocalcine Hormone 4 Anti-age * @e 1.ora 1 on de ,a menfl,cn,re (Khrimian et al., 2017)
e Diminutionde !’ anxiété
SPARCL1 & Protéine de 1 tri
THBS4 o ;;2ZC:1121:;:9 ree 4 Anti-age e Stimulation de I’ activité synaptique (Gan and Siidhof, 2019)
Stimulation de la plasticité d
TIMP2 Inhibiteur de protéase 4 Anti-age * oHmuation de fa plastictic des syhapses (Castellano et al., 2017)
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1.2.9 Restauration du microbiome intestinal

Le microbiome intestinal joue un role important dans les fonctions métaboliques et immunologiques de
son hote. Ces interactions microbiome-hote ont été conservées a travers 1'évolution et se retrouvent
aujourd’hui aussi bien chez le nématode (Cabreiro and Gems, 2013) que chez I'Homme (Leulier et al.,
2017; Thaiss et al., 2016). Chez les mammiferes, le microbiome intestinal est impliqué dans la digestion,
la satiété, 'immunité, et la production de métabolites tels que les vitamines, les acides gras a chaine
courte ou encore les acides biliaires secondaires (Breton et al., 2016; Rios-Covian et al., 2016; Wahlstrom
et al., 2016). Le microbiome joue également un role a I'échelle de I'organisme puisqu’il est capable de
communiquer avec d’autres organes et participe ainsi au maintien de la physiologie de I'hote (Schroeder
and Backhed, 2016). Ainsi, son altération est associée a de nombreux contextes pathologiques comme
par exemple 1'obésité, le diabete de type II, les maladies cardiovasculaires, la stéatose hépatique non
alcoolique ou encore les cancers (Koeth et al., 2013; Loomba et al., 2017; Qin et al., 2012; Zitvogel et al.,

2017).

Des études se sont intéressées a 1’analyse métagénomique de la flore intestinale dans les phénomenes
de longévité extréme et en particulier chez les Hommes centenaires (Biagi et al., 2016; Rampelli et al.,
2013). L’abondance du microbiote a tendance a s’appauvrir avec I’avancée en dge et est associée a une
augmentation d’espéces sous-dominantes. Rampelli et al. ont démontré qu’au cours du vieillissement,
le microbiome humain s’appauvrit en genes microbiens impliqués dans la production des acides gras a
chaine courte, avec une diminution globale du potentiel saccharolytique, alors que les fonctions
protéolytiques s’enrichissent (Rampelli et al., 2013). Ces résultats suggerent une modification
fonctionnelle du microbiote qui s’associe a un enrichissement spécifique en bactéries pathogenes, en
particulier des bactéries opportunistes aux propriétés pro-inflammatoires. Ce phénomene semble
contrecarrée chez les centenaires (Rampelli et al., 2013). Chez les centenaires, on peut également
observer un réarrangement du microbiote avec une enrichissement en bactéries associ€es a la santé telles
que Akkermansia, Bifidobacterium, et Christensenellaceae (Biagi et al., 2016). L’étude ne permet pas de dire
si chez les individus centenaires, cette population bactérienne est déja présente a des ages précoces ou
si elle résulte d'une adaptation progressive au cours de la vie. Quoiqu’il en soit, ces études ont permis
de mettre en évidence I'existence d’un remodelage du microbiote intestinal au cours du vieillissement

corrélant, si ce n’est participant activement, aux phénomenes de longévité extréme chez I'Homme.

Il existe différents moyens thérapeutiques pour influencer la composition du microbiote intestinal, qui
comprennent la prise de probiotiques ou de facon plus extréme les transplantations fécales. La prise de

probiotiques par les personnes agées, en particulier ceux contenant Bifidobacterium et Lactobacillus aurait
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des propriétés anti-inflammatoires (Eloe-Fadrosh et al., 2015; Pérez Martinez et al., 2014; Rondanelli et
al., 2015). La transplantation fécale, quant a elle, permet de restaurer 1'écosysteme intestinal d’un
receveur par transfert direct dans le tractus gastrointestinal d’un filtrat fécal issu d'un donneur sain
(Young and Hayden, 2016). En 2019, Barcena et al. ont appliqué cette procédure dans des modeles
murins progéroides afin d’investiguer les effets d’une transplantation fécale d’un donneur jeune dans
un receveur agé sur la longévité et 1'état de santé des animaux (Barcena et al., 2019). Ils ont utilisé des
souris de génotypes LmnaC609G/G609G et Zmpste24-- récapitulant le syndrome humain de la Progéria, qui
mime un vieillissement accéléré. IIs ont mis en évidence chez ces animaux une dysbiose du microbiote
intestinal, dont une augmentation de ’abondance des protéobactéries et des cyanobactéries ainsi qu'une
diminution de I'abondance des bactéries Verrucomicrobia. Ces résultats corroborent ceux obtenus a partir
de prélevements de patients humains atteints de Progéria et dont le phénotype semble inversé chez les
patients centenaires. La transplantation de matiere fécale d’une souris donneuse sauvage dans ces deux
lignées progéroides montre des effets bénéfiques sur la longévité des animaux avec un allongement de
10 a 15% pour les animaux transplantés, associés a des effets sur 1'état de santé global des animaux qui
se traduisent par le maintien de la masse corporelle, I'amélioration de la température corporelle, une
amélioration de la fibrose rénale et des parametres de '’homéostasie du glucose, ainsi qu'une diminution
des marqueurs pro-inflammatoires intestinaux. IIs ont également montré que la seule administration
par gavage oral de A. muciniphila, une bactérie Verrucomicrobia permettait d’obtenir un phénotype
similaire a celui obtenu apres transplantation fécale compléete. Les auteurs suggerent grace a des
analyses métabolomiques que le phénotype rajeuni observé pourrait résulter d'une restauration d'un

microbiome sain juvénile, passant par une réactivation de la synthese des acides biliaires secondaires.

Ces travaux ont ouvert la voie a la reconnaissance d'un lien entre microbiome intestinal et
vieillissement, sur lequel des interventions sont possibles et efficaces dans un contexte de stratégie anti-
age. Récemment, cette stratégie a fait les preuves de son efficacité dans le contexte des altérations liées

au vieillissement du systeme nerveux (Boehme et al., 2021)



1.3 LA REPROGRAMMATION COMME STRATEGIE DE RAJEUNISSEMENT

Ce chapitre reprend principalement les idées développées dans la revue que j'ai co-signée avec le Dr.
Quentin Alle, publiée en 2021 dans 1’ International Journal of Molecular Sciences a I’occasion d’un numéro
spécial sur le vieillissement des cellules souches (Alle et al.,, 2021a). La version originale est jointe en

Annexe 1.

1.3.1 Cellules souches et potentiel cellulaire

Les cellules souches se caractérisent par leur capacité d’autorenouvellement associée a leur potentiel de
différenciation. C’est d’ailleurs ce dernier parametre qui distingue les différents types de cellules

souches.

Au cours de I'embryogénese, la cellule ceuf issue de la rencontre des gametes est a l'origine d’un
organisme pluricellulaire constitué de différents types cellulaires spécialisés. Pour passer de l'un a
I’autre, le zygote évolue progressivement au cours des divisions cellulaires et perd progressivement son
potentiel de différenciation «infini », autrement dit sa totipotence, afin de se différencier et se
spécialiser. Les cellules souches embryonnaires (ESCs) que 1’on retrouve au niveau de la masse interne
du blastocyste sont dites pluripotentes, c’est-a-dire qu’elles ont la capacité de se différencier dans
n’importe quel type cellulaire parmi les trois feuillets embryonnaires a savoir ectoderme, mésoderme et
endoderme, hors annexes embryonnaires contrairement aux cellules totipotentes. Ce potentiel cellulaire
n’est pas completement perdu a 1'age adulte puisqu’on retrouve de nombreuses cellules souches dans
certains tissus. Cependant, les cellules souches adultes ont un potentiel cellulaire moindre et se
définissent plutot comme des cellules multipotentes voire unipotentes, c’est-a-dire capable de se
différencier respectivement dans un nombre limité de types cellulaires d'un méme feuillet

embryonnaire voire un seul type.

Conrad Waddington fGt un des premiers dans les années 1950 a tenter d’expliquer les mécanismes
génétiques du développement et en particulier comment des cellules somatiques d’origines tissulaires
différentes peuvent présenter des phénotypes différents alors méme que leur patrimoine génétique est
identique (Waddington, 1942). Waddington est a l'origine du terme « épigénétique » dont la
signification originelle était la contraction des termes épigénese et génétique, ce qui n’est plus
exactement le sens donné a la discipline épigénétique actuelle. Dans un second ouvrage, il définit ce
qu’il appelle le paysage épigénétique (Waddington, 1958). Il visualise le développement comme un

paysage vallonné dessiné par les genes, dans lequel évoluent les cellules embryonnaires. Chaque vallée



représente un destin cellulaire spécifique dans laquelle s’engagent les cellules en différenciation (Figure
8). Au fur et a mesure de leur descente dans une vallée donnée, elles acquiérent un phénotype

spécifique, et un état définitif stabilisé que 1'on pensait alors irréversible (Weismann, 1915).

- Cellule souche
embryonnaire

Cellule

Cellule différenciée B  différenciée C
différenciée A

Figure 8 | Représentation du développement embryonnaire a travers le paysage épigénétique selon Waddington

Les avancées quant a I'étude et la compréhension du génome, qui se sont déroulées au cours des
décennies suivantes, ont permis de réviser cette théorie du développement. En effet, au cours des
processus de différenciation, les cellules ne perdent pas en information génétique pour acquérir leur
spécialisation. En revanche, des mécanismes de régulation de I'expression du génome sont mis en place
progressivement permettant d’acquérir un phénotype spécifique dans un environnement donné. Ce
role est assumé principalement par les facteurs de transcription (Lambert et al., 2018), les ARNs non
codants, les modifications épigénétiques de I’ADN et des histones (Bernstein et al., 2007; Jenuwein and
Allis, 2001), et la conformation tridimensionnelle du génome (Stadhouders et al., 2019). La réversibilité
du destin cellulaire a également pu étre mise en évidence grace aux travaux sur la reprogrammation

cellulaire.

64



1.3.2 Méthodes de reprogrammation cellulaire

1.3.2.1 Reprogrammation cellulaire par transfert nucléaire

Les premiéres expériences de transfert nucléaire eurent lieu dans les années 1950 par Briggs et King
(Briggs and King, 1952). Dans un modele amphibien, ils ont réimplanté des noyaux de cellules
embryonnaires issues d’'un blastocyste dans un ceuf énucléé. Ils ont montré qu’il était ainsi possible de

générer des individus sains mais leurs rendements étaient tres variables.

Quelques années plus tard, Sir John Gurdon retenta I'expérience mais en réimplantant cette fois-ci des
noyaux de cellules somatiques dans un ceuf énucléé. Il réussit ainsi a cloner et obtenir des individus
viables et sexuellement matures (Gurdon, 1962; Gurdon et al., 1958). Ces résultats permirent de
démontrer pour la premiere fois qu'une cellule différenciée contenait bien toute I'information génétique
nécessaire au développement au méme titre qu'une cellule souche embryonnaire, et qu'une fois dans
un environnement propice elle était capable d’exprimer ce patrimoine génétique. Ces découvertes ont
ouvert la voie au clonage reproductif d'une vingtaine d’autres especes de mammiferes, a commencer
par la fameuse brebis « Dolly » (Wilmut et al., 1997) et jusqu’a plus récemment chez des primates non-

humains (Liu et al., 2018b).

A — @

Cellule somatique TRANSFERT
NUCLEAIRE
= CLONAGE
%) REPRODUCTIF
/] \ : - ; :

Zygote Zygote énucléeé
CLONAGE\’
THERAPEUTIQUE

Cellule pluripotente

Figure 9 | Principe de la reprogrammation par transfert nucléaire

La pratique du clonage reproductif est interdite pour des raisons éthiques évidentes chez 'Homme. En
revanche, la reprogrammation par transfert nucléaire peut étre pratiquée dans un cadre thérapeutique
puisqu’elle permet de générer des cellules souches pluripotentes, qui peuvent étre prélevées dans la
masse interne du blastocyste, issu du transfert (Figure 9). Cette technologie ouvre la voie de la thérapie

cellulaire. La pratique a été un succes pour la premiere fois en 2013 (Tachibana et al., 2013) puis réitérée
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dans les années suivantes (Chung et al., 2014, 2015; Yamada et al., 2014). L’inconvénient majeur de cette
technique de reprogrammation est la nécessité d’un ceuf fécondé énucléé, qui souleve de nombreux

questionnements éthiques relatifs a l'utilisation des embryons humains.

1.3.2.2 Transdifférenciation

La transdifférenciation consiste en le passage d’une cellule d’un état différencié vers un autre état
différencié sans pour autant passer par un état de pluripotence. Les premieres preuves de cette nouvelle
forme de plasticité cellulaire ont été apportées a la fin des années 1980 (Graf and Enver, 2009).
L’expression forcée de facteurs de transcription permet ce changement d’identité. Chez la drosophile,
I'expression ectopique du gene Antp modifie la morphologie avec le développement de pattes a la place
des antennes (Schneuwly et al., 1987). In vitro, dans un modele murin, 'expression ectopique du facteur
de transcription MYOD permet la conversion de fibroblastes vers des lignées myogéniques (Davis et al.,

1987).

Depuis ces premiers travaux de nombreuses études ont permis d’illustrer la plasticité des cellules
somatiques a se transdifférencier. La possibilité de conversion directe de fibroblastes en cardiomyocytes
(Ieda et al.,, 2010; Inagawa and Ieda, 2013; Qian et al., 2012), en astrocytes (Caiazzo et al., 2015), en
neurones (Vierbuchen et al.,, 2010), en progéniteurs neuraux (Ring et al., 2012) ou encore en muscles

squelettiques (Boularaoui et al., 2018), ouvre la porte a de nouvelles approches pour les biothérapies.

1.3.2.3 Cellules souches pluripotentes induites iPSCs

La découverte de I'impact des facteurs de transcription sur la plasticité cellulaire a suggéré 'idée qu’il
serait possible de reprogrammer directement et totalement des cellules somatiques en utilisant un
cocktail de facteurs adaptés. C’est en 2006 que cette hypothese a été validée chez la souris (Takahashi
and Yamanaka, 2006) puis confirmée chez I'Homme en 2007 par la méme équipe (Takahashi et al., 2007).
IIs ont testé un cocktail de vingt-quatre facteurs de transcription parmi ceux jouant un rdle clé dans le
maintien de I'identité des cellules souches embryonnaires. Pris individuellement et en combinaison, sur
des fibroblastes in vitro, ils ont observé leur capacité a générer des colonies semblables a celles des
cultures de cellules souches embryonnaires. Pris collectivement, les vingt-quatre facteurs de
transcription étudiés étaient capables de générer des cellules au phénotype similaire aux ESCs. En
testant des combinaisons avec un nombre réduit de facteurs, ils ont pu identifier quatre facteurs de
transcription suffisant pour obtenir des effets identiques. Ces quatre facteurs ont aujourd’hui été

rebaptisés facteurs de Yamanaka ou facteurs de reprogrammation ou encore OSKM pour OCT4, SOX2,

KLF4 et C-MYC.
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e  OCT4 ou Octamer-binding transcription factor 4 aussi connu sous le nom de POU5F], est un
facteur de transcription de la famille POU (Pit, Oct, Unc). C’est un facteur essentiel du
développement embryonnaire précoce chez les mammiferes (Nichols et al., 1998; Niwa et al.,
2000).

e SOX2 ou Sex determining region Y-box 2 est un facteur de transcription de la famille des SOX
appartenant a la superfamille des génes caractérisés par une séquence homologue appelée
HMG-box (High Mobility Group). Il est également impliqué lors de 'embryogenese, notamment
dans la neurogenése et la formation des trois feuillets embryonnaires (Avilion et al., 2003).

e KLF4 ou Kruppel-like factor 4 est une protéine en doigt de zinc jouant le role de facteur de
transcription. Elle intervient dans le processus de développement de la fonction barriere de la
peau. Elle serait également impliquée dans le contrdle de la transition G1-S en réponse a des
dommages a I’ADN via une médiation du gene tumeur suppresseur p53 (Li et al., 2005).

o C-MYC ou avian myelocytomatosis viral oncogene cellular homolog est un proto-oncogene codant
pour une phosphoprotéine nucléaire impliquée dans les processus de progression du cycle

cellulaire, d’apoptose et de transformation cellulaire (Cartwright et al., 2005)

Les cellules obtenues apres expression forcée des quatre facteurs de reprogrammation ont été
caractérisées. Non seulement, elles montrent les caractéristiques morphologiques des cellules souches
embryonnaires mais elles possédent leurs propriétés prolifératives et expriment également les
marqueurs cellulaires de pluripotence tels que NANOG, le marqueur de surface murin SSEA-1 ou
humain SSEA-3/4 et présente une activité phosphatase. Chez la souris, lorsque ces cellules sont
réinjectées dans un blastocyste tétraploide, il s’agit alors d’une complémentation tétraploide, elles
permettent un développement embryonnaire normal, uniquement a partir des cellules injectées, et
conduisent a la formation d’un organisme entier viable, preuve indiscutable de leur pluripotence.
Lorsqu’elles sont injectées en sous-cutané chez des souris nudes immunodéficientes, elles conduisent a
la formation de tératomes. Puisqu’elles présentent toutes les caractéristiques des cellules souches
embryonnaires, les cellules obtenues apres induction des quatre facteurs de reprogrammation dans des

cellules somatiques sont dites cellules souches pluripotentes induites (iPSCs).

En 2007, une autre équipe menée par James A. Thomson a obtenu des résultats similaires avec un autre
cocktail de quatre facteurs comprenant OCT4, SOX2, NANOG et LIN28 (Yu et al., 2007). NANOG est
un facteur de transcription impliqué dans le maintien de I'état pluripotent (Pan and Thomson, 2007).
LIN28 code pour une protéine de liaison a I’ARN impliquée dans le maintien de la pluripotence et la
transition vers la différenciation via la régulation de la biosynthese de microARN (Tsialikas and Romer-

Seibert, 2015).
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Des la découverte de la technologie des iPSCs, les questions autour de leurs applications cliniques ont
été abordées. L'un des désavantages majeurs de la génération d’iPSCs selon la méthode utilisée par
Yamanaka est l'utilisation de rétrovirus comme vecteurs des facteurs de reprogrammation. Or ces
rétrovirus sont intégratifs, c’est-a-dire qu’ils s’integrent au génome de 1'hote, ce qui souleve le risque
d'une perturbation de l'activité des genes avoisinants le site d’insertion et celui d’une potentielle
réactivation non contrdlée des facteurs de reprogrammation. De nombreuses méthodes alternatives non
intégratives ont été développées depuis, utilisant des adénovirus (Stadtfeld et al., 2008), des plasmides
(Jia et al., 2010; Okita et al., 2008, 2011; Yu et al., 2009), des transposons (Kaji et al., 2009; Woltjen et al.,
2009; Yusa et al., 2009), des virus Sendai (Fusaki et al., 2009; Nishimura et al., 2011), des ARNm
synthétiques (Warren et al., 2010; Yakubov et al., 2010), des micros ARN (Anokye-Danso et al., 2011;

Miyoshi et al., 2011) ou encore des protéines recombinantes (Kim et al., 2009; Zhou et al., 2009).

1.3.2.4 Nouvelles méthodes de reprogrammation cellulaire

Bien que la découverte de la technologie des iPSCs f{it une avancée importante, les problématiques liées
a l'innocuité des manipulations génétiques et les faibles rendements de reprogrammation, ont ouvert la
voie au développement et a I'utilisation de petites molécules en complément ou en remplacement d'un
ou plusieurs facteurs de reprogrammation. Ces molécules de moins de 900Da présentent les
particularités d’étre perméables aux membranes cellulaires et donc de ne pas nécessiter de vecteur, de
ne pas étre immunogenes, ainsi que les avantages techniques d’étre facilement synthétisées, stockées et
standardisées. Les mécanismes d’action des petites molécules sur la reprogrammation sont multiples,
certaines modulent des voies de signalisation telles que les voies TGF-3 ou Wnt, d’autres vont impacter
le remodelage de la chromatine, ou encore certaines sont des activateurs des facteurs de transcription

endogenes (Jin and Jie, 2019).

La voie de signalisation TGF-{3 joue un rdle primordial dans la transition épithélio-mésenchymateuse
(EMT) observée au cours du développement embryonnaire (Thiery et al., 2009). Inversement, lors de la
reprogrammation une transition mésenchymo-épithéliale (MET) s’opere. Les inhibiteurs de la voie TGF-
( facilitent donc la transition MET vers la pluripotence. Par exemple, les inhibiteurs des récepteurs TGF-
[ ont montré leur efficacité a optimiser la reprogrammation et méme a remplacer SOX2 dans des
fibroblastes embryonnaires murins (MEFs) (Ichida et al., 2009; Maherali and Hochedlinger, 2009). La
voie de signalisation Wnt quant a elle, est impliquée dans la maintenance de la pluripotence par son
action inhibitrice sur le facteur TCF3 (Niwa, 2011). Les composés activateurs de cette voie tels que les
inhibiteurs de GSK3, ont montré leurs effets bénéfiques dans un contexte de reprogrammation OK et

OSM sur des MEFs (Li et al., 2009b; Lyssiotis et al., 2009).
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Moduler les processus épigénétiques qui accompagnent la reprogrammation permet d’en augmenter
I'efficacité. Les composés interagissant avec les enzymes régulant les processus épigénétiques tels que
les histones déacétylases (HDAC), les histones méthyltransférases (HMT), les histones déméthylases
(HDM) ou encore les méthyltransférases d”ADN (DNMT) sont donc d’excellents candidats a la catégorie
des petites molécules. Par exemple, le composé BIX-01294, un inhibiteur de I'histone méthyltransférase
G9a, permet d’assurer une reprogrammation OCT4-KLF4 de MEFs ou de progéniteurs neuraux en
iPSCs aussi efficacement qu’'une reprogrammation OSKM (Shi et al., 2008a, 2008b). Bien qu’avec une
efficacité moindre, BIX-01294 permet également une reprogrammation trois facteurs sans OCT4 (Shi et
al., 2008a). Les inhibiteurs d’"HDAC tels que l’acide subéroylanilide hydroxamique (SAHA), la
trichostatine A (TSA) ou encore l'acide valproique (VPA) ont montré leur efficacité a améliorer la
reprogrammation (Huangfu et al., 2008a; Mikkelsen et al., 2008). Particulierement le VPA qui permet la
reprogrammation de fibroblastes humains primaires en iPSCs avec seulement OCT4 et SOX2 (Huangfu

et al.,, 2008b).

En utilisant un cocktail de petites molécules, et bien que les rendements soient assez faibles, Hou et al.
ont réussi a obtenir des cellules pluripotentes murines chimiquement induites, c’est-a-dire sans utiliser
de facteurs de transcription exogenes, aux caractéristiques similaires aux ESCs et iPSCs « OSKM » (Hou

et al., 2013).

1.3.3 Modéliser grace aux cellules souches pluripotentes

Apres reprogrammation, les cellules souches pluripotentes (PSCs) présentent la capacité de se
différencier de nouveau dans la quasi-totalité des types cellulaires. Cette différenciation vers un type
cellulaire donné est possible in vitro, permettant ainsi d’utiliser les PSCs comme source illimitée pour

créer une grande diversité de modeles expérimentaux plus ou moins complexes.

1.3.3.1 Organoides et tissus complexes

Lorsque les conditions de cultures ne permettent plus de stabiliser leur état pluripotent, les PSCs se
différencient spontanément. Mais, il est possible de contrdler les processus de différenciation et
d’orienter les cellules vers un devenir spécifique en s’inspirant des signaux présents lors de la
différenciation embryonnaire et en induisant expérimentalement un stimulus adapté. La différenciation
d’iPSCs en podocytes rénaux (Rauch et al., 2018; Song et al., 2012), progéniteurs hématopoiétiques (Gao
et al., 2017), neurones (Fernandopulle et al., 2018), cellules endothéliales (Yoder, 2015), cardiomyocytes

(Acimovic et al., 2014), progéniteurs rétiniens (Deng et al., 2016), cellules {3 des 1lots pancréatiques (Qin
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et al., 2015), ou encore cellules épithéliales ciliées (Mianné et al., 2018), illustre I'éventail de possibilités

qu’offre l'acces aux cellules pluripotentes.

Des modeles tridimensionnels plus complexes ont également pu voir le jour. En effet, la culture en
suspension de cellules pluripotentes leur permet de s’organiser et de se différencier en structures
sphéroides, aussi appelées organoides. Au sein de ces structures 3D, différents types cellulaires
cohabitent et peuvent interagir comme ils le feraient au sein d’un tissu. A ce jour, il existe des modeles
organoides d'une large variété d’organes humains et pour n’en citer que quelques-uns, de cerveau (Di
Lullo and Kriegstein, 2017; Heide et al., 2018; Seto and Eiraku, 2019), d’hypothalamus (Huang et al.,
2021; Kasai et al., 2020; Matsumoto et al., 2020; Ozone et al., 2016), de poumon (Dye et al., 2015; Gotoh
et al., 2014; Miller et al., 2019), d’intestin (Serra et al., 2019; Yin et al., 2019), de rein (Nishinakamura,
2019), de cceur (Hulot, 2019; Nugraha et al., 2019; Pesl et al., 2014) ou encore de rétine (Brooks et al.,
2019).

L’utilisation d’iPSCs comme source d’encre pour les technologies de bio-impression s’est également
développée, permettant ainsi la reconstitution tridimensionnelle de tissus complexes, et notamment
I'impression de support pour la régénération du cartilage auriculaire (Lee et al., 2017; Liu et al., 2019b;

Zhang et al., 2014).

Bien que les avancées technologiques permettent de mettre en place des modeles de plus en plus
complexes se rapprochant au mieux du vivant, ils n’en restent pas moins des modeles imparfaits qui ne
peuvent récapituler entierement la complexité des interactions d’un organisme entier et restent donc

complémentaires a 'expérimentation animale.

1.3.3.2 Modéles in vitro de pathologies associées a I'dge

La découverte de la technologie de reprogrammation des cellules somatiques et son extension a une
grande variété de cellules facilement accessibles, ont permis d’envisager rapidement la création de
lignées iPSC directement dérivées de patients. Il peut s’agir de patients sains mais aussi de patients
atteints de diverses pathologies, permettant ainsi de récapituler in vitro des syndromes affectant des
organes difficilement accessibles aux prélevements de facon non-invasive. C’est notamment le cas pour
tout un ensemble de maladies génétiques, comme par exemple les dystrophies musculaires de
Duchenne ou de Becker, la maladie de Parkinson, la maladie d’"Hungtington, la trisomie 21 ou encore la
tachycardie ventriculaire polymorphe catécholaminergique (Acimovic et al., 2018; Jelinkova et al., 2020;
Park et al., 2008). La modélisation de ces pathologies in vitro permet de faciliter la compréhension des

mécanismes moléculaires sous-jacents.
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Les pathologies de vieillissement accéléré peuvent elles aussi étre modélisées in vitro grace a la
reprogrammation. Notre équipe a modélisé certains de ces syndromes. En effet, Gatinois et al. ont
démontré que la reprogrammation de cellules de patients atteints du syndrome de Werner était
possible, tout en maintenant le phénotype de raccourcissement des télomeres (Gatinois et al., 2019). De
méme, la reprogrammation de cellules de patients atteints du syndrome de Bloom conserve le
phénotype caractéristique d’échange de chromatides sceurs (Gatinois et al., 2020). D’autres équipes ont
pu obtenir des résultats similaires pour le syndrome de Werner (Cheung et al., 2014; Zhang et al., 2015)
et pour d’autres syndromes de vieillissement prématuré tels que le syndrome progéria de Hutchinson-
Gilford (Liu et al., 2011; Zhang et al., 2011) ou la dyskératose congénitale (Agarwal et al., 2010; Batista
etal., 2011).

1.3.3.3 Modéles pour le criblage pharmacologique

La récapitulation in vitro de syndromes humains et le développement de modeéles plus complexes grace
aux iPSCs, permettent non seulement la dissection des mécanismes cellulaires et moléculaires mais
peuvent aussi servir de support au criblage de molécules pharmacologiques pour tester leur efficacité
et leur potentielle toxicité. Couplé aux technologies de criblage a haut débit, cela permet d’identifier un
large panel de molécules pharmacologiques en recherche préclinique. A titre d’exemple, les organoides
cardiaques ont été le support pour tester la toxicité de candidats médicaments (Del Alamo et al., 2016;

Grimm et al., 2015; Sharma et al., 2017, 2018).

Le développement de modeles directement dérivés des patients, par opposition aux lignées cellulaires
immortalisées, permet une médecine personnalisée dans le sens ou les questions expérimentales sont
résolues dans le contexte génétique propre au patient (Paik et al., 2020; Perkhofer et al., 2018; Takahashi,
2019). De plus, combiné aux avancées récentes dans le domaine de I'édition du génome, notamment
grace au CRISPR-Cas9 dont I'invention a d’ailleurs valu le prix Nobel de Chimie 2020 a Emmanuelle
Charpentier et Jennifer Doudna, cela ouvre la voie a la correction de mutations génétiques associées a
des phénotypes pathologiques (Gois Beghini et al., 2020; Li et al., 2015; Long et al., 2018; Yokouchi et al.,
2020). Appliqué au contexte de la médecine régénératrice, on pourrait imaginer des stratégies de
remplacement cellulaire ou tissulaire de dérivés d’iPSCs patient spécifique et génétiquement corrigés

in vitro.



1.3.4 Lareprogrammation cellulaire en médecine régénératrice

Plusieurs stratégies basées sur la reprogrammation cellulaire peuvent étre envisagées pour rajeunir les
cellules et les tissus. Une approche thérapeutique classique est la résultante directe d’applications
cliniques basées sur la production de cellules différenciées a partir d’iPSCs pour régénérer ou remplacer
des cellules a I'intérieur d'un tissu endommagg, voire remplacer I'organe entier (Figure 10). Une autre
approche plus innovante consisterait a agir directement au sein du tissu endommagg, pour rajeunir les
cellules sans modifier leur identité. On pourrait aussi imaginer des thérapies préventives, permettant

d’intervenir avant I'apparition des dommages induits par le vieillissement.
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Fiqure 10 | Applications de la reprogrammation et des cellules souches pluripotentes humaines (adapté de (Alle et al.,
2021a))

1.3.4.1 Utilisation et applications des cellules souches pluripotentes humaines

1.3.4.1.1 Production de cellules souches pluripotentes de grade clinique

L'utilisation thérapeutique des cellules pluripotentes requiert que ces cellules répondent a certaines
exigences, notamment en termes de sécurité d'utilisation. De nombreuses équipes ont donc travaillé au
développement de protocoles de reprogrammation réduisant les risques d’altération. Par exemple, il a
été démontré que le transgene associé a c-MYC pouvait étre réactivé et causer des tumeurs chez des
animaux chimériques issus d’iPSCs reprogrammeées par vecteur rétroviral (Okita et al., 2007). De plus,
il a été démontré que maintenir les cellules pluripotentes en culture pouvait avoir des impacts a long

terme sur l'intégrité génétique et épigénétique des cellules et que les conditions de culture elles-mémes
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peuvent avoir un impact (Rebuzzini et al., 2016; Tosca et al., 2015). La validation de I'intégrité génétique
et épigénétique des iPSCs est donc indispensable, méme si celles-ci ont été obtenues par des méthodes
de reprogrammation non intégratives (Wang et al., 2015). L’absence d’éléments xénogéniques dans les
milieux et les matrices utilisés pour la culture des iPSCs est nécessaire pour des usages cliniques (Mallon

et al.,, 2006; Wang et al., 2015).

Bien que la reprogrammation de cellules issues de patients soit relativement complexe et cotliteuse, elle
présente des avantages indiscutables pour les thérapies autologues. La collecte des cellules par une prise
de sang est une méthode simple, rapide, peu risquée et non invasive. C’est I'étape de reprogrammation
qui pose le plus de défis notamment quant a son efficacité et son cofit. Récemment, les techniques de
culture en systemes microfluidiques ont permis I'amélioration de I’efficacité de reprogrammation
lorsque celle-ci recourt a l'utilisation de facteurs de type ARNm. De plus, cette technique permet de
réduire drastiquement les quantités de composés nécessaires a la reprogrammation et donc d’en réduire

les cotits (Gagliano et al., 2019; Luni et al., 2016).

Outre les thérapies autologues, les cellules pluripotentes peuvent aussi étre envisagées pour des
transplantations allogéniques. Une approche consiste en la création de banques biologiques constituées
de cellules caractérisées et sélectionnées pour leur compatibilité avec le receveur, notamment pour
I'antigéne leucocytaire humain HLA, complexe majeur d’histocompatibilité (Barry et al., 2015;
Gourraud et al.,, 2012; Lee et al., 2018). Une approche alternative propose de réduire I'immunogénicité
des cellules, comme démontré par Deuse et al. dans un modele murin (Deuse et al., 2019). Ils ont mis en
évidence que la surexpression de CD47 et l'ablation par CRISPR-Cas9 des complexes
d’histocompatibilité de classe I et II, permettaient de générer des iPSCs non immunogéniques. Cette
découverte laisse a penser qu’il serait possible de générer des iPSCs dites universelles car caractérisées
et compatibles avecl’ensemble de la population. Cependant, il faut rester tres vigilant quant a la création
de cellules ayant les capacités d’échapper a la reconnaissance par le systéme immunitaire car cela
augmente dangereusement le risque d’échapper aux systéemes de controle et de développer des
tératomes. Une stratégie pour contrecarrer ces effets déléteres des iPSCs universelles serait d’y associer
un systeme de contrdle par des genes suicides, permettant d’éliminer au sein des greffons les cellules

non différenciées (Jones et al., 2014; Liang et al., 2018).
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1.3.4.1.2 Thérapies de remplacement cellulaire et tissulaire
Les cellules pluripotentes humaines peuvent également étre envisagées comme une source pour la
différenciation de cellules et ou de tissus visant a étre transplantés pour remplacer ou réparer un tissu

non fonctionnel, endommagé ou vieillissant (Yamanaka, 2020).

Derniérement, de nombreux essais cliniques pour les thérapies de remplacement cellulaire/tissulaire se
sont concentrés sur le systeme nerveux et les traumas associés, comme les lésions de la moelle épiniere,
fréquentes lors d’accidents. Ces lésions conduisent généralement a une altération des fonctions
motrices, voire de la paralysie, et des fonctions sensorielles. Il n‘existe a ce jour pas de solution
thérapeutique « classique ». Dans ce contexte, il a été démontré en 2005 que la transplantation de cellules
souches embryonnaires neurales dans la moelle épiniere d'un primate favorisait la récupération
partielle des fonctions apres lésion. Les cellules transplantées se sont notamment différenciées en
neurones, astrocytes et oligodendrocytes (Iwanami et al., 2005). La méme équipe a par la suite démontré
des résultats similaires apres transplantation de cellules souches neurales dérivées d’iPSCs avec une
amélioration des fonctions motrices et la formation de connections synaptiques avec les neurones de
I'hote (Kobayashi et al., 2012; Nori et al.,, 2011). Cette stratégie de remplacement cellulaire a également
été appliquée dans le cadre du traitement de la surdité, en utilisant des progéniteurs otiques dérivés
d’hESCs ensuite différenciés en cellules ciliées et neurones auditifs. Apres transplantation dans un

modele de neuropathie auditive induite par lésion, la réponse auditoire est améliorée (Chen et al., 2012).

Les pathologies dégénératives sont également d’excellents candidats pour ces thérapies de
remplacement cellulaire et/ou tissulaire. Compte tenu de leur prévalence dans la population, les
pathologies neurodégénératives telles que la maladie d’ Alzheimer ou de Parkinson, sont parmi les plus
étudiées (Duncan and Valenzuela, 2017; Gonzalez et al., 2016; Sonntag et al., 2018). Chez le singe, la
transplantation  autologue de neurones dopaminergiques dérivés d'iPSCs  prévient
I'immunosuppression et réinnerve significativement le putamen, améliorant ainsi fonctions motrices et
survie a plus de deux ans (Hallett et al., 2015). Les rétinopathies, telles que la dégénération maculaire
lice al’age (DMLA) ou la rétinite pigmentaire, ont aussi fait1’objet d’essais cliniques utilisant des dérivés
de cellules souches pluripotentes humaines d’origine embryonnaire ou induites (Ben M’Barek and
Monville, 2019; Morizur et al., 2020). En 2017, Maindai et al. ont réalisé une transplantation autologue
de cellules rétiniennes dérivées d’iPSCs chez un patient atteint de DMLA (Mandai et al., 2017). Un an
post-chirurgie, le greffon était intact et l'acuité visuelle maintenue stable. Dans le traitement de la
rétinite pigmentaire, Ben M’'Barek et al. ont également développé un greffon GMP sous forme
d’épithélium rétinien pigmentaire dérivé d’hESCs testé dans des modeles murins et primates et

actuellement en tests cliniques chez 'Homme (Ben M’Barek et al., 2020).



1.3.4.1.3 Production d’organes in vivo

Les stratégies thérapeutiques précédemment décrites reposent toutes sur des cultures cellulaires ou
tissulaires ex vivo avant réimplantation. Une approche complémentaire consisterait en la production
d’organes humains matures directement dans des organismes hotes. Cela permettrait de développer
des organes entiers fonctionnels, produits dans des conditions physiologiques proches de 'Homme,
directement transplantables et pouvant ainsi pallier au manque d’organes humains disponibles a la

transplantation (Suchy and Nakauchi, 2018; Suchy et al., 2018).

Lorsqu’on injecte des iPSCs d’une espece donnée dans le blastocyste d’une seconde espece, il est
possible de générer une chimeére, c’est-a-dire un organisme inter-espéce présentant des cellules des deux
espéces concernées. Pour produire un organe entierement constitué de cellules d’une espece donnée
dans un hote d’une autre espéce, la stratégie consiste a réaliser les injections d’iPSCs dans un hote
présente un défaut de production de I'organe ciblé. Cette expérience a été réalisée pour la premiere fois
en 2010 par Kobayashi et al. (Kobayashi et al., 2010). Ils ont injecté des iPSCs de rat dans un blastocyste
de souris chez qui I'organogéneése pancréatique était altérée par la délétion du gene PDX1. L’expérience
a montré que la souris complémentée avait développé un pancréas de rat fonctionnel a I'échelle de la
souris. Le chimérisme inverse a été testé quelques années plus tard avec une injection d’iPSCs de souris
dans un blastocyste de rat dans le méme contexte génétique de déplétion de PDX1. La encore,
'organisme hote, le rat cette fois, a développé un pancréas de souris a sa propre échelle (Yamaguchi et
al., 2017). La technique a été étendue a d’autres organes et notamment aux reins par Usui et al. en 2012
(Usui et al., 2012). IIs ont cette fois-ci réalisé une complémentation de blastocyste intraspécifique en
injectant des iPSCs de souris sauvage dans un blastocyste de souris muté pour le gene SALL1 inactivant
la genese rénale. La chimere s’est avérée dotée de reins fonctionnels issus des iPSCs du donneur. Ces
résultats dans des modeéles murins permettent d’envisager la production d’organes humains par
injection de cellules pluripotentes humaines dans des hotes tels que le cochon ou le mouton, dont
I’anatomie et la physiologie sont proches de celles des organes humains. Cependant, des études ont pu
mettre en évidence que les taux de chimérisme de cellules humaines dans des embryons porcins sont

extrémement faibles (Wu et al., 2017).

L’approfondissement de la compréhension des mécanismes et régulations sous-jacents au chimérisme
est nécessaire pour rendre fonctionnelles ces stratégies thérapeutiques pour des especes
phylogénétiquement plus éloignées que des rongeurs. Récemment, Nishimura et al. ont démontré que
I'existence d'une niche, représentant un manque a combler par les cellules injectées, permettait
d’augmenter l'efficacité du chimérisme (Nishimura et al., 2021). Quoiqu’il en soit, le plus grand défi a
relever pour l'accomplissement du chimérisme est 1ié a 1'état de pluripotence des hPSCs. En effet, on

peut distinguer deux états de pluripotences qui ont été bien caractérisés ; 1'état naif correspondant aux
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ESCs murines et I'état engagé ou « primed » correspondant aux hPSCs ou aux cellules souches murines
épiblastiques (Brons et al., 2007; Tesar et al, 2007). Ces deux états different par d’importantes
modifications du métabolisme cellulaires, des niveaux de méthylation de la chromatine et des profils
d’expression génique, conduisant a des différences fonctionnelles importantes notamment quant a leur
habilité a s'intégrer dans des embryons d’autres especes (De Los Angeles et al., 2015). Pour tenter d'y
remédier, des études se concentrent sur 1'optimisation de procédés de culture permettant de favoriser
la naiveté des hPSCs pour se rapprocher de celle des cellules murines naives et ainsi améliorer leur
capacité d’intégration aux blastocystes (Hu et al., 2020; Kilens et al., 2018; Theunissen et al., 2016). Par
exemple, I'inhibition de la voie mTOR par 'utilisation de torine 1 permet de convertir des hPSCs vers

un état pluripotent naif (Hu et al., 2020).

1.3.4.2 Reprogrammer des cellules dgées et/ou sénescentes

La technologie de la reprogrammation cellulaire a ouvert la voie a de nombreuses potentielles thérapies
dans le domaine de la médecine régénératrice en vue de remplacer des cellules ou des tissus
endommagés au cours du vieillissement. Or au cours du vieillissement, nos cellules subissent de
nombreux stress conduisant a I’accumulation progressive de dommages. Utiliser des cellules agées, et
donc potentiellement endommagées, dans le cas de transplantations autologues pour reconstituer des
cellules ou des tissus, reviendrait a créer des organes déja endommagés et potentiellement instables. De
plus, un obstacle majeur s’est dressé lors de la mise en application de ces stratégies thérapeutiques : la
sénescence cellulaire constitue une barriére au processus de reprogrammation des cellules agées. Le
remodelage épigénétique du locus CDKN2A ainsi que la surexpression des protéines p53, p16INK4A
et p21CIP1 se sont révélés constituer des barrieres a la reprogrammation des cellules sénescentes (Banito
et al.,, 2009; Li et al., 2009a; Marion et al., 2009). Ainsi I'inhibition de la voie p16INK4A (Hayashi et al.,
2016) ou l'inactivation du gene p53 (Hong et al., 2009; Utikal et al., 2009) peuvent améliorer I'efficacité
de la reprogrammation et ont méme rendu possible la reprogrammation de cellules dont la
reprogrammation était impossible en conditions normales. L’inactivation de p53 permet également une
reprogrammation a seulement deux facteurs OCT4 et SOX2 (Kawamura et al., 2009). Récemment,
Mahmoudi et al. ont démontré qu’il existe une grande variabilité dans I'efficacité de reprogrammation
au sein d"une population de fibroblastes issus de patients agés (Mahmoudi et al., 2019). Cette variabilité
serait due principalement au profil sécrétoire pro-inflammatoire de certains fibroblastes. Ces
fibroblastes dits « activés » se caractérisent par une sécrétion accrue de cytokines pro-inflammatoires et
notamment du facteur TNF, et seraient également impliqués dans la variabilité du taux de cicatrisation

chez des souris agées.
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La reprogrammation, en rétablissant un état embryonnaire pouvant s’apparenter a un état juvénile en
comparaison d’une cellule somatique, a montré une certaine capacité a effacer certaines marques du
vieillissement. Marion et al. se sont intéressés a I'une d’entre elles : le raccourcissement des télomeres
au cours du vieillissement (Marion et al., 2009). IIs ont démontré que la reprogrammation permettait de
rallonger les télomeres, que ceux-ci soient initialement raccourcis ou non. Un rajeunissement
métabolique a aussi pu étre mis en évidence au cours de la reprogrammation et reste maintenu lors de
la redifférenciation (Suhr et al., 2010). Cet aspect sera plus largement détaillé dans le paragraphe dédié,

voir 1.3.5 Reprogrammation et métabolisme cellulaire.

En 2011, notre équipe a démontré que non seulement la reprogrammation de cellules de centenaires
était possible grace a un cocktail six facteurs, mais que cette reprogrammation s’accompagne d'un
rajeunissement cellulaire (Lapasset et al., 2011). En effet, comme précédemment expliqué, la sénescence
constitue une barriere a la reprogrammation classique quatre facteurs. Un protocole de
reprogrammation six facteurs (6F) alliant les facteurs OSKM de Yamanaka (Takahashi and Yamanaka,
2006; Takahashi et al., 2007) et les facteurs OSNL de Thomson (Yu et al., 2007), soit OSKMNL pour
OCT4, SOX2, KLF4, C-MYC, NANOG, LIN28, permet de surpasser cette barriere (Figure 11). Selon ce
protocole, Lapasset el al. ont mis en évidence que les iPSCs obtenues a partir de fibroblastes en
sénescence réplicative ou de patients centenaires, présentaient des télomeres de longueur restaurée, des
fonctions mitochondriales rétablies, avec un profil d’expression génique proche de celui des hESCs. De
plus, les fibroblastes obtenus apres redifférenciation avait réacquis leurs capacités prolifératives et
présentaient un profil transcriptomique similaire a celui de fibroblastes dérivés de cellules souches
embryonnaires. Ainsi la reprogrammation 6F permet d’obtenir, apres redifférenciation, des cellules avec
un phénotype rajeuni comparé aux cellules de départ. Ces résultats ont permis de démontrer que le

vieillissement cellulaire était réversible par la reprogrammation.

Cellule, ouch\ G Cellule ouch | Cellute
embryonnaire mduwte(lPSC) embpyonnaire induite (iPSC)

DIFFEWATION REDIFFEREN ATION DIFFERENCIATION % REDIFFERENGIATION
REPROGRAMMATION \ REPR@GRAMMATION

\\/ -
\4 @ \\ 5‘7\

OSKMNL _—
Cellule Gellule Cellule "jeune” \ / Cellule rajeunie
différenciée A différenciée B

Cel\ule agée
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1.3.4.3 Reprogrammation compléte in vivo

Les preuves de la réversibilité du vieillissement cellulaire par la reprogrammation ont incité plusieurs
équipes, dont la notre, a se pencher sur la question de ’application de cette stratégie in vivo, directement

au sein des tissus pour prévenir les dommages liés a I’age.

La question a été abordée pour la premiere fois par Abad et al (Abad et al., 2013). Ils ont développé deux
lignées murines transgéniques, i4F-A et i4F-B, permettant l'expression des quatre facteurs de
reprogrammation sous induction par la doxycycline. IIs ont aléatoirement inséré dans le génome par
vecteur lentiviral une cassette d’expression polycistronique codant pour OSKM a deux loci différents :
dans un intron du géne Neto2 pour la lignée i4F-A et dans un intro du gene PPARY pour la lignée i4F-
B. Le transactivateur rtTA inductible par la doxycycline, est inséré dans le locus Rosa26 et controle
I'expression de la cassette OSKM. Dans un premier temps, les animaux de ces deux lignées ont été traités
avec une forte dose de doxycycline a Img/mL dans l'eau de boisson pour induire 1'expression des
facteurs de reprogrammation. Dans ces conditions, I'état de santé global des animaux se détériore
rapidement apres une semaine d’induction, ce qui se traduit par une perte de poids importante et des
dommages intestinaux et pancréatiques. Afin de minimiser ces dommages et maximiser la survie des
animaux, des protocoles alternatifs ont ensuite été mis en place. Ces protocoles ont permis de générer
des cellules pluripotentes in vivo dans la circulation sanguine, validant ainsi la faisabilité de la
reprogrammation in vivo. Cependant, ces protocoles conduisent également a la formation de tératomes
dans de nombreux organes, notamment le pancréas, les reins, l'intestin et le tissu adipeux, avec une
incidence supérieure a 40%. Bien que les conséquences soient déléteres pour la santé et la survie des
animauyx, cela prouve la pluripotence des cellules générées et confirme qu’une reprogrammation totale
réalisée directement in vivo est possible. Ces observations ont été confirmées par une autre équipe dans
un autre modele murin (Ohnishi et al., 2014). La prolifération de cellules dysplasiques présentes au sein
des tissus conduit a une dégradation rapide de 1'état de santé, associ€e a une prévalence de tératomes

dans les reins, le pancréas et le foie, méme une semaine apres l’arrét de I'induction.

En utilisant le modeéle établi et décrit par Abad et al. (Abad et al., 2013), des études ont montré une forte
corrélation positive entre reprogrammation et sénescence tissulaire. In vivo, la reprogrammation
complete requiert des facteurs du phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP) et notamment
I'interleukine 6 (IL-6) (Mosteiro et al., 2016). Mosteiro et al. ont démontré que dans des tissus déplétés
pour pl6INK4a/ARF, qui ne sont donc pas soumis aux processus de sénescence, la reprogrammation
est fortement compromise. Inversement, dans des tissus ou la sénescence et le phénotype pro-
inflammatoire associé sont prédominants suite a I'inactivation de p53, I'efficacité de reprogrammation

est améliorée. Des manipulations pharmacologiques des niveaux de sénescence conduisent a des
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résultats similaires. IIs ont pu mettre en évidence que cette corrélation reposait sur I’action des cytokines
pro-inflammatoires du SASP, notamment en démontrant que I'inhibition pharmacologique de NFkB,
acteur de la production de ces cytokines, réduit I'efficacité de la reprogrammation in vivo. Des résultats
similaires ont été obtenus par Chiche et al. en utilisant le méme modele. L’étude de tissu musculaire,
dans un contexte de blessure, a permis de mettre en évidence le role central des cellules souches

musculaires Pax7+ dans la reprogrammation de ce tissu (Chiche et al., 2017).

Ces exemples illustrent I'importance, pour toute stratégie de reprogrammation visant a rajeunir les
organismes, de surmonter d'abord les conditions conduisant a une dédifférenciation totale des cellules,

pour s’affranchir des effets déléteres qui en découlent.

1.3.5 Reprogrammation et métabolisme cellulaire

Le métabolisme cellulaire a longtemps été considéré comme une conséquence du destin cellulaire plutot
que comme un acteur clé. Pourtant les liens intrinseques entre le métabolisme et les modifications
épigénétiques de la chromatine durant le développement embryonnaire, la progression de pathologies
et la reprogrammation cellulaire, ont récemment été mis en évidence (Shyh-Chang et al., 2013). Les
cellules pluripotentes, comparativement aux cellules somatiques, sont caractérisées par un métabolisme
majoritairement glycolytique, non pas seulement en conséquence de leur préférence pour les
environnements pauvres en oxygene, mais bel et bien comme un acteur du maintien de
I’autorenouvellement et du potentiel de différenciation, qui présupposent une réponse rapide a de
fortes demandes énergétiques (Mohyeldin et al., 2010). Lors de la reprogrammation vers la pluripotence,
les cellules subissent un remodelage métabolique accompagnant la reprogrammation épigénétique et

transcriptionnelle (Figure 12) (Stadtfeld and Hochedlinger, 2010).

1.3.5.1 Transition progressive vers un métabolisme glycolytique

Les cellules souches pluripotentes se caractérisent par un important flux métabolique reposant sur la
glycolyse, méme en condition aérobie (Kondoh et al., 2007). Bien que la phosphorylation oxydative ait
un meilleur rendement en termes d’ATP produit par molécule de glucose, la glycolyse permet une
production plus rapide. De plus, la voie glycolytique est connectée a d’autres voies métaboliques
fournissant les précurseurs pour la synthese des acides nucléiques, acides aminés et lipides, dont la
demande est accrue dans les cellules fortement prolifératives (DeBerardinis et al., 2008; Vander Heiden
et al., 2009). Ce métabolisme glycolytique aérobie des cellules pluripotentes est comparable a celui des

cellules cancéreuses et a I'effet Warburg (Vander Heiden et al., 2009).



La reprogrammation d"une cellule somatique en cellule pluripotente s’accompagne d'un changement
métabolique progressif consistant en une diminution de I'activité de phosphorylation oxydative en
faveur d'une augmentation de I'activité glycolytique (Mathieu and Ruohola-Baker, 2017), supportée par
les modifications des quantités de métabolites correspondants (Park et al., 2017). Lors de l'initiation de
cette transition, un état transitoire de métabolisme hyper-énergétique s'opere, a savoir que glycolyse et
phosphorylation oxydative sont toutes deux suractivées. Cet état hyper-énergétique précoce se traduit
au niveau transcriptomique par une surexpression des genes liés au métabolisme (Cacchiarelli et al.,
2015) ainsi qu’au niveau protéomique par une induction transitoire des protéines mitochondriales
(Hansson et al., 2012). Le pic de phosphorylation oxydative conduit a une production accrue de ROS
via une activité mitochondriale intensifiée. Hawkins et al. ont mis en évidence une activation du facteur
nucléaire NFR2 lors de l'initiation de la reprogrammation (Hawkins et al., 2016). Or NFR2 est connu
pour étre un acteur clé de la réponse antioxydante, son activation pourrait permettre de protéger les
cellules du stress oxydatif lors de la reprogrammation. Bien que les tenants et les aboutissants de cet
état métabolique hyper-énergétique associant phosphorylation oxydative et glycolyse, ne sont pas

encore parfaitement compris, cet état transitoire accompagne l'initiation de la reprogrammation.

1.3.5.2 Remodelage mitochondrial

1.3.5.2.1 Changements morphologiques et numériques des mitochondries

La transition d’un métabolisme basé sur la phosphorylation oxydative, supportée par le compartiment
mitochondrial, vers un métabolisme glycolytique, s’affranchissant de ce compartiment, implique
nécessairement un remodelage mitochondrial. Durant le processus de reprogrammation, la quantité
d’ADN mitochondrial diminue progressivement (Folmes et al., 2011). Dans les iPSCs, les mitochondries
présentent une morphologie dite immature, c’est-a-dire de petites mitochondries avec peu de crétes, qui

se localisent autour du noyau (Prigione et al., 2011).

Bien que les mécanismes supportant ce remodelage mitochondrial au cours du processus de
reprogrammation ne soient pas encore clairement élucidés, deux pistes semblent se dégager. Tout
d’abord, le processus de mitophagie, ou autophagie sélective des mitochondries, semble impliqué. En
effet, 'ajout d’inhibiteurs de la voie mTOR tels que la rapamycine, qui se trouvent également étre des
activateurs d’autophagie, améliore l'efficacité de la reprogrammation (Chen et al., 2011; Menendez et
al., 2011). Des cellules issues de mutants pour la protéine ATG5, autophagie-related protein 5, ne montrent
aucun signe de diminution du nombre de mitochondries au cours du processus de reprogrammation,
qui se solde par un échec (Wang et al., 2013). D’un point de vue mécanistique, il semblerait que

I'expression de SOX2, un des facteurs de reprogrammation, inhibe transitoirement 1’expression de
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mTOR, permettant ’activation de I’autophagie via ATG5. Paradoxalement, une autre étude plus récente
a pu mettre en évidence une activation de I'autophagie indépendamment d’ATG5 (Ma et al., 2015).
Quoiqu’il en soit, le processus de mitophagie semble inhérent au processus de reprogrammation pour
le retrait des mitochondries matures. Outre la réduction du nombre de mitochondries, le remodelage
mitochondrial au cours de la reprogrammation semble aussi passer par une réduction de la taille des
mitochondries. En effet, une fragmentation des mitochondries peut étre observée des les premiers jours
d’induction des facteurs OSKM (Nishimura et al., 2019). Ce processus ne serait pas d@ a la mitophagie
mais a une activation de la fission mitochondriale, mise en évidence par lactivation par
phosphorylation d"un facteur essentiel a ce processus, DRP1 dynamin-related protein 1 (Cook et al., 2017).
Une étude récente a mis en évidence que I'expression de c-MYC induit la phosphorylation de DRP1 par
CDK1, ce qui stimule la fission mitochondriale (Prieto et al., 2018). In fine, la fission mitochondriale
conduit a la formation de mitochondries de petite taille présentant un fort potentiel de phosphorylation
oxydative, ce qui correspondrait a l’état hyper-énergétique décrit au début du processus de

reprogrammation (Hawkins et al., 2016; Kida et al., 2015; Prieto et al., 2016).

Des techniques de microscopie avancées, par contraste interférentiel, permettent de quantifier les
changements morphologiques mitochondriaux entre des cellules partiellement et totalement
reprogrammeées. Ces différences permettent méme d’évaluer quantitativement la pluripotence des
clones obtenus (Nishimura et al., 2019), ce qui laisse a penser qu’il existe un lien fort entre remodelage

mitochondrial et acquisition de la pluripotence.

1.3.5.2.2 Changement de composition du compartiment mitochondrial

Des analyses protéomiques ont révélé d’importants changements dans la composition protéique des
mitochondries et notamment au niveau des complexes de la chalne de transport des électrons, localisés
dans la membrane interne de la mitochondrie. Des l'initiation de la reprogrammation, les cellules
montrent une modification de la stoechiométrie de ces complexes protéiques avec une diminution des
complexes I et IV et une augmentation des complexes II, Ill et V (Folmes et al., 2011). Ces modifications
protéiques de la chaine respiratoire sont inévitablement liées a des modifications des fonctions
mitochondriales et principalement a ses capacités de phosphorylation oxydative. Une faible activité du
complexe I associée a une forte activité du complexe II suggerent une utilisation préférentielle du
cofacteur FADH: au lieu du NADH pour le transport des électrons. Une faible activité du complexe IV,
permettant de convertir I'oxygene en eau, est corrélée avec une diminution de 'activité respiratoire
(Zhou et al., 2012). Enfin, une forte activité du complexe V qui n’est autre que I’ATP synthase, outre une
production accrue d’ATP paradoxale en régime majoritairement glycolytique, pourrait suggérer une

fonction d’hydrolase pour le maintien du potentiel de membrane mitochondrial (Zhang et al., 2016).



1.3.5.2.3 Régulation des fonctions mitochondriales

Le remodelage mitochondrial est intimement lié a une cascade de régulation induite par des facteurs de
transcription. Les récepteurs nucléaires liés aux cestrogenes (ERR) font partie de la cascade d’expression
induite précocement. En particulier, ERRa et ERRy, de méme que le coactivateur PGC-1a, sont
surexprimés de fagon transitoire vers le troisieme jour d’induction de la reprogrammation
correspondant au pic de phosphorylation oxydative. Ces facteurs participent de fagon active a
I'induction de I'état hyper-énergétique (Kida et al., 2015). Le pic de ROS associé a cet état hyper-
énergétique jouerait également un role dans la régulation de cette transition métabolique en activant les
facteurs nucléaires kappa B (NF-kB) et NRF2, ainsi que la protéine activatrice 1 (AP-1). La surexpression
de ces facteurs précede le pic d’induction du facteur inductible par '’hypoxie HIF1a. Hawkins et al. ont
montré que NRF2 est requis pour l'induction de HIFla via la surexpression de la protéine KEAPI,
permettant de maintenir NRF2 dans le cytoplasme en empéchant sa translocation vers le noyau

(Hawkins et al., 2016).

Le role de c-MYC lui-méme, un des quatre facteurs de reprogrammation, dans le processus de transition
métabolique semble crucial. A lui seul, il est capable de mimer le pic de phosphorylation oxydative
induit par l'expression des quatre facteurs OSKM (Prieto et al., 2018). De plus, c-MYC et HIFla sont
décrits pour coopérer lors de la reprogrammation du métabolisme des cellules cancéreuses (Gordan et
al., 2007; Huang, 2008), on peut donc facilement envisager que ces deux facteurs cooperent de fagon

similaire lors de I'induction de la reprogrammation vers la pluripotence.

1.3.5.3 Activation des enzymes glycolytiques

La transition d'un métabolisme principalement basé sur la phosphorylation oxydative a un
métabolisme majoritairement glycolytique repose sur une régulation positive des genes glycolytiques
qui s’opere dés l'initiation de la reprogrammation (Folmes et al., 2011; Mathieu et al., 2014; Prigione et
al., 2014) et se maintient tout au long du processus (Folmes et al., 2011). La transition s’opere également
au niveau protéique avec une surexpression des enzymes glycolytiques dans les iPSCs en comparaison
a des cellules somatiques (Folmes et al., 2011), ainsi qu'une consommation de glucose associée a une
production de lactate qui s’accroissent au cours de la reprogrammation (Folmes et al., 2011; Nishimura

et al.,, 2017; Panopoulos et al., 2012; Prieto et al., 2018; Prigione et al., 2010; Varum et al., 2011).

Le facteur HIFla semble la encore avoir son importance. En effet, tout comme dans les cellules
cancéreuses, HIFla favorise la voie glycolytique en induisant la surexpression des geénes associés
(Mathieu et al., 2014; Prigione et al., 2014). Son inhibition dans des fibroblastes humains conduit a I'échec

de la reprogrammation. L’action du facteur HIFla est transitoire et précoce, puisqu’il a été démontré
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que sa stabilisation pendant les phases tardives réduit I'efficacité de la reprogrammation via l'induction

du facteur de nécrose tumorale (TNF) (Mathieu et al., 2014).

L’augmentation du flux glycolytique n’est pas seulement due a I'activation des enzymes mais aussi a
des régulations post-transcriptionnelles des enzymes clés de la glycolyse (Prigione et al., 2014). Une des
charniéres entre glycolyse et cycle de Krebs repose sur la phosphorylation du complexe pyruvate
déshydrogénase (PDH), qui catalyse la conversion du pyruvate en acétyl-CoA apres son entrée dans la
matrice mitochondriale. L’activité de la PDH est régulée négativement par sa phosphorylation par la
pyruvate déshydrogénase kinase (PDHK1). Les niveaux protéiques de PDHK1 sont significativement
augmentés lors de la reprogrammation, non pas par sa régulation transcriptomique mais probablement
par sa stabilisation protéique (Varum et al, 2011). Ceci entraine une augmentation de la
phosphorylation de la PDH régulant négativement son activité, qui induit donc une baisse d’activité du
cycle de Krebs au profit d'une fermentation lactique. Un autre point clé de la régulation de la glycolyse
est sa derniere étape, consistant en la conversion du phosphoénolpyruvate (PEP) en pyruvate par action
de la pyruvate kinase (PK). Le gene PKM produit deux isoformes PKM1 et PKM2 par épissage alternatif.
Pendant la reprogrammation, l'isoforme PKM2 est prépondérant par rapport a PKMI, et du fait de sa

plus faible activité catalytique, cela favorise I'activité glycolytique (Mah et al., 2011).

Enfin, la voie de signalisation AKT semble impliquée dans cette transition métabolique. En effet, il existe
une corrélation positive entre l'activité AKT et I'efficacité de la reprogrammation (Yu et al.,, 2014),
passant par une augmentation de l'expression des genes glycolytiques et une production de lactate
accrue (Zhu et al., 2010). En fin de processus de reprogrammation, I'induction de TCL1 par KLF4
promeut l'activité AKT qui maintient élevés les taux des enzymes glycolytiques clés (Nishimura et al.,
2017). TCL1 interagit directement avec AKT formant un polymeére favorisant ainsi la phosphorylation

et l'activation d’AKT (Laine et al., 2000).
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Figure 12 | Schématisation de la transition métabolique au cours de la reprogrammation

Moduler le métabolisme impacte I'efficacité de la reprogrammation et inversement, ce qui suggere que
la transition métabolique observée pendant le processus de reprogrammation n’est pas seulement une
conséquence mais joue bien un rdle actif. La compréhension des mécanismes métaboliques pourrait
permettre d’améliorer les protocoles de reprogrammation et avec les bons effecteurs, d’en intensifier les

effets bénéfiques.

1.3.6 Reprogrammation partielle et rajeunissement in vitro et in vivo

La reprogrammation compléete a pu prouver ses propriétés rajeunissantes mais a aussi montré ses
limites avec les problemes d’« ultra-dédifférenciation » conduisant a la formation de tératomes
lorsqu’elle est appliquée directement in vivo. Pour y remédier, Ocampo et al. ont développé un protocole
de reprogrammation dite partielle (Ocampo et al., 2016). IIs ont été les premiers a démontrer que la
reprogrammation pouvait déjouer le processus de vieillissement. Dans un modele murin récapitulant
le syndrome humain d’Hutchinson-Gilford Progéria, mimant un vieillissement accéléré, un protocole
cyclique chronique d’expression des facteurs OSKM in vivo permet 1’augmentation de la longévité des
animaux, tout en améliorant le phénotype de vieillissement. Pour ce faire, ils ont utilisé des animaux
issus du croisement de deux génotypes bien décrits : une lignée reprogrammable développée par Carey
et al. (Carey et al., 2010) et une lignée récapitulant le syndrome de vieillissement accéléré développée

par Osorio et al. (Osorio et al., 2011a). Ils ont ainsi obtenu des animaux reprogrammables homozygotes
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pour la Progéria, a savoir Lmna®6096/Ge09G R261TA+ Col1A14F24%, Ces animaux ont été reprogrammeés selon
un protocole d’induction cyclique chronique des facteurs de reprogrammation, consistant en une
induction a la doxycycline dans 'eau de boisson des animaux a Img/mL pendant 2 jours suivis de 5
jours d’arrét, ce méme schéma étant ensuite répété toutes les semaines tout au long de la vie de I'animal.
Ce protocole permet une amélioration de la longévité de presque 30%, partant d’une espérance de vie
médiane des animaux progériques homozygotes a 18 semaines, étendue a 24 semaines pour les animaux
traités. Cela s’accompagne d’une amélioration globale de I'état de santé des animaux qui s’illustre par
le maintien de l'intégrité tissulaire dans divers organes tels que les reins, la rate, I'estomac ou le cceur.
Cependant, il faut garder en téte que ces résultats ont été obtenus sur des animaux homozygotes
progéria, portant une double copie de la mutation G609G dans le géne Lmna, qui conduit a un
phénotype de vieillissement pathologique assez critique, peu comparable a un vieillissement

physiologique (Osorio et al., 2011a).

Dans la méme étude, ils ont également pu mettre en évidence que l'induction de I'expression des
facteurs de reprogrammation permettait d’améliorer les capacités régénératives d’animaux
reprogrammables non progériques Lmna** R261TA* Col1A1424%, ]a résistance métabolique dans un
modele de diabete induit par la streptozotocine, et la régénération musculaire dans un modele de
dégénération induite par injection intramusculaire de cardiotoxine (Ocampo et al., 2016). Pour la
régénération musculaire, ils ont pu mettre en évidence une augmentation du nombre de cellules
satellites Pax7+, qui sont les cellules souches musculaires impliquées dans la régénération des fibres.
Récemment, Wang et al. ont pu expliciter le lien entre reprogrammation et régénération musculaire
(Wang et al., 2021). IIs ont mis en évidence que l'induction des facteurs de reprogrammation OSKM
spécifiquement dans les fibres musculaires permettait une activation des cellules satellites via un
remodelage de leur microenvironnement, notamment via l’activation de p21 entrainant I'inhibition de
Wnt4. Or la sécrétion de Wnt4 par les myofibrilles est impliquée dans le maintien de I'état quiescent des
cellules souches satellites (Eliazer et al., 2019), son inactivation signale donc l’activation et la
prolifération des cellules souches musculaires initiant ainsi le processus de régénération. Parallelement,
Doeser et al. ont montré que l'induction locale des facteurs de reprogrammation dans la peau
ralentissait le processus de cicatrisation en inhibant I’activité des fibroblastes et leur transdifférenciation
en myoblastes, illustré par I'inhibition des marqueurs TGF1, COL1al et aSMA (Doeser et al., 2018). Ce
ralentissement du processus de cicatrisation se fait au profit des processus de régénération plus lents.
Enfin, récemment, en utilisant le modele i4F-B décrit par Abad et al. (Abad et al., 2013), Rodriguez-
Matellan et al. ont pu mettre en évidence qu'une induction cyclique avec 3 jours par semaine a 2mg/mL
de doxycycline, améliore les fonctions cognitives, avec une corrélation positive entre les niveaux

d’expression d’OSKM et le score au test de reconnaissance des objets (Rodriguez-Matellan et al., 2020).
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Dans leur étude Ocampo et al. ont également modélisé la reprogrammation partielle in vitro (Ocampo
etal., 2016). Ils ont extrait des fibroblastes dermiques de leur modele murin progérique reprogrammable
et ont induit l'expression des facteurs de reprogrammation in vitro en traitant les cellules a la
doxycycline a 1pug/mL dans le milieu de culture. IIs ont mis en évidence un réarrangement des marques
histones H3K9me3 et H4K20me3, qui sont connues pour étre impactées par le vieillissement.
Cependant, ces effets se sont avérés réversibles, suggérant que I'induction chronique est nécessaire pour
les maintenir et les lier aux bénéfices observés in vivo sur la longévité. De plus, une étude récente, la
premiere a utiliser le séquencage d’ARN de cellules individualisées (single cell RNAseq) a montré que
I'induction transitoire par les facteurs de reprogrammation OSKM in vitro restaure une signature
transcriptomique rajeunie dans les cellules adipogenes et les cellules souches embryonnaires

mésenchymateuses murines (Roux et al., 2021).

Les effets de la reprogrammation partielle ont également été explorés chez 'Homme. Sarkar et al. ont
récemment mis en place une stratégie de reprogrammation partielle in vitro en utilisant des ARNm pour
induire I'expression des 6 facteurs OSKMNL de reprogrammation sur des cellules humaines jeunes et
agées (Sarkar et al., 2020). IIs ont démontré que la reprogrammation partielle de fibroblastes et cellules
endothéliales, pouvait restaurer certaines marques cellulaires associées a 1'age, y compris selon deux
horloges épigénétiques basées sur plus de 300 CpGs, I'une multi-organes (Horvath, 2013) et la seconde
focalisée sur la peau et le sang (Horvath et al., 2018). De plus, ils ont montré que la reprogrammation
affecte les niveaux de méthylation de l'histone H3K9me3, améliore l'activité du protéasome et
I'autophagie, et décroit la proportion de ROS. Afin de déterminer si une expression transitoire des 6
facteurs OSKMNL permet d’inverser la tendance de phénotypes associ€s a l’age tels que 'augmentation
des niveaux d’inflammation ou la perte des capacités régénératives des cellules souches adultes, les
auteurs ont d’abord analysé les conséquences transcriptomiques de la reprogrammation appliquée a
des chondrocytes de patients agés atteints d’arthrose. Ils ont observé une diminution significative des
niveaux d’expression des médiateurs du remodelage osseux, le ligand RANKL (receptor activator of
nuclear factor- kB ligand) et iINOS2 (Inducible Nitric Oxide Synthase 2), ainsi qu’une diminution de facteurs
sécrétés pro-inflammatoires tels que MIP1A, IL-6, IFNA et MCP3. Ensuite, ils ont évalué les capacités
régénératives de cellules souches musculaires humaines reprogrammées partiellement. Pour ce faire, ils
les ont transplantées dans un modele murin de blessure musculaire induite. Il s’est avéré que les cellules
satellites agées reprogrammées démontraient un meilleur potentiel de régénération des fibres
musculaires (Sarkar et al., 2020). Ces expériences ont permis de valider les approches non-intégratives

pour I'expression des facteurs de reprogrammation.

Une autre approche de reprogrammation in vivo a été illustrée dernierement. Senis et al. ont démontré

que la reprogrammation in vivo était possible en délivrant les facteurs OSK grace a des vecteurs viraux



(Senis et al., 2018). Ce type d’approche a été envisagée comme stratégie pour la régénération du systeme
nerveux central chez la souris, et plus particulierement pour restaurer la vision (Lu et al., 2020b). Lu et
al. ont injecté dans le corps vitré oculaire de souris des vecteurs AAV2 pour controler I'expression d'une
cassette polycistronique codant pour les facteurs OSK. Pour s’assurer de I'innocuité de la méthode, les
auteurs ont maintenu une induction sur plus de quinze mois et ont ainsi pu valider I'absence de
développement de tumeurs ou de malformations de la rétine. Ils ont ensuite démontré que I'induction
des facteurs OSK dans les cellules ganglionnaires rétiniennes améliore la survie, stimule la régénération
de I'extension des axones ainsi que la formation du nerf optique sous différentes conditions de stress.
IIs ont mis en place un modele de blessure au nerf optique par compression nerveuse, un modele de
glaucome induit par surpression oculaire, et ont aussi testé leurs hypotheses dans le contexte de la perte
d’acuité visuelle liée au vieillissement. L’analyse des niveaux de méthylation de I’ADN ainsi que du
profil transcriptomique des cellules ganglionnaire rétiniennes, ont permis de mettre en évidence une
restauration de parametres rajeunis. L’épigénétique semble jouer un role prépondérant dans ces
phénomenes de régénération. En effet, les effets bénéfiques de la reprogrammation OSK requierent
I'action des déméthylases d’ADN TET1 et TET2, dont l'inhibition agit comme une barriere a la

régénération.

Dans une étude récente, prépubliée dans BioRxiv, Gill et al., ont proposé un nouveau protocole de
reprogrammation partielle in vitro qu’ils appellent « maturation phase transient reprogramming » (Gill et
al., 2021). Ce protocole consiste en I'induction des facteurs de reprogrammation OSKM jusqu’a la phase
de maturation des iPSCs, soit entre 10 et 17 jours d’induction, suivi de I’arrét de I'induction permettant
ainsi aux cellules de retrouver leur identité d’origine. Ils ont souligné l’existence d'une mémoire
épigénétique permettant aux fibroblastes reprogrammés de retrouver leur identité cellulaire
spontanément alors que les programmes d’expression des genes fibroblastiques avaient été éteints par
la reprogrammation. Ils ont également mesuré I’age cellulaire par des analyses transcriptomiques et des
niveaux de méthylation, mettant en évidence un rajeunissement. Enfin, ce rajeunissement moléculaire
semble se traduire au niveau fonctionnel, suggéré par une réacquisition de niveaux protéiques juvéniles

de collagene.

Les modifications épigénétiques impliquées lors de la reprogrammation partielle sont largement
considérées comme moteur du phénomene de rajeunissement global observé a la fois in vitro et in vivo
(Doeser et al., 2018; Gill et al., 2021; Lu et al., 2020b; Olova et al., 2019; Rodriguez-Matellan et al., 2020;
Sarkar et al., 2020).



1.4 CONCLUSION DE L'INTRODUCTION GENERALE

L’allongement de I'espérance de vie au cours du siecle dernier a permis de révéler I'importance, non
pas de pouvoir vivre de plus en plus longtemps, mais surtout celle de pouvoir vivre le plus longtemps
possible en bonne santé afin de profiter pleinement de ses capacités. En effet, le vieillissement, bien que
n‘étant pas une maladie en soi, se caractérise par l'accumulation progressive de dommages
moléculaires, cellulaires et tissulaires, altérant coup apres coup I'efficacité de nos systemes biologiques.
Ainsi avec l'avancée en age, la susceptibilité de souffrir d'une pathologie chronique augmente,

diminuant nos capacités et augmentant notre dépendance aux autres.

Aujourd’hui, la compréhension des mécanismes du vieillissement a permis de développer des stratégies
afin de prévenir et/ou ralentir le processus. Il existe autant de stratégies différentes qu’il existe de
marqueurs du vieillissement ou de la santé. Certaines visent a diminuer 'endommagement cellulaire,
d’autres a rétablir la communication cellulaire, la sensibilité aux nutriments, et d’autres encore a réduire

I'inflammation chronique.

Les avancées technologiques ont permis de mettre en évidence la réversibilité du destin cellulaire avec
la découverte de la reprogrammation cellulaire. La reprogrammation du potentiel cellulaire
s’accompagne également d’une reprogrammation des marques du vieillissement qui se traduit donc
par un rajeunissement global. Appliquée a un organisme entier, la reprogrammation cellulaire constitue
donc une stratégie anti-age globale prometteuse. Compte tenu, du potentiel tératogene de la
reprogrammation totale i1 vivo, des protocoles de reprogrammation partielle ou transitoire in vitro et in
vivo se sont développés et ont montré des effets bénéfiques dans le contexte du vieillissement et de
I'étude de ses marques. La compréhension des mécanismes tissulaires, cellulaires et moléculaires sous-

jacents demeure incomplete et ces mécanismes demandent encore a étre explorée.
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2 DEMARCHE EXPERIMENTALE ET HYPOTHESES DE TRAVAIL

La reprogrammation d’une cellule somatique en cellule pluripotente induite est « contraire » au devenir
cellulaire et n’a été rendue possible qu’avec la découverte de son induction par 'expression des quatre
facteurs de transcription OSKM. Comme nous l'avons décrit a la fin de l'introduction dans la section
1.3.6, plusieurs études ont démontré in vitro que la reprogrammation cellulaire permet d’effacer
certaines marques du vieillissement. On observe ainsi une réinitialisation de 1’épigénome, une
diminution de I'altération du génome, avec un rallongement des télomeres par exemple, ainsi qu'une
restauration des capacités métaboliques et des fonctions mitochondriales. Au laboratoire, il a méme été
démontré que la reprogrammation était possible méme a partir de cellules centenaires ou sénescentes
(Lapasset et al., 2011). L’ensemble de ces observations in vitro ont permis d’envisager la
reprogrammation comme une stratégie anti-dge, mais qu’en est-il si ce méme processus de
reprogrammation est appliqué in vivo sur un organisme entier ? Permet-il un rajeunissement de

'organisme et permet-il d’effacer des marques cellulaires et/ou tissulaires du vieillissement ?

Abad et al., ont été les premiers a démontrer qu'une reprogrammation totale était possible in vivo (Abad
et al.,, 2013). Compte tenu que ces approches conduisent a la formation de tératomes, elles ne sont pas
applicables en I’état dans le cadre de stratégies anti-age. Les hypotheses de reprogrammation transitoire
ont alors fait leur apparition. L'idée est que ces traitements permettent d’induire 1'expression des
facteurs de reprogrammation dans des conditions ne permettant pas 1'obtention de cellules
pluripotentes induites. La démarche est d’initier le processus de reprogrammation dans les cellules, en
supposant que cela suffise pour obtenir les effets rajeunissants tout en s’affranchissant des problemes
liés a la dédifférenciation totale des cellules reprogrammées. Ocampo et al. furent les premiers a
démontrer qu'une reprogrammation transitoire chronique in vivo, dans un organisme transgénique
pouvant exprimer les facteurs OSKM dans 'ensemble de ses cellules, a des effets bénéfiques sur la
longévité des animaux et permet d’améliorer un certain nombre de marques associées au vieillissement
améliorant ainsi également 1’état de santé des animaux (Ocampo et al., 2016). Il est important de
souligner que ces résultats ont été obtenus dans un modele pathologique de vieillissement accéléré

extrémement sévere comparé a un vieillissement physiologique.

Au laboratoire, nous avons décidé de travailler sur un phénotype de vieillissement accéléré
« intermédiaire » plus proche de la réalité physiologique, c’est-a-dire sur des animaux progériques a
I’état hétérozygote. Ainsi, nous avons développé différents protocoles de reprogrammation transitoire
in vivo ; des protocoles chroniques appliqués tout au long de la vie des animaux soit sur un mode

cyclique soit sur un mode continu, ainsi que des protocoles d’induction transitoire unique. Dans un



premier temps, nous avons cherché a évaluer 'impact de ces différents protocoles sur la longévité des
animaux. Nous nous sommes concentrés en particulier sur des protocoles d'induction transitoire unique
en raison de leur originalité et de leur simplicité de mise en ceuvre, qui représente un avantage technique
majeur par opposition a un protocole chronique en vue d’une translation clinique chez I'Homme. Outre
I'impact brut sur l'espérance de vie des animaux, nous avons cherché a mettre en évidence si une
reprogrammation transitoire in vivo pouvait aussi étre bénéfique sur 1'état de santé général des animaux,
et donc sur leur espérance de vie en bonne santé, aussi bien dans un contexte physiologique que dans
le contexte du développement de certaines pathologies liées a I'dge. Une reprogrammation transitoire
in vivo permet-elle de prévenir et/ou de ralentir 'apparition et la progression des marques liées a I'age ?
Peut-on ainsi prolonger I'espérance de vie en bonne santé et retarder I'apparition de pathologies liées a
I'age ? La compréhension des mécanismes sous-jacents reste une étape clé avant de pouvoir envisager
une translation clinique chez 'Homme. En effet, en I'état, il est difficile d'imaginer effectuer une
reprogrammation globale méme transitoire directement in vivo chez I’'Homme avec tous les risques que
cela présente. L'objectif est plutot d’utiliser les modeéles animaux pour tenter de comprendre ce
qu’induit en cascade I'expression des facteurs de reprogrammation in vivo. L’identification de facteurs
clés, de voies de signalisation ou de mécanismes impliqués dans 'amélioration du phénotype in vivo
apres reprogrammation, permettra alors d’envisager de nouvelles approches thérapeutiques visant ces
mémes cibles afin d’en reproduire les effets bénéfiques. Parmi les hypothéses permettant d’expliquer
les effets de la reprogrammation transitoire, nous avons fait le choix d’explorer principalement les

mécanismes épigénétiques ainsi que le métabolisme au sens le plus large du terme.
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2.1 NOS MODELES EXPERIMENTAUX

2.1.1 Le modéle progérique reprogrammable

Au laboratoire, nous travaillons sur un modele murin au phénotype complexe issu du croisement de
deux lignées préexistantes. La lignée reprogrammable R261T ; Collal*™A permettant l'induction
contrdlée des facteurs de reprogrammation OSKM, est croisée avec une lignée au phénotype de
vieillissement accéléré Lmna®s®G récapitulant le syndrome humain d’Hutchison-Gilford Progéria. Les
animaux ainsi obtenus permettent 'étude des effets de la reprogrammation in vivo au cours du

vieillissement, qui est condensé sur une période de temps réduite chez ces animaux progériques.

2.1.1.1 La lignée reprogrammable : R26"™A ; Col1a1%A

Pour I'induction des facteurs de reprogrammation in vivo, nous utilisons le modele développé par Carey
et al. en 2010 (Carey et al., 2010). Ce modele murin porte une unique cassette polycistronique insérée
dans le locus du collagene de type I (Col1al). Cette cassette d’expression comprend les quatre facteurs
de reprogrammation OSKM murins, OCT4, SOX2, KLF4, and c-MYC, qui s’expriment ainsi
simultanément. Le choix du locus Collal permet I'induction du transgene dans un grand nombre de
types cellulaires somatiques dont les fibroblastes, les kératinocytes, les glandes surrénales, ou encore les
précurseurs neuraux. L’expression de la cassette de reprogrammation n’est pas constitutive, celle-ci est
placée sous le contrdle de I'opéron tet. Ce modele murin dispose d’un second transgene inséré dans le
locus Rosa26. 1l s’agit du transactivateur rtTA, qui s’exprime de fagon constitutive et ne s’active qu’en
présence d'un analogue de la tétracycline, en I'occurrence la doxycycline. En présence de doxycycline
le transactivateur rtTA va venir se fixer sur I'opérateur tet et ainsi induire I'expression de la cassette des

facteurs de reprogrammation (construction génique schématisée en Figure 13).
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Figure 13 | Schéma de la construction génique rtTA —4F2A et son mode d’induction a la doxycycline

Les niveaux d’expression des facteurs de reprogrammation et la capacité a générer des cellules
pluripotentes induites dépendent a la fois de la dose de doxycycline utilisée ainsi que du nombre de
copies des transgenes. Lorsque les animaux ne portent qu'une seule copie de chacun des transgenes, il
n’est pas possible d’obtenir des colonies d’iPSCs in vitro a partir des cellules d’aucun tissu adulte. La
reprogrammation pour ce génotype n’a été possible qu’a partir de fibroblastes embryonnaires (MEF),
pour lesquels des colonies exprimant des marqueurs de pluripotence apparaissent en 2 a 4 semaines de
traitement a la doxycycline a 2 pg/mL dans le milieu de culture in vitro (Carey et al., 2010). Les analyses
par RT-qPCR et immunofluorescence ont démontré une expression robuste des facteurs de
reprogrammation comparable a celle des ESC pour OCT4 et SOX2, et jusqu’a cinq fois supérieure pour
KLF4 et c-MYC. La reprogrammation in vitro est possible dans de nombreux autres types cellulaires en

présence de deux copies des transgenes.
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2.1.1.2 La lignée progérique : Lmna®®%¢

2.1.1.2.1  Le syndrome d’Hutchinson-Gilford Progéria

Cette lignée récapitule le syndrome humain d’Hutchinson-Gilford Progéria. La Progéria, ou syndrome
d’'Hutchinson-Gilford (HGPS), est une pathologie de vieillissement accéléré causée par une mutation
génétique de novo au niveau du gene LMNA conduisant a la formation d’une forme tronquée de la
protéine nucléaire lamine A, aussi appelée progérine. L’accumulation de progérine mene a de
nombreux défauts morphologiques du noyau perturbant ainsi la fonctionnalité de cet organite,
notamment vis-a-vis des processus de mitose, réplication, transcription et réparation de I’ADN, et

d’organisation tridimensionnelle du génome.

Cette pathologie, touchant une naissance sur 4 a 8 millions, altére drastiquement I’espérance de vie des
enfants qui survivent en moyenne jusqu’a leurs 13 ans. Ils développent des leur premiere année des
symptomes évoquant un vieillissement prématuré : alopécie, dermatoporose, associées a une croissance
ralentie, des troubles osseux et musculaires, sans pour autant présenter d’altération de leurs capacités
cognitives (Gordon et al., 1993). Ce sont généralement leurs troubles cardiovasculaires, se manifestant
sous la forme d’athérosclérose, d'un infarctus du myocarde ou d'un AVC, qui sont a l'origine de leur

déces prématuré.

C’est en 2003 que fut découverte la mutation a I’origine de cette pathologie par I'équipe du Dr Nicolas
Lévy en France (Sandre-Giovannoli et al., 2003). Ils ont identifié une unique mutation ponctuelle située
en position 1824 de 'exon 11 du gene LMNA, situé sur le chromosome 1, conduisant a une substitution
du nucléotide C en T. Il s’agit d’une mutation silencieuse qui ne change donc pas 'acide aminé codé,
G608G, mais qui active un site d’épissage cryptique conduisant a la formation d’une pré-protéine,
appelée progérine, comptant cinquante acides aminés de moins que la pré-lamine A. La pré-lamine A
subit quatre modifications post-traductionnelles afin de produire la lamine A mature : une
farnésylation, un premier clivage, une carboxyméthylation et enfin un second clivage. Dans le cas de la
progérine, les étapes de maturation post-traductionnelle ne peuvent se dérouler normalement car parmi
les cinquante acides aminés manquants se trouve le site du second clivage (Cadihanos et al., 2006). La
progérine s’accumule donc sous forme farnésylée et en participant a la constitution de la lamina
nucléaire sous cette forme inappropri€e, déstabilise ainsi sa structure et altere ses fonctions et

interactions.
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Fiqure 14 | Mutation génétique conduisant a la production de progérine dans le cadre du HGPS

Des études ont cherché a identifier des mécanismes communs entre syndrome progérique et
vieillissement physiologique « naturel » afin de jauger la pertinence d’utiliser cette pathologie comme
modele prédictif de vieillissement (Ashapkin et al.,, 2019). Au niveau phénotypique, le syndrome
d’Hutchinson-Gilford partage de nombreuses caractéristiques communes avec un vieillissement
physiologique, hormis les atteintes cognitives et les cancers (Kreienkamp and Gonzalo, 2020). Au niveau
cellulaire, 'accumulation de progérine est détectable in vitro dans des cellules saines par passages
successifs. Chez I'Homme, des faibles niveaux de progérine peuvent étre détectés dans les tissus méme

si la corrélation avec I'age est faible (McClintock et al., 2007).

94



2.1.1.2.2  Description du phénotype chez la souris de laboratoire

La récapitulation du syndrome humain de la Progéria in vivo chez la souris a été décrite pour la premiere
fois par Osorio et al. (Osorio et al., 2011b). L'introduction de la mutation ponctuelle dans le gene Lmna
du génome murin conduit a la production de progérine, induisant des altérations tissulaires visibles en
histologie ainsi que des altérations transcriptionnelles caractéristiques de la Progéria. Le phénotype du
modele murin Lmna mutant recoupe ainsi de nombreux aspects du phénotype pathologique humain.
Les animaux doubles mutants (LmnaG6096/G609G) présentent un retard de croissance important, visible des
les premiéres semaines de vie de I’animal. A 1'dge de 8-10 semaines, lorsque les animaux sauvages
atteignent leur taille adulte avec une masse avoisinant 25 g, les animaux homozygotes mutants
atteignent difficilement les 15 g et commencent déja a reperdre du poids. A cet age, les animaux
hétérozygotes mutants (LmnaGé0G/+) présentent un poids équivalent aux animaux sauvages, la perte de
poids n’apparait que plus tardivement autour de 25 semaines alors que les animaux sauvages
maintiennent un poids de 25 g au moins jusqu’a 50 semaines. La longévité des mutants est également
fortement impactée avec une longévité médiane de 103 jours, soit a peine plus de 3 mois, pour les
homozygotes et 242 jours, soit environ 8 mois, pour les hétérozygotes contre plus de deux ans pour un
génotype sauvage. Les animaux mutants présentent de nombreuses altérations ostéoarticulaires dont
une lordose avec une courbure de la colonne tres prononcée, une diminution de la densité osseuse et
une augmentation de la porosité au niveau des tibias. Des anomalies cardiaques sont également notables
chez les individus mutants, telles qu’une réduction du nombre de cellules musculaires lisses des
vaisseaux avec un ralentissement du rythme cardiaque et une augmentation de la durée de I'onde QRS
correspondant a la dépolarisation et a la contraction des ventricules. Une atrophie des organes
lymphoides tels que la rate ou le thymus est également visible chez les individus homozygotes. Au
niveau cellulaire, on observe des anomalies nucléaires, conséquence de ’accumulation de progérine,
ainsi qu'une augmentation des dommages a I’ADN illustrée par 'augmentation des foyers yH2AX.
Cette instabilité cellulaire se traduit au niveau tissulaire par une augmentation des cellules positives a
la SA-B-galactosidase, révélatrice de la présence accrue de cellules sénescentes au sein des tissus. Au
niveau circulant, les mutants présentent des anomalies de la concentration glucidique plasmatique,
traduisant une hypoglycémie visible des deux mois et sévere a trois mois chez les homozygotes et visible

a huit mois chez les hétérozygotes.

Une autre étude menée par Lopez-Mejia et al. a permis de décrire plus largement les altérations
métaboliques associées au phénotype progérique dans le méme modele murin a 1'état hétérozygote
(Lopez-Mejia et al., 2014). Dans leurs conditions d’hébergement des animaux, ils ont obtenu des
résultats similaires sur la longévité bien qu’avec une espérance de vie médiane accrue pour les individus

hétérozygotes, portée a 60 semaines soit 13 mois environ, mais toujours largement réduite en



comparaison de celle des sauvages, qui s’étend a 100 semaines soit 23 mois environ. L’évolution de la
masse corporelle des animaux est également comparable avec un poids maximal porté a 30 g qui se
maintient chez les sauvages et qui commence a décroitre a partir de 25 semaines environ chez les
hétérozygotes. Ils ont pu démontrer que ces variations de poids ne sont pas corrélées avec une
modification de la prise alimentaire. De plus, la taille relative des organes ne varie pas entre les
individus sauvages et hétérozygotes mutants. L’analyse des tissus adipeux a révélé une diminution
significative de la surface graisseuse intraabdominale et une tendance non significative pour la graisse
sous-cutanée. La taille des adipocytes est réduite chez les hétérozygotes mutants a la fois dans le tissu
adipeux blanc et brun. La glycémie et le taux d’insuline a jeun sont réduits chez les hétérozygotes
mutants en comparaison des sauvages, et sont associés a une plus grande tolérance a l'insuline et au
glucose. Le contenu mitochondrial des tissus adipeux blanc et brun est augmenté chez les individus
hétérozygotes mutants. La dépense énergétique globale est également modifiée a la hausse, avec une
augmentation des volumes gazeux respiratoires. Le ratio d’échanges respiratoires (RER) est lui aussi
augmenté chez les hétérozygotes mutants, traduisant une utilisation préférentielle des substrats
glucidiques plutdt que lipidiques pour la production énergétique. Ces résultats ont été confirmés in vitro
sur des fibroblastes embryonnaires (MEF), dont le stock mitochondrial et I’activité de phosphorylation
oxydative mesurée en temps réel sont plus importants chez les hétérozygotes mutants que chez les
sauvages. L’analyse du profil d’expression génique du tissu adipeux blanc a également révélé un impact
du génotype Lmna mutant sur I'expression des genes mitochondriaux, qui pourrait étre responsable des
effets métaboliques observés sur 'animal entier, et en particulier, la modification de la dépense

énergétique via I'expression de PGC-1a.
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2.1.2 Mise au point et validation des protocoles d’induction chronique

Au laboratoire, le travail de mise en place des conditions d’induction, notamment sur la lignée
reprogrammable, a été réalisé a partir de 2015 par Camille Lemey au cours de sa these. Elle a pu mettre
en évidence que les animaux portant deux copies de la cassette de reprogrammation, soit R2674/TA
Collal#4F2414F24, ne supportaient pas I'induction et ne survivaient pas a plus d’une semaine de traitement
a la doxycycline. Ainsi, le laboratoire a décidé de travailler sur des animaux hétérozygotes ne portant
qu’une seule copie du transgene OSKM, soit R26"74* Col1al4F2A*. In vitro, apres extraction de fibroblastes
embryonnaires a partir de la lignée reprogrammable a 1’état homozygote, elle a pu réaliser une
reprogrammation totale. En revanche, quand les cellules étaient issues de cette méme lignée mais a I’état
hétérozygote, la reprogrammation totale a échoué. Ces résultats ont confirmé qu’il était plus approprié
pour nos problématiques de travailler sur des animaux hétérozygotes R2674+ Collal#F24*, présentant
une meilleure tolérance a l'induction a la doxycycline et chez qui la reprogrammation totale était

compromise.

Le projet s’est poursuivi avec la mise en place de différents protocoles de reprogrammation partielle et
I'évaluation de leur impact sur la longévité des animaux. Ce travail a été assuré par Quentin Alle au
cours de sa thése commencée en 2017. Il a travaillé sur des animaux hétérozygotes progériques
reprogrammables, LimnaG6®¢+ R26T4* Collal#24* 11 a pu mettre au point deux protocoles d’induction
chronique durant tout au long de la vie des animaux, de 1’dge adulte a la mort (Figure 15A). Les animaux
sont traités a la doxycycline dans I'eau de boisson a partir de leurs deux mois, ce qui correspond a
I'entrée dans 1’age adulte chez la souris. Un premier protocole d’induction continue a 0,2 mg/mL a
montré un impact positif sur la survie médiane des animaux traités, augmentée d’environ 10 semaines,
passant de 42 a 52 semaines, ainsi que sur la longévité maximale dépassant 61 semaines pour les
animaux traités, soit 6 semaines de plus que pour les animaux du groupe contrdle (Figure 15B, couleur
bleue). Le second protocole consiste en une induction cyclique avec deux jours de traitement a la
doxycycline a 1 mg/mL, suivie de cinq jours de reprise. Des résultats similaires au protocole continu ont
été obtenus sur la survie médiane et I'espérance de vie maximale (Figure 15B, couleur rouge). Ces deux
protocoles ont également montré un impact positif sur la perte de poids liée a 1’age, avec une masse

corporelle 10 a 20% supérieure a celle des animaux controles sur les ages tardifs (Figure 15C).
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A. Schéma

des protocoles d’induction a long terme a la doxycycline chez des animaux progériques
reprogrammables (Collal#F24/+ R267TA/+ LmnaGo09¢/+). L’induction de la cassette OSKM est réalisée sur des
animaux agés de deux mois par une administration de doxycycline dans 1’eau de boisson des animaux deux

jours par semaine a 1 mg/mL (fleches rouges) ou en continu a 0.2 mg/mL (fleche bleue).

B. Courbes de survie associées aux protocoles d’induction a long terme. Les couleurs des courbes correspondent
aux couleurs des protocoles d’induction associés illustrés en A. L’analyse statistique des courbes de survie a
été effectuée au pourcentage de survie indiqué conformément au test de Mantel-Cox (test de log-rank). (****
p<0.0001; *** p=0.0003). Pour les diagrammes en violon (**** p<0.0001; ** p<0.01 selon des tests-t bilatéraux

non pairés).

C. Courbes de poids correspondant aux protocoles d’induction a long terme. (** p<0.01; * p<0.05 selon des tests-

t bilatéraux pairés).

Les résultats que nous avons obtenus au laboratoire concernant la longévité des animaux sont
comparables a ceux obtenus par Ocampo et al. dans leur modele murin reprogrammable progéria
homozygote (Ocampo et al., 2016). Comme nous utilisons le méme modéle murin progérique mais a

I’état hétérozygote, cela confirme que la reprogrammation partielle est également bénéfique dans un

contexte de vieillissement accéléré plus proche du vieillissement physiologique.
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2.2 |IMPACT DE LA REPROGRAMMATION TRANSITOIRE SUR LE VIEILLISSEMENT

A partir de notre modele d’animaux progériques reprogrammables, nous avons mis au point un
nouveau protocole de reprogrammation transitoire précoce unique. Autrement dit, les animaux
progériques reprogrammables sont traités a la doxycycline a 0,5 mg/mL dans leur eau de boisson pour
induire I'expression des facteurs OSKM. Le traitement débute lorsqu’ils sont agés de 2 mois, ce qui
correspond a I'entrée dans 1'dge adulte, et dure pendant 16 jours. A la suite de cette induction précoce,

les animaux ne sont plus jamais traités tout au long de leur vie.

Nous nous sommes dans un premier temps, intéressés a I'impact que ce protocole de reprogrammation
pouvait avoir sur la longévité de nos animaux. Est-il suffisant pour allonger l'espérance de vie des
animaux comme le sont les protocoles chroniques ? Nous avons donc constitué une premiere cohorte
destinée a l'étude de la longévité. Apreés induction des facteurs de reprogrammation, nous
n’intervenons plus et laissons les animaux vieillir jusqu’a ce qu’ils décedent de mort naturelle, sauf si,
pour des raisons éthiques, une intervention de notre part est nécessaire, auquel cas ils sont pris en charge

et exclus du groupe d’étude.

Afin de déterminer si ce protocole pouvait également avoir un effet bénéfique sur I'état de santé global
des animaux, c’est-a-dire dans I'optique de promouvoir un vieillissement en bonne santé, nous avons
évalué l'ultrastructure a des ages tardifs de différents tissus tels que la peau, les reins, la rate, les
poumons, le foie et le coeur. Nous nous sommes également intéressés au développement de deux
pathologies ostéoarticulaires associ€es au vieillissement, 1'ostéoporose et 1’arthrose, ainsi nous avons
aussi prélevé les os et articulations des pattes de nos animaux. Pour ce faire, nous avons donc constitué
une seconde cohorte d’animaux progériques reprogrammables. Les animaux ont suivi le méme
protocole de reprogrammation transitoire précoce puis ont été euthanasiés a 8 mois afin de prélever les

organes a ages tardifs sans pour autant prendre le risque de perdre trop d’animaux.
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2.3 PROFILAGE METABOLIQUE SUITE A UNE REPROGRAMMATION TRANSITOIRE
UNIQUE PRECOCE

L’analyse des caractéristiques moléculaires au cours du temps pendant la génération des iPSCs, a révélé
un changement progressif des voies métaboliques. Ainsi, au cours de la reprogrammation cellulaire,
I'activité glycolytique des cellules somatiques augmente grace a une augmentation de I'expression de
genes de la glycolyse et une stimulation des voies de signalisation de la glycolyse. Dans un méme temps,
le métabolisme mitochondrial est diminué par une régulation négative de genes mitochondriaux mais
également une diminution de la densité mitochondriale, entrainant une diminution de la consommation
d'oxygene. Ces changements, qui sont nécessaires pour soutenir un état pluripotent, sont inversés
quand des iPSCs sont différenciées, ce qui permet aux cellules d'acquérir des fonctions spécialisées. Cela
suggere que, lors d’une reprogrammation cellulaire transitoire sans changement d’identité cellulaire,

dans le but de rajeunir des cellules, on puisse observer une reprogrammation métabolique.

Afin d’étudier I'impact d’une reprogrammation transitoire précoce unique sur le métabolisme in vivo et
son évolution au cours du vieillissement, nous avons mis en place un projet sur une plateforme
spécialisée ; le plateau Metamus de l’animalerie de l'unit¢é DMeM (INRAE). Le plateau dispose
d’équipements uniques sur Montpellier pour I'analyse du métabolisme. Un EchoMRI™-700 permet la
mesure de la composition corporelle, a savoir les masses maigre, grasse, eau libre et totale. Le plateau
est également équipé de cages métaboliques permettant la mesure des échanges gazeux sur une période
de temps donnée pour un individu isolé. Des équipements permettant de réaliser des tests musculaires
fonctionnels, tels que le test de force d’agrippement ou le Rotarod sont également a disposition. De plus,
des tests relatifs a 1’étude de ’homéostasie du glucose tels que la mesure de la glycémie ou les tests de

tolérance a I'insuline ou au glucose sont fréquemment réalisés sur le plateau.

Pour cette étude, nous avons constitué des cohortes d’animaux issus de notre lignée progérique
reprogrammable a I’état triple hétérozygote, Lmnat»c'+ R26T4* Col1a147?4". Ces animaux ont été soumis
a notre protocole de reprogrammation transitoire précoce, a savoir une induction des facteurs de
reprogrammation a 2 mois par administration de doxycycline dans l'eau de boisson a 0,5 mg/mL
pendant 16 jours. Nous avons décidé de suivre les aspects suivants durant la vie des animaux avant et
apres induction de la reprogrammation transitoire : homéostasie du glucose (glycémie, test de tolérance
a l'insuline et au glucose), composition corporelle (EchoMRI), fonction musculaire (Rotarod, Grip-test)
et métabolisme respiratoire (cages métaboliques). Le suivi de la composition corporelle et de la fonction
musculaire a été réalisé tous les mois. Les tests de tolérance a I'insuline et au glucose, ainsi que I’analyse

du métabolisme respiratoire ont été réalisés en deux temps : post-induction (animaux agés d’environ 3



mois) et un point tardif sur des animaux agés d’environ 7,5 mois. Un point supplémentaire pour les
cages métaboliques a été ajouté sur les animaux alors agés de 5 mois environ. La Figure 16 schématise

la chronologie et la fréquence de mesure des différents parametres étudiés.
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Figure 16 | Chronogramme de I'étude du profil métabolique in vivo apres reprogrammation transitoire précoce

Trois cohortes ont été nécessaires pour mener a bien cette étude. Une premiere cohorte sur laquelle a
été effectué 'ensemble des tests tout au long de leur vie, avant que les animaux ne soient euthanasiés a
un age tardif. Initialement I’euthanasie avait été programmeée a 8 mois pour concorder avec les résultats
obtenus par Quentin Alle sur ses prélévements au méme 4ge. A cause du premier confinement suite a
I'épidémie de COVID-19, cela a dii étre reporté d’un mois et les animaux ont été euthanasiés a 1’age de
9 mois. Deux cohortes supplémentaires ont été lancées apres cette premiere étude, principalement afin
de programmer des euthanasies a des ages différents. Ainsi une seconde cohorte a été prévue pour une
euthanasie directement a la fin des 16 jours d’induction, afin de déterminer les mécanismes mis en place
précocement par I'induction des facteurs de reprogrammation. Enfin, une troisieme et derniere cohorte
a été lancée pour une euthanasie des animaux a 1’age de 6 mois, age qui correspond au pic des courbes
de poids avant la phase de déclin (Figure 20). Chacune de ces cohortes se composait a minima de 5/6
individus males et autant d’individus femelles par groupe afin de pouvoir étudier séparément les effets

sur les deux sexes.
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3 RESULTATS

3.1 UNE REPROGRAMMATION TRANSITOIRE UNIQUE PRECOCE AMELIORE L’ETAT DE
SANTE ET AUGMENTE LA LONGEVITE DES AGES TARDIFS

3.1.1 Introduction

Au laboratoire, nous avons mis en place un protocole de reprogrammation transitoire inédit. Ce
protocole que nous qualifions de reprogrammation transitoire précoce, consiste en une induction des
facteurs de reprogrammation OSKM unique au cours de la vie sur une période de 16 jours, débutant
lorsque les animaux atteignent 1’age de deux mois. Pour cette étude, nous avons continué d’utiliser notre
modele murin progérique reprogrammable a I’état triple hétérozygote, a savoir LmnaG60c/+ R26rTA*
Collal424%. Nous avons étudié les effets a long terme sur 'intégrité tissulaire suite a ce protocole de
reprogrammation transitoire précoce et exploré la piste des modifications épigénétiques pour tenter

d’expliquer les phénomenes observés.

3.1.2 Prépublication

Les résultats obtenus par Quentin Alle et moi-méme ont été compilés pour former une publication dont
nous sommes co-premiers auteurs, actuellement en cours de soumission. Vous trouverez ci-apres la

version de travail la plus récente.

Une version antérieure a été déposée sur la plateforme d’archivage en ligne BioRxiv, accessible en

suivant ce lien : https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.05.13.443979v1 (Alle et al., 2021D).
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Abstract:

Recent advances in cell reprogramming showed that OSKM induction is able to improve cell physiology
in vitro and in vivo. Here, we show that a single short reprogramming induction is sufficient to prevent
musculoskeletal functions deterioration of mice, when applied in early life. In addition, treated mice have
improved tissue structures in lung, spleen, kidney and skin, in old age, with an increased lifespan of 15%,
associated to differential DNA methylation signatures. Altogether, our results indicate that a single short
reprogramming early in life might initiate and propagate an epigenetically related mechanism, to promote a
healthy lifespan.

Keywords:
Aging, longevity, metabolism, transient reprogramming

One Sentence summary:
A single short reprogramming early in life rejuvenates cell physiology, improves body composition,
tissue fitness and increases lifespan in elderly.
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Introduction:

Over the course of a human lifetime, the entry into old-age brings increased likelihood of contracting
age-related diseases. The aging demographic makes this issue a central scientific concern in medicine. Aging
is a complex process often punctuated by the appearance of age-related pathologies and a decrease of cell
and tissue regenerative capacity. It intensifies cell and tissue vulnerability and deterioration and increases
the risk of developing diseases like cancer, cardiovascular disorders, diabetes, atherosclerosis, age-related
macular degeneration or neurodegeneration and ultimately precipitating death (Campisi 2013; Lopez-Otin
et al. 2013). The mechanisms causing aging are still poorly understood, making it difficult to develop
prophylactic strategies to increase healthy lifespan. There are numerous molecular and cellular hallmarks of
the aging process, including, cellular senescence, genomic instability, deregulated autophagy, mitochondrial
dysfunction, telomere shortening, oxidative stress, systemic inflammation, metabolism dysfunctions,
epigenetic alterations and stem cell exhaustion (Lopez-Otin et al. 2013). Although many of these hallmarks
have been extensively described and studied, few of them have been translated into effective therapies, with
the notable exception of the removal of senescent cells, which has led to the development of senolytic drugs
in humans (Childs et al. 2017). Among the described hallmarks, DNA methylation was proposed to be
pertinent to evaluate the physiological age of individuals, since the deviation of predicted and chronological
age correlates with all-cause mortality in human (Marioni et al. 2015; Horvath and Raj 2018) and was
described to be affected by genetic, dietary, or pharmacological interventions (Field et al. 2018).

In 2006, it was shown that mouse somatic cells can be converted into pluripotent cells (iPSCs)
(Takahashi and Yamanaka 2006). This process of cellular reprogramming induces a global remodeling of
epigenetic landscape to revert cell identity to a pluripotent embryonic-like state. Recently, a new
reprogramming method was developed using a transient expression of a nuclear reprogramming factors to
promote amelioration of aging hallmarks human cells (Sarkar et al. 2020).

Previous experiments using a reprogrammable mouse model demonstrated that a cyclic induction of
OSKM two days a week, over the entire extremely short lifetime of a homozygous accelerated aging mouse
model, increased longevity (Ocampo et al. 2016). A short OSKM induction, was described to ameliorate
immediate tissue regeneration after experimentally induced tissues injurie and Although various local
reprogramming induction protocols were described on different mice models to study the immediate impact
on tissue fitness, they led to direct or indirect beneficial or deleterious effect (Ohnishi et al. 2014; Mosteiro
etal. 2016; Ocampo et al. 2016; Chiche et al. 2017; Doeser et al. 2018; Senis et al. 2018; Olova et al. 2019; Lu
et al. 2020; Rodriguez-Matellan et al. 2020; Wang et al. 2021), but whether it might increase lifespan and
prevent tissues aging is an unresolved issue.

In this study, we investigate for the impact of a single short period of in vivo OSKM induction on aging,
as pre-clinical proof of principle for a potential usage in clinic to prevent aging defects. We focused on mouse
model with mild accelerated physiological aging, which have moderate lifespan and levels of progerin (Osorio
et al. 2011). Surprisingly, we found that many health measures, and longevity itself, were ameliorated in
elderly, by a single two and a half weeks treatment on two months old mice. As a differential DNA
methylation signature is revealed at 8 months of age in several tissues, our results indicate that a single short
reprogramming early in life might initiate and propagate an epigenetically related mechanism, to promote a
healthy lifespan.
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Results and Discussion:

A single early short transient reprogramming increases late age lifespan.

Previous experiments demonstrated that a cyclic induction of OSKM two days a week, over the entire
extremely short lifetime of the homozygous accelerated aging mouse model (Lmna®%9%6/659%) increased
longevity (Ocampo et al. 2016). These mice have two alleles of a mutated Lmna gene, producing high level
of the protein Progerin, a truncated form of Lamin A, recapitulating the human phenotype of HGPS, leading
to short-lived mice (Osorio et al. 2011).

As progerin is produced at low level in natural aging (Scaffidi and Misteli 2006), we considered a specific
mouse model (Lmna®%%*) producing less progerin, to be closer to physiological aging. Whereas homozygous
mice have an average lifespan of 15 weeks, heterozygous mice live around 35 weeks, presenting accelerated
onset of several phenotypic alterations related to aging (Osorio et al. 2011). We crossed these mice with a
homozygous transgenic murine model (R26™™/™:Col1a1%F24/4724) allowing the controlled induction of the
expression of OSKM factors through an rtTA trans-activator, by addition of doxycycline (DOX) in the drinking
water, thus reprogramming all the animal’s cells (Carey et al. 2010).

After reproducing the previously published OSKM treatment (Ocampo et al. 2016), which was to
administrate 1 mg/ml DOX, two days a week, throughout life on our heterozygous progeric model
(Supplementary figure 1A), we evaluated different induction protocols and we designed an extremely
simplified protocol of a single period of treatment (Figure 1A), as it might be straightforward for clinical
translation. We thus induced reprogramming factors by 0.2 mg/ml and 0.5 mg/ml DOX for just a single two
and a half weeks treatment at two months of age. There was a very minor but non-significant effect at 0.2
mg/ml, whereas a continuous treatment at 0.2mg/ml lifelong, led to similar effects to 1 mg/ml DOX, two days
a week, throughout life (Supplementary Figure 1A). However, the short more concentrated treatment at 0.5
mg/ml| DOX noticeably improved lifespan in those mice. Indeed, while no difference was noticeable in median
age of death, the 0.5 mg/ml doxycycline treatment remarkably increased the age of death for the third
quartile from 44.3 weeks to 54.8 weeks for treated animals compared to controls. Surprisingly, this protocol
also increased the maximum lifespan in the group to 66.1 weeks, which is 11 weeks longer than the longest-
lived animals (Figure 1B, 1C). We finally develop this last protocol on non-progeric mice and we observed a
similar significant, but smaller effect on longevity, consistent with a lower sensitivity of healthy animals. Wild
type mice that survive to middle age (the third quartile) lived on average 113 weeks instead of 131 weeks in
the treated group (Supplementary Figure 1B).

Collectively, these results demonstrate for the first time that a single short transient expression of
reprogramming factors in vivo can increase lifespan of physiological and mild accelerated aging mice.

A single short reprogramming treatment ameliorates body composition and motor skills.

To gain further insight of the impact of an early treatment on aging, we decided to study the potential
effect of the single short reprogramming induction protocol on organismal metabolism and its consequences.
Maintenance of lean mass and mobility is a pertinent indicator of health, both in human and mice (Kyle et al.
2001). Unexpectedly, while no significant effect on the total body weight evolution was revealed (Figure 2A),
we observed a highly significant lower decrease of lean mass proportion in treated progeric animals, starting
early after the treatment and maintained during aging (Figure 2B). Consistently, a highly significant decrease
in the percentage of fat mass accumulation was observed suggesting that a global metabolic switch is
triggered by our short reprogramming protocol, early in life, leading to the amelioration of body composition
in treated animal (Figure 2B).

As it generally favors healthy aging, we also evaluated the motor coordination of treated animals using
the traditional increasing speed method on a rotarod (Justice et al. 2014) and we also tested muscle strength
by grip tests. Both tests revealed improved motor skills in treated animal, initiated early after the treatment
and maintained in aging (Figure 2C, 2D). Recently, a local chronic OSKM induction regimen in muscle was
described to improve regeneration after injury by remodeling the muscle stem cell niche (Wang et al. 2021),
refining previous observations suggesting a role of Pax7 muscle stem cell (Ocampo et al. 2016). Although this
piece of work identified an immediate improvement of muscle regeneration after injury, it did not show long-
term effect.
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Consequently, our results demonstrate for the first time that a single short reprogramming induction
early in life can initiate an improvement of body composition, whose positive consequences on motor skills
are maintained during aging.

A single short reprogramming treatment prevent age related tissue structure deteriorations and fibrosis.

With a view to deepen our understanding of the effects of the transient reprogramming, enabled by
our short treatment, we extended our analysis to a wide panel of organs to highlight macroscopic changes in
their structure and integrity.

Skin, gradually loses its self-renewal potential during aging and becomes thinner, losing its properties
of resistance, plasticity and elasticity, as well as its role of protective barrier (Zouboulis and Makrantonaki
2011). Strikingly our short reprogramming protocol at 0.5 mg/ml DOX induced at two months of age led to a
major protective effect on skin age-related thickness atrophy with a positive impact on all skin layers
observed at 8 months of age (Figure 3A). There was a 40% average thickening of the epidermis and dermis,
while the fat subcutaneous superficial layer and the panniculus carnosus smooth muscle layer increased by
120%. Thus, this result demonstrates that the short reprogramming in the early life is able to delay skin
deteriorations resulting in a maintained integrity at up to 8 months of age.

Idiopathic pulmonary fibrosis, most often observed in patient over 70 years of age, is a severe
pulmonary impairment resulting in death, 2 to 5 years after diagnosis, from respiratory failure. Fibrosis
results in excessive accumulation of extracellular matrix and remodeling of lung architecture, in particular
with the filling of the alveolar space with connective tissue (Noble et al. 2012). To explore the impact of our
short reprogramming on lung alterations and fibrosis, we used the validated Masson’s Trichrome staining.
Quantification of fibrosis, in mice treated by our short early-in-life reprogramming protocol, showed
significant decrease of covered areas at 8 months of age, suggesting a protective effect on age related
pulmonary deterioration (Figure 3B).

Spleen, as well as lymph nodes, is an important secondary lymphoid organ involved in immune
response to pathogens and prevention of senescent cells accumulation during aging (Palacio et al. 2019).
Spleen structural loss of integrity is commonly observed in the elderly, compromising the immune system
efficiency. Histological analysis of the spleen revealed significant changes induced by our treatment early in
life. Indeed, after scoring the architecture of the marginal zone, as presented in methods, we determined
that the treated animals obtained an average score ranging from 4 to 6, characterizing a mild alteration
against an average score ranging from 0 to 2 characterizing a severe alteration of the marginal zone in the
control animals (p<0.0001, Figure 3B). In addition, we measured a decreased fibrosis in treated mice,
confirming that our short OSKM induction protocol, early in life, led to a greater maintenance of spleen
integrity in elderly.

Kidneys are also affected during aging where a loss of integrity and increased fibrosis alters their
function, and may result in an increased susceptibility to drug toxicity and a potentially harmful electrolyte
imbalance. The histological features from the elderly include decreased cortical mass, glomerulosclerosis,
interstitial fibrosis, tubular atrophy, and arteriosclerosis. Our study of the renal tissue first focused on the
space surrounding the glomeruli, also named the fractional mesangial area and which is known to increase
during aging (Lim et al. 2012). In the group of treated mice, we measured a strong significant decrease of the
fractional mesangial area of 85% on average (p<0.0001) with an associated decreased fibrosis (Figure 3D).

In addition to the amelioration of the organ structure, a global decrease of fibrosis at the organismal
level is observed and particularly significant in lungs, spleen and kidneys with an additional trend in liver and
heart (Supplementary Figure 2).

Consequently, our data clearly demonstrated that structure and integrity of tissues, in older
individuals, is positively impacted by a single short reprogramming, through the expression of OSKM, early
in life.

A single short reprogramming treatment prevent age related osteoarticular diseases.

Osteoarthritis is the most common joint disease in humans and etiology of the pathology is a complex
combination of hereditary and environmental determinants (Hunter and Bierma-Zeinstra 2019). At the knee
level, itis characterized by an alteration of all the structures of the joint and in particular by a degradation of
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the cartilage which can even go as far as a degradation of the subchondral bone. We thus wanted to assess
whether there was an improvement in cartilage and bone tissue in the knees of our treated mice (Figure 4).
We studied the cartilage of the lateral and median plates of the left knee by confocal laser scanning
microscopy (CLSM) and the subchondral bone of these same plates was analyzed by X-ray microtomography
(n-CT). The CSLM measurements revealed that the mice induced at the age of 2 months had a significantly
higher volume of cartilage and a reduced cartilage surface degradation 6 months later, when compared to
untreated control mice (Figure 4A). This trend was confirmed in the subchondral bone by a decrease in the
degradation of the surface exemplified by a smoother appearance of the bone on the 3D reconstruction
(Supplementary Figure 3A).

Another pathology commonly encountered during aging is osteoporosis. This skeletal pathology
decreases bone mass and deteriorates its internal structure making it more fragile, and greatly increases the
risk of fracture (Aspray and Hill 2019). The causes of osteoporosis are manifold and still mostly unknown.
However consequences of subchondral bone structure alterations associated to osteoporosis might be an
early event in osteoarthritis pathology (Stewart and Kawcak 2018).. To assess the level of osteoporosis in our
animals, we firstly analyzed the subchondral bone subjected to alterations in microstructure in aging. We
observed, a larger volume as well as a greater thickness of the bone (Figure 4B). Then, we analyzed the
cortical region of two tibia by u-CT. We were able to observe a higher bone volume and mineral density in
the induced mice without any difference in bone thickness nor in its surface degradation, suggesting a lower
porosity in the treated mice compared to the controls (Figure 4C, Supplementary Figure 3B).

Collectively these results demonstrated for the first time, that a single short induction of cell
reprogramming factors early in life positively regulates aging features of bone by protecting from
osteoarthritis and osteoporosis in later life.

Amelioration of tissue structure and function at the onset of age-related pathologies by an epigenetically
related mechanism.

Previous experiments demonstrated that a cyclic induction of OSKM two days a week, over the entire
lifetime of a homozygous accelerated aging mouse model, increased longevity, eventually through a
chronical epigenetic remodeling of unstable histone marks (Ocampo et al. 2016). Thus, we investigate
whether our induction protocol of two and a half week might engrave more permanent epigenetic marks
that could explain the maintained integrity of tissues observed in aging, in following DNA methylation.

Recently, lllumina Infinium Mouse Methylation arrays covering 280 000 CpG sites, were released
allowing us to investigate for differentially methylated regions across the mice genome. Consequently, we
analyzed DNA methylation on the various organs studied, skin, spleen, kidney, lung, heart and liver, from 8
months-old mice and identified differentially methylated CpG signature in treated mice, specific of each
organ (Figure 5A, 5B).

Interestingly, GO analysis with the genes associated to these differentially methylated sites, revealed
functions related to regeneration, development and aging (Supplementary Table 1). As an example, among
the 70 genes associated to the 2641 differentially methylated sites of skin, 26 genes and miRNAs are related
to aging (Supplementary Table 2). Some of them are directly or indirectly involved in chromatin remodeling
(Viscarra et al. 2020), DNA damage response pathways (Watanabe et al. 2013), stress resistance (Tiana et al.
2018) and longevity (Barnes et al. 2014) and some miRNAs like mir125b-1 are preferentially expressed by
skin stem cells regulating self-renewal and differentiation (Zhang et al. 2011).

To further obtain a signature that could reflect the decreased physiological age of our treated mice,
we included all the organs studied in the analysis and then we selected the 100 loci with the highest
difference in methylation between control and doxycycline treated groups (Figure 5C, Supplementary Table
3). This highly significant signature reveals that our short induction protocol delivered at 2 months is able to
memorize DNA methylated regulations correlated with a positive impact on functions of various tissues at 8
months of age.

In an attempt to develop a pan tissue “epigenetic clock” on our mild accelerated physiological aging
model, we selected loci, based on their B values, corresponding to the 3 highest methylation level differences
between control (CTL, n=18) and doxycycline (DOX, n=18) mice groups (Figure 5D; Supplementary Table 4).
We propose that this specific signature extracted for the 280 000 loci might allow in the future to calculate
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the biological age of our treated mice to evaluate the extent and propagation of tissue rejuvenated
physiology triggered by our single short OSKM reprogramming protocol.

Conclusion:

Here, we discovered that a single step of cellular reprogramming at the level of the organism by a two
and half weeks of treatment on two month-young heterozygotes impacts both lifespan and healthspan,
protecting tissues and organs that deteriorate during aging.

Although, we cannot define precisely the mechanism involved, this indisputable ‘distal’ effect, is
associated to DNA methylation changes, ultimately turning out to increased lifespan and healthspan. We
propose that our OSKM induction protocol might be involved in the initiation and propagation of a favorable
epigenetic memory improving cell and tissues physiology in old age.

Altogether, our results open the door to potential clinical applications based on reprogramming mRNA
delivery for therapeutic intervention to prevent tissue aging deterioration and age-related pathologies.
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Figure 1: A single short transient OSKM induction applied early in life, increases late age lifespan.

(A) Scheme of the single short induction protocol for R26™"™*; Col1a1*?¥*; Lmna®®°%*/* heterozygous progeric
mice. Mice are treated with 0.2 mg/ml or 0.5 mg/ml doxycycline for 2.5 weeks at the age of 2 months. (B)
Survival curves of doxycycline treated mice after induction compared to untreated mice (grey curve) are
presented. Statistical analysis of curves was performed at the corresponding indicated percent survival. *
(p=0.0113) is according to log-rank (Mantel-Cox) test. (C) Median survival for the 3™ quartile and maximum
lifespan value is presented.
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Figure 2: A single OSKM induction early in life induces healthier body composition and improves lifelong
muscular capacities in progeric mice.

(A) Body weight curves of treated heterozygotes progeric mice with 0.5 mg/ml doxycycline for 2.5 weeks at
the age of 2 months, compared with untreated controls. (B) Body composition through over life measured
by EchoMRI-700. Results are expressed in percentage of total individual weight. *** p-value<0.001 is
according to multiple t-test for 1 vs 1 comparisons and paired t-test for whole curves. (C) Rotarod Assay.
Maximal time to fall (strength endurance) compared to initial individual score. ** p-value<0.01 is according
to paired t-test. (D) Maximal Grip Strength compared to initial individual score. * p-value<0.05 is according
to paired t-test on whole curves.
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Figure 3: Tissue structure and age-related tissue fibrosis is improved in aging by a single OSKM induction
early in life.

(A) Histological analyzes of skin section. Ep.: Epidermis, D.: Dermis, F.S.S.L.: Fat Subcutaneous Superficial
Layer, P.C.: Panniculus Carnosus. Quantifications of skin layers thickness. ** p<0.01; * p<0.05 is according to
unpaired t-test, two-tailed. (B) Morphologic comparison of lung structure and fibrosis in treated and
untreated mice. Scoring of fibrosis level is as described in methods. (C) Morphologic comparison of spleen.
Marginal Zone (MZ) architecture and the MZ/White pulp interface distortion is depicted by the inner line.
The percent radius involvement (MZ protruding into the white pulp area) is depicted by arrows and scoring
was determined as described methods. The white pulp fibrosis was scored as described in the methods. (D)
Measurement of kidney’s fractional mesangial area, representing the space surrounding glomeruli (depicted
by arrows) and inter-tubular fibrosis.

All tissues were analyzed on 8 months old heterozygous progeric mice. CTL represents untreated mice and
DOX represents treated mice with 0.5 mg/ml doxycycline for 2.5 weeks at the age of 2 months. All
Measurements of areas and distances were performed on Imagel software. **** p<0.0001; *** p<0.001; **
p<0.01; * p<0.05 is according to unpaired t-test, two-tailed.
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Figure 4: A single short OSKM induction early in life prevents osteoarthritis and osteoporosis in aged mice.
(A) Histomorphometric analysis of 3D images of knee joint cartilage by confocal laser scanning microscopy
(CLSM). Cartilage volume, and surface degradation were measured in the lateral and medial plateau. * p<0.05
is according to unpaired t-test, two-tailed. (B) X-ray micro-computed tomography (p-CT). Histomorphometric
analysis of left tibia sub-chondral bone, in the knee joint (orange box and arrow). Sub-chondral bone volume
and thickness were measured in the lateral and medial plateau. (C) u-CT histomorphometric analysis of tibia
cortical region (blue box and arrow). Cortical bone volume and mineral density were measured on both tibias.
Bone and cartilage tissues were analyzed on 8 months heterozygous progeric mice. CTL represents untreated
mice and DOX represents treated mice with 0.5mg/ml doxycycline during 2.5 weeks at the age of 2 months.
For uCT analysis, ** p<0.01; * p<0.05 is according to unpaired t-test, one-tailed, with Welch’s correction.
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Figure 5: Differential methylation analysis of mice tissues in old age reveals an epigenetic signature set by
a single short OSKM induction early in life.

(A) Supervised hierarchical clustering of differentially methylated CpG loci between doxycycline treated
(DOX, n=3) and control mice (CTL, n=3) in the 6 selected tissues at analyzed at 8 months. Red and green color
represent respectively hypermethylated and hypomethylated CpG Loci. (B) Flower diagram with the number
of differentially methylated CpG for each organ. (C) Supervised hierarchical clustering on the 100 most
significant differentially methylated CpG loci from all organs. (D) Scatter plot performed on CpG loci
corresponding to the 3 highest methylation differences in the “all organs’ signature”. Loci methylation levels
of each CpG are compared between experimental mice control group (CTL, n=18) and doxycycline treated
group (DOX, n=18). Values of each group are represented by a black line. Significance of differences between
control and doxycycline treated mice are indicated (Mann-Whitney test: **** p<0.0001).

10

112




Methods:

Mice model and housing

Experiments were performed on heterozygous progeric mice R26™™/*;Col1A1%7**;Lmna®/* generated by
the crossing of two lines of the following genotypes : Reprogramming mice from JAX (STOCK
Gt(ROSA)26SortmUrtTasM2)ize Cq| 1 51 tm3(tetO-Poustl-Sox2-Kfld,-Mychae /] (JAX: 011004) in homozygous form for the two
transgenes (two copies for the rtTA transactivator (R26"™"™) and two copies for the 4 reprogramming
factors (OSKM) cassette (Col1A14F24%F24) and progeria mice Lmna®%¢/+ (MGl: 5295747))(Osorio et al. 2011),
recapitulating the human HGPS accelerated aging phenotype through the accumulation of the prelamin A
truncated form, also called progerin.

The Project was validated by the Ethical committee (Agreement APAFIS #21760), and animal care and use
were performed in accordance with the recommendations of the European community (2010/63/UE).

Longevity studies
OSKM induction was performed by 0.2 mg/ml or 0.5 mg/ml doxycycline in drinking water of
R26™™*:Col1al1*24*;Lmna®®?%/* mice, for only 2.5 weeks at the age of two months.

Body composition analysis

Mice whole-body composition (fat and lean masses) was measured every month throughout the study
by quantitative magnetic resonance with a whole-body composition analyzer (EchoMRI™-700 Echo Medical
Systems, Houston, TX, USA) according to the manufacturer's instructions and individually weighted before
each measurement.

Functional Assays

We measured the motor coordination of mice, on a rotarod machine with automatic timers and falling
sensors (47650 Rota-Rod, Ugo Basile®), set up in a ramp mode from 5 rpm to 40 rpm over 300 seconds. The
latency to falling is recorded. Each animal ran 3 times for a maximal time of 10 minutes followed by 20
minutes of resting between each run once a month until time of death.

Muscular strength of mouse front legs, was performed by a vertical grip strength test (Bio-GS3, BioSeb). Mice
were held by the tail, placed above the gripping bar until they grasped the bar, and pulled up until grip was
released. Maximal grip force developed was measured 3 times, with a few minutes rest, in its cage between
each test. A test was performed once a month until time of death.

Measurement of histopathological parameters

For the thickness measurement of the various skin layers, images with 20x digital magnification were taken
on a minimum of 3 identically oriented skin sections per individual. Hundreds of measurements were then
carried out for each layer of the skin.

For spleen, the architecture of the marginal zone was evaluated according to the scoring method developed
previously for evaluation of age-related alteration in mice (Birjandi et al. 2011), based on percentage of
distortions between the white pulp and the marginal zone. The characterization of the alteration ranges from
minimal (score between 7-8) to severe (score between 0-2).

For kidney, the mesangial area around the renal glomeruli was analyzed using Image) software (NIH).

Tissue fibrosis

Fibrosis levels were quantified after MT staining in lungs or SR staining in spleen and kidneys. A color
deconvolution procedure was applied for each, using the appropriate function available on Fiji software,
based on the MRI developed plugin (http://dev.mri.cnrs.fr/projects/imagej-macros/wiki/Fibrosis _Tool).
Then channels of interest were selected and the background noise was subtracted using the MaxEnthropy
auto-threshold method. The areas covered by fibrosis were then measured and quantified.
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Cartilage degradation and bone structure evaluation

A Leica Microsystems TCS SP5-11 confocal laser scanning microscope was used to acquire images of the
articular cartilage of the lateral and median plateau. The cartilage was scanned in-depth (XYZ mode) using
the following parameters (voxel size 6 um, 5x dry objective and UV laser light source at 405 nm). Image stacks
were used to reconstruct a 3D image of the cartilage as well as for quantification.

Osteoporosis and surface degradation were measured on the trabecular and subchondral region (lateral and
median plateau in the knee joint) of the tibia. The samples were scanned by X-ray microtomography (u-CT)
on a SkyScan 1176 scanner (Bruker) using CTAn software (Bruker) and the following parameters (aluminum
filter, 45kV, 500 pA, resolution of 18um, 0.5° rotation angle). Scans were then reconstructed using NRecon
software (Bruker). The 3D images of the joints were reconstructed using Avizo software (Avizo Lite 9.3.0, FEI
Visualization Sciences Group).

For the p-CT and confocal laser scanning microscopy experiments, each sample was independent and
represented an experimental unit providing a unique result.

DNA methylation

Genomic DNA was extracted from lysed tissues using Invitrogen TRIzol™ reagent experimental protocol for
DNA isolation (Catalog Numbers 15596026) and further processed by Life & Brain GmbH Platform Genomics
for DNA methylation profiling on “lllumina Infinium Mouse Methylation arrays” according to the
manufacturer’s instructions. For each CpG locus, normalized methylation levels (B values), ranging from 0
(completely unmethylated) to 1 (completely methylated) were calculated and used for differential
methylation analysis between control (CTL, n=3) and doxycycline (DOX, n=3) mice group. A one-way-ANOVA
statistical test was performed and the significant differentially methylated CpG loci (p<0.01) were used in
tissues specific hierarchical clustering and flower diagram.

Two successive statistical tests were used to select the 100 loci multi organs signature. One-way ANOVA
(p<0.05) followed by an additional unpaired nonparametric Mann-Whitney statistical test. CpG
corresponding to the 100 most significant p-value were selected (p<0.0005) and CpG presented in
hierarchical clustering to illustrate the “all organs’ signature”.

CpG loci methylation values corresponding to the 3 highest methylation differences between control (CTL,
n=18) and doxycycline (DOX, n=18) mice group were selected from “all organs’ signature” and represented
in a scatter plot (**** p<0.0001; according to unpaired — Mann-Whitney test, two-tailed).
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Supplementary extended Methods:

Mice model and housing

Mice allowing in vivo transient reprogramming were originally developed by Rudolf Jaenisch (Whitehead
Institute, Massachusetts Institute of Technology, USA) and purchased from Jackson Laboratories Laboratories
(STOCK Gt(ROSA)26SortmiitTasM2)ize Cq|q 57 tm3(tetO-Pousfi,Sox2,kfla-Myc)ae /) (JAX: 011004). These mice are bred in
homozygous form for the two transgenes (two copies for the rtTA transactivator (R26"™/™) and two copies
for the 4 reprogramming factors (OSKM) cassette (Col1A1%2/4F2) The murine line exhibiting the accelerated
aging phenotype (Hutchinson-Gilford progeria syndrome) was originally developed by Carlos Lopez-Otin from
University of Oviedo, Spain (Lmna'™-¢in (MGl: 5295747))(Osorio et al. 2011). This line carries the G609G
mutation on the LMNA gene, leading to the activation of a cryptic splicing site and the accumulation of the
prelamin A truncated form, also called progerin. This line is bred in heterozygous form for the progeria
mutation (Lmna®%0%/+),

Experimental groups were generated by the crossing of these two lines and are represented by the following
genotypes: progeric R26™™/*;Col1A1474*;Lmna®%%/* and non-progeric R26™™*;Col1A1*7~*; L mna*/",

Animal care and use for this study were performed in accordance with the recommendations of the European
community (2010/63/UE). The Project was validated by the Ethical committee of the French Ministry of
Research through the agreement APAFIS #21760. All mice were produced at PCEA (Agreement n°A34-172-
45) and transferred to the analysis platform one week before starting experiments for habituation. The
procedures and protocols concerning body composition and functional analysis were performed on the
Metamus platform, at the DMEM unit of the INRAE-UM in Montpellier, France (Veterinary Services National
Agreement n° E34-172-10, 04 March 2019). All the others procedures and protocols were performed at INM
(Agreement n° C34-172-36). Mice were housed in groups in filter-top cages with free access to standard diet
(AO4, SAFE diets, Augy, France) and tap water. They were maintained in a temperature-controlled room (24°C
+1°C) in a standard 12:12 light-dark cycle (lights at 7:30 am). All cages were enriched with nesting materials
(cellulose squares, SAFE). Animal behavior was checked daily for welfare and health status and mice weight
was monitored every two weeks. For mice subjected to body composition analysis and functional assays,
cages were also enriched with a hanging red polycarbonate tunnel. This tube is equivalent to the animal
holder used for EchoMRI measures and allows mice habituation to a restrained environment.

Longevity studies

To induce reprogramming in our animals, we implemented either lifelong or short induction protocols. For
both, doxycycline was administered in drinking water in opaque bottles. All protocols started at the age of
two months and were carried out on animals of genotype R26™™/*;Col1al*?/*;Lmna®®°®/* or
R26™™*:Col1a1*?¥*;Lmna**. Two lifelong protocols were used and lasted until the animals died. The first
one that we have developed consists of a lower induction at 0.2 mg/ml of doxycycline, maintained
continuously every day of life. In addition to this, two short induction protocols were developed. Both
consists in inducing animals for only 2.5 weeks at the age of two months, at 0.2 mg/ml of doxycycline for the
first and 0.5 mg/ml for the second. The last one was also developed on non-progeric animals of genotype
R26™™*;Col1a1*?¥*;Lmna*",

Body composition analysis
Mice whole-body composition (fat and lean masses) was measured every month throughout the study by
quantitative magnetic resonance with a whole-body composition analyzer (EchoMRI™-700 Echo Medical
Systems, Houston, TX, USA) according to the manufacturer's instructions. Mice were individually weighted
before each measurement.

Functional Assays

To measure the motor coordination of mice, we used a rotarod machine with automatic timers and falling
sensors (47650 Rota-Rod, Ugo Basile®). We set up the machine in ramp mode from 5 rpm to 40 rpm over 300
seconds. Before acquiring the initial data, 2 month-old mice were accustomed and trained once on the
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rotarod machine. Then they performed a test once a month until time of death. All mice were placed on the
3 cm diameter fluted cylinder, the run started at 5 rpm for a few seconds until all mice were facing the running
direction and then the rotating speed increased. We recorded the latency to falling of each animal. The
animals were placed back in their cages directly after falling from the cylinder. Each animal ran 3 times for a
maximal time of 10 minutes followed by 20 minutes of resting between each run.

To assess the muscular strength of mouse front legs, we performed a vertical grip strength test (Bio-GS3,
BioSeb). Before acquiring the initial data, 2 months-old mice were accustomed and trained once on the
machine. Then they performed a test once a month until time of death. Mice were held by the tail and placed
above the gripping bar until they grasped the bar. Then the animal was pulled up until grip was released. We
recorded the maximal grip force developed. Each animal was submitted to the test 3 times, with a few
minutes rest, in its cage between each test. The test was always performed by the same experimenter.

Tissue sampling and preparation

In these experiments, animals of the short-term OSKM induction group (0.5 mg/ml of doxycycline at 2 months
for 2.5 weeks and untreated controls) were sacrificed at 8 months following an ethical and authorized
procedure, 6 months after the end of the induction. Nine controls animals and eight treated animals with
both sexes were used in these studies.

Organs were removed and dissected according to RITA standardization procedures (Morawietz et al. 2004).
The samples intended for tissue structure analysis were fixed in 4% PFA, for 24 h at room temperature, then
washed three times in 1X PBS and stored in 70% EtOH at 4°C before staining.

At the same time, tissue samples were also snap-frozen in liquid nitrogen for protein and RNA content
analysis. The samples were placed in 1.5 ml tubes with stainless steel beads of different sizes (1 x 3mm, 2 x
2mm and 4 x Imm in diameter) and ground in an adequate buffer using the Qiagen MixerMill MM300 tissue
lyser. More details are available in dedicated sections.

For cartilage and bone analysis, whole hind legs were fixed in 4% PFA for 7 days at room temperature, washed
three times with 1X PBS and stored in 70% EtOH at 4°C. The soft tissues were removed manually before
analysis.

Histological staining

Stainings were carried out by the Montpellier Experimental Histology Network platform (RHEM) using
standardized procedure based on Leica Autostainer XL technology. For each organ sample, 3 um of thickness
slices were produced and mounted on slides. For each animal sampled, Hematoxylin, Eosin and Saffron (HES)
staining was performed to assess the of tissue’s structural parameters. Sirius Red (SR) and Masson’s
Trichrome (MT) staining were also used to measure the fibrosis level in those tissues. All slides were scanned
by the Montpellier Ressources Imagerie platform (MRI), using a Hamamatsu Photonics NanoZoomer, fitted
with a dry x40 objective. NDP.view2 software (Hamamatsu) was used for viewing virtual scans for image
acquisition. For all the experiments, acquisition and display settings were identical between each sample to
guarantee a reliable quantification.

Measurement of histopathological parameters

The architecture of the marginal zone was evaluated according to the scoring method developed previously
for evaluation of age-related alteration in mice (Birjandi et al. 2011). For each animal 5 to 8 whole white pulp
follicles were analyzed. For each of them, the percentage of distortion of the interface between the white
pulp and the marginal zone was measured and assigned a score of 1 to 4. In addition to this, the percentage
of radial distortion, representing the advance of the marginal zone towards the center of the follicle, was also
measured and assigned a second score from 1 to 4. These two scores were then added together to obtain
the final score characterizing the alteration of the marginal zone of the follicle. The characterization of the
alteration ranges from minimal (score between 7-8) to severe (score between 0-2).

To calculate the mesangial area around the renal glomeruli, 10 to 22 glomeruli were analyzed per animal.
The measurement was performed using ImagelJ software (NIH).
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For the thickness measurement of the various skin layers, images with 20x digital magnification were taken
on a minimum of 3 identically oriented skin sections per individual. Hundreds of measurements were then
carried out for each layer of the skin. All distance measurements were made with Imagel.

Tissue fibrosis

Images were analyzed on Imagel software equipped with the Fiji processing software using an automated
analysis script developed within the laboratory. MT Staining was used to quantify pulmonary fibrosis, and
the SR staining was used to measure fibrosis in the kidneys, spleen and heart. A color deconvolution was
applied according to the following parameters (Colour 1 R: 0.7995107, G: 0.5913521, B: 0.10528667;
Colour_2 R: 0.099971585, G: 0.73738605, B: 0.6680326; Cololour_3 R: 0.59227383, G: 0.3264422, B:
0.73669) for each MT image, using the appropriate function available on Fiji. For all RS images the color
deconvolution parameters were set as follow (Colour_1 R: 0.148, G: 0.772, B: 0.618; Colour_2 R: 0.462, G:
0.602, B: 0.651; Cololour 3 R: 0.187, G: 0.523, B: 0.831) based on the MRI developed plugin
(http://dev.mri.cnrs.fr/projects/imagej-macros/wiki/Fibrosis_Tool). Then channels of interest were selected
and the background noise was subtracted using the MaxEnthropy auto-threshold method. The areas covered
by fibrosis were then measured and quantified.

Pulmonary fibrosis was quantified in the superior and inferior right lobes and in the left lobe with 20x digital
magnification. Cardiac fibrosis was quantified in the left ventricle. Fibrosis in the spleen was measured in
white pulp follicles with a 40x digital magnification. Renal fibrosis was measured in the cortex, medulla and
papillae with 20x digital magnification.

Bone structure evaluation

Osteoporosis and surface degradation were measured on the trabecular and subchondral region (lateral and
median plateau in the knee joint) of the tibia. The samples were scanned by X-ray microtomography (u-CT)
on a SkyScan 1176 scanner (Bruker) using CTAn software (Bruker) and the following parameters (aluminum
filter, 45kV, 500 pA, resolution of 18um, 0.5° rotation angle). Scans were then reconstructed using NRecon
software (Bruker).. The 3D images of the joints were reconstructed using Avizo software (Avizo Lite 9.3.0, FEI
Visualization Sciences Group).

Cartilage degradation

A Leica Microsystems TCS SP5-II confocal laser scanning microscope was used to acquire images of the
articular cartilage of the lateral and median plateau. The cartilage was scanned in-depth (XYZ mode) using
the following parameters (voxel size 6 um, 5x dry objective and UV laser light source at 405 nm). Image stacks
were used to reconstruct a 3D image of the cartilage as well as for quantification.

Statistical analyses

For the p-CT and confocal laser scanning microscopy experiments, each sample was independent and
represented an experimental unit providing a unique result.

Statistical analyzes were performed with Prism 7 software (GraphPad). In all histograms, data are presented
as the mean + SEM. For the comparisons of two groups, an unpaired (in vivo) or paired (in vitro) t-test was
used. For the comparisons of the survival curves a log-rank test (Mantel-Cox) was used. For the hair recovery
experiment a Chi-square test was used. A value of p<0.05 was considered significant.

DNA methylation

Genomic DNA (gDNA) was extracted from animal lysed tissues using Invitrogen TRIzol™ reagent
experimental protocol for DNA isolation (Catalog Numbers 15596026) enabling to isolate sequentially RNA,
DNA and proteins from the same sample. gDNA was further processed by Life & Brain GmbH Platform
Genomics for DNA methylation profiling. Briefly, bisulfite conversion was performed on qualified gDNA and
DNA Methylation levels were measured on “lllumina Infinium Mouse Methylation arrays” according to the
manufacturer’s instructions. This new array quantitatively targets over 280 000 CpGs sites across the mice
genome. Methylation and Gene Ontology (GO) analysis were conducted using Partek® Genomics Suite®
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software. We used lllumina’s standard normalization with filtering option to exclude probe on sexual
chromosomes and low-quality probes based on p-value detection. For each CpG locus, normalized
methylation levels (B values), ranging from 0 (completely unmethylated) to 1 (completely methylated) were
calculated and used for differential methylation analysis between control (CTL, n=3) and doxycycline (DOX,
n=3) mice group.

A one-way-ANOVA statistical test was performed on log2 converted B values (M value = log2(B/(1-B)).
The significant differentially methylated CpG loci (p<0.01) were used in tissues specific hierarchical clustering,
flower diagram and GO analysis.

Two successive statistical tests were used to select the 100 loci multi organs signature. One-way
ANOVA (p<0.05) CpG was first applied on M value followed by an additional unpaired nonparametric Mann-
Whitney statistical test on the corresponding B values. CpG corresponding to the 100 most significant Mann-
Whitney p-value were selected (p<0.0005) and CpG represented in hierarchical clustering to illustrate this
“all organs’ signature”.

CpG loci B values corresponding to the 3 highest methylation differences between control (CTL, n=18)
and doxycycline (DOX, n=18) mice group were selected from “all organs’ signature” and represented in a
scatter plot (**** p<0.0001; according to unpaired — Mann-Whitney test, two-tailed).
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Supplementary Figure 1: Longevity parameters of continuous and single short OSKM induction protocols.
(A) Lifelong OSKM induction protocols were performed on progeric R26"™/*;Col1a1*?*;Lmna®®®%* mice by
administrating 0.2 mg/ml doxycycline in the drinking water either continuously (blue curve) or a chronically
2 days a week at 1mg/ml, started at 2 months old and maintained over the entire life, as previously published
(Ocampo et al. 2016)(red curve). Survival curves of doxycycline-treated mice compared to untreated mice
(grey curve) with the same genotype are presented. (B) Single short OSKM doxycycline induction protocols,
administrating 0.5 mg/ml doxycycline in the drinking water during 2.5 weeks at 2 months old for
R26™*:Col1al1*~*;Lmna*/* non progeric mice. **** p<0.0001; ** p<0.01 * is according to unpaired t-test,

two tailed.
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Supplementary Figure 2: Tissue structure and age-related tissue fibrosis is improved in aging by a single
OSKM induction early in life.

Histological analyzes of Liver (A) and heart (B) sections were performed after staining with Hematoxylin,
Eosin and Saffron (HES) and fibrosis after Red Sirius (RS) and Masson’s Trichrome (MT) staining. Both staining
was used to detect collagen fibers and stained areas were measured after color deconvolution as described
in methods section. (A) Morphologic illustration of liver tissue structure and fibrosis analysis in treated and
untreated mice. (B) Morphologic illustration of heart left ventricle tissue structure and fibrosis analysis in
treated and untreated mice. All tissues were analyzed on 8 months old R26™™*;Col1a14"2A*; L mna®6%6/*
progeric mice. CTL represents untreated mice and DOX represents treated mice with 0.5 mg/ml doxycycline
during 2.5 weeks at the age of 2 months following short-induction protocol. All Measurements of areas and
distances were performed on Image)J software. **** p<0.0001; *** p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05 according
to unpaired t-test, two-tailed.

Supplementary Figure 3: A single short OSKM induction, early in life, prevents osteoarthritis and
osteoporosis in age mice.

(A) Representative 3D reconstruction of sub-chondral bone is represented on the upper right corner of the
panel. Rough appearance is representative of bone degradation. Sub-chondral bone surface degradation was
measured in the lateral and medial plateau. (B) p-CT histomorphometric analysis of tibias cortical region (blue
box and arrow). Cortical bone thickness and surface degradation were measured on both tibias. Bone tissues
were analyzed on 8 months old R26"™*;Col1a14%/*;Lmna®®%* progeric mice. CTL represents untreated
mice and DOX represents treated mice with 0.5 mg/mL doxycycline during 2.5 weeks at the age of 2 months
following short-induction protocol. * p<0.05 according to unpaired t-test, one-tailed, with Welch’s
correction.
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Supplementary Table 1: List of genes associated to the differentially methylated loci in the different organs
The table summarizes the genes associated to the differentially methylated loci, between experimental mice
control group (CTL, n=3) and doxycycline treated group (DOX, n=3), in the different organs. “Ensembl
Transcripts release 100” was chosen as annotation database. Promoter region was configured as 5000 base
pairs upstream and 3000 base pairs downstream from the transcription start site (TSS).

Supplementary Table 2: List of genes associated to the differentially methylated loci in skin and belonging
to aging Go term by tissue.

The table summarizes the genes associated to the differentially methylated loci in skin belonging to Aging Go
term that are found by the global Gene Ontology analysis performed on significant (p<0,01) differentially
methylated CpG loci between experimental mice control group (CTL, n=3) and doxycycline treated group
(DOX, n=3).

Supplementary Table 3: List of the 100 selected CpG loci for all organs.

The table summarizes the hundred most significant loci selected for their highest methylation differences
between control (CTL, n=18) and doxycyclin (DOX, n=18) mice group among “all organs’ signature” (see Figure
5C).

Supplementary Table 4: List of genes associated to the 3 best differentially methylated loci.

The table summarizes the genes associated to CpG loci corresponding to the 3 highest methylation
differences between control (CTL, n=18) and doxycycline (DOX, n=18) mice group among “all organs’
signature” (see Figure 5D). “Ensembl Transcripts release 100” was chosen as annotation database. Promoter
region was configured as 5000 base pairs upstream and 3000 base pairs downstream from the transcription
start site (TSS).

21

123




3.1.3 Impact d’une reprogrammation transitoire précoce sur le vieillissement

Jusqu’alors, la démonstration des bienfaits d’une reprogrammation transitoire in vivo n’avait été faite
que selon un protocole d’induction chronique nécessitant une intervention hebdomadaire (Ocampo et
al., 2016). Au cours de cette étude, nous avons pu mettre en évidence I'efficacité de protocoles de
reprogrammation transitoire alternatifs, dont en particulier un protocole condensé consistant en une
induction courte et unique au début de la vie des animaux. Dans notre modele murin progérique
reprogrammable, a 1’état triple hétérozygote soit LmnaG6096 R26"T4* Col1a1#24*, nous avons pu mettre
en évidence qu'une reprogrammation transitoire unique précoce, consistant en 16 jours de traitement a
la doxycycline a 0,5 mg/mL dans I'eau de boisson a 1'age de 2 mois, était suffisante pour améliorer la
longévité des ages tardifs, avec un gain de 10 semaines au 3¢ quartile ainsi qu'une longévité maximale
augmentée de 11 semaines. Ce protocole s’est également avéré efficace indépendamment du contexte
progérique dans le méme modele murin reprogrammable (Figure 17). Ainsi, lorsque ce protocole est
appliqué sur des souris sauvages reprogrammables, toujours a 1'état hétérozygote R26T4* Collal#F24*,
il permet également une amélioration significative de la longévité des ages tardifs avec un gain de 18

semaines au 3¢ quartile.
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Figure 17 | Courbe de survie associée au protocole d’induction transitoire précoce sur animaux sauvages

Bien que ces résultats soient extrémement encourageants quant a l'efficacité de notre protocole de
reprogrammation transitoire dans un contexte de vieillissement physiologique, ils révelent également
toute la difficulté d’une telle étude chez des animaux dont la survie médiane s’éleve a plus de 100

semaines, soit plus de deux ans.

L’intérét des stratégies anti-age ne consiste pas seulement en une amélioration de la longévité, assurant
ainsi une vie plus longue, mais surtout en une amélioration de 'espérance de vie en bonne santé, c’est-
a-dire ralentir I'apparition des dysfonctionnements liés a 1'age. Le suivi de la composition corporelle
des animaux a révélé une morphologie assainie maintenue sur le long terme avec une diminution de la

proportion de masse grasse au profit d'une augmentation de la masse maigre, se traduisant au niveau



fonctionnel par une amélioration des capacités musculaires. De plus, nous nous sommes intéressés a
I'ultrastructure de différents tissus, dans lesquels les effets de 1’dge sont largement décrits. Ainsi nous
avons pu mettre en évidence a des ages tardifs, que la structure et ainsi probablement la fonction
tissulaire, de la peau, des reins, de la rate, et des poumons étaient préservée a la suite d'une
reprogrammation transitoire précoce. Enfin, au niveau ostéoarticulaire, notre protocole permettait
également de prévenir la sévérité de deux pathologies lies a I'age, I'arthrose et I'ostéoporose. Ces
résultats confirment qu’une reprogrammation transitoire précoce a, non seulement, des effets
bénéfiques sur la longévité, mais également sur I'état de santé global des animaux, et notamment, ces
effets sont toujours visibles/observables au niveau tissulaire des mois apres la fin du protocole et I’arrét
de l'expression des facteurs OSKM. Ainsi, il semble indéniable que 'induction de l’expression des
facteurs de reprogrammation initie un ou plusieurs processus pérennes qui permettent 1’obtention

d’effets a long terme.

Il existe plusieurs hypotheéses permettant d’expliquer les effets a long terme d’une reprogrammation
transitoire unique précoce, et ces dernieres ne sont pas nécessairement exclusives les unes des autres
(Figure 18). La premiere repose sur l'idée que linduction de l'expression des facteurs de
reprogrammation, bien que transitoire, induirait des modifications épigénétiques qui se stabiliseraient
et seraient ainsi maintenues tout au long de la vie. Les mécanismes épigénétiques interviennent en effet
dans la régulation de nombreux processus biologiques tels que le cycle cellulaire, la survie ou encore la
différenciation. Ainsi la modification du profil épigénétique dans un ou plusieurs tissus pourrait avoir
des impacts fonctionnels importants sur la physiologie tissulaire. Une seconde hypothése repose sur
I'idée qu’au cours et/ou a la suite de la reprogrammation, I'expression des facteurs OSKM va induire
un stress au niveau cellulaire et tissulaire en générant entre autres, des especes réactives de I'oxygene
(ROS) et des dommages a 'ADN conduisant a la formation de cellules sénescentes. Ces cellules
sénescentes vont alors étre reconnues par le systeme immunitaire, parfaitement fonctionnel a des ages
précoces, lui apprenant ainsi de facon préventive a gérer la sénescence cellulaire. Ainsi, lorsqu’au cours
du vieillissement, les cellules sénescentes vont progressivement s’accumuler, le systtme immunitaire
sera plus compétent pour les éliminer, étant donné qu’il y aura déja été confronté. Cette hypothese
rejoint une hypothese hormétique qui consisterait a dire qu'une confrontation précoce au stress de la
reprogrammation stimulerait les réponses de notre organisme aux différents stress rencontrés au cours
du vieillissement. Une troisieme hypotheése repose sur les cellules souches. On peut imaginer que
I'induction des facteurs de reprogrammation, méme si celle-ci reste partielle et ne remonte donc pas
jusqu’'a la pluripotence, aurait un impact sur les niches de cellules souches tissulaires. Ainsi, en
augmentant leur nombre, ou bien en les stimulant, la reprogrammation permettrait d’optimiser nos

stocks de cellules souches et ainsi de mieux répondre aux besoins régénératifs avec I’avancée en age.



Enfin, une quatriéme hypothése suggere qu'une reprogrammation transitoire induirait, tout comme
cela a été démontré pour une reprogrammation totale, une transition métabolique globale permettant

ainsi de gérer au mieux les besoins et les réponses de 1’organisme.
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Figure 18 | Hypotheses pour expliquer les effets a long terme d’une reprogrammation transitoire précoce

Dans le cadre de cette étude, et comme cela fut suggéré par Ocampo et al. dans leur étude (Ocampo et
al.,, 2016), nous avons exploré tout particulierement la piste des modifications épigénétiques. Ainsi, sur
nos tissus prélevés a 8 mois et sur lesquels nous avions observé une amélioration de la structure
tissulaire suite a une reprogrammation transitoire précoce, nous avons analysé les niveaux de
méthylation sur plusieurs centaines de sites CpG. Les analyses ont ainsi révélé des signatures
épigénétiques tres distinctes pour chaque organe entre les conditions contrdles et les conditions traitées,
suggérant ainsi que, méme a des ages tardifs, une reprogrammation transitoire précoce laisse une
signature épigénétique spécifique dans de nombreux tissus. Cependant, cette signature est propre a
chacun des tissus et nous n’avons pas pu mettre en évidence de site différentiellement méthylé commun
a 'ensemble des organes. Dans 'optique d’identifier une signature épigénétique « pan-tissus », nous
avons effectué une seconde analyse a partir des mémes données de méthylome. Ainsi, nous avons
considéré 'ensemble des échantillons indépendamment de 1’origine tissulaire, nous avons ensuite
sélectionné les cent sites présentant les différentiels de méthylation les plus significatifs parmi lesquels
nous en avons identifié trois, qui se trouvent étre tous les trois hypométhylés dans les conditions traitées
par rapport aux controles. En I'état, bien que mettant en évidence un différentiel de méthylation aux
ages tardifs, cette étude ne nous permet pas d’affirmer que ces modifications épigénétiques sont a

I’origine du rajeunissement observé.
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C’est pourquoi nous sommes actuellement en train de compléter ces données. Ainsi nous avons analysé
les niveaux de méthylation dans ces mémes organes, a savoir peau, reins, rate, foie, poumons et coeur,
mais cette fois-ci prélevés juste apres les seize jours d’induction des facteurs de reprogrammation. Ces
données nous permettront de connaitre I'ensemble des modifications épigénétiques mises en place par
I'expression in vivo des facteurs OSKM, et en les comparant avec nos données sur les ages tardifs, de
distinguer les marques transitoires des marques stabilisées au cours du temps. Ainsi nous espérons
pouvoir identifier d’éventuelles marques communes aux ages précoces et tardifs, permettant ainsi
d’affirmer que notre protocole de reprogrammation transitoire précoce est a 1’origine de modifications

épigénétiques pérennes.

Enfin, si on veut pouvoir conclure que ces marques épigénétiques sont responsables de leffet
rajeunissant observé, il faudrait pouvoir rapporter ces différentiels de méthylation a une horloge
épigénétique. Bien que de nombreuses horloges aient déja été proposées dans la littérature, il sera
difficile de s’en servir de support principalement pour deux raisons. La premiere est que nous avons
analysé nos échantillons sur une puce Illumina spécifique au modéle murin relativement récente, sortie
fin 2019, et proposant un nombre de sites spécifiques qui ne correspondent pas nécessairement aux sites
proposés par les autres méthodes d’analyse. Deuxiemement, il faut rappeler que nos données ont été
obtenues a partir d'un modéle murin de vieillissement accéléré dont le phénotype, bien que mimant un
vieillissement physiologique, reste pathologique. Ainsi, nous n’avons aucune garantie que la signature
épigénétique du vieillissement de ces animaux progériques réponde aux horloges décrites dans des

modeles de vieillissement physiologique.

Pour répondre a cette problématique, la solution idéale serait de construire notre propre horloge
épigénétique spécifique de notre modele murin progérique sur cette puce Illumina. Construire une
horloge pan-tissus dans ce contexte serait relativement long, cofiteux, et nécessiterait un nombre
important d’animaux. Nous avons donc envisagé une approche alternative qui consiste a construire une
horloge épigénétique sur un tissu facilement prélevable sans exiger l'euthanasie systématique des
animaux a chaque age choisi : le sang. Ainsi nous avons d’ores et déja prélevé des échantillons sanguins
de 2 a 6 mois sur une cohorte d’animaux progériques et non progériques, ce qui devrait permettre de
pouvoir établir deux nouvelles horloges murines : I'une relative au vieillissement physiologique et une
seconde propre au vieillissement progérique. Ceci nous permettra non seulement de rapporter la
signature épigénétique du vieillissement dans un contexte progérique a celle d'un vieillissement
physiologique, mais aussi de pouvoir rapporter les sites identifiés suite a une reprogrammation

transitoire précoce a la signature liée a 1'age.



3.2 IMPACT DE LA REPROGRAMMATION TRANSITOIRE SUR LE METABOLISME IN VIVO

3.2.1 Validation des niveaux d’expression des facteurs de reprogrammation

Notre protocole d’induction transitoire précoce in vivo étant inédit, nous nous sommes assurés que dans
ces conditions expérimentales, I'induction des facteurs de reprogrammation avait bien lieu. Pour rappel,
notre protocole d’induction transitoire précoce consiste en une induction des facteurs de
reprogrammation a 2 mois pendant 16 jours par traitement a la doxycycline a 0,5 mg/mL dans I’eau de
boisson des animaux. Une série d’animaux a été sacrifiée a la fin du 16¢jour d’induction et leurs organes
ont été prélevés, broyés puis 'extraction des ARN a été réalisée. Apres une rétrotranscription en ADN
complémentaire, ces échantillons ont été analysés par qPCR avec des amorces contre les quatre facteurs
de reprogrammation OSKM. Les résultats sont présentés selon la méthode du 244, correspondant au
niveau d’expression génique dans les échantillons traités a la doxycycline par rapport a la moyenne des

échantillons contrdles.

Suite aux seize jours de traitement a la doxycycline, les niveaux d’expression d’OCT4 et SOX2
augmentent considérablement dans la peau, les reins, la rate, le tissu adipeux blanc (WAT) et le
quadriceps (Figure 19). Les niveaux d’expression de KLF4 et c-MYC sont bien moins impactés par le
traitement a la doxycycline dans I’ensemble de ces organes. Pourtant, la construction génique du modele
repose sur une cassette de reprogrammation polycistronique, ce qui suppose que les genes des quatre
facteurs sont transcrits simultanément et devraient donc présenter des taux d’expression similaires.
Cependant, les deux derniers facteurs, KLF4 et c-MYC sont déja exprimés de fagon constitutive dans les
tissus. Il se peut que les niveaux d’expression endogenes masquent alors 1'expression induite via la
cassette de reprogrammation. Une seconde hypothese permettant d’expliquer cette différence dans les
niveaux d’expression des quatre facteurs, serait que I'expression endogene de KM s’accompagne de
mécanismes d’autorégulation de leur expression et que I'induction de leur surexpression exogene par
la cassette de reprogrammation serait maitrisée par une boucle de rétrocontréle. Dans notre modele
murin reprogrammable, ce phénomene n’est pas spécifique a l'induction in vivo des facteurs de
reprogrammation. En effet, in vitro lorsque des fibroblastes dermiques, extraits a partir de biopsies
cutanées de ce méme modele, sont traités a la doxycycline pour induire l'expression des 4F, nous

observons également une expression plus importante d’OCT4 et SOX2 par rapport a KLF4 et c-MYC.

Ces résultats confirment qu’un traitement a la doxycycline a 0,5 mg/mL pendant 16 jours sur nos souris
triple hétérozygotes a 1'dge de 2 mois, est suffisant pour induire l'expression des facteurs de

reprogrammation OSKM.
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Figure 19 | Niveaux d’expression relatifs des facteurs de reprogrammation dans différents organes

Sur les mémes organes a ages tardifs, I’expression des facteurs de reprogrammation est indétectable ou
constante entre les échantillons controles et traités. Ceci confirme que l'arrét du traitement a la
doxycycline induit I’arrét de I'expression des facteurs de reprogrammation, validant ainsi le caractere

transitoire de notre protocole.

3.2.2 Etude détaillée de la composition corporelle

Nous allons revenir plus en détails sur les résultats de composition corporelle intégrés a la publication
présentée dans la section précédente. Ici, nous avons séparé les résultats obtenus sur les individus

femelles (Figure 20A a D) et males (Figure 20E a H).

Chez les femelles, on observe un ralentissement de la prise de masse chez les souris induites, initié des
la fin de I'induction des facteurs de reprogrammation (Figure 20A). Ce différentiel se maintient au cours
du temps et est maximal autour de 6 mois. Chez les animaux contrdles, une perte de poids s’initie a
partir de 6 mois et semble étre ralentie chez les femelles reprogrammées. Comme décrit dans la
publication, un changement global s’opére quant a la composition corporelle suite a la reprogrammation
transitoire précoce (Figure 20B). Les femelles traitées montrent une proportion de masse maigre accrue
avec une proportion de masse grasse réduite par rapport aux femelles contrdles. Comme pour la masse
corporelle, ces changements s’initient pendant l'induction, sont notables des la fin des seize jours
d’induction et se maintiennent tout au cours de la vie. Ces résultats de composition corporelle expriment
les masses maigre et grasse en pourcentage de la masse corporelle a un instant donné. Ils donnent donc
des indications sur les proportions de chacune des masses mais ne renseignent pas précisément sur les
quantités absolues de masses grasse et maigre. C'est pourquoi les résultats sont également présentés en
Figure 20C et D selon une autre méthode d’analyse des données. Ici, les données sont exprimées en

pourcentage de la valeur individuelle de chacune des masses initiales avant traitement. Ainsi ces



graphiques permettent de suivre I'évolution des masses maigre et grasse au cours de la vie des animaux.
Pour les femelles, on observe que I'évolution de la masse corporelle est en fait calquée sur celle de la
masse grasse (Figure 20C). Un ralentissement de la prise de masse grasse s’opere pendant I'induction
des facteurs de reprogrammation et se maintient tout au long de la vie de I’animal. De fagon assez
surprenante, on n’observe aucune perte de cette masse grasse a ages tardifs chez les femelles traitées
par rapport aux femelles contrdles, pour lesquelles une diminution progressive s’opére a partir du
sixiéme mois environ. Concernant les masses maigres, aucune différence n’est notable entre les femelles
traitées et les femelles controles (Figure 20D). Les modifications de poids et de composition corporelle
en proportions (Figure 20A, B) observées chez les femelles traitées par rapport aux contrdles reposent

uniquement sur une modification de la masse grasse.

Chez les males, la dynamique est différente en comparaison des femelles. Bien que le méme profil
s’observe quant aux proportions de masses maigre et grasse au cours de la vie des individus (Figure
20F), aucune différence n’est relevée quant a I'évolution du poids entre les males contrdles et traités
(Figure 20E). Lorsque l'on s’intéresse a I'évolution individuelle de la masse grasse (Figure 20G), on
observe des effets similaires chez les males et les femelles. La prise de masse grasse ralentit a la période
d’induction des facteurs de reprogrammation et se maintient tout au long de la vie des animaux traités
sans pertes a ages tardifs. En revanche, spécifiquement chez les males, la masse maigre est également
impactée par l'induction des facteurs de reprogrammation (Figure 20H). En effet, des la fin de la période
d’induction, on observe une augmentation de la quantité de masse maigre chez les males traités par
rapport aux contrdles. Cette augmentation se maintient tout au long de la vie des animaux et s’intensifie
entre 4 et 8 mois. Ainsi, on peut supposer que les modifications des quantités de masses grasse a la
baisse et maigre a la hausse chez les individus traités se compensent et ne se ressentent pas sur la courbe

de suivi du poids.
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Figure 20 | Composition corporelle détaillée
Courbe de suivi du poids des femelles. Les résultats de masse corporelle sont exprimés en pourcentage de la

valeur initiale a 2 mois.

Composition corporelle des femelles. Les données de composition corporelle sont exprimées en pourcentage

de la masse corporelle a un age donné.

Courbe de suivi de la masse grasse au cours du temps chez les femelles. Les résultats sont exprimés en

pourcentage de la valeur individuelle a 2 mois.

Courbe de suivi de la masse maigre au cours du temps chez les femelles. Les résultats sont exprimés en

pourcentage de la valeur individuelle a 2 mois.

Courbe de suivi du poids des males. Les résultats de masse corporelle sont exprimés en pourcentage de la

valeur initiale a 2 mois.

Composition corporelle des males. Les données de composition corporelle sont exprimées en pourcentage de

la masse corporelle a un age donné.

Courbe de suivi de la masse grasse au cours du temps chez les males. Les résultats sont exprimés en

pourcentage de la valeur individuelle a 2 mois.

. Courbe de suivi de la masse maigre au cours du temps chez les males. Les résultats sont exprimés en

pourcentage de la valeur individuelle a 2 mois.
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Nous avons vérifié si le seul traitement a la doxycycline dans 1’eau de boisson pouvait avoir un effet sur
la composition corporelle des animaux, indépendamment de linduction des facteurs de
reprogrammation. Pour ce faire, nous avons utilisé des animaux progériques non reprogrammables,
c’est-a-dire présentant seulement une copie de la mutation G609G dans le gene Lmna, sans présenter les
transgenes 4F et rtTA, soit de génotype LmnaG®¢* rtTA®+* 4F+*. Ainsi, ces animaux ont suivi le méme
protocole d’induction transitoire précoce, a savoir 16 jours de traitement a la doxycycline a 0,5 mg/mL
dans I'eau de boisson a 2 mois, et nous avons suivi I’évolution de leurs poids et composition corporelle
au cours du temps. Chez les femelles comme chez les males, nous n’avons observé aucune différence
significative que ce soit sur 'évolution des poids, des masses grasse ou maigre (Figure 21A, B). Ces
résultats confirment que les modifications corporelles observées chez nos animaux progériques
reprogrammables (3He) ne sont pas dues au traitement a la doxycycline en lui-méme mais bien a

I'activation des facteurs de reprogrammation que ce traitement provoque.
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Figure 21 | Suivi de la composition corporelle danimaux progériques non reprogrammables traités a la doxycycline

A. Courbe de suivi du poids, des masses grasse et maigre de femelles progériques non reprogrammables
(LmnaGoo9G/+ rtTA+/* 4F+/*) traitées ou non a la doxycycline a 0,5 mg/mL dans 1’eau de boisson pendant 16 jours
a 2 mois.

B. Courbe de suivi du poids, des masses grasse et maigre de males progériques non reprogrammables
(LmnaGoo9G/+ rtTA*/+ 4F+/*) traitées ou non a la doxycycline a 0,5 mg/mL dans I’eau de boisson pendant 16 jours
a 2 mois.
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Compte tenu des différences importantes observées sur la masse et la composition corporelle, nous nous
sommes intéressés a la prise alimentaire afin de savoir si celle-ci était impactée suite a I'induction des
facteurs de reprogrammation par traitement a la doxycycline et pouvait expliquer les effets observés.
Les animaux étant élevés en cages collectives tout au long du protocole, il est difficile de mesurer la
prise alimentaire individuelle. Nous avons donc estimé la prise alimentaire individuelle moyenne par
cage et par jour. Nous avons dissocié les données obtenues pendant l'induction, période pendant
laquelle les animaux traités regoivent de la doxycycline dans leur eau de boisson, de celles obtenues

apres la fin des 16 jours d’induction.

On observe que pendant la période d’induction, les animaux progériques reprogrammables (3He)
traités ont une consommation alimentaire légérement inférieure par rapport aux controles (Figure 22A).
Chez les animaux non progériques reprogrammables (2He), cet effet ne se retrouve que chez les males.
Ala fin de la période d’induction, les animaux traités comme les contrdles recoivent des biberons d’eau
similaires. On observe alors que la réduction de la prise alimentaire observée chez les animaux
progériques (3He) traités a la doxycycline se maintient chez les femelles comme chez les males (Figure
22B). Ainsi, indépendamment de la présence de doxycycline dans l’eau de boisson, I'expression des
facteurs de reprogrammation pendant 16 jours a I'dge de 2 mois induit une modification durable du
comportement alimentaire des animaux avec une diminution globale de la quantité moyenne de

nourriture consommeée quotidiennement chez les deux sexes.
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Fiqure 22 | Consommation alimentaire journaliére
A. Quantité de nourriture consommée individuellement en fonction du sexe, du génotype et du traitement
pendant la période d’induction des facteurs de reprogrammation, a savoir 16 jours a partir de 2 mois.
B. Quantité de nourriture consommée individuellement en fonction du sexe, du génotype et du traitement apres
la période d’induction des facteurs de reprogrammation, a savoir a partir de 2,5 mois.
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Il serait intéressant de regarder si cette modification de la prise alimentaire induite par une
reprogrammation transitoire précoce, provoque une modification du comportement alimentaire plus
globale, par exemple concernant la durée, la fréquence et la répartition temporelle des périodes

d’alimentation.

Lors des différentes euthanasies réalisées, I'ensemble des organes prélevés a été pesé et photographié
individuellement. Aucune différence notable n’a été constatée entre les individus controles et les
individus traités a la doxycycline quant a I’aspect macroscopique des différents organes, ni quant a leur

masse relative par rapport a la masse corporelle individuelle (Figure 23).
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Figure 23 | Masse relative des organes aux prélévements a 2,5 mois, 6 mois et 9 mois
Représentation schématique des organes d’intéréts aux prélevements et diagrammes en barres des pesées
individuelles de ces organes a 2,5 mois, 6 mois et 9 mois. Les pesées sont exprimées en pourcentage de la masse
corporelle individuelle et sont compilées pour les individus males et femelles.
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3.2.3 Etude des paramétres de ’homéostasie du glucose

Nous avons suivi la glycémie a I'état nourri des animaux tout au long du protocole (Figure 24A). Avant
induction des facteurs de reprogrammation, la glycémie postprandiale varie en moyenne entre 160
mg/dL pour les femelles et 180 mg/dL pour les males. Ces valeurs relativement élevées suggerent une
hyperglycémie qui peut s’expliquer soit par une situation de stress pour les animaux, soit par une
tendance a un phénotype diabétique. Au cours du temps, la glycémie des animaux, que ce soient les
femelles ou les males, a tendance a diminuer progressivement pour atteindre les 130-140 mg/dL lorsque
les animaux sont agés de 9 mois, ce qui correspond a une perte d’environ 20% par rapport au taux de
glucose sanguin a 2 mois. Aucune différence n’est visible entre les animaux du groupe contrdle et les
animaux induits a la doxycycline. La glycémie a également pu étre mesurée a deux ages différents, 3
mois et 7 mois, dans trois états d’alimentation différents, en postprandial, apres un jetine de quelques
heures et apres un jetine sur toute une nuit (Figure 24B). Que ce soit chez les femelles ou chez les males,
un jeine modéré de quelques heures n’a pas grand impact sur le taux de glucose sanguin, a 3 mois
comme a 7 mois. En revanche un jetine sur la nuit entiere, qui est la principale période d’alimentation
des souris, qui sont des animaux nocturnes, entraine une diminution de la glycémie de pres de moitié,
passant d’une valeur moyenne de 150 mg/dL a I’état nourri a une valeur moyenne autour de 75 mg/dL.
Comme pour la glycémie a I’état nourri, aucune différence significative n’est observable entre les

animaux contrdles et les animaux partiellement reprogrammeés.
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Figure 24 | Suivi de la glycémie apres reprogrammation transitoire précoce
A. Glycémie postprandiale au cours du temps chez les femelles (gauche) et les males (droite).
B. Comparaison des glycémies postprandiale, aprés un jetine de 4h et aprés un jeline sur la nuit entiere chez les
femelles (gauche) et les males (droite) a 3 mois (barres pleines) et a 7 mois (barres rayées).

Pour analyser plus en détails I'impact de la reprogrammation transitoire précoce sur ’'homéostasie du
glucose, nous avons réalisé des tests de résistance a I'insuline, ITT (Figure 25A) et au glucose, OGTT
(Figure 27A). Des les premiers tests de résistance a I'insuline, les souris males ont démontré une forte
insensibilité a l'insuline. En effet, on remarque que la glycémie demeure inchangée chez les animaux
males contrdles apres l'injection intrapéritonéale d'insuline a 0,75 Ul/kg alors que celle-ci devrait chuter
de fagon significative. Cette insensibilité a I'insuline chez les males controle est visible des 3 mois (Figure
25B) et reste inchangée a 7,5 mois (Figure 25C). L'induction des facteurs de reprogrammation chez les
males semble restaurer une légere sensibilité a 'insuline a 3 comme a 7,5 mois (Figure 25B, C). Quant
aux femelles, elles semblent montrer une sensibilité a 'insuline plus importante que les males a 3 et a
7,5 mois. En revanche, aux deux dges, aucune différence n’est notable entre les femelles controles et les

femelles induites a la doxycycline.
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Figure 25 | Test de tolérance a l'insuline
. Schématisation du déroulé de test de tolérance a l’insuline (ITT). Apres une injection intrapéritonéale
d’insuline a 0,75 Ul/kg sur des animaux a jeun depuis 6h, les mesures de glycémie sont faites régulierement
pendant 3 heures. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la valeur initiale individuelle.
ITT a 3 mois chez les femelles (gauche) et les males (droite).
ITT a 7,5 mois chez les femelles (gauche) et les males (droite).



En complément, nous avons réalisé des dosages plasmatiques des niveaux protéiques d’insuline
circulante (Figure 26). Les résultats indiquent une tendance non significative vers une diminution des
taux d’insuline circulante chez les femelles des la fin de I'induction (2,5 mois) et maintenue a ages tardifs
(9 mois) (Figure 26A). Chez les males, aucune différence n’est observable a 2,5 mois alors qu’une

tendance non significative a 9 mois suggere une diminution de la sécrétion d’insuline (Figure 26B).
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Figure 26 | Dosage biochimique des niveaux protéiques d'insuline plasmatique.
Les dosages ont été réalisés sur des prélevements sanguins effectués en conditions postprandiales a deux ages
différents : a 2,5 mois, soit directement a la suite des 16 jours d’induction des facteurs de reprogrammation, ainsi
qu’a des ages tardifs, soit a 9 mois. Les résultats sont présentés pour les individus femelles (A) et males (B).

Nous avons également réalisé des tests de tolérance au glucose administré par voie orale (OGTT). On
mesure ainsi la capacité a réguler la glycémie par la sécrétion pancréatique d’insuline suite a un pic
hyperglycémique (Figure 27A). A 3 mois, les femelles traitées a la doxycycline démontrent une
meilleure tolérance au glucose avec un contrdle de la glycémie plus rapide comme lillustre la
diminution de l'aire sous la courbe de la glycémie en fonction du temps, en comparaison des femelles
controles (Figure 27B). Au méme age, on n’observe aucune différence chez les individus males. A 7,5
mois, les femelles traitées et contréles montrent des réponses semblables au test de tolérance au glucose
(Figure 27C). Alors qu’a cet age chez les males, les males reprogrammés montrent une tendance a une
meilleure capacité de tolérance au glucose, bien que les résultats ne soient pas statistiquement

significatifs.
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Fiqure 27 | Test de tolérance au glucose
Schématisation du déroulé de test de tolérance au glucose par voie orale (OGTT). Aprés un gavage avec une
solution de glucose a 20% a 2 g/kg sur des animaux a jeun depuis la veille au soir, les mesures de glycémie
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OGTT a 3 mois chez les femelles (gauche) et les males (droite) et graphique en barres des aires sous la courbe.
OGTT a 7,5 mois chez les femelles (gauche) et les males (droite) et graphique en barres des aires sous la courbe.
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Enfin, nous avons réalisé des coupes histologiques des pancréas prélevés sur les animaux a 9 mois. Les
coupes ont été colorées d’abord en HES (Figure 28A). L’analyse des images n’a pas révélé de différence
quant a l'ultrastructure du tissu pancréatique apres induction des facteurs de reprogrammation. La
mesure de la surface individuelle des ilots de Langerhans dans les conditions contrdle et DOX a mis en
évidence une distribution similaire des ilots par leur taille, qui en moyenne se situe autour de 104 pm?2.
Un marquage immunohistochimique contre le glucagon sur ces mémes coupes permet de surligner les
cellules ot a I'origine de sa synthese (Figure 28B). Ces cellules se situent généralement en périphérie des
ilots, le marquage permet ainsi de les entourer facilitant leur identification. L’analyse de ces images a
permis de quantifier le nombre et la surface occupée par les ilots relativement a la surface de la coupe
pancréatique. Les quantifications n’ont révélé aucune différence sur ces parametres chez les femelles
traitées a la DOX par rapport aux contrdles a 9 mois. Chez les males, seule une diminution du nombre
d’ilots par mm? de tissu est notable chez les animaux reprogrammeés par rapport aux animaux controles.
Cette diminution du nombre relatif ne s’accompagne pas d'une modification significative de la surface

totale relative occupée par les ilots.
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Figqure 28 | Histologie du pancréas a 9 mois

A. Histologie du pancréas des animaux a 9 mois, coloration hématoxyline éosine safran (HES). Mesure de la
surface des ilots de Langerhans par tracé manuel dans NDPview.

B. Histologie du pancréas des animaux a 9 mois, marquage immunohistochimique contre le glucagon. Les ilots
de Langerhans sont indiqués par les fleches noires. Les diagrammes en barres représentent de gauche a droite
le nombre d’ilots par surface tissulaire et leur surface relative par rapport a la surface de la coupe pour les
individus femelles et males.

141




Dans lI'ensemble, ces résultats indiquent que la reprogrammation transitoire partielle précoce ne
présente qu'un faible impact sur les parametres de '’homéostasie du glucose. De plus, il semble que le
modele animal que nous étudions présente des anomalies notamment quant a sa sensibilité a I'insuline
et un potentiel contexte diabétique, ce qui remet en question la pertinence de ce modele et des résultats

obtenus pour I'étude de ces parametres dans le contexte de la reprogrammation transitoire in vivo.

3.2.4 FEtude de la formulation sanguine et du profil inflammatoire circulant

Nous avons réalisé la numération de la formule sanguine des animaux contrdles et induits a la
doxycycline juste a la fin de la période d’induction (2,5 mois) et a 'dge de 6 mois. Dans I'ensemble, les
résultats a 2,5 mois n’ont pas révélé de différentiel entre les conditions contrdle et doxycycline quant
aux concentrations globales en globules blancs, rouges et en plaquettes (Figure 29, barres pleines). Bien
que n’étant pas significative, on peut noter chez les males une tendance a I'laugmentation du taux de
globules blancs a la suite de l'induction des facteurs de reprogrammation. Cette hyperleucocytose
pourrait s’expliquer par une réaction inflammatoire suite a 'administration de doxycycline et/ou

I’expression des facteurs de reprogrammation.

A 6 mois, on observe peu de variations des taux de globules blancs chez les femelles, que ce soit en
comparaison avec les données a 2,5 mois ou entre les conditions controles et traitées. En revanche chez
les males, on observe une diminution de la concentration en globules blancs d’environ 30% a 6 mois,
passant de 6.10° globules/mm? chez les controles a 4.10° globules/mm? chez les traités. Concernant les
globules rouges, on observe une nette augmentation de leur concentration chez les femelles controles
avec l'age, passant de 5.10° a plus de 10.10° unités/mm?. Cette augmentation chronologique semble
ralentie chez les femelles traitées, qui présentent une concentration inférieure aux femelles controles a
6 mois. Chez les males, on observe également une augmentation des taux de globules rouges avec I’age,
cependant le traitement a la doxycycline ne semble pas prévenir cette augmentation. Enfin, en ce qui
concerne les concentrations plaquettaires, on observe une nette diminution de pres de 50% de leur taux
chez les femelles controles entre 2,5 et 6 mois. Cette perte de plaquette ne s’observe pas chez les males
traités avec un maintien de leur taux entre 2,5 et 6 mois. Aussi une nette augmentation du taux de

plaquette est visible chez les femelles traitées par rapport aux controles a 6 mois. Une fois de plus, ce

phénomene ne se reproduit pas chez les individus males.

En résumeé, il semblerait que I'induction transitoire précoce des facteurs de reprogrammation aurait peu
d’effets immédiats sur les populations cellulaires sanguines, hors une tendance vers une augmentation

transitoire des globules blancs chez les males. Mais elle permettrait a long terme de prévenir
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spécifiquement chez les femelles, 'augmentation des globules rouges liée a 1'age et également de

prévenir une diminution liée a 'dge de la concentration plaquettaire.
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Figure 29 | Evolution de la numération de la formule sanguine entre 2,5 mois et 6 mois
A. Concentrations en globules blancs apres induction des facteurs de reprogrammation a 2,5 mois et a 6 mois.
B. Concentrations en globules rouges apres induction des facteurs de reprogrammation a 2,5 mois et a 6 mois.
C. Concentrations en plaquettes apres induction des facteurs de reprogrammation a 2,5 mois et a 6 mois.

Sur les prélevements a 2,5 mois, nous avons pu obtenir la numération de la formule sanguine détaillée
(Figure 30). Ainsi, parmi les globules blancs, on n’observe pas de modification des différentes
proportions de lymphocytes, granulocytes, monocytes et polynucléaires éosinophiles chez les deux
sexes a la suite de l'induction de l'expression des facteurs de reprogrammation (Figure 30A).
Concernant les plaquettes, le volume plaquettaire moyen n’est pas plus impacté que la concentration
de celles-ci (Figure 30B). Les différents parametres associés aux globules rouges, a savoir la
concentration en hémoglobine, 'hématocrite, le volume globulaire moyen, la teneur corpusculaire
moyenne, la concentration globulaire moyenne en hémoglobine, et enfin I'indice de distribution des

globules rouges sont stables entre conditions contrdle et traitée pour les deux sexes.

Suite a un incident technique sur la machine lors de I'analyse des prélevements a 6 mois, nous n’avons
pas pu obtenir ces parametres détaillés. Les analyses de formulation sanguine se font le jour méme a

partir de sang fraichement prélevé. Or I'expérience a 6 mois avait été prévue la veille des euthanasies.
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Le temps d’obtenir les résultats de NFS, il n’était donc malheureusement pas possible de réitérer

I'expérience avant les sacrifices.
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Figure 30 | Numération de formule sanguine (NFS) détaillée a 2,5 mois
A. Parametres de la numération sanguine relatifs aux globules blancs : concentration et proportions relatives en
lymphocytes, granulocytes, monocytes et éosinophiles polynucléaires.
B. Parametres de la numération sanguine relatifs aux plaquettes : concentration et volume plaquettaire moyen.
C. Parametres de la numération sanguine relatifs aux globules rouges : concentration totale, en hémoglobine,
hématocrite, volume globulaire moyen, teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine, concentration
globulaire moyenne en hémoglobine, et indice de distribution.
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L’existence d'un lien entre vieillissement et sénescence (Lopez-Otin et al, 2013), et entre
reprogrammation in vivo et sénescence (Abad et al., 2013; Chiche et al., 2017; Mosteiro et al., 2016), nous
a amenés a nous intéresser a la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires circulants suite a notre
protocole de reprogrammation transitoire précoce. Ainsi, a partir de plasma prélevé sur des individus
femelles et males, juste apres les 16 jours d’induction des 4F (2,5 mois), a 6 mois et a 9 mois, nous avons
quantifié 31 cytokines dont certaines sont apparentées au phénotype sécrétoire associé a la sénescence

(SASP).

La Figure 31A présente les résultats des trente-et-uns dosages de cytokines a chaque age pour tous les
échantillons individuellement sous forme de classification non hiérarchisée. Les données en bleu et en
rouge indiquent respectivement une diminution ou une augmentation de la quantification par rapport
a la moyenne du groupe contrdle pour un sexe donné. Globalement, on observe une augmentation des
niveaux de présence d'une grande partie des cytokines testées chez les males a 2,5 mois. Ce différentiel
est bien moins marqué chez les femelles au méme age, bien que lorsque qu’on s’intéresse
individuellement aux cytokines présentant un différentiel de quantification a 2,5 mois chez les deux
sexes, on dénombre 6 cytokines dont les résultats sont statistiquement significatifs (Figure 31B). Il s’agit
chez les femelles, des cytokines LIX et MCP-1 dont la présence est significativement renforcée chez les
animaux traités par rapport aux contrdles. Chez les males, IL-1a et LIX sont régulés a la hausse alors
qu’IL-10, IL-17 et MIP-1a le sont a la baisse chez les animaux traités par rapport aux controles. L'unique
point commun aux femelles et aux males est donc la cytokine LIX, aussi connue sous le nom de CXCL5.
Elle est décrite comme associée a l’activation et a la migration des neutrophiles, mais semble aussi jouer

un role dans la maintenance des cellules souches hématopoiétiques (Choong et al., 2004).

A 6 mois comme a 9 mois, le profil des cytokines plasmatiques est similaire quels que soient le traitement
et le sexe (Figure 31A). Ces résultats indiquent que 'activation des facteurs de reprogrammation de
fagon précoce induit un léger phénotype pro-inflammatoire mais que celui-ci n’est pas maintenu a des
ages plus tardifs. Enfin, a 9 mois, I'induction des facteurs de reprogrammation précoce ne semble pas
montrer d’effets bénéfiques sur les niveaux de cytokines inflammatoires circulantes, dont certaines
cytokines du phénotype sécrétoire associé a la sénescence pourtant décrites pour participer activement

au phénotype du vieillissement.
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Fiqure 31 | Profil inflammatoire circulant apres reprogrammation transitoire précoce
A. Classification non hiérarchisée des niveaux protéiques des cytokines plasmatiques chez les individus femelles
et males, juste aprés l'induction (2,5 mois), a 6 mois et a 9 mois.
B. Graphiques en barres des principales cytokines différentiellement secrétées chez les femelles et/ou les males
apres 'induction des facteurs (2,5 mois).

3.2.5 Etude du métabolisme respiratoire in vivo

L’étude des échanges gazeux chez I’animal, a savoir la consommation de dioxygene et la production de
dioxyde de carbone, permet de prédire le métabolisme global que I’organisme utilise pour produire son
énergie. On peut alors déterminer un ratio d’échange respiratoire, ou RER, en rapportant la production
de dioxyde de carbone a la consommation en dioxygene. Sa valeur fluctue entre 0,7 et 1 en fonction de
la source énergétique. En effet, dans le bilan global de la glycolyse pour la conversion d'une molécule
de glucose en ATP, six molécules de dioxygene sont consommeées et six molécules de dioxyde de
carbone sont produites, ce qui donne donc un ratio d’échange respiratoire (RER) égal a 1. Lorsque

I’organisme utilise plutot les acides gras pour produire son énergie, le RER diminue alors autour de 0,7.
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Par exemple, I'oxydation d’une molécule d’acide palmitique requiert 23 Oz et produit 16 COz. Une
valeur de RER intermédiaire autour de 0,8 indique une source mixte de carbohydrates et d’acides gras

pour la production énergétique.

Nous avons donc suivi pendant 24 h les échanges respiratoires d’individus isolés femelles (Figure 32)
et males (Figure 34) a 3 mois, 5 mois et 7 mois. On observe une augmentation du volume d’oxygene
consommé pendant 24h chez les femelles traitées par rapport au contrdle, quel que soit leur age (Figure
32A). Ce différentiel est d’autant plus visible sur la période nocturne lors de laquelle les animaux sont
actifs. Dans 1’ensemble, le volume respiratoire moyen diminue avec I’avancée en age chez les femelles
contrdles (Figure 32C). Cette tendance est ralentie chez les femelles traitées grace a 1’augmentation
constante du volume respiratoire. Si le ratio d’échange respiratoire est identique a 3 mois, il est en
revanche, significativement augmenté a 5 et 7 mois chez les femelles traitées par rapport aux contrdles
(Figure 32B). Si on suit I'évolution de ce ratio, on remarque qu’a 3 mois il se situe entre 0,85 et 0,90
indiquant un métabolisme mixte a base de carbohydrates et d’acides gras (Figure 32D). Chez les
femelles contrdles, il reste stable autour de ces valeurs a 5 mois puis augmente tardivement, traduisant
un métabolisme de plus en plus basé sur les glucides. De fagon assez surprenante, cette transition
s’opere plus précocement chez les femelles traitées, pour lesquelles une augmentation du RER est visible
des 5 mois. Le calcul de la dépense énergétique indique une tendance vers une augmentation chez les
males traités a 3 et 5 mois, maintenue a 7 mois bien qu’amoindrie (Figure 32E). Cette augmentation de
la dépense énergétique est indépendante des processus de thermogénese, bien que ceux-ci représentent
une part majoritaire de la dépense énergétique globale chez la souris, puisque la température corporelle
des animaux est en moyenne stable au cours du temps et identique pour les deux groupes (Figure 33A).
Enfin, la mesure de la prise alimentaire sur les 24 h de tests ne révele aucune différence entre les femelles

controles et les femelles traitées quel que soit leur age (Figure 32F).
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Figure 32 | Métabolisme respiratoire in vivo des femelles

Courbes de suivi de la consommation de dioxygene individuelle sur 24h a 3, 5 et 7 mois.

Courbes de suivi du ratio d’échange respiratoire (RER) individuel sur 24h a 3, 5 et 7 mois. Le RER représente
le ratio entre le volume de CO: expiré et le volume d’O:z inspiré.
Diagramme en barres du volume de dioxygene moyen sur une période de 24h a 3, 5 et 7 mois.

Diagramme en barres du RER moyen sur une période de 24h a 2, 5 et 7 mois.

Diagramme en barres de ’estimation de la dépense énergétique individuelle rapportée a la masse de chaque
individu en kcal pour 100 g de masse corporelle sur une période de 24 h a 3, 5 et 7 mois.

Diagramme en barres de la mesure de la prise alimentaire individuelle sur la période de 24h pendant laquelle
les mesures ont été réalisées.
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Figure 33 | Suivi de la température corporelle

Courbes de suivi de la température corporelle mesurée par voie rectale tout au long du protocole chez les
individus femelles (A) et males (B).

Chez les males, on observe également une augmentation du volume respiratoire chez les individus
traités par rapport aux contrdles quel que soit 'age (Figure 34A). Parallelement, on observe une tres
nette augmentation du ratio d’échange respiratoire a 5 et 7 mois (Figure 34B). Contrairement a ce qui se
passe chez les femelles, le RER semble en moyenne diminuer avec I'avancée en age chez les individus
contrdles (Figure 34D). Le traitement a la doxycycline semble permettre de maintenir le RER au cours
du temps a sa valeur initiale de 0,9, indiquant ainsi le maintien d’un métabolisme préférentiellement
basé sur les sucres tout au long de la vie des individus. La dépense énergétique semble tendre vers une
légere augmentation chez les individus traités (Figure 34E), toujours indépendamment de I'apport pour
le maintien de la température corporelle (Figure 33B). Enfin en ce concerne I'apport alimentaire pendant
les 24 h du test, aucune différence significative n’est notable bien qu'une tendance s’initie a 5 mois et
persiste a 7 mois vers une augmentation de la prise alimentaire chez les individus traités a la doxycycline
(Figure 34F). Ces résultats ne concordent pas avec les estimations de la prise alimentaire individuelle
moyenne présentées en Figure 22 mais ils résultent de deux méthodes d’analyse différentes. Ici, on
mesure la prise alimentaire individuelle sur 24 h dans des conditions d’hébergement atypiques, qui sont
potentiellement stressante pour 1’animal et peuvent donc influer sur son comportement. Dans ce cadre,
cette donnée nous permet d’estimer 1'apport calorique des animaux et de prendre en compte le

différentiel le cas échéant pour l'interprétation des mesures de dépense énergétique.
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Figure 34 | Métabolisme respiratoire in vivo des miiles
Courbes de suivi de la consommation de dioxygene individuelle sur 24h a 3, 5 et 7 mois.
Courbes de suivi du ratio d’échange respiratoire (RER) individuel sur 24h a 3, 5 et 7 mois. Le RER représente

le ratio entre le volume de CO: expiré et le volume d’O:z inspiré.

Diagramme en barres du volume de dioxygene moyen sur une période de 24h a 3, 5 et 7 mois.

Diagramme en barres du RER moyen sur une période de 24h a 2, 5 et 7 mois.

Diagramme en barres de I’estimation de la dépense énergétique individuelle rapportée a la masse de chaque
individu en kcal pour 100 g de masse corporelle sur une période de 24 h a 3, 5 et 7 mois.

Diagramme en barres de la mesure de la prise alimentaire individuelle sur la période de 24h pendant laquelle

les mesures ont été réalisées.
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3.2.6 Etude du tissu adipeux brun (BAT)

Le tissu adipeux brun est principalement impliqué dans les mécanismes de thermogénese, permettant
de maintenir la température corporelle de I’organisme par la lipolyse de ses adipocytes. Par rapport au
tissu adipeux blanc, il est enrichi en mitochondries et contient de nombreuses gouttelettes lipidiques

plus petites.

Bien que le suivi de la température corporelle n'ait pas révélé de différences suite a l'induction
transitoire précoce de I'expression des facteurs de reprogrammation (Figure 33), nous avons analysé les
coupes histologiques du tissu adipeux brun a la fin du protocole d’induction, soit 2,5 mois, et a ages
tardifs, 9 mois (Figure 35). La multitude de gouttelettes lipidiques et leur petit diametre rendant
complexe leur individualisation et la mesure de leur diametre, nous avons réalisé une analyse globale
du contenu lipidique. Pour ce faire, al’aide du logiciel Image], nous avons converti les images en binaire
et quantifié les pixels blancs, correspondant au contenu lipidique, et les pixels noirs, correspondant aux
membranes et noyaux cellulaires. Ainsi en calculant la proportion de pixels blancs correspondant aux

lipides par rapport a I’ensemble des pixels, nous avons pu déterminer globalement le contenu lipidique.
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Figure 35 | Histologie du tissu adipeux brun (BAT)
Quantification du contenu lipidique du tissu adipeux brun des femelles (A) et des males (B) a 2,5 et 9 mois.
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Dans 'ensemble, on n’observe pas de différences dans les valeurs de pourcentage de contenu lipidique
moyen par individu, quel que soient le sexe et 'dge. L'induction transitoire précoce des facteurs de
reprogrammation ne semble donc pas montrer d’impact majeur sur le tissu adipeux brun ni sur les
processus de thermogénese. Bien entendu, des analyses plus fines quant au contenu lipidique détaillé
des adipocytes, ainsi qu’au profil transcriptomique et au méthylome du tissu adipeux brun, pourraient

révéler des effets de I'induction des facteurs de reprogrammation et des signatures spécifiques.

3.2.7 Etude du tissu adipeux blanc (WAT)

Compte tenu des effets observés sur la composition corporelle et en particulier sur 1'évolution apres
induction des facteurs de reprogrammation de la masse grasse, principalement représentée par les
tissus adipeux, nous avons prété une attention toute particuliere a 1'étude du tissu adipeux blanc. Le
tissu adipeux blanc est un organe de stockage énergétique. Sous contrdle hormonal pancréatique, les
adipocytes stockent ou libérent le contenu de leur gouttelette lipidique afin de répondre a la demande
énergétique de I'organisme. Longtemps limité a ce réle de stockage, il est aujourd’hui admis que le tissu
adipeux blanc est également un organe endocrine capable de réguler la balance énergétique grace a la

sécrétion d’hormones et de métabolites (Trayhurn and Beattie, 2001).

L’analyse des coupes histologiques de tissu adipeux blanc en coloration HES a permis de mettre en
évidence une variation dans la taille médiane des adipocytes le constituant, spécifiquement chez les
femelles (Figure 36). En effet, la mesure des adipocytes directement a la suite de la période d’induction
des facteurs de reprogrammation, c’est-a-dire a 2,5 mois, ne révele aucune différence de taille ni chez
les femelles ni chez les males (Figure 36A). Ces résultats correlent avec les résultats de composition
corporelle qui ne montrent qu’une faible différence sur la masse grasse brute juste a la fin de la période
de traitement (Figure 20B, D). A 6 mois, lorsque le différentiel de composition corporel est maximal, les
adipocytes des femelles traitées présentent une surface presque 2 fois inférieure par rapport celle des
contrdles (Figure 36B). Alors que chez les males, bien que le différentiel de composition corporelle existe
également, aucune différence n’est notable quant a I’aire médiane des adipocytes. Enfin, a ages tardifs,
les femelles traitées montrent toujours des adipocytes réduits par rapport aux femelles controles, bien
que le différentiel de composition corporelle soit atténué par rapport a celui a 6 mois (Figure 36C). Chez
les males, on ne remarque toujours aucune différence. Si on s’intéresse a I'évolution de la taille des
adipocytes avec l'avancée en adge, on remarque que celle-ci concorde avec les modifications de
composition corporelle précédemment décrites avec une augmentation entre 2,5 et 6 mois puis une
diminution entre 6 et 9 mois. Ceci nous permet indirectement de valider notre méthode d’analyse et de

mesure du tissu adipeux blanc.



La modification du profil des adipocytes chez les femelles traitées suggere deux mécanismes qui ne sont
pas nécessairement contradictoires, soit une augmentation de la lipolyse soit une diminution de la
lipogenese. Autrement dit, I'induction des facteurs de reprogrammation semble impacter le stockage

et/ou la consommation des lipides.
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Figure 36 | Histologie du tissu adipeux blanc (WAT)
Les diagrammes en barres représentent la valeur de I’aire médiane des adipocytes pour chaque individu, mesurée
dans Image] a 2,5 mois (A), 6 mois (B) et 9 mois (C). Les coupes en HES illustrent les résultats présentés.

Nous avons donc exploré la piste des lipides circulants et quantifié les niveaux de lipides et de
lipoprotéines dans le plasma des animaux prélevés a 2,5, 6 et 9 mois (Figure 37). Chez les femelles
traitées, directement a la suite de la période d’induction, on remarque par comparaison aux controles
une diminution des acides gras libres (non esterified fatty acid NEFA) qui se maintient a 6 mois (Figure
37A). A 6 mois, on note également une diminution du taux de cholestérol total sans variation des taux
de LDL et HDL, ainsi qu'une diminution des triglycérides sanguins. Le cholestérol et les triglycérides,
lorsque leurs taux sont élevés, représentent I'un des facteurs de risque les plus importants vis-a-vis des
maladies cardiovasculaires. De plus, les acides gras libres constituent une source métabolique
importante pour de nombreux tissus. La diminution de leurs taux circulants associée a une diminution
des taux de leur forme de stockage adipocytaire, les triglycérides, et a une réduction du volume des
adipocytes et de la masse grasse semble indiquer que, chez les femelles traitées a la doxycycline, une
transition métabolique s’est opérée a 6 mois et tend vers une diminution du stockage lipidique. Chez
les méles, on observe une augmentation transitoire du cholestérol et des lipoprotéines de haute densité

(HDL) a la suite de I'induction de I'expression des facteurs de reprogrammation (Figure 37B). Le HDL

a1

(68)



est considéré comme le « bon cholestérol » permettant de capter le cholestérol sanguin en exces et de le
transporter vers le foie pour son élimination via la bile. Ces modifications du bilan lipidique ne

persistent pas a 6 et a 9 mois, ages auxquels les bilans sont similaires chez les males traités et les males

controles.
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Figure 37 | Dosage des lipides plasmatiques
Quantification des niveaux protéiques de cholestérol, lipoprotéines de basse (LDL) et de haute (HDL) densité, des

triglycérides et des acides gras libres (NEFA) dans le plasma des animaux femelles (A) et males (B) a 2,5 mois, 6
mois et 9 mois.

Afin d’essayer d’analyser plus en détails la transition indéniable s’opérant au niveau du tissu adipeux
blanc, nous avons mis en place une étude des niveaux d’expression d'un ensemble de genes
présélectionnés par nos soins. Parmi les genes choisis, on retrouve, entre autres, des genes liés a la
pluripotence, des genes liés aux voies de la sénescence et de I'inflammation, des genes du métabolisme
cellulaire, des genes des voies de 'autophagie et des voies de réponses cellulaires aux stress, ainsi que
des adipokines (Voir détail en Tableau 8). Cette expérience a été réalisée a I'aide du systéme Biomark™
et de leurs circuits fluidiques intégrés (IFCs) permettant de réaliser des PCR quantitatives en

microfluidique sur un grand nombre d’échantillons et contre un large panel de cibles géniques.

La Figure 38 illustre les résultats obtenus sous forme de classification non hiérarchisée des échantillons
et des cibles. Les résultats ont été analysés selon la méthode du 2-42¢t. La couleur bleue indique une
valeur inférieure a 1, traduisant une diminution de 'expression d’un gene donné par rapport a la valeur
moyenne des échantillons contrdles dont I'intensité est relative a celle de la couleur. Par opposition, la

couleur rouge indique une valeur supérieure a 1 traduisant une augmentation de 1’expression relative



du gene. Ces graphiques proposent une représentation visuelle globale des résultats mais ne reposent
sur aucune analyse statistique et ne permettent donc pas d’interprétation précise. Globalement, on
observe qu’a deux mois, les profils sont relativement similaires pour les deux sexes entre les individus
contrdles et traités, hormis une fraction qui ressort en rouge vif sur le haut de la classification qui
correspond aux facteurs de reprogrammation fortement exprimés chez les individus induits par la
doxycycline. A 6 mois, les observations sont semblables, peu de différentiel pour les deux sexes entre
les individus traités et les controles (Figure 38B). D’ailleurs, les figures a 2,5 mois et a 6 mois se
ressemblent beaucoup. En revanche, aux ages tardifs, ici a 9 mois, on remarque un profil d’expression
différentiel tres net chez les femelles traitées par rapport aux contrdles avec dans 1’ensemble une
surexpression des génes ciblés (Figure 38C). Ce différentiel ne se retrouve pas chez les males chez qui

le profil est assez similaire pour tous les individus agés, traités ou non.
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Figure 38 | Profil transcriptomique du tissu adipeux blanc
Classification non hiérarchisée des niveaux d’expression de 95 genes présélectionnés dont les résultats ont été
obtenus par RT-qPCR en microfluidique a partir des échantillons de tissu adipeux blanc prélevés a 2,5 mois (A),
6 mois (B) et 9 mois (C).

Nous allons revenir plus en détails sur les profils d’expression des genes liés a la sénescence, a savoir
ici pl6, p19Arf, p21 et p53. Dans le tissu adipeux blanc, nous n’observons aucune modification des
niveaux d’expression de ces genes chez les deux sexes, que ce soit directement a la suite de I'induction
des facteurs de reprogrammation (Figure 39A, D) ou a 6 mois (Figure 39B, E). A 9 mois, alors que chez
les males, les profils restent constants, chez les femelles, on observe une augmentation significative des

quantités de transcrits associés a p21 et p53. La surexpression de p21 et p53, indépendamment de p16,
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pourrait suggérer une activation du cycle cellulaire et/ou des voies de réparation plutdt qu’une
augmentation de la sénescence. Ces résultats ont été confirmés par 1’absence de différentiel de I'intensité
de coloration lors de tests de I'activité SA-B-Galactosidase sur des prélevements frais de tissus adipeux

blancs immergés dans la solution de coloration.
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Fiqure 39 | Niveaux d’expression relatifs de genes associés a la sénescence dans le tissu adipeux blanc (WAT)
Analyses par RT-qPCR en microfluidique de genes liés a la sénescence : p16 — p19Arf — p21 et p53. Les données
ont été obtenues a partir des extractions de tissu adipeux blanc a 2,5 mois (A, D), 6 mois (B, E) et 9 mois (C, F).

Parmi les genes criblés, nous avions sélectionné des genes relatifs au métabolisme cellulaire dont la
respiration mitochondriale avec NADPH Dhase, SDHA, CytC oxydase et ATP synthase, la 3-oxydation
des acides gras avec mCAD et CPT2, la thermogénese avec UCP1, et enfin la voie de signalisation de
PGC-1a impliquée dans la biogénese mitochondriale avec PGC-1a lui-méme, Tfam, NRF1, NFR2 et
SOD2 ainsi qu'un transporteur des acides gras CD36. De plus, le gene d'une protéine constitutive de la
membrane mitochondriale TOMM?20 a également été étudié. Ici, nous ne présenterons que les données
détaillées pour les individus femelles. Cependant une analyse similaire a été réalisée pour les
échantillons males mais n’a révélé aucun différentiel sur 'ensemble de ces marqueurs quel que soit

I'age.

A 2,5 mois, soit directement a la suite de I'induction des facteurs de reprogrammation, on n’observe pas
de modification globale du profil métabolique du tissu adipeux blanc chez les femelles, a I’exception de
Tfam et NRF1 qui sont légerement régulés a la baisse avec le traitement a la doxycycline (Figure 40A).

La situation est similaire a 6 mois avec peu d’impact sur les genes du métabolisme, a I’exception cette



fois de NRF1 et NRF2, de nouveau régulés a la baisse (Figure 40B). En revanche a 9 mois, on observe
une transition métabolique majeure avec une activation de la quasi-totalité des genes étudiés (Figure
40C). Ces résultats suggerent une activation métabolique du tissu adipeux blanc chez les femelles aux
ages tardifs, avec la stimulation de nombreuses voies métaboliques dont la chaine de transport des

électrons, la biogénese mitochondriale ainsi que le métabolisme des lipides.
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Figure 40 | Niveaux d’expression de génes associés au métabolisme cellulaire dans le WAT des femelles
Analyses par RT-qPCR en microfluidique de genes liés aux mitochondries (TOMM20), a la chaine respiratoire
mitochondriale (NAPDH Dhase, SDHA, CytC ox, ATP synthase), a la p-oxydation des acides gras (mCAD, CPT2),
a la thermogénese (UCP1), et a la voie de signalisation liée a PGCla (PGCla, Tfam, NRF1, NRF2, SOD2) ainsi que
le transporteur des acides gras CD36. Les données ont été obtenues a partir des extractions de tissu adipeux blanc
chez les femelles a 2,5 mois (A), 6 mois (B) et 9 mois (C).

N



La quantification du ratio d’ADN mitochondrial par rapport a I’ADN nucléaire n’a révélé aucune
différence, indépendamment du sexe et de I'age (Figure 41). Ceci suggere que l'induction des facteurs
de reprogrammation n’a pas d’impact sur la quantité de mitochondries présentes dans le tissu adipeux
blanc des individus. Ainsi les changements métaboliques observés quant aux effecteurs de la chaine
respiratoire mitochondriale, ne sont pas dus a une augmentation du nombre de mitochondries mais

bien a une stimulation du régime métabolique de celles-ci.
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Figure 41 | Quantification du contenu mitochondrial dans le tissu adipeux blanc
Quantification par qPCR du ratio d”ADN mitochondrial par rapport a I’ADN nucléaire dans le tissu adipeux blanc
des femelles et des males a 2,5 mois (A), 6 mois (B) et 9 mois (C).

Nous avons également exploré certains mécanismes dont les implications dans les phénomeénes de
vieillissement et de longévité sont largement décrites. Parmi eux, 'autophagie qui est essentielle au
maintien de I’'homéostasie cellulaire et a I'élimination des dommages cellulaires (Galluzzi et al., 2017).
Ainsi, nous avons analysé les niveaux d’expression des transcrits de cinq protéines relatives a
I'autophagie : ATG3, ATG5, ATG6, ATG7 et ATGS, aussi connue sous le nom de LC3 (Figure 42).
L’analyse du tissu adipeux blanc des femelles a 3 mois n’a révélé aucun différentiel entre les conditions
contrdle et traitée (Figure 42A). A 6 mois, les niveaux d’expression d’ATGS3, 6 et 7 sont significativement
diminués dans les échantillons traités par rapport aux controles (Figure 42B). Enfin aux ages tardifs, on
observe une surexpression globale d’ATG3, 5, 7 et 8 dans les conditions traitées par rapport aux
contrdles (Figure 42C). Ce dernier résultat suggeére une stimulation globale des mécanismes
autophagiques aux ages tardifs chez les femelles, qui pourrait permettre une diminution des dommages
intracellulaires s’accumulant au cours du vieillissement. On peut émettre I'hypothese que
I'augmentation de ces acteurs a 6 mois dans les échantillons contrdles corresponde a I'activation des
voies de maintien de I'homéostasie face a une augmentation précoce des dommages cellulaires,
phénomene qui serait retardé aux ages tardifs pour les échantillons traités. Cette hypothése semble étre

confirmée par l'analyse individuelle non normalisée des niveaux d’expression des transcrits aux
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différents ages. Une analyse plus approfondie est en cours pour déterminer plus précisément les
cinétiques d’expression. Les données obtenues dans les échantillons de tissu adipeux blanc male ne sont
pas présentées ici, mais ont été analysées et ne présentent aucun différentiel pour ces mémes genes a
tous les ages. Une fois de plus, ceci semble indiquer que la signature d’une reprogrammation transitoire

précoce dans le tissu adipeux blanc est spécifique du sexe.
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Fiqure 42 | Niveaux d’expression de génes associés a I'autophagie dans le WAT des femelles
Analyses par RT-qPCR en microfluidique de genes liés a I’autophagie : ATG3, ATG5, ATG6, ATG7 et ATGS. Les
données ont été obtenues a partir des extractions de tissu adipeux blanc chez les femelles a 2,5 mois (A), 6 mois
(B) et 9 mois (C).

Parmi les mécanismes impliqués dans les processus de vieillissement, nous nous sommes également
intéressés au mécanisme de la réponse au stress. Ainsi nous avons étudié les niveaux d’expression
relatifs de différents effecteurs de cette voie, tels que SOD1, GPX2, certaines protéines de la famille FOX
(FOXOL1 et 3), de la famille des sirtuines (SIRT1 et 6) et de I'histone désacétylase HDAC6 (Figure 43).
Les résultats révelent de nouveau que le tissu adipeux blanc des femelles est principalement impacté
aux ages tardifs. Ainsi, a 9 mois, une surexpression de SOD1 et GPX2 est notable (Figure 43C). Ces
résultats suggerent une stimulation de la réponse au stress oxydant, permettant ainsi, couplée a la
stimulation autophagique, une amélioration des systéemes de protection et de maintien de ’homéostasie

cellulaire et donc potentiellement une amélioration de la physiologie cellulaire.
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Fiqure 43 | Niveaux d’expression de genes associés a la réponse au stress oxydant dans le WAT des femelles
Analyses par RT-qPCR en microfluidique de geénes impliqués dans la réponse au stress oxydant : la superoxyde
dismutase (SOD1), la glutathion peroxydase (GPX2), la famille des protéines FOX (FOXO1, FOXO3), des sirtuines
(SIRT1, SIRT6) et des histone désacétylase (HDACH6). Les données ont été obtenues a partir des extractions de tissu
adipeux blanc chez les femelles a 2,5 mois (A), 6 mois (B) et 9 mois (C).

Parmi les genes cibles, nous avions également sélectionné GDF11 pour ses propriétés comme facteur de
jouvence (Egerman and Glass, 2019). Etonnamment, nous avons détecté une forte expression de
I’ARNm de GDF11 dans les échantillons de tissu adipeux blanc a 9 mois des femelles traitées alors que
celui-ci était indétectable dans les échantillons controles (Figure 44A). Katsimpardi et al. ont démontré
récemment que des injections systémiques de GDF11 induisaient un phénotype similaire a celui induit
par la restriction calorique grace a la sécrétion d’adiponectine (Katsimpardi et al., 2020). C’est pourquoi
nous nous sommes intéressés a la sécrétion des adipokines par le tissu adipeux et en particulier a
I’adiponectine. Cependant, les dosages dans les prélevements de plasma des individus femelles, que ce
soit a 2,5, 6 ou 9 mois, n"ont révélé aucune différence significative entre les conditions traitées et
contrdles (Figure 44B). La tendance, bien que non significative, indiquait méme plutdt une diminution
des taux d’adiponectine circulante aux ages tardifs. Les résultats obtenus par dosage protéique ont été
confirmés par les transcrits dont les niveaux d’expression relatifs ne varient pas a 2,5 et 6 mois (Figure
44C). Enfin, de fagon surprenante, des variations ont été remarquées sur une autre adipokine, la leptine.
En effet, a 2,5 mois une nette augmentation, de 2 a 3 fois, des transcrits de la leptine a été observée chez
les femelles traitées. A 6 mois en revanche, on observe une tendance inverse, a la limite de la
significativité, avec une diminution de plus de moitié du nombre de transcrits de la leptine. La leptine
est généralement considérée comme ’hormone de la satiété. Son augmentation a la suite de I'induction
des facteurs de reprogrammation semble cohérente avec la modification du comportement alimentaire
précédemment décrite (Figure 22). D'un point de vue métabolique, la leptine induit une lipolyse et
inhibe la lipogenése permettant ainsi une réduction de la masse grasse (Harris, 2014), ce qui est

également conforme avec nos observations sur la composition corporelle. Enfin, la tendance vers une
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diminution de la leptine pourrait a contrario permettre la stabilisation de la masse grasse a 6 mois,

participant ainsi a la prévention de la perte de poids observée chez les contrdles aux ages tardifs.
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Figure 44 | Profil sécrétoire du tissu adipeux blanc des femelles
A. Analyse par RT-qPCR en microfluidique des niveaux d’expression des ARNm associés a GDF11.

-

Quantification par méthode immuno-enzymatique ELISA de ’adiponectine dans le plasma.
C. Analyse par RT-qPCR en microfluidique des niveaux d’expression des ARNm associés a deux adipocytokines,
I’adiponectine et la leptine, dans le tissu adipeux blanc.

3.2.8 Etude du tissu musculaire strié squelettique

L’étude de la composition corporelle a également révélé des modifications importantes quant a la masse
maigre, principalement constituée par la masse musculaire. Ces modifications se sont avérées avoir un
impact positif sur les capacités fonctionnelles des animaux. Nous sommes donc allés voir au niveau

tissulaire les impacts de notre protocole de reprogrammation transitoire précoce.

L’analyse des coupes de tibialis prélevés a 9 mois, colorés en hématoxyline éosine (HE), n’a pas permis
de révéler d’anomalie tissulaire majeure. Nous avons exploré les niveaux de fibrose tissulaire dans le
muscle grace a une coloration au rouge sirius, et ils se sont également révélés identiques chez les
individus traités et contrdles quel que soit le sexe, de méme que la surface des sections de muscle (Figure
45). Une analyse plus approfondie des fibres musculaires est en cours. En effet, a I'aide d'un marquage
immunofluorescent contre la laminine, principal constituant de la lame basale entourant les fibres, nous
avons obtenu des images permettant la quantification et la mesure de I'ensemble des fibres musculaires
constituant le muscle. Bien qu’ayant été semi-automatisée, ’analyse de ces images requiert un temps

conséquent qui n’a pas permis d’obtenir I'ensemble des résultats a ce jour.
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Fiqure 45 | Histologie des niveaux de fibrose a 9 mois dans le tissu musculaire strié squelettique
A. Images représentatives des coupes histologiques de tibialis a 9 mois en coloration Rouge Sirius permettant de
mettre en évidence les fibres de collagénes afin d’évaluer les niveaux de fibrose tissulaire.

B. Diagramme en barres des mesures de surface des coupes de tibialis prélevés sur nos animaux progériques
reprogrammables a 9 mois.

C. Diagramme en barres de la quantification de l'aire fibrotique rapportée a la surface de la coupe sur nos
animaux progériques reprogrammables a 9 mois.

Comme pour le tissu adipeux blanc, nous avons réalisé une étude transcriptomique partielle sur nos
échantillons musculaires aux trois ages avec le méme panel de genes décrit précédemment (Figure 46).
Et de méme, il s’agit d’une proposition de représentation graphique afin d’avoir une vue d’ensemble
des résultats mais celle-ci reste visuelle et n’a pas été soumise a une analyse statistique. Dans I'ensemble,
les profils a 2,5 mois, que ce soit chez les males ou chez les femelles, sont tres similaires entre les
individus controles et traités (Figure 46A). En revanche a 6 mois, le profil des individus traités est
fortement singulier par rapport aux controles. Dans 'ensemble, une grande majorité des genes étudiés
sont surexprimés chez les individus traités a la doxycycline, sauf un male qui semble ne pas répondre
de la méme fagon (Figure 46B). Enfin aux ages tardifs, on observe toujours un profil de surexpression
globale chez les males traités a la doxycycline alors que chez les femelles, bien que le profil se distingue

toujours des individus contrdles, on est plutdt sur une inhibition globale des génes étudiés (Figure 46C).
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Figure 46 | Profil transcriptomique du tissu musculaire strié squelettique
Classification non hiérarchisée des niveaux d’expression de 95 genes présélectionnés dont les résultats ont été
obtenus par RT-qPCR en microfluidique a partir des échantillons de quadriceps prélevés a 2,5 mois (A), 6 mois
(B) et 9 mois (C).

Nous allons revenir plus en détails sur certains ensembles thématiques de genes comme nous 'avons
fait précédemment pour le tissu adipeux blanc. Ici, nous choisissons de présenter les résultats sur les

deux sexes qui présentent des signatures singuliéres intéressantes.

L’analyse des génes du métabolisme comprend, comme précédemment, des indicateurs de l'activité
respiratoire mitochondriale (TOMM?20, NADPH Dhase, SDHA, CytC ox, ATP synthase), du catabolisme
des acides gras (mCAD, CPT2, CD36), de la thermogéneése (UCP1) et de la voie de signalisation liée a
PGC-1a (PGC-1a, Tfam, NRF1, NRF2, SOD2). Chez les femelles, aucun différentiel sur I'ensemble de
ces genes n'est observé dans le tissu musculaire directement apres l'induction des facteurs de
reprogrammation, correspondant a un age de 2,5 mois (Figure 47A). En revanche, a 6 mois, on observe
un fort différentiel vers une surexpression de la quasi-totalité des genes étudiés dans les conditions
traitées par rapport aux contrdles (Figure 47B). On peut noter que dans le tissu musculaire des femelles,
cette stimulation du métabolisme respiratoire et lipidique apparait plus précocement par rapport a nos
observations dans le tissu adipeux blanc, suggérant ainsi des dynamiques tissu spécifiques. Enfin,
toujours dans le tissu musculaire des femelles mais aux ages tardifs, cette activation globale du
métabolisme semble s’étre atténuée pour revenir a un niveau basal, comparable a celui des individus

controles (Figure 47C).
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Figure 47 | Niveaux d’expression de geénes associés au métabolisme cellulaire dans le muscle des femelles
Analyses par RT-qPCR en microfluidique de geénes liés aux mitochondries (TOMMZ20), a la chaine respiratoire
mitochondriale (NAPDH Dhase, SDHA, CytC ox, ATP synthase), a la f-oxydation des acides gras (mCAD, CPT2),
a la thermogénese (UCP1), et a la voie de signalisation liée a PGCla (PGCla, Tfam, NRF1, NRF2, SOD2) ainsi que
le transporteur des acides gras CD36. Les données ont été obtenues a partir des extractions de tissu musculaire
chez les femelles a 2,5 mois (A), 6 mois (B) et 9 mois (C).

Chez les males, la dynamique semble décalée par rapport aux femelles. A la fin de la période
d’induction, aucun différentiel n’est observable entre les échantillons traités et contrdles (Figure 48A).
Cependant, on observe chez les individus traités une tendance non significative vers une stimulation
globale du métabolisme cellulaire musculaire a 6 mois (Figure 48B). On remarque que sur les trois
individus DOX analysés, 'un d’entre eux semble se comporter de fagon similaire aux contrdles et ne
pas répondre a la doxycycline comme les deux autres. Pour confirmer ou infirmer cette tendance, il

serait pertinent d’augmenter le nombre d’échantillons, renforcant ainsi l’analyse statistique. Enfin,
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contrairement aux femelles, chez les males cette tendance semble se maintenir a minima partiellement
aux ages tardifs, pour lesquels on observe une surexpression significative des effecteurs de la respiration
mitochondriale SDHA, CytC ox et ATP synthase, ainsi qu'une tendance a la limite de la significativité

pour certains membres de la voie PGC-1a dont PGC-1a lui-méme, Tfam et NRF1 (Figure 48C).
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Figure 48 | Niveaux d’expression de genes associés au métabolisme cellulaire dans le muscle des miiles
Analyses par RT-qPCR en microfluidique de genes liés aux mitochondries (TOMM20), a la chaine respiratoire
mitochondriale (NAPDH Dhase, SDHA, CytC ox, ATP synthase), a la p-oxydation des acides gras (mCAD, CPT2),
a la thermogénese (UCP1), et a la voie de signalisation liée a PGCla (PGCla, Tfam, NRF1, NRF2, SOD2) ainsi que
le transporteur des acides gras CD36. Les données ont été obtenues a partir des extractions de tissu musculaire
chez les males a 2,5 mois (A), 6 mois (B) et 9 mois (C).
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Concernant les profils d’expression génique relatifs a I'autophagie, les analyses ont confirmé chez les
femelles une activation exclusivement a 6 mois de quatre des cinq effecteurs sélectionnés, avec le dernier
a la limite de la significativité (Figure 49A, B, C). Chez les males, cette activation est plus modérée et
plus tardive, puisqu’elle concerne principalement la surexpression d’ATG3 et 5 aux ages tardifs (Figure
49D, E, F). Ces résultats confirment la chronologie décrite pour le panel métabolisme, a savoir pas
d’effets immédiats a la suite de la période d’induction des facteurs de reprogrammation puis une
activation plus précoce dans le tissu musculaire chez les femelles visible des 6 mois et révélée plus

tardivement chez les males a 9 mois.
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Figure 49 | Niveaux d’expression de génes associés a I'autophagie dans le muscle
Analyses par RT-qPCR en microfluidique de geénes liés a I’autophagie : ATG3, ATG5, ATG6, ATG7 et ATGS. Les
données ont été obtenues a partir des extractions de tissu musculaire chez les femelles et les males respectivement
a 2,5 mois (A/D), 6 mois (B/E) et 9 mois (C/F).

Enfin, concernant la réponse au stress oxydant, on observe une surexpression significative de SOD],
SIRT1, SIRT6 et HDACS6 chez les femelles traitées par rapport aux contrdles a 6 mois qui n’est présente
ni a 2,5 mois ni a 9 mois (Figure 50A, B, C). En revanche chez les males, quel que soit leur age, il ne
semble pas y avoir d’effet de la reprogrammation transitoire précoce sur cet ensemble de genes

impliqués dans la réponse au stress oxydant (Figure 50D, E, F).
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Figure 50 | Niveaux d’expression de genes associés a la réponse au stress oxydant dans le muscle
Analyses par RT-qPCR en microfluidique de génes impliqués dans la réponse au stress oxydant : la superoxyde
dismutase (SOD1), la glutathion peroxydase (GPX2), la famille des protéines FOX (FOXO1, FOXO3), des sirtuines
(SIRT1, SIRT6) et des histone désacétylase (HDACS6). Les données ont été obtenues a partir des extractions de tissu
musculaire chez les femelles et les males respectivement a 2,5 mois (A/D), 6 mois (B/E) et 9 mois (C/F).

Le muscle squelettique adulte possede un fort potentiel régénérateur. Il contient une niche de cellules
souches multipotentes : les cellules satellites. Ces cellules sont a I'état quiescent en périphérie des fibres
musculaires lorsque le muscle est a I'état sain, mais en cas de stimuli environnementaux et/ou
physiologiques, elles sont capables de migrer au centre des fibres et de s’y différencier en cellules
musculaires fonctionnelles afin de régénérer les fibres. Lorsqu’elles sont a I'état quiescent, les cellules
satellites expriment deux facteurs permettant de les identifier : PAX3 et PAX7, et dont 'expression
diminue lorsqu’elles entrent en processus de différenciation (Relaix et al., 2005). Afin de tenter de
quantifier indirectement la population de cellules souches au sein du tissu musculaire, nous nous
sommes intéressés a la quantification des transcrits relatifs a PAX7 (Figure 51). Ainsi nous avons pu
observer que, quel que soient I’age et le sexe, il ne semble pas y avoir de différence significative dans
I'expression relative des transcrits de PAX7. Ces résultats suggerent qu’il n'y aurait pas de modification
du pool de cellules souches au sein du tissu musculaire suite a une reprogrammation transitoire précoce.
Cependant, il s’agit la d'une mesure indirecte de la population souche musculaire Il serait pertinent de
confronter ces résultats avecl’analyse et la quantification de cette méme population souche sur les lames

histologiques que nous avons pu obtenir.
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Figure 51 | Niveaux d’expression d'un marqueur des cellules souches musculaires
Analyses par RT-qPCR en microfluidique du gene Pax7 pour paired box protein 7, un marqueur caractéristique des
cellules satellites. Les données ont été obtenues a partir des extractions de tissu musculaire chez les femelles (A)
et les males (B) a 2,5 mois, 6 mois et 9 mois.

Dans l'ensemble, bien que l'analyse histologique du tissu musculaire n’ait pas révélé de différence
ultrastructurelle importante, les résultats du profil transcriptomique partiel révelent l’activation du
métabolisme respiratoire global et du catabolisme des acides gras avec des dynamiques spécifiques au
sexe. En effet, chez les femelles, le tissu musculaire semble majoritairement stimulé transitoirement aux
alentours de 6 mois alors que chez les males, bien que la tendance semble s’initier a 6 mois, elle se révele

et se maintient aux ages tardifs.
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4 DISCUSSION ET PERSPECTIVES

En appliquant le principe d’une reprogrammation transitoire in vivo selon un protocole précoce unique,
nous avons pu confirmer la pertinence de cette approche. En effet, une induction partielle et transitoire
des facteurs de reprogrammation OSKM réalisée a 2 mois chez des animaux hétérozygotes progéria,
permet un allongement de 10 semaines de l'espérance de vie au troisieme quartile. De plus, de
nombreuses observations indiquent que 1'état de santé global est amélioré, avec notamment une
préservation des structures tissulaires impactant positivement leurs fonctionnalités. Ces résultats ont
permis de rédiger la publication présentée en 3.1, qui a ensuite été discutée dans la section 3.1.3. Dans
ce chapitre, nous ne reviendrons pas sur les conclusions abordées dans cet article. Néanmoins, la
découverte d'un effet mémoire lié a une reprogrammation transitoire précoce unique nous a permis
d’établir un ensemble d’hypotheses sous-jacentes (Figure 18). Une partie de mes travaux de these a
consisté a explorer la piste d'un mécanisme métabolique suite a une reprogrammation transitoire

précoce unique dont les résultats, présentés précédemment, seront discutés dans ce chapitre.

4.1 REPROGRAMMATION TRANSITOIRE PRECOCE ET TRANSITION METABOLIQUE

Ainsi pour tenter d’expliquer les effets a long terme d’une reprogrammation transitoire précoce unique,
nous avons exploré la piste d'une reprogrammation métabolique. En effet, il a été décrit in vitro que,
lors d’une reprogrammation complete de cellules somatiques en iPSCs, une reprogrammation
métabolique s’opere, allant d"un métabolisme principalement basé sur la phosphorylation oxydative
vers un métabolisme glucidique plus rapide pour répondre aux besoins énergétiques croissants des
cellules pluripotentes. L’analyse du métabolisme in vivo suite a notre protocole de reprogrammation
transitoire précoce, a révélé une modification importante de la composition corporelle des animaux avec
une réduction de la proportion de masse grasse au profit de la masse maigre. Cette transition
s’accompagne d'une modification de la prise alimentaire en termes de quantités individuelles
moyennes, qui pourrait s’expliquer par une augmentation de la sécrétion de leptine par le tissu adipeux
blanc, aussi appelée hormone de la satiété. Nous avons également pu mettre en évidence un changement
du métabolisme respiratoire global, avec notamment une augmentation du ratio d’échange respiratoire
indiquant une transition d'une source de substrats mixtes, lipidiques et glucidiques, vers une préférence
majoritairement glucidique. Une transition métabolique globale a également pu étre décrite au niveau
transcriptomique dans le tissu adipeux blanc, en particulier chez les femelles a 9 mois, avec une

surexpression de nombreux facteurs relatifs aux métabolismes mitochondriaux et lipidiques, sans pour



autant noter de modifications de la quantité de mitochondries. Ces résultats suggerent que notre
protocole d’induction transitoire précoce des facteurs de reprogrammation permettrait de stimuler les
capacités mitochondriales ainsi que les capacités métaboliques globales du tissu adipeux blanc, dont les
conséquences peuvent s’observer a l'échelle de l'organisme. Les niveaux réduits de certaines
lipoprotéines chez les femelles a 6 mois laissent a penser qu’un mécanisme tendant a réduire le stockage
des lipides se met en place. De plus, nos résultats ont mis en évidence I'implication de mécanismes de
maintien de la physiologie cellulaire tels que l’autophagie ou la réponse au stress oxydant, qui

pourraient également participer a I’amélioration du maintien des fonctions a I’échelle tissulaire.

Au niveau musculaire, bien que des effets importants aient pu étre observés sur la composition
corporelle et la masse maigre, et ce notamment chez les males, les premiéres analyses histologiques
n‘ont pas montré de modifications de l'ultrastructure globale ni de la fibrose musculaire. Ce dernier
point n’est pas nécessairement surprenant étant donné que nous ne sommes pas dans un contexte de
blessure induisant un remodelage important du tissu musculaire, mais dans un contexte de
vieillissement. L’analyse plus fine des fibres musculaires aux ages tardifs, a savoir la détermination de
leur nombre et de leur répartition de taille, n’est pas encore terminée et pourrait révéler des effets
propres a l'induction des facteurs de reprogrammation. En effet, I’analyse transcriptomique partielle du
tissu musculaire a indiqué une importante transition métabolique chez les animaux a 6 mois pour les
femelles et également initiée chez les males, bien que confirmée plus tardivement dans les échantillons
a 9 mois. On peut supposer que cette transition métabolique pourrait s’accompagner d’un remaniement
de la distribution du type de fibres musculaires. Il existe deux types de fibres musculaires, les fibres de
type I dites oxydatives a contraction lente, riches en mitochondries et permettant un effort peu puissant
mais prolongé, et les fibres de type II dites glycolytiques a contraction rapide, plus pauvres en
mitochondries mais riches en glycogene, permettant un effort puissant mais rapidement fatigables. Au
cours du vieillissement, outre la perte globale de masse musculaire associée a une diminution du
nombre de fibres, on observe aussi une diminution du diametre des fibres de type II, conduisant ainsi
a une transition du type de fibres musculaires de rapides (type II) vers lentes (type I) (Miljkovic et al.,
2015). D'un point de vue mécanistique, différentes voies de signalisation ont pu étre identifiées dans les
mécanismes de protection des fibres musculaires contre le vieillissement, et notamment les voies liées a
PGC-1a, de 'autophagie et liées a la famille des protéines FOX (Wang and Pessin, 2013). Il s’avere que
dans nos échantillons nous avons justement mis en évidence que ces voies étaient impactées par notre
protocole de reprogrammation transitoire précoce, ce qui renforce I'’hypothese d’un remodelage du

typage des fibres musculaires.

Certaines analyses complémentaires restent a étre effectuées sur les échantillons déja collectés. Nous

avions projeté de réaliser ’analyse du méthylome a 2,5 mois et 9 mois sur les échantillons d’ADN,



extraits a partir du tissu adipeux blanc (WAT) et du muscle de nos animaux. Les échantillons ont déja
été envoyés pour séquengage et nous avons regu les résultats qui seront prochainement analysés. Ainsi
cette étude nous permettra de faire le lien avec les résultats de notre premiere publication et de
confirmer une signature épigénétique dans ces deux tissus également. De plus, nous avons également
prévu de réaliser un projet de séquencage de '’ARN du WAT et du muscle, a 2,5 mois, 6 mois et 9 mois,
afin de compléter notre étude transcriptomique et ainsi tenter d’identifier plus largement certains des
mécanismes mis en jeu. L’ensemble de ces résultats seront amenés a étre compilés avec ceux déja

obtenus afin de rédiger une seconde publication au premier semestre 2022.

Un des aspects du métabolisme au sens large du terme que nous n’avons pas eu ’opportunité d’explorer
jusqu’alors, est le microbiote intestinal. En effet, des implications entre microbiote intestinal et
métabolisme énergétique de I'hote ont pu étre mises en évidence (Delzenne and Cani, 2008). II serait
donc intéressant d’aller voir dans quelle mesure la transition métabolique observée chez nos animaux,
suite a une reprogrammation transitoire, impacte la composition et la fonctionnalité du microbiote
intestinal vis-a-vis des processus énergétiques de 1'hote et dans un contexte global de vieillissement.
Cependant, dans le modele murin que nous utilisons actuellement, ces expériences seraient délicates a
mener du fait de I'utilisation de la doxycycline, un antibiotique antibactérien, pour induire I'expression
des facteurs de reprogrammation. Ainsi, l'administration de doxycycline seule, c’est-a-dire
indépendamment de I'expression des facteurs de reprogrammation, pourrait induire des modifications

du microbiote intestinal ce qui compromettrait la pertinence des analyses.

4.4 REPROGRAMMATION TRANSITOIRE PRECOCE ET CELLULES SOUCHES

Parmi les hypothéses que nous avions mentionnées précédemment pour tenter d’expliquer les effets a
long terme d’une reprogrammation transitoire précoce (Figure 18), I'une d’elles reposait sur les cellules
souches. Nous avons tenté d’explorer cette voie dans le muscle avec le marquage Pax7 des coupes de
tibialis. Cependant, la difficulté de 1’analyse des lames ne nous a pas encore permis d’obtenir de
résultats concluants. Néanmoins, nous disposons de I’ensemble des prélevements musculaires aux trois
ages, nous permettant un suivi des populations souches résidentes dans le muscle. L’analyse du profil
transcriptomique de ces échantillons par RT-qPCR n’a pas permis de mettre en évidence une
modification de l'expression relative de PAX7 suite a une reprogrammation transitoire précoce, quel
que soient le sexe ou I'dge. Cependant, une étude récemment publiée a donné des résultats soutenant

cette hypothese, démontrant qu'une reprogrammation partielle spécifiquement dans les fibres



musculaire induit un remodelage de la niche des cellules souches et améliore la régénération dans un
contexte de blessure induite (Wang et al., 2021). Des expérimentations complémentaires pourraient
donc étre menées au niveau musculaire afin d’évaluer les capacités régénératrices musculaires en

réponse a une blessure, mais nécessiteraient de générer une nouvelle cohorte.

De plus, nous disposons aujourd’hui au laboratoire d'un échantillonnage de nombreux tissus a
différents ages apres induction, a la fois inclus en paraffine et cryopréservés, nous permettant d’explorer
avec divers marqueurs, qu’ils soient histologiques, génomiques ou protéiques, les populations souches
résidentes dans de nombreux organes. Ces données nous permettraient dans un premier temps de
quantifier ces populations souches afin de déterminer si une reprogrammation transitoire précoce
impacte le nombre de cellules souches résidentes dans les tissus. Cependant, il faudrait prévoir de
nouveaux lots expérimentaux afin de déterminer I'impact sur le potentiel et la fonctionnalité de ces
cellules souches. Par exemple, nous avions envisagé de collecter les kératinocytes de 1'épiderme dorsal
et de les quantifier par FACS a l'aide d'un marquage p53 caractéristique des cellules souches
épidermiques (Abbas et al., 2011). De plus, in vitro, nous aurions pu tester le potentiel de clonogénicité
de ces kératinocytes, c’est-a-dire évaluer la capacité des cellules uniques a former des colonies en un
temps donné. L’étude de la distribution en taille et en nombre des colonies est indicatrice des capacités
prolifératives et d’autorenouvellement des cellules souches cutanées. Malheureusement, il ne nous a
pas été techniquement possible de réaliser ces expériences en parallele de nos sessions de prélevements,

dont le programme était dense et requérait déja un nombre conséquent de manipulateurs.

Enfin, toujours dans I'idée d’évaluer I'impact d'une reprogrammation transitoire précoce sur les cellules
souches, nous avons pu mettre en place une collaboration avec I'équipe du Pr Frangoise Porteu de
I'institut parisien Gustave Roussy, dont les travaux explorent le vieillissement du tissu
hématopoiétique. Ainsi, des membres de l'équipe, la doctorante Anne Stolz et le post-doctorant Frangois
Hermetet, sont venus participer aux euthanasies des groupes expérimentaux a 2,5 et 6 mois et ont pu
réaliser des prélevements de moelle osseuse d’individus progériques traités et non traités, ainsi que
d’individus sauvages non progériques. A partir de ces prélévements, ils ont isolé les progéniteurs
myéloides Lin- dont ils ont prévu le séquencage des ARN, et 'analyse du contenu des différents
compartiments. De plus, ils ont pu initier des expériences de transplantation et de reconstitution des
cellules sanguines. Une premiere analyse aura lieu a 6 semaines post transplantation et le protocole
restera en cours pour une analyse plus tardive a 4-5 mois. L’ensemble de ces résultats constituera une
étude préliminaire et sera a confirmer, notamment en augmentant le nombre d’individus par groupe
afin de confirmer un potentiel effet bénéfique de la reprogrammation transitoire sur le tissu

hématopoiétique.



4.5 REPROGRAMMATION TRANSITOIRE PRECOCE ET SENESCENCE

Une autre des hypotheses envisagées pour expliquer les effets a long terme d’une reprogrammation
transitoire précoce repose sur I'apprentissage de la sénescence. Elle suppose que I'induction des facteurs
de reprogrammation constituerait un stress générant un pic de sénescence. Celui-ci serait alors reconnu
par le systéme immunitaire, hautement compétent aux ages précoces, qui « apprendrait » a reconnaitre
et éliminer les cellules sénescentes et serait alors plus a méme de gérer les pics de sénescence au cours
du vieillissement. Ainsi a des ages tardifs, les niveaux de sénescence seraient globalement diminués
entralnant ainsi un rajeunissement de 1’organisme. Une étude récemment publiée a d’ailleurs utilisé un
concept similaire, mettant en évidence qu’une vaccination a 1'aide d’un sénolytique permettait de
réduire le nombre de cellules sénescentes et participait ainsi a ’amélioration du phénotype du

vieillissement et méme a I’amélioration de la longévité chez des souris progériques (Suda et al., 2021).

Nous avons exploré cette piste expérimentalement, notamment par la mesure des transcrits relatifs aux
genes associés a la sénescence tels que p16, p19Arf, p21, p53. Dans I'ensemble, quels que soient I’origine
tissulaire, 'dge et le sexe, nous n’avons pas constaté de différentiel quant a ces parametres. Dans notre
modele et selon notre protocole de reprogrammation transitoire précoce, nous n’avons pas observé de
pic de sénescence a la suite de I'induction des facteurs de reprogrammation. De plus, Quentin Alle avait
pu, lors de sa these, quantifier au niveau protéique ces marqueurs aux ages tardifs dans différents tissus
et leurs variations s’étaient avérées quasi inexistantes. Enfin, ’analyse du profil inflammatoire circulant,
contenant des cytokines décrites comme participant au phénotype sécrétoire associé a la sénescence
(SASP), n’a pas révélé de réelle augmentation de ces effecteurs suite a I'induction des facteurs, ni de
prévention de l'augmentation de leurs niveaux protéiques aux ages tardifs. Bien entendu, des
expériences complémentaires pourraient étre menées afin de confirmer ou d’infirmer ces résultats, mais

jusqu’alors la piste de la sénescence pour expliquer 'effet distal n’a pas été tres concluante.

Il pourrait ainsi étre intéressant d’explorer plus en détails la dynamique des modifications induites par
I'expression des facteurs de reprogrammation pendant les seize jours que dure le protocole. En effet,
dans notre étude, nous avons travaillé sur des prélevements a la fin des seize jours d’induction a la
doxycycline mais il se peut qu’il y ait des phénomenes transitoires, tels qu'un pic de sénescence, qui se
mettent en place précocement lors des premiers jours d’induction des facteurs de reprogrammation et
a coté desquels nous serions passés avec notre analyse a seize jours. Cependant, la mise en place d'une
cinétique sur seize jours dans un modéle animal est compliquée techniquement. En effet, il est difficile
d’envisager sacrifier des animaux tous les jours pendant seize jours et travailler sur la totalité des

organes sans savoir précisément ce que I'on cherche a voir. Dans un premier temps, nous avons donc
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mis en place une méthode non invasive ne nécessitant pas le sacrifice systématique des animaux. Ainsi,
sur une de nos cohortes, nous avons réalisé des prélevements sanguins réguliers, a raison d’un tous les
quatre jours (JO —J4 - J8 — J12 - J16), qui nous permettront déja d’évaluer si d'un point vue systémique
notre protocole de reprogrammation transitoire précoce présente une dynamique singuliere pendant la

période d’induction méme.

4.6 CARACTERISTIQUES PHENOTYPIQUES INEXPLOREES

Bien qu’au cours de nos différentes études, nous ayons exploré un vaste ensemble de caractéristiques
phénotypiques et ce, dans différents organes au cours du vieillissement, certains aspects pourtant

primordiaux n’ont pas été étudiés.

4.6.1 Reprogrammation et vieillissement du systéme nerveux central

En particulier, nous n’avons pas exploré un systéme pourtant impacté de facon critique par le
vieillissement : le systéme nerveux central. Il s’avere que dans le modele de vieillissement accéléré que
nous utilisons, a savoir le modéle Progéria, aucune atteinte du systéme nerveux central et des fonctions
cérébrales n’a été décrite avec I'avancée en age. Ainsi lorsque nous avons prélevé nos animaux a ages
tardifs, bien que ceux-ci présentent la morphologie d’un individu agg, leurs fonctions cognitives sont
préservées et donc équivalentes a celles d’un individu sauvage du méme age. Bien que le systeme
nerveux des Progéria ne vieillisse pas de facon prématurée, cela n’'empéche probablement pas que notre
protocole de reprogrammation transitoire précoce puisse avoir un effet direct sur celui-ci, sous réserve
que la doxycycline traverse la barriere hémato-encéphalique. Et méme si I'induction ne pouvait avoir
lieu directement dans les cellules cérébrales, il se peut que leurs fonctions soient impactées par un effet
systémique lié a I'induction dans d’autres organes. Parmi les organes que nous avons prélevés, nous
avons systématiquement récupérer les cerveaux de nos animaux. Cependant, compte tenu de la
problématique décrite, nous n'avons pas priorisé cet organe dans nos études. Il serait d’ailleurs
envisageable de lancer une telle étude dans un modeéle reprogrammable différent, qui serait croisé avec
un modele de vieillissement ou un modeéle pathologique affectant le systeme nerveux central comme il
en existe de nombreux aujourd’hui assez bien caractérisés pour I'étude de la maladie d’Alzheimer ou

de Parkinson par exemple.



4.6.2 Reprogrammation et vieillissement du systeme reproductif

De plus, bien que n’ayant pas d’impact direct sur I'espérance de vie, un autre systeme biologique subit
d’importantes modifications fonctionnelles au cours du temps et notamment chez la femme : le systeme
reproductif. En effet, la baisse de la fertilité avec I’avancée en age constitue dans nos sociétés modernes
actuelles un enjeu de santé publique, o1 'dge moyen du premier accouchement recule progressivement
chaque année. Lors de la gestion courante de nos colonies, nous avons pu constater une altération de la
fertilité chez nos individus progériques en comparaison avec nos autres lignées. Les portées sont plus
petites et nous devons renouveler nos géniteurs plus fréquemment. Ainsi, dans ce contexte, I'étude de
I'impact d’une reprogrammation transitoire précoce sur la fertilité des individus progériques serait
pertinente. Etant donné que l'induction des facteurs de reprogrammation selon notre protocole a lieu
au début de la période de maturité sexuelle des individus, on pourrait envisager de suivre les cycles
menstruels des femelles, de réaliser des spermogrammes chez les males, d’effectuer le prélevement des
organes génitaux a différents dges post reprogrammation, ou encore de suivre la productivité de divers
accouplements, soit entre un individu reprogrammé male et une femelle non reprogrammée et

inversement, soit entre deux individus reprogrammeés, par rapport a des couples progériques controles.

4.7 UNE REPROGRAMMATION TRANSITOIRE UNIQUE MAIS TARDIVE

Une question qui est revenue tres fréquemment lors des différentes communications relatives a ces
travaux est : qu’en est-il si on applique ce méme protocole de reprogrammation transitoire mais a des
ages plus tardifs ? En effet, il est raisonnable de se questionner quant a la pertinence d’un protocole
précoce si on se place dans le spectre d’une translation clinique chez I'Homme. Pourquoi prendre le
risque d’intervenir aussi précocement si une intervention plus tardive s’avérerait également bénéfique,

voire méme plus efficace ?

Nous avons décidé de mener I'expérience et pour répondre a ces questions, nous avons mis en place un
nouveau protocole d’induction toujours transitoire et unique, mais cette fois-ci tardive. Ainsi nous
avons généré une nouvelle cohorte d’individus progériques reprogrammables, que nous avons amenés
al'age de 6 mois. Cet age correspond, dans nos conditions d’élevage et d’hébergement, au début de la
période de déclin de I'état de santé des animaux progériques hétérozygotes, notamment caractérisée
par l'initiation de leur perte de poids. Nous avons donc décidé d’appliquer notre protocole d’induction
des facteurs de reprogrammation a cet age sur un méme schéma que notre protocole précoce, c’est-a-

dire pour une période de seize jours de traitement a la doxycycline a 0,5 mg/mL dans "eau de boisson
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des animaux. Nous avons lancé dans un premier temps une étude de longévité, au cours de laquelle
nous suivons I'évolution de la masse corporelle des animaux. Nous avons décidé de sacrifier quelques
individus lorsqu’ils atteindront 1’age de 8 mois, comme pour nos protocoles précédents, afin de faire
une premiere évaluation des effets tissulaires de ce protocole de reprogrammation transitoire tardive.

Cette étude a été initiée a la fin de I'été 2021 et est donc actuellement toujours en cours.

Cependant, il se peut également que cette induction tardive se révele inefficace voire néfaste. En effet,
on peut supposer que de facon similaire a ce qui a été décrit pour les phénomenes hormétiques,
I'induction d’un stress, tel que celui que peut représenter la surexpression des facteurs de
reprogrammation, serait dommageable sur un organisme vieillissant dont les mécanismes de réponse
aux stress sont déja altérés par l'avancée en age. De plus, comme cela a été décrit in vitro, la
reprogrammation 4F est inefficace sur des cellules dgées impactées par la sénescence. On peut
facilement imaginer que ce soit le cas in vivo également et bien que nous n’induisions pas une
reprogrammation totale, le vieillissement de 1'organisme pourrait interférer avec l'efficacité de la
reprogrammation et contrecarrer ses bienfaits. Dans ce cas, il faudrait envisager une reprogrammation
six facteurs, OSKMNL, in vivo mais cela présuppose l'obtention d’un nouveau modéle murin

transgénique complexe dont nous ne disposons pas actuellement au laboratoire et trés délicat a établir.

4.8 LES LIMITES DE NOTRE MODELE MURIN

Le modele progérique reprogrammable que nous utilisons au laboratoire, et qui est finalement similaire
a celui qu'Ocampo et al. avaient utilisé dans leurs travaux (Ocampo et al., 2016), est aujourd’hui
relativement bien caractérisé. Nos résultats sont venus confirmer pour la premiére fois depuis leur
étude, qu'une reprogrammation transitoire, quel que soit le protocole d’induction défini, a des effets
bénéfiques sur la longévité des animaux et leur I'état de santé global et constitue donc une stratégie anti-
age pertinente. Ce qui fait défaut a 1'ensemble de ces résultats, est la réelle compréhension des
mécanismes tissulaires, cellulaires et moléculaires sous-jacents. Or, ce sont précisément ces mécanismes
qui sont indispensables pour envisager une translation clinique chez I'Homme. En effet, il est
difficilement envisageable d’induire l'expression de facteurs potentiellement tératogenes directement
chez ’'Homme, méme si des études récentes s’efforcent de trouver des méthodes de distribution
biologique plus sécurisées. La finalité de nos travaux est d’identifier des mécanismes mis en place par
la reprogrammation transitoire, afin de les mimer a 'aide d’autres effecteurs pour reproduire leurs

effets et les appliquer en clinique chez 'Homme. La principale difficulté que nous rencontrons avec
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notre modele, est qu’il induit une reprogrammation globale de I'ensemble des cellules de I'organisme.
Dans ce contexte, il est difficile d’identifier la dynamique des effets observés, et ainsi de statuer sur la
causalité du mécanisme mis en jeu. Prenons I'exemple du tissu adipeux blanc, dans nos conditions, nous
avons observé une modification globale de la composition corporelle qui se met en place des la fin de
la période d’induction des facteurs de reprogrammation et se maintient tout au long de la vie de nos
animaux. Mais nous ignorons si cette modification de la composition corporelle est suffisante pour
induire, a elle seule, les effets anti-dges observés, si elle y participe partiellement ou si ce n’est qu'une
conséquence d'un autre mécanisme mis en place. Il est d’ailleurs trés probable que 'effet anti-age global
observé soit la résultante d’une combinaison de mécanismes différents mis en place dans les différents
organes et dont les effets locaux participent a 'amélioration globale de 1'équilibre de 1’organisme, et
soient combinés a de potentiels effets systémiques des tissus les uns sur les autres. De plus, comme nous
avons pu commencer a l'observer avec notre étude des tissus adipeux et musculaire, il n’est pas
impossible que ces mécanismes soient sexe-dépendants et que la dynamique temporelle varie d'un
organe a l'autre. Dans ces conditions, il parait compliqué de réussir a dénouer la mécanistique sous-

jacente a moins de mettre en évidence un mécanisme global.

Certains laboratoires, dont le laboratoire d’Ocampo en Suisse, ont d’ailleurs fait le choix de travailler
sur des modeles d’induction des facteurs de reprogrammation tissu-spécifique, comme mentionné sur

la page web de son laboratoire (https://www.ocampolab.com/). Cest-a-dire qu’ils ont développés des

modeles murins transgéniques permettant d’induire 'expression des facteurs de reprogrammation
uniquement dans un tissu donné, ou a l'inverse dans I’ensemble de I’organisme a ’exception d’un tissu
particulier. Ainsi, ces modeéles leur permettent d’étudier les implications spécifiques d'un organe donné

dans les processus de rajeunissement suite a une reprogrammation partielle.



5 CONCLUSION GENERALE

Au cours de cette étude, nous avons pu mettre en évidence les intéréts d'une reprogrammation
transitoire précoce comme stratégie pour prévenir et/ou ralentir le vieillissement dans un modéle murin
in vivo. Ainsi, nous avons montré que l'expression des facteurs de reprogrammation induite au début
de I’age adulte pendant seize jours permet non seulement une amélioration de la longévité sur les ages
tardifs, mais surtout de leur état de santé global (Figure 52). En effet, nous avons pu observer une
modification de la composition corporelle, initi€e des la période d’induction et maintenue tout au long
de la vie des animaux avec une diminution de la proportion de masse grasse au profit de la masse
maigre. Cette modification phénotypique se traduit méme au niveau fonctionnel par une amélioration
des capacités motrices. De plus, a des ages tardifs, les animaux présentent un état de santé globalement
amélioré avec une intégrité tissulaire préservée, une réduction des lésions fibrotiques ainsi qu’une
meilleure protection contre la progression de certaines pathologies ostéoarticulaires liées a 1’age. Ces
effets bénéfiques que nous observons a long terme suite a une reprogrammation transitoire précoce,
suggerent la mise en place de mécanismes pérennes, qui perdurent bien au-dela de 1’expression des
facteurs OSKM. Nous avons émis I'hypothese que cet effet mémoire pourrait reposer sur un mécanisme
de nature épigénétique. Et nous avons, en effet, pu observer un fort différentiel des niveaux de

méthylation dans différents organes aux ages tardifs.
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Figure 52 | Résumeé graphique : impact d'une reprogrammation transitoire précoce sur le vieillissement



Pour l'instant I’analyse des niveaux de méthylation plus précoces est encore en cours, ce qui ne nous
permet pas de conclure définitivement quant aux implications d’un mécanisme épigénétique sur le

phénotype observé suite a une reprogrammation transitoire précoce.

Le métabolisme joue un role essentiel dans le processus de reprogrammation totale in vitro, qui
s’accompagne d’une transition métabolique de la phosphorylation oxydative vers la glycolyse. Nous
avons donc exploré in vivo les aspects métaboliques d’une reprogrammation transitoire précoce a
I'échelle de l'organisme, puis en nous concentrant principalement sur les tissus adipeux blanc et
musculaire (Figure 53). Nous avons pu observer qu'une telle reprogrammation provoque des
changements du comportement alimentaire des animaux ainsi que de leur métabolisme respiratoire
global. On observe également un remodelage important du tissu adipeux blanc chez les femelles, qui
s’accompagne d'une activation métabolique de I’activité mitochondriale et lipidique des adipocytes aux
ages tardifs. Une activation métabolique équivalente du tissu musculaire s’observe plus précocement
chez les individus femelles et semble étre également présente chez les males aux ages tardifs.
Néanmoins, il semble que cette transition métabolique n'impacte pas similairement 1'ensemble des
organes et soit spécifique des tissus adipeux et musculaire. Ces résultats confortent I'idée d’une réponse
tissu spécifique a une reprogrammation transitoire précoce et complexifie l'identification des
mécanismes sous-jacents a l'effet global sur 1'état de santé des animaux, dont la compréhension reste

pourtant indispensable pour envisager une translation clinique chez I'Homme.
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Figure 53 | Résumé graphique : reprogrammation transitoire précoce et métabolisme des tissus adipeux et musculaire



La reprogrammation transitoire comme outil dans la lutte contre le vieillissement semble néanmoins
étre au coeur de l'actualité scientifique, aussi bien dans les laboratoires académiques comme en
témoigne le nombre grandissant de publications sur cette thématique, que dans le monde des biotechs.
En effet, 2021 fut 'année de levées de fonds impressionnantes pour la création de start-up spécialisées
dans le domaine dont Altos Labs, NewLimit, Turn Biotechnologies ou Retro Biosciences, qui viennent
rejoindre celles déja créées comme Calico, AgeX Therapeutics ou encore Shift Biosciences. La recherche
sur les applications de la reprogrammation comme stratégie anti-age a un bel avenir, ce qui promet

certainement de nouvelles découvertes scientifiques dans les années a venir.
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6 MATERIELS ET METHODES

6.1 MODELES ANIMAUX

6.1.1 Conception, élevage et génotypage des modeles animaux

Les animaux sont élevés et hébergés au sein du Plateau Central d’Elevage et d’Archivage (PCEA) du
réseau des animaleries de Montpellier (RAM) sous un statut sanitaire SOPF (Specific and Opportunistic
Pathogen Free). Les croisements en bigamie y sont également réalisés. Les animaux sont génotypés a
partir de biopsies réalisées au niveau des phalanges lors du marquage des animaux. Les biopsies sont
transmises a la société Transnetyx® pour génotypage automatisé par PCR selon la technique TagMan.

Les sondes utilisées sont résumées dans le tableau suivant.

Tableau 3 | Séquences pour le génotypage des modeles animaux par PCR TaqgMan

| Primers | Reporters
Progeria
Lmna3-mut (-F) AAGGCTGCCGGTGGAG (1) AGATGGATCCGCCCACC
(-R) GTGACACTGGAGGCAGAAGAG (2) AGATGGATCCACCCACC
4F

Col1al-1 WT | (-F) GCCATCCCAACAATACATCACATCT (1) CCATGCTGCAGACCTG
(-R) CCAGGATCCATGGGCAACA
TRE-2 Tg (-F) GAAAGTCGAGCTCGGTACCC (1) CACGCCTACCTCGACCC
(-R) GCTTATATAGGCCTCCCACCGTA

rtTA

ROSA WT (-F) TTCCCTCGTGATCTGCAACTC (1) CCGCCCATCTTCTAGAAAG
(-R) CTTTAAGCCTGCCCAGAAGACT

rtTAM2 (-F) ACAGTACGAAACCCTGGAAAATCAG (1) TCAGCAAGGCTTCTCC

(-R) GCGGACAGAGCGTACAGT

Dans le cadre de ce projet, les animaux sont ensuite regroupés au sevrage par lot de quatre a six animaux
par cage, puis transférés a I’animalerie de 'INRAE sur le plateau d’analyse du métabolisme musculaire
(METAMUS) lorsqu’ils sont agés d’environ six semaines. Ils bénéficient alors d’une adaptation d’au
minimum dix jours avant le début des expérimentations. A leur arrivée, les animaux subissent un
second marquage par un systeme de fente aux oreilles afin de permettre une identification rapide et

sans contention des animaux.

Les animaux sont élevés en cages collectives a couvercle filtrant, disposant de nourriture Safe A04 ad
libitum et de biberons d’eau. Les cages disposent d’enrichissement de type ouate pour la confection des

nids ainsi que de tubes suspendus. Le change des cages (litiere, nid, eau et nourriture) est effectué une
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fois par semaine. Quand cela est nécessaire suite a des bagarres et/ou des comportements dominateurs,

certains males peuvent étre isolés en cages individuelles.

6.1.1.1 Lalignée PROGERIA, phénotype de vieillissement accéléré

La lignée murine dite Progeria récapitule le syndrome humain d’"Hutchinson-Gilford, aussi appelé
Progeria. Ce modeéle transgénique a été développé par C. Lopez-Otin (Osorio et al., 2011b) qui nous I'a
également transmis (MGI : 5295747). Les animaux sont porteurs d'une mutation ponctuelle G609G sur
le gene LMNA, conduisant a la production d’une forme tronquée de la protéine Lamine A (Figure 14).
Cette protéine joue un role dans l’architecture de la lamina nucléaire et sa forme tronquée empéche la
constitution d'une enveloppe nucléaire normale. Au niveau phénotypique, les animaux présentent un
vieillissement accéléré, avec une espérance de vie moyenne réduite a 3,5 mois a 1'état homozygote
mutant, 8 mois a I'état hétérozygote, contre environ 2 ans pour un individu sauvage. Ce vieillissement
prématuré se traduit également par une perte de poids précoce chez les animaux, qui sont fréquemment

sujets a d'importantes déformations osseuses de type lordose, ainsi qu’a des atteintes cardiovasculaires.

En élevage, cette lignée est maintenue a I'état hétérozygote a savoir LmnaGe6*sur fond C57BL6.

6.1.1.2 La lignée 4F rtTA, inductible pour les facteurs de reprogrammation

La lignée murine dite 4F rtTA permettant de réaliser l'induction transitoire des facteurs de
reprogrammation in vivo a été développée par R. Jaenish (Carey et al., 2010) et achetée au Jackson
Laboratory (Stock N°011004). La cassette polycistronique d’expression des quatre facteurs de
reprogrammation est insérée dans le locus Col1A1, sous contrdle de ’opéron tet du transactivateur rtTA

(reverse tetracycline-controlled transactivator), lui-méme inséré dans le locus Rosa26.

Le transactivateur rtTA est constitutivement exprimé mais il ne peut pas interagir avec I'opéron tet
directement. La présence de la doxycycline, analogue de la tétracycline (tet), est nécessaire a l'interaction
du transactivateur avec 'opéron tet, conduisant a l'activation de I'expression de la cassette OSKM.
L’induction a la doxycycline est réalisable in vivo via I'’eau de boisson des animaux ou in vitro via le

milieu de culture, apres extraction et mise en culture des cellules d’intérét (Papadakis et al., 2004).

En élevage, cette lignée est maintenue a I’état double homozygote, a savoir R261TAMTA Col]1 AT4F2A/4F24,

6.1.1.3 La lignée Progeria 4F rtTA

Des croisements entre les deux lignées précédemment décrites permettent d’obtenir les animaux

constituants nos lots expérimentaux. 50% des animaux issus de ces croisements sont des animaux
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progériques inductibles pour les quatre facteurs de reprogrammation, dits triples hétérozygotes, a
savoir LmnaG609G/+ R26:T4/+ Col1 A1424/, Les 50% restants sont non progériques inductibles, dits doubles

hétérozygotes a savoir (Lmna*+) R267TA* Col1 A14F2A%,

6.1.2 Induction de |la reprogrammation transitoire in vivo

L’activation des facteurs de reprogrammation se fait par administration de doxycycline dans 'eau de
boisson des animaux. Pour notre protocole, les animaux sont traités a la doxycycline a 0,5 mg/mL
pendant seize jours a partir de leurs deux mois. Les biberons sont renouvelés deux fois par semaine.
Nous utilisons des biberons opaques noirs afin de prévenir la dégradation de la doxycycline a la

lumiére.

Des aliquots de doxycycline a 6 mg/mL sont conservés a -20°C. Cette solution stock est préparée a partir
de doxycycline hyclate (D9891, Sigma) dissoute dans de 1'eau Volvic® pour éviter tout probleme de
précipitation, 1ié a la dureté de I'eau de ville. A chaque préparation de biberons, I’aliquot est décongelé
au bain marie puis dilué avec de I'eau de ville, jusqu’a obtenir une solution a 0,5 mg/mL qui est ensuite

répartie dans les différents biberons.

6.1.3 Etude du profil métabolique in vivo

6.1.3.1 Composition corporelle

Une mesure non invasive de la composition corporelle globale des animaux est réalisée par IRM a l’aide
d’un EchoMRI-700 (EchoMRI™-700 Echo Medical Systems, Houston, TX, USA). Il s'agit d'un systeme
RMN, qui permet de contraster les tissus mous par l'analyse du temps de relaxation des protons
d'hydrogene. Avant mesure, I'appareil est calibré a 1'aide d'une canule d'huile. Cette analyse donne une
mesure globale de la composition corporelle, a savoir masses maigre, grasse et eau libre, mais ne donne

pas d'indication sur la localisation et la répartition des différents composants.

Les animaux sont individuellement pesés puis placés dans un tube en polycarbonate dans lequel ils sont
immobilisés par contention. Le tube est ensuite introduit dans I'EchoMRI™ pour la mesure, puis
I’animal est remis dans sa cage avec ses congéneres. La mesure est rapide, indolore et ne nécessite pas

d’anesthésie du sujet.



6.1.3.2 Mesure de la prise alimentaire

Les animaux étant élevés en cages collectives, la mesure de la prise alimentaire a été estimée
individuellement selon le nombre d’animaux présents par cage. Ainsi, la nourriture était pesée avant et
apres chaque ajout ou renouvellement de nourriture tous les trois a quatre jours. On calcule par cage le
différentiel entre la quantité de nourriture initialement déposée et la quantité de nourriture apres n
jours. Cette valeur est ensuite divisée par le nombre de jours écoulés et le nombre d’individus présents

dans la cage afin d’estimer la prise alimentaire individuelle quotidienne moyenne.

6.1.3.3 Homéostasie du glucose

6.1.3.3.1 Glycémie post-prandiale

La glycémie a été mesurée sur les animaux a 1'état nourri en fin de période nocturne a heure fixe. La
mesure se fait a I’aide d’un glucometre a bandelette (One touch). Une entaille est réalisée a I'extrémité
de la queue de I’animal, créant ainsi un léger saignement, suffisant pour la mesure (une goutte d’environ
5 microlitres). Une hémostase est immédiatement réalisée aprés mesure par pression avec une
compresse et 'animal est remis dans sa cage. Le change des cages est réalisé le lendemain afin d’éliminer

toute présence de sang dans les cages.

6.1.3.3.2 Test de résistance a 'insuline

Les animaux sont mis a jeun en fin de période nocturne durant 6h. Une solution d’insuline est injectée
par voie intrapéritonéale a hauteur de 0,75 Ul/kg de poids corporel. Des mesures de glycémie sont
ensuite réalisées comme décrit précédemment a TO, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 et 180 minutes apres
injection. L’état de I’animal est surveillé tout au long de I'expérience. Si sa glycémie chute en dessous
de 50 mg/dL et que I'animal n’est plus réactif, une solution de glucose a 20% est injectée en IP d"urgence
a hauteur de 2 g/kg de poids corporel afin de faire remonter la glycémie de 1'animal. A la fin de
I'expérience, de la nourriture est remise dans I'ensemble des cages. Un change des cages est réalisé le

lendemain afin d’éliminer toute présence de sang dans les cages.

6.1.3.3.3 Test de tolérance au glucose

Les animaux sont mis a jeun la veille au soir pour une durée de 12 h. Le jour J, une solution de glucose
a20% est administrée par voie orale grace a une sonde de gavage, a hauteur de 2 g/kg de poids corporel.
Des mesures de glycémie sont réalisées comme décrit précédemment a T0, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150
et 180 minutes apres gavage. A la fin de I'expérience, de la nourriture est remise dans l'ensemble des

cages. Le change des cages est réalisé le lendemain afin d’éliminer toute présence de sang dans les cages.
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6.1.3.4 Tests fonctionnels

Avant le début des expérimentations, les animaux ont été habitués a l'utilisation de 1'ensemble des

appareils avec au moins une séance d’entrainement.

6.1.3.4.1 Griptest et force d’agrippement

Ce test permet la mesure de la force maximale des pattes antérieures. L’appareil

(Bio-GS3, BioSeb) est positionné verticalement avec un dispositif d’agrippement
sous forme de barre. Cette disposition est différente du test conventionnel
réalisé horizontalement, cependant elle permet de se placer dans des conditions

ou les effets de la gravité sont minimisés, permettant ainsi de réduire la

variabilité du test (Takeshita et al., 2017).

Fiqure 54 | Grip;st
vertical
L’animal est tenu par la queue et positionné au-dessus du dispositif afin que celui-ci s’y agrippe de ses
deux pattes avant. Des lors que 1’animal est correctement agrippé, toujours maintenu par la base de la
queue, il est progressivement tiré vers le haut, toujours a la verticale. Le dispositif mesure la force de
préhension maximale appliquée sur la barre juste avant que I’animal ne la lache. Chaque individu

répete le test 3 fois, avec une minute de repos entre chaque répétition.

6.1.3.4.2 Rotarod et coordination

Pour mesurer leur coordination motrice, les animaux ont été soumis a un test sur un dispositif rotarod,
équipé de capteurs de chute et de chronometres automatisés (47650 Rota-Rod, Ugo Basile). Le dispositif
est programmé en mode rampe, c’est-a-dire avec une accélération progressive de la vitesse de rotation
du cylindre allant de 5 rpm a 40 rpm en 300 secondes. Les animaux sont placés un par un sur le tube
cannelé (3 cm de diametre) du dispositif, dans la direction opposée au sens de rotation, c’est-a-dire de
facon a ce qu’ils soient dans le sens de marche. La rotation du cylindre est ensuite activée et le
chronometre se déclenche automatiquement lorsque la vitesse initiale est atteinte. Lorsque 1’animal
n’arrive plus a marcher suffisamment rapidement pour se maintenir en équilibre sur le cylindre, il se
laisse glisser et atterri doucement dans un réceptacle en inox. Le poids de I’animal lorsqu’il tombe dans
le réceptacle enclenche l'arrét de son chronometre. Le dispositif continue de fonctionner (rotation et

minuterie) tant que tous les animaux ne sont pas tombés dans leurs réceptacles respectifs.

Les animaux sont soumis a trois séquences test successives, chacune durant au maximum 10 minutes (5

min de mode rampe puis 5 min a vitesse constante maximale). Elles sont entrecoupées de pauses d’au



minimum vingt minutes pendant lesquelles les animaux sont remis au repos dans leurs cages

respectives avec leurs congéneres.

6.1.3.5 Analyse du métabolisme respiratoire : cages métaboliques

Le métabolisme respiratoire des animaux (consommation de dioxygene, production de dioxyde de

carbone) est mesuré a ’aide de cages métaboliques (CLAMS, Colombus Instruments).

Figure 55 | Illustration des cages a métabolisme (CLAMS, Colombus Instruments)

La veille de la mesure, les animaux sont placés dans le dispositif en cages individuelles sans litiere pour
une période d’acclimatation de 24 h, avec nourriture et eau a volonté. La nourriture est placée
directement dans le fond de la cage. L’enceinte hermétique est réglée a une température de 22 °C avec
un cycle jour/nuit de 12 h. La mesure des échanges gazeux sera réalisée dans les 24 h suivantes puis les
animaux seront remis en cages collectives avec leurs congéneres. Les animaux sont isolés pour une
durée totale de 48 h mais gardent le contact visuel deux a deux dans le dispositif. Les animaux sont
quotidiennement observés pendant le protocole avec notamment une pesée quotidienne. La prise
alimentaire pendant les 24 h de mesures est également suivie, avec une pesée avant/apres pour mesurer

la quantité de nourriture ingérée par chaque individu.

6.1.3.6 Suivi de la température corporelle interne

En parallele des autres expérimentations, la température corporelle interne des animaux a été mesurée
toutes les quinzaines. La prise de mesure est réalisée a 1'aide d’une sonde rectale préalablement

désinfectée a 1’alcool et enduite de vaseline stérile.



6.1.4 Etude du profil métabolique sur tissus

6.1.4.1 Euthanasies et préléevements

Lorsqu’ils atteignent 1’age de neuf mois, les animaux sont sacrifiés et leurs tissus prélevés. Apres pesée
et photographie de leur état général, les animaux sont anesthésiés a l'isofluorane. Le sang total est
ensuite ponctionné au niveau du sinus mandibulaire dans des tubes préalablement héparinés. A la fin

de prélevement sanguin, une dislocation cervicale est effectuée.

Les animaux sont ensuite disséqués afin de récupérer les organes suivants : tissus adipeux blanc (WAT)
et brun (BAT), pancréas, foie, muscles (quadriceps, gastrocnemius et tibialis), reins, rate, cerveau et
cceur. Chaque prélevement est individuellement pesé et photographié. Des prélevements de tissus
adipeux blanc, brun, foie et cceur sont directement placés dans des cassettes d’histologie et immergés
dans une solution de paraformaldéhyde a 4% pour fixation. Les tibialis sont quant a eux cryoconservés
dans du gel OCT et I'ensemble est refroidi dans un bain d’isopentane posé sur de la carboglace afin de
permettre la solidification du gel. Pour I'ensemble des tissus prélevés, des morceaux sont également

congelés immédiatement par immersion dans 1"azote liquide puis conservés a -80°C.

En parallele de la dissection, les échantillons de sang sont centrifugés a 1000 xg pendant 10 min et le

. insi isolé i Ve A - s '
surnageant est récupéré. Le plasma ainsi isolé est ensuite conservé a -20°C jusqu’a analyse

6.1.4.2 Histologie

6.1.4.2.1 Histologie en paraffine
Les prélevements sont fixés des dissection par immersion dans une solution de PFA 4% pendant quatre
heures pour les tissus mous (BAT, WAT, pancréas) et jusqu’a 24 h pour le cceur. Les échantillons dans

leur cassette sont ensuite rincés trois fois au PBS 1X puis conservés dans de 1’éthanol a 70% a 4°C.

Les cassettes sont transmises rapidement au Réseau d’Histologie Expérimentale de Montpellier (RHEM)
pour que soient réalisés inclusions, blocs, coupes et colorations. A réception, les échantillons sont inclus
en bloc de paraffine puis coupés au microtome dans le plan le plus large de I’échantillon. Les coupes de

3 um d’épaisseur sont disposées en série sur des lames puis diverses colorations sont effectuées.

Dans le cadre de ce projet, des colorations Hématoxyline, Eosine, Safran (HES) ont été réalisées sur les
coupes de BAT, WAT et pancréas. Un marquage immunohistochimique du glucagon a également été

réalisé sur les coupes de pancréas afin de mettre en évidence les ilots de Langerhans.
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Les lames sont ensuite scannées sur la plateforme Montpellier Ressource Imagerie (MRI) de l'institut
des Neurosciences de Montpellier (INM, CHU Saint-Eloi) sur le scanneur de lame Nanozoomer

(Hamamatsu). Les lames numériques sont ensuite mises a notre disposition.

6.1.4.2.2 Histologie en cryotomie

Les échantillons cryoconservés en blocs de gel OCT sont stockés a -80°C. Les blocs sont ensuite détaillés
al’aide d'un cryostat (Leica, Biosystem). Dans un premier temps, les blocs sont dégrossis par des coupes
de 40 um d’épaisseur jusqu’a atteindre une extrémité du prélevement. Dans le cas du tibialis, le bloc est
encore détaillé sur environ 1 mm (25 coupes a 40 um) afin d’atteindre un plan de coupe suffisant large,
avec un nombre de fibres musculaires suffisant pour la quantification. Enfin, des coupes de 10 um
d’épaisseur sont réalisées en série et récupérées sur lames Superfrost Plus préalablement annotées. A la
fin des coupes, le plan de section du bloc est recouvert d'un peu de gel OCT afin de protéger
I’échantillon et le bloc est remis au congélateur a -80°C. Les lames sont laissées a l'air libre quelques

heures pour séchage puis conservées a -20°C avant marquage.

«*» Colorations classiques

Les lames préalablement préparées et conservées a -20 °C, sont séchées a température ambiante environ
15 a 20 min. Elles ont ensuite subi deux colorations dites classiques, une premiere coloration
Hématoxyline Eosine (protocole détaillé en Tableau 4) et une seconde Rouge Sirius (protocole détaillé

en Tableau 5).
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Tableau 4 | Protocole coloration Hématoxyline Eosine

Etapes Temps
#1 | Bain d’hématoxyline de Mayer’s 5 min
#2 | Ringage a l’eau courante 5 min
#3 | Bain d’éosine alcoolique a 1% 1 min
#4 | Rincage a I'eau -

#5 | Bain d’alcool 80% 2 min
#6 | Bain d’alcool 90% 5 min
#7 | Bain d’alcool 100% 2 x 2 min
#8 | Bain de xylene 2 x 2 min

#9 | Montage avec résine Pertex Microm -
#10 | Séchage 1 nuit

Tableau 5 | Protocole coloration Rouge Sirius

Etapes Temps
#1 | Bain de PFA 4% 10 min
#2 | Ringage a I'eau distillée -

#3 | Bain de Rouge Sirius 0.1% 1h

#4 | Ringage a l'eau acide 2x

#5 | Egoutter et laisser sécher les lames -

#6 | Bain d’éthanol 100% 2 x 2 min
#7 | Bain de xylene 2 x 2 min

#8 | Montage avec résine Pertex Microm -

#9 | Séchage 1 nuit

Une fois montées et séchées, les lames peuvent étre observées au microscope optique et/ou scannées au

Nanozoomer (Plateforme MRI, INM). Les lames peuvent ensuite étre stockées a température ambiante.

* Immunomarquages en fluorescence

Afin de pouvoir procéder a I'analyse des fibres musculaires ainsi que des cellules satellites (cellules
souches musculaires), les coupes ont été co-marquées pour la laminine et pax7 selon le protocole détaillé

en Tableau 6.

Anticorps primaires : anticorps polyclonaux de lapin anti-laminine (Sigma-Aldrich #L9393), anticorps

monoclonaux de souris anti-PAX7 (Santa Cruz #sc-81648).

Anticorps secondaires : anticorps polyclonaux de chevre anti Ig-G de lapin Alexa Fluor 488, anticorps

polyclonaux de chevre anti Ig-G de souris Alexa Fluor 568.
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Tableau 6 | Protocole immunomarquage Laminine-Pax7-Hoechst

Etapes Solution Temps
#1 | Perméabilisation Triton 1%, Sérum de cheval 10% 1ha37°C
#2 | Marquage primaire Laminine | Laminine 1/200 PBS BSA 1% 1ha37°C
#3 | Rincage PBS 1X 5 X5 min
sous agitation
#4 | Marquage secondaire Anti-lapin vert 1/1000 1ha37°C
#5 | Rincage PBS 1X 9 X5 min
sous agitation
#6 | Marquage primaire Pax7 Pax7 1/50 PBS BSA 1% 1 nuit a 4°C
3 x 5 mi
#7 | Rincage PBS 1X X 2 i
sous agitation
#8 | Marquage secondaire Anti-souris rouge 1/1000 1ha37°C
3 x 5 mi
#9 | Rincage PBS 1X o
sous agitation
#10 | Marquage Hoechst Hoechst 1/1000 dans PBS 1X 30 sec
#11 | Montage Milieu montage aqueux PermaFluor™ -

Une fois les lamelles immobilisées par le milieu de montage, elles sont rapidement numérisées sur la
plateforme Montpellier Ressource Imagerie (MRI) de I'institut des Neurosciences de Montpellier (INM,

CHU Saint-Eloi) sur le scanneur de lame AxioScan (Zeiss).

6.1.4.2.3 Analyses d'images

Apres récupération des versions numériques, les lames peuvent étre visualisées sur les logiciels
NDP.view ou ZEN pour les marquages respectivement en lumiere blanche ou en fluorescence. Apres
identification de la ou des zones a analyser, des fichiers images TIFF peuvent étre extraits a partir de ces

deux logiciels puis analysés a ’aide du logiciel Image].

Pour l'analyse du tissu adipeux blanc en HES, la taille des adipocytes a été mesurée de fagon

automatisée a I'aide de I'extension Adiposoft (Galarraga et al., 2012).

Pour 'analyse du tissu adipeux brun en HES, la quantification relative du contenu lipidique a été
obtenue par analyse binaire des images en mesurant la surface occupée par les pixels blancs et les pixels

noirs.

Pour I'analyse du pancréas, les ilots de Langerhans ont été comptés et mesurés individuellement et

manuellement sur Image]. Leurs nombre et surface ont ensuite été rapportés a la surface de la coupe.

Pour la quantification de la fibrose a partir des coupes de muscles colorées en Rouge Sirius, 1’analyse
est réalisée de facon automatisée a l'aide de l'extension MRI Fibrosis Tool. Brievement, apres

déconvolution des couleurs, un seuil automatique permet de déterminer et sélectionner la ou les zone(s)
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fibrotiques et d’en mesure l'aire. Cette aire est ensuite comparée a l'aire globale de la section afin de

déterminer I'aire fibrotique relative.

Pour I'analyse des fibres musculaires, la quantification de leur nombre et de leur taille s’est faite de

fagon semi-automatisée a 1’aide d’un programme développé en interne par I'équipe DMeM de I'INRAE.

6.1.4.3 Extractions tissulaires

Au prélevement, les différents organes prélevés sont congelés par immersion dans l’azote liquide, puis

conserveés a -80°C.

Nous avons utilisé deux types de protocoles pour I’extraction simultanée des ARNs, ADN, et protéines
sur un méme échantillon. Le premier consiste en un broyage mécanique des tissus encore congelés dans
du TRIzol™ suivi d"une tri-extraction en série des ARNs, ADNSs et protéines selon les recommandations
du fournisseur. Nous avons également testé un kit commercial (All-In-One DNA/RNA/Protein
Miniprep Kit, BioBasic), auquel cas les échantillons ont été broyés mécaniquement dans le tampon de
lyse fourni avec le kit. Pour ce broyage mécanique, nous avons utilisé un appareil FastPrep en procédant
a des cycles de broyage de 40 secondes a 6,5 m/s répétés 2 a 4 fois selon la résistance du tissu, avec un

intervalle de 5min entre chaque cycle pour éviter la surchauffe de 1’échantillon.

Une fois extraits, les ARN, ADN et protéines ont été dosés respectivement par Nanodrop pour les acides
nucléiques et par méthode colorimétrique BCA pour les protéines, puis conservés a -80°C pour les ARN

ou -20°C pour les ADN et protéines dans les tampons adaptés.

6.1.4.4 Analyses transcriptomiques

6.1.4.4.1 RT-gPCR
Apres extraction, dosage et controle de la qualité des ARN, une étape de rétrotranscription en ADNc
est réalisée a l'aide du kit Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1672, Thermo Scientific) avec

traitement préalable a la DNase afin d’éliminer les éventuels contaminants d’ADN génomique.

Les ADNc obtenus, temporairement stockés a -80°C, servent ensuite de matrice pour la qPCR. Les
réactions de PCR sont réalisées en plaques 384 puits avec 5 ng de RT pour un volume réactionnel de 10
uL par puits. Le master mix du kit PowerUp™ SYBR™ Green (#¥A25741, Applied Biosystems) est
mélangé aux couples de primers sens et antisens a 200 nM final. La distribution du mix réactionnel et
des ADNc se fait a I'aide d’un automate de pipetage (epMotion® 507, Eppendorf) a raison de 2 pL
d’ADNc pour 8 puL de mix par puits. Apres distribution, la plaque est scellée a I'aide d’un film adhésif

et centrifugée brievement. La réaction de PCR est réalisée aussitot dans un LightCycler 480 (Roche)
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selon le programme suivant (Tableau 7) et les valeurs de Ct (cycle de seuil) sont extraites et analysées

selon la méthode des 2-44¢t,

Tableau 7 | Programme d’amplification de nos gPCR

Etape | Température | Durée | Vitesse d’augmentation
Pré-incubation 1 95 °C 10 min 4.8 °C/s
Amplification 2.1 95 °C 10s 48°C/s
(50 cycles) 2.2 65°C 15s 2,5°C/s
2.3 72 °C 15s 4.8 °C/s
Courbe de fusion 3.1 95 °C 5s 48 °C/s
3.2 65 °C 1 min 2,5°C/s
3.3 97 °C - 0,11 °C/s
Refroidissement 4, 40°C 10s 2°C/s
I : ; 1 ; :
g% ‘l"‘ll\”‘ ‘l“.l M‘\‘H w“‘I‘|H|“HW|H\‘||”|1HIF|‘ ‘“‘I‘\‘Hh‘
A Piele 'ﬁlrr‘u*hl wm'm ekl rmm AR A

Temperature (*C)

0:06:13 0:18:15 0:17:37 0:25:05 03233 0:46:01 0:47:29 0:5ks7 10225 110:01
Estimated Time (h:mm:ss)

6.1.4.4.2 Dynamic Array IFC — Biomark™
Les analyses ont été réalisées successivement par deux plateformes : la plateforme Genotoul Génome &

Transcriptome (GeT) (https://get.genotoul.fr/) puis la plateforme Genotypage et Séquencage en

Auvergne (Gentyane) (https://gentyane.clermont.inrae.fr/).

Les ADNc rétrotranscrits ainsi que les couples d’amorces pour I'amplification ont été transmis aux
plateformes qui se sont chargées de la lecture de la puce IFCs Dynamic Arrays dans le Biomark™ HD
Reader apres une étape de préamplification des échantillons. Cette technique en microfluidique
commercialisée par la société Fluidigm® permet I'’analyse en PCR compétitive de 95 échantillons sur 96
marqueurs en un seul passage. Les résultats bruts nous ont ensuite été transmis pour analyse par nos

soins.



Tableau 8 | Liste des séquences des primers pour la gPCR

Géne Primer Forward Primer Reverse
18S GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG
ACC1 GTTCTGTTGGACAACGCCTTCAC GGAGTCACAGAAGCAGCCCATT
AcCC2 AGAAGCGAGCACTGCAAGGTTG GGAAGATGGACTCCACCTGGTT
ACOX1 GCCATTCGATACAGTGCTGTGAG CCGAGAAAGTGGAAGGCATAGG
Adiponectine TGTTCCTCTTAATCCTGCCCA CCAACCTGCACAAGTTCCCTT
AKT1 ATGAACGACGTAGCCATTGTG GCTACAGAGAAATTGTTCAGGGG
AKT2 ACGTGGTGAATACATCAAGACC CGCTTTTGAGGGTTGATTCCT
APC CTTGTGGCCCAGTTAAAATCTGA CGCTTTTGAGGGTTGATTCCT
ATF6 GTCCAAAGCGAAGAGCTGTCTG AGAGATGCCTCCTCTGATTGGC
ATG3 ACACGGTGAAGGGAAAGGC TGGTGGACTAAGTGATCTCCAG
ATG5 TGTGCTTCGAGATGTGTGGTT GTCAAATAGCTGACTCTTGGCAA
ATG6 ATGGAGGGGTCTAAGGCGTC TCCTCTCCTGAGTTAGCCTCT
ATG7 GTTCGCCCCCTTTAATAGTGC TGAACTCCAACGTCAAGCGG
ATG8 GACCGCTGTAAGGAGGTGC CTTGACCAACTCGCTCATGTTA
ATP Synthase GCCCGGGTAGCTCTGACTGGTTTG GTCGGTGGCTAGGGTGGGCTGGTA
BAX AGGATGCGTCCACCAAGAAGCT TCCGTGTCCACGTCAGCAATCA
BCL2 CCTGTGGATGACTGAGTACCTG AGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG
BCL-XL GCCACCTATCTGAATGACCACC AGGAACCAGCGGTTGAAGCGC
CCND1 GCGTACCCTGACACCAATCTC CTCCTCTTCGCACTTCTGCTC
CD1ic TGCCAGGATGACCTTAGTGTCG CAGAGTGACTGTGGTTCCGTAG
CD19 GGAGGCAATGTTGTGCTGC ACAATCACTAGCAAGATGCCC
CD34 AAGGCTGGGTGAAGACCCTTA TGAATGGCCGTTTCTGGAAGT
CD36 GGACATTGAGATTCTTTTCCTCTG GCAAAGGCATTGGCTGGAAGAAC
CDK4 ATGGCTGCCACTCGATATGAA TCCTCCATTAGGAACTCTCACAC
CHoOP GGAGGTCCTGTCCTCAGATGAA GCTCCTCTGTCAGCCAAGCTAG
c-MYC ACCACCAGCAGCGACTCTGA TGCCTCTTCTCCACAGACACC
COL1A1 CCTCAGGGTATTGCTGGACAAC CAGAAGGACCTTGTTTGCCAGG
COL3A1 GACCAAAAGGTGATGCTGGACAG CAAGACCTCGTGCTCCAGTTAG
cox2 GCGACATACTCAAGCAGGAGCA AGTGGTAACCGCTCAGGTGTTG
CPT2 GGCCAGGGCTTTGACCGACACT TGCCAAAGCCATCAGGGACCAC
CytC ox ACCACAGCACTGGTTTTGGA TAATGGTCGCCATCTGAGGA
DGAT1 GGTTCCGTGTTTGCTCTGGCAT CCACTGACCTTCTTCCCTGTAG
E2F1 CTCGACTCCTCGCAGATCG GATCCAGCCTCCGTTTCACC
EP300 TTCAGCCAAGCGGCCTAAA CGCCACCATTGGTTAGTCCC
F4/80 CGTGTTGTTGGTGGCACTGTGA CCACATCAGTGTTCCAGGAGAC
FASN CACAGTGCTCAAAGGACATGCC CACCAGGTGTAGTGCCTTCCTC
FOXO01 CTACGAGTGGATGGTGAAGAGC CCAGTTCCTTCATTCTGCACTCG
FOX03 CTGGGGGAACCTGTCCTATG TCATTCTGAACGCGCATGAAG
G0S2 GCTAGTGAAGCTATACGTGCTGG GGACTGCTGTTCACACGCTTCC
G6PC AGGTCGTGGCTGGAGTCTTGTC GTAGCAGGTAGAATCCAAGCGC
GAPDH GGCAAATTCAACGGCACAGT GTCTCGCTCCTGGAAGATGG
GDF11 CTGCGCCTAGAGAGCATCAAG TCTCGGTGGTAGCGTGGTA




Géne Primer Forward Primer Reverse
GPX2 GTGTGATGTCAATGGGCAGAA ACGTTTGATGTCAGGCTCGAT
HDAC6 TCCACCGGCCAAGATTCTTC CAGCACACTTCTTTCCACCAC
HIF1 ACCTTCATCGGAAACTCCAAAG CTGTTAGGCTGGGAAAAGTTAGG
HMGA1 GGTCGGGAGTCAGAAAGAGC ATTCTTGCTTCCCTTTGGTCG
HMGA2 GAGCCCTCTCCTAAGAGACCC TTGGCCGTTTTTCTCCAATGG
HMGCR GCTCGTCTACAGAAACTCCACG GCTTCAGCAGTGCTTTCTCCGT
IFNy CAGCAACAGCAAGGCGAAAAAGG TTTCCGCTTCCTGAGGCTGGAT
IGF1 CTGGACCAGAGACCCTTTGC GGACGGGGACTTCTGAGTCTT
IL1IRA TGTGCCTGTCTTGTGCCAAGTC GCCTTTCTCAGAGCGGATGAAG
IL6 TGATGCACTTGCAGAAAACA ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC
IL6RA CCTGAGACTCAAGCAGAAATGG AGAAGGAAGGTCGGCTTCAGT
INSR ATGGGCTTCGGGAGAGGAT GGATGTCCATACCAGGGCAC
KLF4 GCACACCTGCGAACTCACAC CCGTCCCAGTCACAGTGGTAA
Leptine GAGACCCCTGTCTCGGTTC CTGCGTGTGTGAAATGTCATTG
mCAD GATCGCAATGGGTGCTTTTGATAGAA AGCTGATTGGCAATGTCTCCAGCAAA
MYH11 AAGCTGCGGCTAGAGGTCA CCCTCCCTTTGATGGCTGAG
NADPH Dhase TTCCTCTGGATTCACCCTCA CATGAGGAGCGCGAGTATTT
NANOG CAGGTGTTTGAGGGTAGCT CGGTTCATCATGGTACAGTC
NRF1 CCCCCGAGGACACTTCTTATGATG GGCCGTTTCCGTTTCTTCCCTGTT
NRF2 CCGCTACACCGACTACGATT ACCTTCATCACCAACCCAAG
Octda GGCTTCAGACTTCGCCTTCT TGGAAGCTTAGCCAGGTTCG
plé6 AACTCTTTCGGTCGTACCCC GCGTGCTTGAGCTGAAGCTA
p19Arf CGTGAACATGTTGTTGAGGC GCAGAAGAGCTGCTACGTGA
p21 CGGTGTCAGAGTCTAGGGGA ATCACCAGGATTGGACATGG
p53 GTCACAGCACATGACGGAGG TCTTCCAGATGCTCGGGATAC
p63 TACTGCCCCGACCCTTACAT GCTGAGGAACTCGCTTGTCTG
PARP1 GGCAGCCTGATGTTGAGGT GCGTACTCCGCTAAAAAGTCAC
PAX7 TCTCCAAGATTCTGTGCCGAT CGGGGTTCTCTCTCTTATACTCC
PERK CCGATGTCAGTGACAACAGCTG AAGACAACGCCAAAGCCACCAC
PGCla CCGATCACCATATTCCAGGTC GTGTGCGGTGTCTGTAGTGG
PGK1 ATGTCGCTTTCCAACAAGCTG GCTCCATTGTCCAAGCAGAAT
PI3K GGTTGTCTGTCAATCGGTGACTGT GAACTGCAGTGCACCTTTCAAGC
PKLR CGAAAAGCCAGTGATGTGGTGG GATGCCATCGCTCACTTCTAGG
SDHA GAAAGGCGGGCAGGCTCATC CACCACGGCACTCCCCATTTT
SERPINE1 TTCAGCCCTTGCTTGCCTC ACACTTTTACTCCGAAGTCGGT
SIRT1 GCTGACGACTTCGACGACG TCGGTCAACAGGAGGTTGTCT
SIRT6 ATGTCGGTGAATTATGCAGCA GCTGGAGGACTGCCACATTA
SoD1 GGTGAACCAGTTGTGTTGTCAGG ATGAGGTCCTGCACTGGTACAG
SoD2 ATCTGTAAGCGACCTTGCTC GCCTGCACTGAAGTTCAATG
Sox2 GCGGAGTGGAAACTTTTGTCC CGGGAAGCGTGTACTTATCCTT
sXBP1 CTGAGTCCGAATCAGGTGCAG GTCCATGGGAAGATGTTCTGG
Tfam GCTCTACACGCCCCTGGTTTCTGG TCGCTGTAGTGCCTGCTGCTCCTG
TGFB1 CTCCCGTGGCTTCTAGTGC GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG
TGFB2R CCGCTGCATATCGTCCTGTG AGTGGATGGATGGTCCTATTACA

Timp3

CTTCTGCAACTCCGACATCGT

GGGGCATCTTACTGAAGCCTC




Géne Primer Forward Primer Reverse

TNFa CCCTCACACTCAGATCATCTTCT GCTACGACGTGGGCTACAG
TOMM20 GCCCTCTTCATCGGGTACTG ACCAAGCTGTATCTCTTCAAGGA
UCP1 CACCTTCCCGCTGGACACTGC TTGCCAGGGTGGTGATGGTCC
Wisp1 CAGCACCACTAGAGGAAACGA CTGGGCACATATCTTACAGCATT
WNT11 GCTGGCACTGTCCAAGACTC CTCCCGTGTACCTCTCTCCA
WNT16 CAGGGCAACTGGATGTGGTT CTAGGCAGCAGGTACGGTT
WNT4 AGACGTGCGAGAAACTCAAAG GGAACTGGTATTGGCACTCCT
WNT7a GGCTTCTCTTCGGTGGTAGC TGAAACTGACACTCGTCCAGG
XBP1 TGGACTCTGACACTGTTGCCTC TAGACCTCTGGGAGTTCCTCCA
aSMA TGCTGACAGAGGCACCACTGAA CAGTTGTACGTCCAGAGGCATAG

6.1.4.5 Quantification de 'ADN mitochondrial

Apres extraction, dosage et controle de la qualité des ADN, la quantification relative de ’ADN
mitochondrial a été réalisée par PCR selon la méthode précédemment décrite (Quiros et al., 2017). Cette
méthode permet de déterminer le nombre de copies d”ADN mitochondrial (ADNmt) relatif au nombre
de copies d”ADN nucléaire (ADNn). Les séquences des primers utilisés sont résumées dans le tableau

suivant (Tableau 9).

Tableau 9 | Séquences des primers pour I'analyse du ratio ADNmt/ADNn

Geéne cible Primer Forward Primer Reverse
16SrRNA | mtDNA | CCGCAAGGGAAAGATGAAAGAC TCGTTTGGTTTCGGGGTTTC
ND1 mtDNA CTAGCAGAAACAAACCGGGC CCGGCTGCGTATTCTACGTT
HK2 nDNA GCCAGCCTCTCCTGATTTTAGTGT | GGGAACACAAAAGACCTCTTCTGG

6.1.4.6 Analyse du méthylome

Apres extraction, dosage et contrdle de la qualité des ADN génomiques (ADNg), ces derniers ont été
envoyés a la plateforme Génomique Life & Brain GmbH pour dresser leur profil de méthylation.
Brievement, les ADNg ont été modifiés par conversion au bisulfite, puis les niveaux de méthylation ont
été mesurés sur une puce « [llumina Infinium Mouse Methylation arrays » selon les instructions du
fournisseur. Cette nouvelle méthode cible quantitativement plus de 280'000 sites CpGs parmi le génome
murin. Les analyses de méthylation et de Gene Ontology (GO) ont été effectuées a I'aide du logiciel
Partek® Genomics Suite®. Nous avons utilisé la normalisation Illumina standard avec un filtre
permettant d’exclure les sondes sur les chromosomes sexuels ainsi que les sondes de faible qualité
(estimation basée sur la p-value). Pour chaque locus CpG, les niveaux de méthylation (B-values) classés

de 0 (completement non méthylé) a 1 (entierement méthylé) ont été calculés et utilisés pour I’analyse du



différentiel de méthylation entre les animaux contrdles non traités (n=3) et les animaux induits a la

doxycycline (n=3).

6.1.4.7 Analyses biochimiques

6.1.4.7.1 Numération de la formule sanguine

Les analyses de numération des populations cellulaires sanguines ont été réalisées sur le plateau
d’histologie RHEM de 'IGMM, doté d’un analyseur d’hématologie (Vet abc Plus*, Scil). L’analyse
permet d’obtenir 15 parametres différents sur les différentes populations cellulaires sanguines, les
globules blancs, plaquettes et globules rouges, résumés dans le Tableau 10. Un bilan hématologique

complet requiert 10uL de sang fraichement prélevé, traité avec de 'EDTA comme anticoagulant.

Tableau 10 | Paramétres détaillés de la numération de la formule sanguine (NFS)

Globules blancs Globules rouges
e Concentration totale e Concentration totale
¢ Lymphocytes (concentration et proportion) e Concentration, concentration globulaire
e Monocytes (concentration et proportion) moyenne (CGMH) et teneur corpusculaire
e Granulocytes (concentration et proportion) moyenne (TCMH) en hémoglobine
e Polynucléaires éosinophiles (concentration e Hématocrite
et proportion) e Volume globulaire moyen
¢ Indice de distribution des globules rouges

Plaquettes
e Concentration
e Volume plaquettaire moyen

6.1.4.7.2 Dosage des lipides plasmatiques
Les dosages de cinq lipides plasmatiques (cholestérol, HDL, LDL, triglycérides, acide gras libres) ont
été réalisés par le service Phénotypage de la plateforme Genotoul Anexplo de Toulouse

(https://anexplo.genotoul.fr/).

6.1.4.7.3 Dosages protéiques des cytokines plasmatiques

Un panel de trente-et-unes cytokines plasmatiques a été dosé dans les échantillons par la société

EveTechnology basée au Canada (https://www.evetechnologies.com/product/mouse-cytokine-array-

chemokine-array-31-plex/).
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Tableau 11 | Liste détaillée des 31 cytokines plasmatiques dosées

Eotaxin G-CSF GM-CSF IFNYy IL-1ax IL-1B IL-2
IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7 IL-9 IL-10
IL-12p40 IL-12p70 IL-13 IL-15 IL-17A IP-10 KC
LIF LIX MCP-1 M-CSF MIG MIP-1a MIP-133
MIP-2 RANTES TNFa VEGEF-A

6.1.4.8 Analyses statistiques

Pour tous les graphiques (sauf indication contraire), les données sont représentées comme la moyenne
de la série avecl'intervalle de confiance a 95%. Pour les expériences in vivo et histologiques, n représente
le nombre d’animaux utilisés. Pour les expériences in vitro, n représente le nombre d’individus a partir

desquels les cellules ont été extraites.

Les analyses statistiques ont été majoritairement réalisées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 9. Pour
les comparaisons de deux groupes, un t-test non pairé (in vivo) a été utilisé. Une valeur de p-value

inférieure ou égale a 0.05 a été considérée comme significative.

6.1.4.9 |llustrations

Les Figure 2, Figure 4, Figure 5, Figure 6, Figure 7, Figure 8, Figure 9, Figure 11, Figure 12, Figure 13,
Figure 18, Figure 23, Figure 25, Figure 27, Figure 52, et Figure 53 ont été réalisées a 1'aide du logiciel

BioRender (https://biorender.com/). Les figures de hiérarchisations (heat map) (Figure 31, Figure 38, et

Figure 46) ont été obtenues a l'aide l'outils Interactive Clustered Heat Map Builder accessible en ligne

(https://build.ngchm.net/NGCHM-web-builder/) (Ryan et al., 2020). L’ensemble des autres figures ont

été générées grace au logiciel GraphPad Prism 9.
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Abstract: Aging is associated with a progressive and functional decline of all tissues and a striking
increase in many “age-related diseases”. Although aging has long been considered an inevitable
process, strategies to delay and potentially even reverse the aging process have recently been
developed. Here, we review emerging rejuvenation strategies that are based on reprogramming
toward pluripotency. Some of these approaches may eventually lead to medical applications to
improve healthspan and longevity.

Keywords: aging; senescence; epigenetics; stem cells; reprogramming; iPSC

1. Introduction

As we age, we become increasingly vulnerable to age-related diseases. The progressive
aging of the population makes this issue one of, if not the, major current scientific concern
in the field of medicine. Aging is an intricate process that increases the likelihood of cancer,
cardiovascular disorders, diabetes, atherosclerosis, neurodegeneration and age-related
macular degeneration. The regenerative capacity of cells and tissues diminishes over time
and they thus become vulnerable to age-related malfunctions that can precipitate death.
Developing prophylactic strategies to increase the duration of healthy life and promote
healthy aging is challenging, as the mechanisms causing aging are poorly understood,
even if great progress has been made from studying naturally occurring or accelerated-
aging phenomena. We now know that aging inculcates many changes, or ‘hallmarks”:
genomic instability, telomere shortening, epigenetic alterations, loss of proteostasis, cellular
senescence, mitochondrial dysfunction, deregulated nutrient sensing, altered intercellular
communication, and stem cell compromise and exhaustion [1].

These various hallmarks of aging are all active fields of molecular mechanistic study
with much promise but relatively few tangible results have been translated into therapy.

Perhaps the most effective strategies so far have been those that focus on the removal
of senescent cells with ‘senolytic” drugs [2,3]. In some ways, however, we feel this is too
focused on the symptoms of aging whereas perhaps the most promising strategy for the
future would be to focus on the causes of aging and its corollary, the rejuvenative capacity
of stem cells.

Simply expressing four transcription factors, OCT4, SOX2, KLF4 and c-MYC (OSKM),
converts somatic cells into induced pluripotent stem cells (iPSCs) [4]. Reprogramming
occurs through a global remodeling of the epigenetic landscape that ultimately reverts
the cell to a pluripotent embryonic-like state, with properties similar to embryonic stem
cells (ESCs). This cellular reprogramming allows us to imagine cell therapies that restore
organ and tissue function. Indeed, by reprogramming a somatic cell, from a donor into
iPSCs, these cells can then be modified or corrected before redifferentiation, to produce
‘rejuvenated’ cells, tissues or organs, for replacement in the same donor or an immune-
compatible person. In recent years, emerging results have led to new ideas demonstrating
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that the mechanics of cellular reprogramming can be used to reduce the deleterious effects
of aging and to delay these effects by increasing regenerative capacity, either at the cellular
or the whole-organism level.

In this review, then, we focus on emerging strategies that aim to rejuvenate cells or
tissues based on stem cells, with an emphasis on cell reprogramming approaches that
promise new routes for everyone to enjoy prolonged healthspan and lifespan.

2. Understanding the Aging Process

Aging brings increasing frailty. There are two major phases during aging. The first
phase is healthy aging, where minor alterations accumulate. Then there is a second phase,
so-called pathological aging, in which chronic clinical diseases and disabilities predominate
and impair physiological functions [5].

The problems facing our aging population can be studied with a new demographic
metric, the Healthy Life Years (HLY) or “disability-free life expectancy’ [6], which is defined
by the European Statistical Office as the average number of years one can expect to live in
the absence of these disorders, within the life expectancy and for a given age.

2.1. Age-Associated Pathologies

Deterioration of body functions with age is the main risk factor for major human
pathologies and therefore the main factor limiting HLY. Moreover, since advanced age is
the common causal influence, these chronic disorders often occur concurrently, as comor-
bidities, in the elderly [1,5]. Among these major pathologies are cancer, most commonly
lung, breast, prostate, and colorectal cancers, and cardiovascular disorders including
chronic ischemic heart disease, congestive heart failure, and arrhythmia. The latter two
heart diseases are now the two leading causes of death [7,8]. Age-related diseases affecting
the skeletal system are also common, particularly osteoarthritis and osteoporosis. Another
disease that increases greatly with age is the muscular degeneration known as sarcopenia.
Metabolic disorders such as diabetes and non-alcoholic hepatic steatosis also become more
common with age [9]. Organ and tissue fibrosis, a pathological process characterized by
inflammatory injury and excessive fibrous connective tissue production [10], also increases
during aging and acts as one of the primary causes for age-related deterioration of human
organs, including the lungs [11], kidneys [12], liver [13] and heart [14]. Lymphoid organs,
such as the spleen, also undergo a structural loss of integrity in the elderly. Global deterio-
ration of the immune system increases susceptibility to infectious diseases and reduces the
response to vaccination [15]. This has been widely illustrated lately by age-related mortality
from COVID-19. Finally, there are neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s disease,
Parkinson’s, and Huntington’s disease and sensorial failures such as auditory and macular
degeneration that all increase significantly in the aged [16-18].

The progressive functional and physiological decline of any living organism, leading
inevitably to death, is the progressive accumulation of molecular and cellular damage
occurring throughout its life.

Thus, aging is not a disease in itself but rather a biological process whose multiple
causes and consequences add up and overlap.

2.2. Cellular Damage at the Heart of Aging

For decades, a large number of studies aimed at understanding the adverse effects
of aging were carried out on a wide range of model organisms. In 2013, Lépez-Otin et al.
compiled much of this knowledge and referenced nine general hallmarks of aging in living
organisms [1]. These hallmarks of aging affect the organism at different scales. Some occur
at the molecular level within cells, while others impact tissues and even beyond, at the
level of an organ or the entire organism. These elements were classified according to three
important criteria. First, each hallmark must occur naturally during physiological aging.
In addition, the experimental deterioration of each mark must accelerate aging, while,
conversely, the experimental improvement of each mark must slow aging. Moreover, as
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aging occurs, all these hallmarks are gradually implemented and interact with each other
and an integrative model of these events was proposed [1] that supports a multifactorial
origin of age-related pathologies (Figure 1).

Cardiac fibrosis & hypertrophy

Pulmonary fibrosis

Liver fibrosis &
steatosis

Immune function
alterations

Osteoporosis
Kidney fibrosis

Osteoarthritis

Figure 1. Hallmarks of aging at the origin of age-related diseases. Aging is characterized by a progressive loss of biological
functions linked to the appearance and accumulation of molecular and cellular damage over entire lives. This damage
has been classified into three categories by Lépez-Otin [1]. (i) Primary hallmarks corresponding to molecular disorders
occurring in cells: genomic instability, telomere attrition, epigenetic alterations, and loss of proteostasis. (ii) Antagonistic
hallmarks, corresponding to alterations of damage response mechanisms: deregulated nutrient sensing, mitochondrial
dysfunction, and cellular senescence. Finally, (iii) integrative hallmarks corresponding to tissue homeostasis failures: stem
cell exhaustion and altered intercellular communication. Altogether, these interconnected hallmarks of aging act as cause
and catalyst engendering a large set of age-related pathologies affecting the whole body.

2.2.1. The Primary Hallmarks of Aging Are the Triggering Events Whose Harmful
Consequences Progressively Accumulate Over Time

The hallmarks are structural changes to biological molecules that alter their functions.
These changes increase molecular disorder, or decrease molecular fidelity, within cells.
Molecular disorder can be blocked, or at least slowed, by repair and replacement processes.
However, these mechanisms are also achieved by biomolecules, which are themselves
subject to this increasing disorder [19]. The paradigms of aging-linked disorders are in
the macromolecules, DNA, and protein, including genomic instability [20-23], telomere
shortening [24-26], epigenetic alterations in DNA [27-29], and loss of proteostasis [30-35].
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2.2.2. The Antagonistic Hallmarks Are Damage Response Mechanisms That
Become Overwhelmed

In principle, antagonistic hallmarks of aging are activated to counter the primary
hallmarks, but they progressively become negative in a process that is partly favored or
accelerated by the primary damage.

Cells suffer many impairments, affecting all their molecules and compartments. Fortu-
nately, they usually have the necessary weapons to deal with these problems. However, as
we age, molecular chaos overwhelms our cells” declining capacity for control and repair. To
temporarily stabilize and then eliminate overly damaged cells, we have cellular processes
such as senescence. However, senescent cells accumulate within tissues during aging, in
particular due to a decrease in their elimination by the immune system, and this accumula-
tion incurs many age-related diseases [36]. Moreover, not only cells but also cell organelles
can be damaged. Damaged mitochondria accumulate during aging, upregulating reactive
oxygen species and decreasing energy levels and cellular respiratory capacity [37-39].

During aging, there is a general deregulation of the nutrient-sensing pathways that
detect the intracellular and extracellular levels of nutrients and metabolites as well as the
different hormones that regulate them, and several metabolic alterations thus accumulate
over time, reducing functionality in metabolic disorders.

In addition, certain environmental factors act as catalysts of these deregulations such
as hypercaloric nutrition and a sedentary lifestyle [40].

2.2.3. The Integrative Hallmarks Are Tissue Homeostasis Failures

Integrative hallmarks occur when the accumulated damage caused by the primary
and antagonistic hallmarks cannot be compensated for by homeostatic mechanisms within
the aging tissues. Indeed, as we age, we witness the gradual accumulation of molecular
damage that is no longer tolerated by cellular control mechanisms and thus the number of
altered, dysfunctional senescent cells within tissues increases.

Reduced regenerative capacity and/or depletion of stem cells, resulting from accumu-
lated cell damage, are among the major causes of the body aging process [41,42].

These important changes interfere with interactions and communication between
cells, tissues, and organs, and result in the loss of tissue integrity. Senescent cells have a
specific senescence-associated secretory phenotype (SASP) repertoire composed of pro-
inflammatory cytokines (IL-1«, IL-6, IL-8), chemokines (CCL2, CXCL1), growth factors
(VEGF), and metalloproteinases (MMP-1, MMP-3). SASP is a major source of circulating
inflammatory factors [43,44]. The immune system itself also progressively declines in
function over life. This decline, called immuno-senescence, reduces both humoral and
cellular immune responses [45,46]. Immuno-senescence also favors a pro-inflammatory
environment affecting endocrine, neurocrine, and neuronal intercellular communication.

Although the classification proposed by Lépez-Otin is widely accepted, a few new
hallmarks of aging have been identified since 2013, including stiffening of the extracellular
matrix [47], tRNA-derived fragments [48], circRNA accumulation [49], and even microbiota
dysbiosis [50].

3. The Promise of Pluripotent Stem Cells

Among the approaches to age-related pathological phenotypes, most are aimed at
preventing or mitigating cell damage [1]. This involves activating cellular stress resistance
mechanisms, either with antioxidant molecules or by suppressing senescent cells to reduce
their impact on tissues.

An exception is heterochronic parabiosis, which aims at restoring the regenerative
ability of older tissues through exposure to circulating juvenile factors [51-57].

This objective of restoring functions of a tissue or an organ, when the regenerative
ability of older tissues is reduced, is a foundation of regenerative medicine.

Thus, new strategies are currently being developed around stem cells and the use
of their regenerative potential to prevent the detrimental effects of aging. In particular,
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human pluripotent stem cells (hPSCs) including ESCs and, more recently, iPSCs, are an
indefatigable source of cells for clinical use [58]. ESCs and iPSCs are pluripotent and
therefore have the ability to differentiate into any cell type of the body (with the exception
of embryonic appendices). This characteristic, in addition to self-renewal, gives hPSCs
a central role in a growing number of new cell therapies aimed at restoring functions of
many tissues during aging.

3.1. Human Embryonic Stem Cells

ESCs were first obtained in mice [59,60] and in rhesus monkeys [61]. The work in
primates paved the way for the first successful human embryonic stem cells (hESCs) to be
derived a few years later [62]. Characterization of hESCs revealed specific surface markers
expressed by these cells, and their ability to differentiate into the three embryonic layers:
endoderm, ectoderm, and mesoderm. Following this breakthrough, a large number of
studies demonstrated the possibility of differentiating ESCs into different specialized cell
types, including mature neurons, cardiomyocytes, or insulin-producing cells [63], thus
paving the way for future therapeutic applications.

3.2. Cell Reprogramming

Other methods aim to revert to the pluripotent state using somatic cells as starting
material. Cellular reprogramming has revolutionized the understanding of many fields of
biology and medicine, notably following the discovery of iPSCs in 2006. Two of the main
contributors to cell reprogramming were awarded the Nobel Prize in Medicine in 2012,
namely, Sir John Gurdon and Shinya Yamanaka [64].

Following the discoveries made in the field of somatic cell reprogramming by nuclear
transfer [65,66], which led to therapeutic cloning, trans-differentiation, and cell fusion [67],
it has been hypothesized that somatic cells can be directly reprogrammed into pluripotent
cells through the action of appropriate transcription factors [68-70].

In 2006, Shinya Yamanaka'’s team validated this hypothesis with mouse and human
cells [4,71]. They determined the minimum cocktail of factors necessary to generate cell
colonies similar to those observed in ESC cultures. A final combination of four protein
factors, since named Yamanaka factors or OSKM, reprograms somatic cells into induced
pluripotent stem cells (iPSCs). OSKM is OCT4 and SOX2, which are stabilizers of pluripo-
tency in ESCs and the early embryo [72-74], and KLF4 and C-MYC, which are important in
the self-renewal and proliferation of ESCs in culture [75,76]. This discovery revolutionized
stem cell research for two main reasons. The first is that this method is completely free
of the ethical problems associated with the manipulation of human embryos for research
purposes. The second, resulting directly from the first, is that it opens the door to autol-
ogous transplant strategies into a much larger space than was possible through classical
somatic cell reprogramming by nuclear transfer. With iPSCs, autologous transplants of
“reconstructed or repaired” cells, tissues, or organs can be derived from the patient’s own
cells, which avoids any risk of rejection down the line. Induced reprogramming represents
the third and most recent source of hPSCs developed for therapeutic applications, after
therapeutic cloning and deriving ESCs from embryos.

3.3. Human Pluripotent Cells as an Experimental Modelling Tool

Reprogramming has revealed that cellular fate is highly plastic. Another parameter
of prime importance for medical research is that, after having ascended the slope from
one cell type to a pluripotent state, the cell can be brought back down along various
different pathways from the original one. Thus, hPSCs create the possibility of in vitro
differentiation into various cell types. In vitro differentiation can be used experimentally,
to model different diseases, and therapeutically, to manipulate diseased states. In the
following sections, we will discuss concrete examples, in the context of aging, of in vitro
modelling of differentiation and pathologies, and the challenges of developing them into
therapeutic solutions.
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3.3.1. Organoids and Complex Tissues

Pluripotent stem cells (PSCs) spontaneously differentiate when culture conditions
no longer stabilize their pluripotency. Equally, PSCs can be guided towards desired cell
identities if specific stimuli are added, such as those present during embryonic differentia-
tion. Examples of iPSC differentiation are now numerous and varied. The differentiation of
iPSCs into renal podocytes [77,78], hematopoietic progenitors [77], neurons [79], endothe-
lial cells [80], cardiomyocytes [81], retinal progenitors [82], pancreatic 3 islet cells [83], or
ciliated epithelial cells [84], implies no limits to human tissue modeling in vitro. The recent
development of organoids also illustrates the progress of knowledge in the manipulation
of cell fate. Three-dimensional suspension cultures of pluripotent cells allow them to
organize and differentiate into spheroid structures, in which several cell types cohabit. The
cells thus form “mini-organs” in which cellular interactions mimic those that exist within
tissues in vivo. Organoids have become very popular in recent years [85-87] and many
teams model tissues and characterize the cell populations in these structures with increas-
ing precision, particularly through high-throughput single-cell transcriptomics [88]. The
most advanced organoids currently model the brain [89-91], intestine [92,93], kidney [94],
heart [91,95-97], or retina [98].

More recently, the emergence of cell-printing technologies, using PSCs or differentiated
cells as “inks”, has also led to advances in the formation of heterogeneous tissues and has
even allowed the development of supports for ear cartilage regeneration [99-101].

Despite the rapid advances in this field, the level of complexity attained in cellular
and organoid models still falls short of the real complexity of living organisms, in which
large systems interact with each other and constantly adapt to changes brought about
by the environment. These modeling strategies are thus complementary approaches to
animal experimentation.

3.3.2. Modelling Age-Related Pathologies In Vitro

Technologies reprogramming human somatic cells into iPSCs [71,102], have also paved
the way for the generation of patient-derived iPSCs, allowing the various pathological
phenotypes to be recreated in vitro, e.g., for genetic disorders, including Duchenne mus-
cular dystrophy, Becker muscular dystrophy, Parkinson’s disease, Hungtington’s disease,
trisomy 21, and polymorphic catecholaminergic ventricular tachycardia [103-105].

Accelerated aging pathologies can also be modeled through reprogramming. Our
group has modeled several of these syndromes. Indeed, we have demonstrated that cells
from Werner syndrome patients can be reprogrammed while maintaining their shortened
telomeres phenotype [106]. We also reprogrammed cells from a patient with Bloom syn-
drome, while maintaining the characteristic sister chromatid exchange phenotype [107].
Other teams have obtained similar results on several premature aging syndromes [108-113].

3.3.3. New Models for the Screening of Therapeutic Molecules

In addition to providing new knowledge about the molecular characteristics of
pathologies and their development, pathology models derived from hPSCs can also pro-
vide key lead molecules in high-throughput screens [114,115]. Furthermore, these screens
can test potential therapeutic agents on organoids in specific pathological contexts to assess
toxicity and optimize treatment.

For example, evaluating therapeutic candidates for cardiotoxicity is a major phase in
drug development, and thus a particularly important application in hPSC-based
models [116-120].

Thus, hiPSCs can be broadly used as a modelling tool. Moreover, an important
parameter, brought by the use of patient-derived iPSCs, is the personalized nature of this
approach, allowing hypotheses to be tested in the patient’s genetic background [121-123].
Furthermore, the intersection of stem cell research and genome editing research, and in
particular, the recent advances in the use of CRISPR-Cas technology, promises to open
up new possibilities in the correction of genetic mutations associated with pathological
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phenotypes [124-127]. These developments pave the way for future therapies based on cell
or tissue replacement by their genetically corrected ex vivo equivalent derived from iPSCs.

4. New Strategies in Regenerative Medicine to Rejuvenate Cells and Tissues

Taking advantage of cell reprogramming, several strategies can be envisioned to reju-
venate cells and tissues. Two major types of treatment are of note. A classical therapeutic
approach is the direct consequence of clinical applications based on the production of
differentiated cells from iPSCs to regenerate or replace cells inside a damaged tissue or
even replace the entire injured organ (Figure 2). Another more innovative and disruptive
process is to act directly on the cells, inside the damaged tissue, to rejuvenate them, without
modifying their identity. In the same vein, we can also imagine intervening prophylactically
before the appearance of the damage induced by aging.

Autograft

Personalized medicine

[ae o s ]
iPSCs
(Rejuvenated cells)
\r 1G]
New type G ‘*\ é
differentiated cells o ‘—l Ve o
(6] o
20N |2
Organoids g | > ;
[V
Complex tissues [>
Reconstructed
organs
I\'I—I'ograft_

Personalized medicine™

Figure 2. Applications of cell reprogramming and hPSCs to restore altered or aged tissues. Due to
increased life expectancy and global population aging, two major health issues are arising: increased
prevalence of age-associated pathologies whose mechanisms remain only partially explored and
understood, and increased age-associated tissue deterioration and loss of function. Therefore, human
pluripotent stem cells (hPSCs), including embryonic stem cells (ESCs), nuclear transfer stem cells
(ntSCs) and induced pluripotent stem cells (iPSCs) emerged as tools to model both age-associated
pathologies and tissue deterioration: from 2D cell culture to 3D complex reconstructed tissues,
through organoids, and cells or tissue replacement strategies. Thanks to cell reprogramming [4,71],
iPSCs made it possible to envisage autografts, especially in aged patients, as reprogramming erases
aging marks in iPSCs and allows production of “rejuvenated” cells after differentiation [128].
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4.1. Clinical Applications of Human Pluripotent Stem Cells

All developments in the ex vivo reproduction of tissue for analytical purposes also
benefit clinical applications that aimed at “repairing” humans. In contexts such as the
shortage of organs to meet the demand for transplants, the inexistence of therapeutic
solutions in certain cases of traumatic injuries or the problem of immune rejection of
transplants after transplantation, therapies based on hPSCs and particularly iPSCs are
extremely innovative and promising.

4.1.1. Production of hPSCs for Clinical Use

The therapeutic use of hPSCs requires safety standards, and it is therefore highly per-
tinent to develop reprogramming factors that minimize the risk of alterations. For example,
Okita et al. demonstrated that the transgene encoding C-MYC could be reactivated and
cause tumors in chimeric mice derived from retroviral-vector-reprogrammed iPSCs [129].
Other studies have also revealed that genetic and epigenetic alterations occur during very
long-term maintenance of cells in culture and that culture techniques also have an impact at
this level [130,131]. Quality control of the genomic integrity of clones used for therapeutic
applications should therefore be applied, even when reprogramming has been carried out
using non-integrative factors [132]. There have also been refinements to the composition of
hPSC culture media and matrices that ensure the absence of xenogenic elements for clinical
use [132,133].

The reprogramming of patient cells, although relatively cumbersome and expensive,
has tremendous advantages for autologous therapies. Cells can easily be collected by blood
sampling and thus very low surgical risk is associated with very little inconvenience to the
patient. Recently, culture techniques in microfluidic systems have shown an increase in the
efficiency of reprogramming when mRNA-like factors are used rather than conventional
culture techniques. Moreover, this approach allows a drastic reduction in the amount of
components needed for reprogramming [134,135].

iPSCs can also be used for allogeneic transplants. One approach is to build haplobanks
in which cells would be characterized and selected for their compatibility with the recipient,
in particular for human leukocyte antigen (HLA) [136-138]. Another interesting possibility
is to decrease cell immunogenicity, as demonstrated in mice by Deuse et al. [139]. In their
experiments, they found that murine and human iPSCs lost their immunogenicity from
the dual effects of CD47 overexpression and CRISPR-Cas9 ablation of major class I and II
histocompatibility complexes [139]. This proof of principle suggests it will be possible to
design several clones of “universal” iPSCs characterized and modified to be compatible
with the general population, which would greatly reduce the cost compared to patient-
specific strategies. However, such a strategy should be used with caution as it increases
the risk of cancer development due to a reduction of cell immunogenicity. Therefore, in
order to ensure maximum security, control of the system using suicide genes could be
added [140,141].

4.1.2. Cell and Tissue Replacement Therapies

Therapies based on the transplantation of cells and tissues, differentiated from hPSCs,
aim to replace or repair age-related injured, damaged, or non-functional tissues [142]. We
will discuss a few illustrative examples. Many cell and tissue replacement trials have
focused on the nervous system and traumas, such as spinal cord injuries, that often occur
in accidents. These frequently lead to reduced motor functions, even paralysis, or loss of
sensory functions. Unfortunately, there are no real classical therapeutic solutions yet for
these situations. Demonstrating the potential of hPSCs, it was showed, in 2005, that the
transplantation of human neural stem cells of fetal origin into the spinal cord of a primate—
a marmoset—can promote functional recovery after injury. In particular, it was shown that
the transplanted cells differentiate into neurons, astrocytes, and oligodendrocytes [143].
The same group went on to demonstrate in mice and marmosets that human neural stem
cells derived from iPSC differentiation could improve motor functions, form synaptic
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connections with host neurons and reduce demyelination from injury [144,145]. This cell
replacement strategy was also applied for deafness using hESCs differentiated into otic
progenitors and then into ciliated cells and auditory neurons. After transplantation, these
cells significantly improved auditory response thresholds in a model of lesion-generated
auditory neuropathy [146].

Degenerative pathologies can also benefit from this type of therapeutic approach.
Neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s and Parkinson’s are among the interest-
ing targets for cell therapy given their frequency in the population [147-149]. In monkeys,
autologous transplantation of dopaminergic neurons, derived from iPSCs, avoided im-
munosuppression and significantly re-innervated the putamen, improved motor function
and enhanced survival by over two years [150]. Retinopathies, such as age-related macular
degeneration or retinitis pigmentosa, have also been targeted in several clinical trials using
differentiated cells derived from hESCs or iPSCs [151,152]. In 2017, Mandai et al. performed
an autologous retinal cell transplant of retinal cells derived from iPSCs from a patient with
neovascular (or wet) AMD [153]. Another development by Ben M'Barek et al. focusing on
the treatment of retinitis pigmentosa associated with mutations in the LRAT, RPE65 and
MERTK genes, used a sheet of retinal pigmentary epithelium grown on a human biological
matrix of amniotic origin. This leaflet, derived from hESCs using a GMP process, has been
tested in mice and primates and is currently in clinical trials [152].

4.1.3. Organ Production in In Vivo Models

All the therapeutic strategies we have addressed consist of developing therapeutic
cells or tissues ex vivo, under defined conditions, and then reimplanting them in the patient.
Another approach consists of developing complete human organs directly in animal hosts.
By creating in vivo models closer to human beings, it should be possible to generate
functional and directly transplantable organs and circumvent the lack of organs [154,155].

By injecting iPSCs from one species into a blastocyst stage embryo of a second species,
it is possible to generate interspecific chimeric individuals composed of cells from both
species. Interspecific organogenesis then takes a specific organ of one species grown in a
second species host that has a defect in the development of the organ in question. This was
first performed in 2010 by Kobayashi et al., who injected rat iPSCs into a mouse blastocyst
for which the genesis of the pancreas was genetically disabled by deletion of the PDX1
gene. This ‘blastocyst complementation” resulted in a mouse with a functional mouse-sized
rat pancreas [156]. The reverse experiment was performed a few years later by Yamaguchi
etal,, using the same genetic deletion in rats, with mouse iPSCs. Again, the host organism,
the rat, had a normal rat-size functional pancreas, derived from the donor mouse cells [157].
Usui et al. showed in 2012 that it was possible to extend this process to other organs by
performing intraspecific blastocyst complementation with wild-type mouse iPSCs and a
mouse blastocyst, deleted for the SALLI gene, i.e., in which kidney genesis is inactivated.
The chimera resulting from the complementation also showed functional kidneys from the
donor cells [158]. All these studies make it possible to envisage blastocyst complementation
from hPSCs in blastocysts from animals such as pigs or sheep, whose organ size, anatomy,
and physiology are close to those of human organs. However, Wu et al. have found that
the frequency of human cells in chimeric pig embryos is currently very marginal [159].

Many improvements and discoveries still need to be made to make this type of
strategy fully operational. Recently, it was demonstrated that the contribution of donor
cells to host tissues is greatly improved by the artificial creation of a permissive niche that
could even allow the formation of complete organs [160]. However, the main limitation to
achieve interspecific chimerism is indisputably the pluripotent state of hPSCs. Indeed, two
distinct states of pluripotency have been characterized—the naive state corresponding to
mouse ESCs and the primed state corresponding to hPSCs or to mouse epiblast stem cells
(epiESCs) originating from the early post-implantation epiblast [161,162]. These different
naive and primed states have important archetypal differences, particularly in terms of
cellular metabolism, the level of chromatin methylation, and gene expression. They also
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display important functional differences, notably in their ability to integrate into other
species embryos [163]. Numerous research projects aim at developing and optimizing cell
culture processes to increase the ‘naivety” of hPSCs to approach that of murine naive cells
and to increase their capacity to integrate into blastocysts [164-166].

4.2. Organismal Rejuvenation through Cellular Reprogramming

As wehave just seen, the new therapeutic solutions provided by regenerative medicine
benefit, or will benefit, the fight against many age-related diseases. Many age-damaged
tissues and organs can already be replaced, or may be considered for replacement in the
near future, thanks to ongoing innovations in stem cell research. This would be possible
thanks to organs grown ex vivo or produced in animals from iPSCs derived from patient
cells. However, there are obstacles to realizing this vision.

4.2.1. Aging and Senescence, Two Obstacles to Reprogramming

One of these important limitations is the aging itself, of the individual, since, as
we previously discussed, there are important changes that negatively and permanently
affect cells as they age. Thus, developing autologous replacement strategies based on
cells already altered by age would lead to the creation of new organs that are already old
and therefore, by definition, damaged. Cell senescence, which is always increasing in the
body during aging, is a major obstacle to cell reprogramming, reducing the effectiveness
of autologous approaches in an aging context. It is notably via epigenetic remodeling
of the CDKN2A locus and overexpression of the proteins p53, p16INK4A and p21CIP1
that senescence is thought to act as a barrier to reprogramming in older and damaged
cells [167-169]. Consequently, inhibition of the p16INK4A pathway [170] or inactivation
of the p53 gene [171,172] can increase reprogramming efficiency and have even enabled
reprogramming in cells that failed to be reprogrammed under normal conditions, although
these changes increased the susceptibility to genetic instability. The inactivation of p53
not only promoted reprogramming but also allowed reprogramming of cells via only two
transcription factors: OCT4 and SOX2 [173]. One of the obstacles for reprogramming is
thus falling.

Recently, Mahmoudi et al. demonstrated high variability in reprogramming in elderly
fibroblast populations, due in part to the pro-inflammatory secretory profile of certain
so-called “activated” fibroblasts. These fibroblasts are characterized by the secretion of
inflammatory cytokines, notably TNF, and are also believed to be involved in the variability
of in vivo wound healing rates in elderly mice [174].

4.2.2. Cellular Reprogramming to Erase Cell Aging

In many ways, iPSCs are considered equivalent to ESCs, if not indistinguishable.

Although this is still under discussion, it is clear that these cells have much in common
and that iPSCs have embryonic genetic and epigenetic characteristics. Among these
characteristics, some are known to be altered by age, such as telomeric shortening. Thus, by
restoring an embryonic state, reprogramming has demonstrated a very interesting ability
to erase certain cellular marks of aging. Marion et al. have thus shown that reprogramming
fibroblasts with short telomeres resulted in an extension of the telomeres in the same way
as reprogramming young fibroblasts with longer telomeres [175]. From a metabolic point
of view, Surh et al. demonstrated that after reprogramming, iPSCs exhibit mitochondria
similar to those of ESCs. Moreover, after redifferentiation, neo-fibroblasts significantly
improved functionally, compared to their parent fibroblasts [176].

It is intuitive that re-programming promotes cell rejuvenation in certain ways, as an
embryonic cell (or iPSC) has more juvenile feature than an adult cell. Furthermore, we
demonstrated for the first time that cell reprogramming can even rejuvenate cells from
centenarians, and that it can also overcome the barrier of cell senescence without directly
inactivating senescence inducers such as p53, p16INK4A, and p21CIP1, as discussed in
the previous paragraph [128]. The reprogramming protocol used has been optimized
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and is based on the use of a cocktail of the combined six reprogramming factors from
pooling the overlapping four factor cocktails of Yamanaka [71] and Thomson [102], i.e.,
OCT4, SOX2, KLF4, C-MYC, NANOG, and LIN28 (OSKMNL). Following this protocol, we
discovered that iPSCs reprogrammed from replicative senescing or centennial cells had
restored telomere and mitochondrial functions, with a gene expression profile and a level
of oxidative stress similar to hESCs. In addition, after their redifferentiation, the fibroblasts
obtained had reset their proliferation capacity and had a similar transcriptomic profile
to fibroblasts derived from hESCs, as well as a restored metabolism. This demonstrated
conclusively that “cellular aging” is reversible. Overall, then, iPSC technology is now
among the major regenerative medicine approaches for elderly patients and the one that
promises the most perspectives for new therapeutic avenues.

4.2.3. Complete Cellular Reprogramming Causes Teratomas

As a result of all these observations, several teams around the world, including ours,
have wondered whether cell rejuvenation by reprogramming could also be applied in vivo,
directly within tissues, to prevent aging deteriorations. Thus, various distinct mouse
models for in vivo reprogramming have been developed to explore this hypothesis.

Abad et al. were the first to address this question [177]. They developed two different
functional transgenic murine lines, named i4F-A and i4F-B, both allowing the inducible ex-
pression of the four reprogramming factors in the presence of doxycycline. A polycistronic
expression cassette encoding OSKM was inserted using a lentivirus-like vector into two
different genome loci: an intron of the Neto2 gene for the i4F-A lineage and into an intron
of the PPARy gene for the i4F-B lineage. The expression of the OSKM cassette is controlled
by a doxycycline-inducible transcriptional activator (rtTA) in the Rosa26 locus. Firstly,
mice were treated with a high dose, Img/mL, of doxycycline in drinking water to induce
OSKM, which revealed a very rapid deterioration in the health of the animals after just one
week, including significant weight loss and damage to the intestine and pancreas. Other
protocols were then designed to minimize these effects and maximize survival, which led
to the generation of pluripotent cells in vivo, circulating in the blood, and thus validated
the feasibility of direct reprogramming in animals. Unfortunately, these treatments also
produced teratomas in many organs, especially the pancreas, kidneys, intestine, and adi-
pose tissue, with an incidence of over 40%. Using another in vivo reprogramming model,
Ohnishi et al. achieved results similar to Abad et al. [178], with a rapid degradation of
health status due to the proliferation of undifferentiated dysplastic cells within the tissues.
The authors also observed the appearance of teratomas in the kidneys, pancreas, and liver,
even one week after stopping a seven-day treatment on their animals. Thus, although
in vivo reprogramming has deleterious effects on health status and lifespan when carried
out to completion, it is nevertheless possible to convert adult cells into embryonic cells
in vivo just as in cell culture.

Based on the previously described mouse transgenic models [177], several studies
have revealed a strong association between reprogramming and tissue senescence. In vivo,
complete reprogramming requires senescence-associated secretory phenotype (SASP) fac-
tors, in particular IL-6 [179]. Indeed, Mosteiro et al. demonstrated the role of senescence in
cell plasticity by generating teratomas in the lungs, only in the context of injury. In addition
to the teratomas, this organ had high expression levels of senescence markers such as IL-6
and PAI-1. Inactivation of senescence in this tissue inhibits teratoma formation. Similar
results obtained in injured muscle by Chiche et al., using the same model, highlighted the
central role of Pax7* muscle stem cells in the reprogramming of this tissue [180].

Overall, these examples fully illustrate the importance, for any reprogramming strat-
egy aiming at rejuvenating organisms, of first overcoming the conditions leading to delete-
rious total dedifferentiation of the cells.
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4.2 4. Partial Cellular Reprogramming Rejuvenates Cells In Vitro and In Vivo

To overcome this ultra-dedifferentiation problem, Ocampo et al. have developed a pro-
tocol to induce partial reprogramming. Their work was the first proof that reprogramming
can counteract aging, demonstrating in particular that cyclic expression of OSKM in vivo
can prolong the life expectancy of mice recapitulating the human Hutchinson-Gilford
Progeria Syndrome, while improving the age-related phenotype [181]. For the purposes
of their experiments, the authors used reprogrammable homozygous progeria mice of
genotype LmnaG009G/Ge0%G RogHtTA/+ Col1 A1#F2A/+ obtained by crossing a reprogramming
model developed by Carey et al. [182] with the accelerated aging model developed by
Osorio et al. [183]. The authors chronically induced OSKM with a dose of 1 mg/mL of
doxycycline in bottle water two days per week. It was observed that by following this
induction protocol, the life expectancy of homozygous progeria animals was increased by
almost a third, with a median life expectancy of 24 weeks for treated animals compared to
18 weeks for controls. This improvement in longevity was also accompanied by an overall
improvement in health, as well as maintenance of tissue integrity in organs such as the
kidneys, spleen, stomach, and heart. These results were, however, obtained on animals
with a homozygous Lmna gene mutation, i.e., that were highly abnormal [183]. It would
be interesting to confirm these results in the context of normal physiological aging orin
models closer to it, such as heterozygous progeria animals for this same mutation.

Interestingly, it was shown in the same study that induction of OSKM improves
(i) the regenerative capacities of non-progeria animals of genotype Lmna*/* R26"TA/*
Col1A1#F2A/+ [181], (ii) regeneration in a model of diabetes induced by streptozocin toxin
administration, and (iii) in a model of muscle degeneration induced by intramuscular
cardiotoxin injection. The improvements occur through an increase in the number of
Pax7" satellite stem cells that are involved in muscle fiber regeneration [181]. In the
same mouse model, Doeser et al. showed that local induction of reprogramming factors
temporarily slowed skin wound healing by reducing the activity of fibroblasts and their
transdifferentiation into myofibroblasts, illustrated by the down-regulation of the markers
TGFp1, COL1al, and «SMA. The consequence of this phenomenon is a significant reduction
in the formation of scar tissue during regeneration [184]. Recently, Rodriguez-Matellan
etal. demonstrated, with the i4F-B model, that a cyclic induction three days per week by 2
mg/mL of doxycycline improved cognitive functions in mice, with a positive correlation
between an increase scored in object recognition memory test and the level of OSKM
expression [185].

In addition, Ocampo et al. demonstrated that inducing OSKM for four days induces
epigenetic rearrangement in the histone markers H3K9me3 and H4K20me3, which are
known to be deregulated during aging, in vitro and in vivo in the tissues of treated animals.
However, these short induction effects were reversible, suggesting that chronic induction
is necessary to obtain impact on longevity [181].

To further investigate the impact of partial reprogramming in humans, Sarkar et al.
recently developed an in vitro strategy based on the use of mRNA to allow the expression
of the 6 OSKMNL reprogramming factors in young and old human cells [186], whose
effectiveness in erasing aging hallmarks leading to a rejuvenated phenotype had previously
been established by the work of our team [128]. They demonstrated, in fibroblasts and
endothelial cells, that transient reprogramming could restore certain cellular characteris-
tics altered in physiological aging, including two epigenetic clocks, namely a pan-tissue
epigenetic clock based on 353 CpGs and a skin- and blood-focused second clock based on
391 CpGs, described to be highly correlated to chronological age. In addition, the authors
demonstrated that reprogramming changed the level of H3K9me3, improved proteosomal
activity and autophagosome formation, and decreased ROS. To analyze whether transient
OSKMNL expression could also reverse age-related phenotypes such as increased levels
of inflammation and decreased regenerative capacity of adult stem cells, the authors first
analyzed the transcriptional consequences of reprogramming to chondrocytes in elderly
osteoarthritic patients. They observed a significant reduction in intracellular mRNA levels
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of RANKL and iNOS2, as well as in the levels of inflammatory factors secreted by the cells,
such as MIP1A, IL-6, IFNA and MCP3. In a second step, they analyzed the power and
regenerative capacity of transiently reprogrammed human muscle stem cells of different
ages by transplanting them into a mouse muscle injury model. Reprogrammed aged
stem cells became stronger and regenerated better muscle fibers [186]. These results are
promising as they open the way to new in vivo reprogramming strategies for cell ther-
apy interventions and validate the non-integrative approach to achieve the expression of
reprogramming factors.

Another type of in vivo reprogramming strategy has been illustrated recently. Senis
etal. demonstrated that in vivo reprogramming was achievable by delivering OSK factors
with viral vectors [187]. This kind of approach has very recently been illustrated as a strat-
egy for regeneration of the central nervous system in mice, and more precisely, for restoring
vision [188]. In this study, the authors used AAV2 vectors for the controlled expression of a
polycistronic cassette encoding OSK factors that they injected into the vitreous body of the
mouse eye to reach the retina. To test the safety of this strategy, the authors maintained
an induction for over 15 months to validate the absence of tumors or deformations of the
retina. The authors then demonstrated that the induction of OSK in retinal ganglion cells
increased their survival, the regeneration of their axonal extension and forming of the optic
nerve, during different stress situations. These included a model of optic nerve injury by
nerve compression, a model of glaucoma induced by ocular overpressure, and their final
demonstration was in the context of age-related vision impairment. DNA methylation
and transcriptomic profiles were also restored in these retinal ganglion cells. Furthermore,
epigenetics seems to play an important role in the regeneration phenomenon, as the inhibi-
tion of TET1 and TET2 DNA demethylase acts as a barrier and prevents any restoration.
Epigenetic reorganizations involved in transient reprogramming are the widely considered
to be the driving force behind the global rejuvenation phenomenon observed both in vitro
and in vivo [181,185,186,188,189].

In summary, then, the various modes of cellular reprogramming detailed above
confirm it as an important avenue toward innovative therapies to combat the harmful
effects of aging and age-related pathologies due to decreased regenerative capacities of
stem cells altered by aging.

5. Conclusions

The above paragraphs address the many approaches based on the properties of cell
pluripotency and reprogramming that can be used to counter the multifactorial damages of
aging. “Classical” approaches using iPSCs and derived cells obtained after differentiation
are now being intensively studied and developed, and clinical applications, although
still in their infancy, are progressing very rapidly. Beyond this, methods based on a
direct intervention through partial reprogramming as a strategy against aging have laid
the foundations for more disruptive approaches (Figure 3). All these procedures can
be used to rejuvenate cells or tissues. Depending on the timing, the intervention can
either be preventive or therapeutic. Moreover, these strategies, or a combination of them,
might either delay or slow aging, or both. It is obvious that purely genetic techniques
to induce reprogramming in humans are not feasible, and lifelong chronic induction is
far from being translated to the clinic. However, the studies we summarize and many
others that we have not had the space to cover establish a proof-of-concept for further
investigations to define an optimal regimen suitable for clinical applications. Indeed, the
identification of molecular and cellular pathways for tissue improvement or repair during
aging opens the door for strategies for ectopic expression of reprogramming factors using
non-integrative vectors or using mimetic molecules to activate endogenous reprogramming
factors. In addition, these investigations could lead to the discovery of secondary and/or
complementary pathways to intervene during aging and improve the healthspan. Thus, a
wide range of therapeutic solutions based on induced pluripotent stem cells, but also on
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cell reprogramming strategies, is now available to improve healthy aging for the benefit of
individuals and society.
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Figure 3. Partial reprogramming toward pluripotency as a new anti-aging strategy. For decades, complete cell reprogram-
ming has been demonstrated to reset somatic cell physiology to a juvenile state equivalent to ESCs. Starting from transgenic
models allowing inducible reprogramming factor expression to non-integrative vectors; numerous studies have recently
demonstrated that a partial reprogramming is sufficient to restore the general characteristics of cellular aging without
changing the identity of the cells. These innovative approaches pave the way for new strategies based on a safe transient
reprogramming that can be directly transposed to humans.
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RESUME

Le vieillissement est un processus complexe qui se caractérise par l'altération progressive de la physiologie cellulaire
et tissulaire. Modulé par des facteurs génétiques et épigénétiques, il s'accompagne d'une modification du
métabolisme cellulaire, d'une diminution de la résistance aux différents stress cellulaires et de la sénescence
cellulaire. L’objectif de ce travail est d'utiliser la reprogrammation cellulaire comme stratégie visant a retarder les
effets du vieillissement, en induisant un rajeunissement global ou en améliorant les capacités régénératrices de
I’organisme.

L'expression de quatre facteurs de transcription : OCT4, SOX2, KLF4 et c-MYC (OSKM) permet l'induction de la
reprogrammation de cellules somatiques en cellules pluripotentes. Procéder a une reprogrammation dite transitoire,
c’est-a-dire initier le processus sans atteindre I'état de pluripotence, a un effet immédiat qui efface en partie les
marques caractéristiques du vieillissement des tissus et des cellules. Afin de déterminer comment une courte
reprogrammation cellulaire transitoire réalisée précocement affecte les processus de vieillissement chez un animal
entier, nous avons induit I'expression d'OSKM chez des souris progériques reprogrammables jeunes et avons révélé
une augmentation de la longévité sur les ages tardifs et un effet protecteur sur I'intégrité des structures tissulaires et
sur les pathologies liées a 1'age, associé a des modifications des signatures épigénétiques dans les tissus. Ces résultats
sur les ages tardifs apres une reprogrammation transitoire précoce suggerent un effet mémoire, se maintenant tout
au long de la vie. Afin d’expliquer ces effets a long terme, nous avons exploré I'impact d'une reprogrammation
transitoire précoce sur le métabolisme. Nous avons pu mettre en évidence une modification globale de la
composition corporelle des animaux, avec un ralentissement de la prise de masse grasse dans les ages jeunes et un
maintien de cette méme masse grasse dans les ages tardifs, associé a une modification globale de l'ultrastructure et
de l'activité métabolique du tissu adipeux blanc. Cette transition métabolique semble aussi impacter le tissu
musculaire selon une dynamique qui lui est propre.

L’identification des mécanismes sous-jacents nous permettra de définir de nouvelles stratégies pour prévenir le
vieillissement et la sénescence, a I'origine de I’apparition des pathologies liées a I'age.

Mots clés : vieillissement, sénescence, cellules souches, régénération, reprogrammation, métabolisme, épigénétique.

ABSTRACT

Aging is a complex process characterized by the progressive alteration of cellular and tissue physiology. Modulated
by genetic and epigenetic factors, it is accompanied by a modification of the cellular metabolism, a decrease in
resistance to various cellular stresses and cellular senescence. The objective of this work is to use cell reprogramming
as a strategy to delay the effects of aging by inducing global rejuvenation or by improving the regenerative capacities
of the organism.

The expression of four transcription factors: OCT4, SOX2, KLF4 and c-MYC (OSKM) allows the induction of somatic
cell reprogramming into pluripotent cells. This so-called transient reprogramming, i.e., initiating the process without
leading to the pluripotent state, has an immediate effect that partially erases the characteristic marks of tissue and
cell aging. In order to determine how an early short transient cellular reprogramming affects aging processes in a
whole animal, we induced OSKM expression in young progeric reprogrammable mice and revealed an increase in
longevity at late ages and a protective effect on the integrity of tissue structures and on age-related pathologies,
associated with modifications of epigenetic signatures in tissues. These results on late ages after an early transient
reprogramming suggest a memory effect maintained throughout life. To explain these long-term effects, we explored
the impact of an early transient reprogramming on metabolism. We were able to demonstrate a global modification
of the body composition of the animals with a decrease of the fat mass gain in the young ages and a maintenance of
this same fat mass in the late ages associated with a global modification of the ultrastructure and the metabolic
activity of the white adipose tissue. This metabolic transition also seems to impact the muscle tissue with its own
dynamics.

The identification of the underlying mechanisms will allow us to define new strategies to prevent aging and
senescence, which are at the origin of the appearance of age-related pathologies.

Keywords: aging, senescence, stem cells, regeneration, reprogramming, metabolism, epigenetic.



