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Introduction

. Vieillissement cardiovasculaire

Le vieillissement est défini comme le "Fait de devenir vieux, ensemble des phénomeénes qui marquent
|'évolution d'un organisme vivant vers la mort." ou "Affaiblissement naturel des facultés physiques et
psychiques di a I'age."(“Larousse,” n.d.)
Le vieillissement est donc un processus naturel et physiologique, universel, complexe, lent et irréversible.
C’est une modification, par le temps, de la fonction et de la structure d’un organisme. Le plus souvent, le
vieillissement conduit a une diminution voire une perte de fonction d’'un organe, en dehors de toute
pathologie. Le vieillissement physiologique résulte de I'association de trois composantes (de Jaeger &
Cherin, 2011) :
- Levieillissement intrinseque conditionné par des facteurs génétiques.
- Le vieillissement extrinseque influencé par les facteurs environnementaux, lié a I'histoire de vie de
chacun.
- Mais aussi le vieillissement induit par les maladies, conduisant a des pertes de fonctions de certains
organes de facon précoce.
Le vieillissement possede par ailleurs, un caractére différentiel. Les différents organes, tissus, et cellules de
I’organisme ne « vieillissent » pas de la méme facon, chacun peut débuter un programme de vieillissement a
des moments différents, et évoluer a des rythmes différents. De plus, notre capacité a vieillir n’est pas
identique en fonction des individus, I'age chronologique n’est donc que trés peu représentatif de I'dge

physiologique.

a) Etat des lieux

Aujourd’hui la population mondiale vieillissante augmente rapidement. Selon les estimations 'OMS, entre
2000 et 2050, la population mondiale des plus de 60 ans, passera de 11% a 22%, soit a peu prés 2 milliard de
personnes. Sur la méme période, la population des plus de 80 ans sera quant a elle multipliée par 4 (Figure
1). Il y a donc aujourd’hui une augmentation de I'espérance de vie. Cependant, il est prédit qu’une part
importante de la population mondiale développera une maladie chronique, et I'OMS ne peut pas affirmer

actuellement que les personnes agées d’aujourd’hui vivent en meilleure santé que leurs parents. Bien que
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durant les 30 dernieres années, les taux de handicaps graves ont baissés dans les pays a revenus élevés, il n'y
a eu aucun changement significatif pour les handicaps légers ou modérés. Ce qui est important aujourd’hui,
ce n'est plus I'augmentation de I'espérance de vie mais I'augmentation de |'espérance de vie sans
pathologies, ou autrement dit « un vieillissement en bonne santé ». « Le vieillissement en bonne santé » est
défini comme le processus de développement et de maintien des capacités fonctionnelles qui permet aux
personnes agées de jouir d'un état de bien-étre et d’autonomie. Pour cela, I'OMS met en place de 2016 a
2020 puis de 2020 a 2030 une stratégie mondiale visant a améliorer le vieillissement de la population
mondiale, qui s’intitule « Vieillir en bonne santé », permettant de promouvoir un environnement favorable
pour les personnes agées, en améliorant les soins de longues durées et adaptant ces soins a cette

population.

Figure 1 : Recensement et prévision de la population des 60-79 ans et des plus de 80 ans (ONU, 2015)

b) Pathologies liées a I'dge

i. La fragilité

La fragilité fait partie des syndromes gériatriques avec la déficience cognitive légere et le syndrome
métabolique (Franceschi et al., 2018a). La fragilité est décrite, chez les personnes agées, comme un
syndrome multidimensionnel caractérisé par une perte des réserves physiologiques et une augmentation de
la vulnérabilité face aux stress. Ce syndrome peut étre le résultat de nombreuses altérations accumulées au
sein des différents organes (Figure2), et peut par exemple conduire a une augmentation de la vulnérabilité
face a certaines pathologies. De plus, cette fragilité peut induire des décompensations disproportionnées,
des complications, une augmentation du temps de guérison, ou un déclin fonctionnel favorisant la

dépendance et est associée a une augmentation de la morbi-mortalité (Franceschi et al., 2018a).
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C'est en 2001, que Fried et al, mettent en place les 5 critéres définissant la fragilité, permettant alors de
mieux I'identifier et de mieux la prendre en charge. Ces critéres incluent :

- Une perte de poids involontaire

- Unsentiment de fatigue et d'épuisement

- Une vitesse de marche réduite

- Une sédentarité

- Une force de préhension diminuée
Si le patient possede au moins 3 de ces 5 criteres, il est classifié comme fragile et présente alors un risque
accru de chutes, une diminution de la mobilité ou de I’ADL (Activities of Daily Living), une augmentation du
risque d’hospitalisation, ou de mort durant les 3 années suivantes (Fried et al., 2001).
Fried et Ferrucci, ont été les premiers en 2015 a conceptualiser la fragilité comme un syndrome de
vieillissement accéléré et ont montré qu’elle pouvait étre associée a de multiples pathologies chroniques. A
contrario, la présence de pathologies chroniques contribue également a l'apparition de cette fragilité,
renforcant alors I'idée d’un continuum entre la santé, les pathologies et les comorbidités. Par exemples, la
perte de la masse musculaire liée a I’age (la sarcopénie), la réduction du volume de la prise alimentaire et
une faible activité physique favoriseront le déclenchement de la fragilité. lls peuvent également favoriser
I"apparition de pathologies cardiovasculaires, de broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO),
d’insuffisance rénale chronique et de diabéte de type 2. Plus récemment, le statut neuropsychique (la
diminution cognitive et la dépression), ainsi que les conditions sociales comme la solitude sont des éléments
qui contribuent aussi a I'apparition de cette fragilité (Shinmura, 2016).
De facon surprenante, cette condition de fragilité peut étre reversée, notamment par I'augmentation de

I'activité physique ou par la prise en charge de certaines pathologies (Franceschi et al., 2018b).

Figure 2 : Concept de fragilité : Déclin fonctionnel en fonction de I'age (Shinmura, 2016)
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ii. Pathologies chroniques liées a I’age

Il est clairement établi aujourd’hui que le vieillissement est un facteur de risque majeur de développement

de pathologies chroniques (Niccoli & Partridge, 2012).

D’apres le rapport de 'OMS de 2014, les principales pathologies retrouvées chez les sujets de plus de 70 ans

sont les suivantes :

Pathologies Nombre
Pathologies cardiovasculaires (Infarctus, AVC,...) 162 626 046
Cancers 58 735 642
Pathologies respiratoires (BPCO) 44 263 677
Pathologies des organes des sens (Pertes auditives, cataracte,...) 21389341
Pathologies neurologiques (Alzheimer, Parkinson) 20 524 638

Tableau 1 : Prévalence des principales pathologies chez les plus de 70 ans en 2014 (OMS, 2014)

Outre cet état des lieux de prévalence, ces pathologies voient aussi leur incidence augmenter avec I'avancée

en age, notamment en ce qui concerne les maladies neuro-dégénératives, les cancers ou les pathologies

cardiovasculaires (Figure 3).

Figure 3 : Evolution de pathologies chroniques avec I'age et le sexe (Niccoli & Partridge, 2012)

Compte tenu de I'allongement de I'espérance de vie et de I'accroissement de la population dgée des plus de
80 ans, il est impératif d’un point de vu socio-économique et sanitaire, d’étudier et de comprendre les

causes d’apparition de ces pathologies chez les personnes agées et d’en améliorer la prise en charge.
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Comme nous avons pu le voir précédemment I'dge est un facteur de risque majeur de développer des
pathologies cardiovasculaires (Niccoli & Partridge, 2012), qui sont aujourd'hui la premiére cause de mortalité
dans le monde regroupant plus de 30% des décés en 2015 (OMS janvier 2015). Parmi ces pathologies
cardiovasculaires, I'insuffisance cardiaque et la fibrillation auriculaire sont celles recensant les plus fortes
prévalences avec I'age.

Grace a sa capacité contractile, le coeur, avec le systéeme vasculaire, assure la perfusion sanguine des
organes, I'apport de nutriments et d’oxygene aux tissus et le retour veineux. L'insuffisance cardiaque
correspond a l'incapacité du coeur a assurer les besoins métaboliques et fonctionnels de I'organisme. Sur le
plan clinique, elle se définit comme un syndrome associant des signes fonctionnels (dyspnée, asthénie...) et
des signes cliniques (crépitants pulmonaires, turgescence jugulaire, cedemes des membres inférieurs) liés a
une déficience de la fonction cardiaque (Mcmurray et al., 2012). La prévalence de cette pathologie dans la
population adulte des pays développés est de 1-2%, pouvant atteindre les 10% chez les personnes de plus de
70 ans (Mcmurray et al., 2012). Cette population peut étre divisée en 2 groupes, les patients avec une
fraction d’éjection préservée (ICFEP) (représentant environ 50% des patients), et les patients avec une
fraction d’éjection diminuée (ICFER). La fraction d’éjection correspond au pourcentage de sang éjecté du
ventricule lors d’un battement cardiaque.

La méme tendance apparait pour la fibrillation auriculaire passant d’'une prévalence de 0.12-0.16% chez les
moins de 49 ans, a 3.7-4.2% chez les 60-70 ans et a plus de 10-17% chez les plus de 80 ans (Steenman &
Lande, 2017; Zoni-Berisso, Lercari, Carazza, & Domenicucci, 2014). La fibrillation auriculaire est un trouble du
rythme cardiaque, avec une contraction anarchique et rapide des oreillettes, induisant une détérioration de

la fonction mécanique de celles-ci.

a) Aurepos

Chez une personne agée en bonne santé et en conditions de repos, la fréquence cardiaque (nombre de
battements cardiaques), le volume systolique (volume de sang éjecté a chaque contraction) et le débit
cardiaque sont normaux. Mais progressivement une des premieres fonctions a diminuer au cours du temps
est la fonction diastolique, correspondant a la relaxation du cceur et son remplissage. Ce remplissage en
diastole s’effectue en 2 phases : une premiére phase précoce de remplissage passif (E), et une seconde liée a
la contraction de I'oreillette (A). Au cours du vieillissement, la compliance du ventricule gauche est diminuée

empéchant alors un remplissage passif convenable. La pression de remplissage et la contraction de
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I'oreillette augmentent donc afin de compenser ce défaut de remplissage passif, pour maintenir un débit
cardiaque adéquat et une FEVG (Fraction d'Ejection Ventriculaire Gauche) normale (environs 60% du sang
présent dans le ventricule). Le rapport E/A, c'est-a-dire le rapport du remplissage passif du ventricule (E) et
du remplissage actif par contraction de l'oreillette (A), diminue donc (Niccoli & Partridge, 2012). Ces
modifications instaurent un cadre clinique caractéristique chez la personne agée, « l'insuffisance cardiaque a
fraction d’éjection préservée » (ICFEP) représentant environ 50% des insuffisances cardiaques (Berry et al.,
2005). A long terme et lorsque les mécanismes compensatoires sont dépassés, le ventricule gauche se dilate
progressivement et la FEVG s’abaisse. On parle alors « d’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection réduite
» (ICFER) qui correspond de maniere générale a I'issue finale de toute cardiopathie.

La dysfonction diastolique est aussi un probléme majeur chez des patients avec une fibrillation auriculaire.
Ces patients possedent une diminution de la contraction atriale due a un remodelage de l'oreillette, et par
conséquent ne sont pas capables d’augmenter le remplissage tardif du ventricule gauche durant la diastole
pour préserver leur fraction d’éjection. C'est pourquoi ces patients sont a fort risque d’insuffisance

cardiaque (Steenman & Lande, 2017).

Figure 4 : la révolution cardiaque

b) En réponse a l’effort

C'est avec I'exercice que I'effet du vieillissement sur la fonction cardiaque est le plus évident, lorsque le
cceur doit répondre a un stress. Alors que le rythme cardiaque au repos n’est pas affecté par I'age, le seuil
maximum de débit cardiaque atteint durant I'exercice lui diminue, lié a une diminution de la sensibilité du
myocarde aux stimulations du systéme nerveux sympathique. Le débit cardiaque est connu pour diminuer
de 25% avec le vieillissement, qui par définition serait lié aux changements de rythme cardiaque et de
volume d’éjection. Parce que le volume d’éjection serait maintenu au cours du vieillissement, la diminution
du débit cardiaque serait di a un défaut d’accélération du rythme cardiaque (ou du seuil maximal de rythme
cardiaque). Normalement, I'activation du systéme nerveux sympathique durant I'exercice conduit a une
libération des catécholamines (noradrénaline, adrénaline) qui activent les récepteurs R-adrénergiques dans
le coeur augmentant le rythme et la force de contraction. Une diminution du seuil maximum de battements

cardiaques modifie la capacité du coeur agé a augmenter son débit durant I'exercice. La diminution de la
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sensibilité aux stimulations B-adrénergiques limite aussi directement la force contractile en réponse a
I'exercice. Ces changements apparaissent au départ atténués a cause d’une augmentation du volume
diastolique du ventricule gauche durant I'exercice et d’'une augmentation de sa force de contraction (Keller

& Howlett, 2016; Steenman & Lande, 2017).

Au niveau structurel, le vieillissement est associé a une augmentation de I'épaisseur du myocarde résultant
de I'augmentation de la taille des cardiomyocytes. De plus, le cceur change de forme passant d’une forme
elliptique a une forme sphéroide, avec un épaississement plus importante du septum inter-ventriculaire
comparé aux parois libres. Ces modifications d’épaisseur et de forme ont d’importantes implications sur
I’efficacité contractile du coeur (Strait & Lakatta, 2012). Par ailleurs, le remodelage atrial est caractérisé par
une dilatation et une hypertrophie de I'oreillette pouvant étre associée et/ou favoriser I"apparition d’une

fibrillation auriculaire (Lam et al., 2017; Steenman & Lande, 2017).

Au niveau cellulaire, le cceur est composé de 2 grandes structures (Figure 5) :

- Le parenchyme qui est le tissu fonctionnel du coeur, composé des cardiomyocytes et des cellules
cardionectrices assurant I'activité contractile. Les cardiomyocytes représentent la majorité du tissu,
soit 67 a 80% du volume total du tissu, mais ne représentent que 30% a 50% de la population
cellulaire totale (Banerjee, Fuseler, Price, Borg, & Baudino, 2007; Jugdutt, 2003).

- Le stroma cardiaque forme le tissu de soutien du parenchyme. Sa composition cellulaire tres
hétérogéne représente 70 a 50% des cellules du cceur. Son réle principal est de participer a
I’'homéostasie tissulaire et au soutien du parenchyme par la production de matrice extracellulaire.
Les différents types cellulaires composant ce stroma sont les cellules endothéliales, les fibroblastes,

les cellules musculaires lisses (CML), les cellules immunitaires résidentes et les cellules progénitrices.
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Figure 5 : Composition cellulaire du coeur

Le vieillissement cardiaque conduit, au niveau du parenchyme, a une perte importante de cardiomyocytes
par nécrose et/ou apoptose, ainsi qu'une perte des cellules pacemaker des noeuds sinoatriaux (Keller &
Howlett, 2016). Cette perte cellulaire conduit a une hypertrophie compensatoire des cardiomyocytes
résiduels (Olivetti, Melissari, Capasso, & Anversa, 1991). Ce remodelage compensatoire induit aussi la
prolifération de fibroblastes cardiaques du stroma, producteurs de collagéne et de matrice extracellulaire,
modifiant la composition de la matrice préexistante (Horn & Trafford, 2016). La fonction de la matrice
extracellulaire est de maintenir la structure myocardique durant le cycle cardiaque. Elle joue un role
important dans les propriétés élastiques et visqueuses du ventricule gauche. Les modifications simultanées
de la quantité de fibres de la matrice et du type de collagéne conduisent a I'installation d’une fibrose lors du
vieillissement dans le coeur humain. L’'augmentation de cette fibrose a été trouvée dans le systéme de
conduction cardiaque, mais aussi dans le myocarde du ventricule gauche. Il est facile d’imaginer que les
modifications de I’élasticité du ventricule gauche causées par la fibrose pourraient éventuellement mener a
une dysfonction diastolique décrite précédemment. En effet, chez des patients hypertendus avec une ICFEP,
les dysfonctions diastoliques les plus séveéres sont associées a un processus fibrotique plus actif (Martos et
al., 2007). Le développement et la progression de la fibrose atriale est aussi fortement associé a la fibrillation
auriculaire. La prolifération des fibroblastes cardiaques et le dépét de collagéne dans I'atrium avec I'age
affecte les propriétés électrophysiologiques du myocarde et diminue le seuil de développement d’arythmies
atriales (Steenman & Lande, 2017).

De plus, le vieillissement cardiaque est aussi associé a une augmentation de la réponse basale
inflammatoire, responsable de I'apparition de ce remodelage cardiaque, et de I'activation des fibroblastes
(M. Wang & Shah, 2015). Les macrophages, cellules phagocytaires immunitaires, pourraient étre des

contributeurs majeurs de ces processus. En effet, leur nombre au sein du tissu augmente lors du
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vieillissement et produisent des molécules pro-inflammatoires telles que le TNFa, I'lL-6, les MMPs et le
MCP1. La production de MMP9 et de MCP1 par les macrophages sont tout 2 positivement corrélés avec le

remodelage cardiaque induit par le vieillissement (Chiao et al., 2011; Ma, Mouton, & Lindsey, 2018).

Figure 6 : Modifications cellulaires et de la matrice extracellulaire d’un coeur agé (Horn & Trafford, 2016)

Au cours du vieillissement, I'aspect morphologique des arteres change. Au niveau des grosses artéres
élastiques, le diameétre et la longueur du vaisseau tend a augmenter progressivement, indépendamment de
la pression artérielle, pouvant induire une tortuosité artérielle (Wappler et al., 2013). Pour les petites
arteres, c'est I'épaisseur pariétale qui sera modifiée et qui entrainera une diminution du diametre interne,
sans modification du calibre externe. De facon générale, il est observé, avec I'dge, un épaississement de la
paroi artérielle notamment au niveau de l'intima (Tedgui, 1993). Il est aussi constaté d'autres altérations
pathologiques telles qu’une augmentation de la rigidité artérielle et une dysfonction endothéliale.
Cliniguement, ces changements induisent une augmentation de la pression systolique et représentent un
des facteurs de risque majeurs pour le développement de I'athérosclérose, I'hypertension, les accidents

vasculaires et la fibrillation atriale (Lakatta & Levy, 2003)(North & Sinclair, 2012).
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Figure 7 : Schéma d’un vaisseau sanguin

L'épaississement de la paroi artérielle est accompagné d’une dilatation de la lumiéere vasculaire, d'une
diminution de la compliance ou de sa capacité de distension et d’une augmentation de la rigidité artérielle.
La vitesse de I'onde de pouls (ou Pulse wave velocity (PWV) en anglais) est I'index utilisé pour I'étude de la
rigidité artérielle et se trouve augmentée lors du vieillissement. L'augmentation de la PWV est
habituellement corrélée a des altérations de la paroi vasculaire avec une augmentation du collagéne, une

diminution de la teneur en élastine et des calcifications (Lakatta & Levy, 2003).

L'épaississement de la paroi intimale est typiquement retrouvé dans les grosses artéeres comme l'aorte,
tandis que dans les arteres coronaires cet épaississement est plutét excentrique et apparait
préférentiellement au niveau des bifurcations. C'est un phénomeéne lent et progressif lié a une hyperplasie
des cellules musculaires lisses, mais aussi a une accumulation de fibres élastiques, de microfibrilles de
collagene et de substance fondamentale. L'analyse de I'ultrastructure de l'intima a pu mettre en évidence la
présence de glycosaminoglycanes (GAGs) associés a la membrane des cellules endothéliales et des cellules
musculaires lisses de l'intima, qui reste tres rare chez les sujets jeunes. L'accumulation au niveau de l'intima
de cellules musculaires lisses s’accompagne d’un changement de leur phénotype avec passage d'un
phénotype différencié a un phénotype sécrétoire ou synthétique. Ce dernier se caractérise par une
augmentation de la capacité de prolifération, une susceptibilité a I'apoptose et une réponse accrue aux
facteurs de croissance et pourrait rendre compte des modifications de la matrice extracellulaire observées

avec I’age (Orlandi, Bochaton-Piallat, Gabbiani, & Spagnoli, 2006).
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La fonction des cellules endothéliales est déterminée par les changements du flux sanguin et du diametre
artériel en réponse a leur stimulation. De nombreuses études ont mis en évidence, avec I'adge, une
diminution progressive de la vasodilatation dépendante de I'endothélium. Ces observations chez I'humain
sont supportées par de nombreuses autres études de la réponse vasomotrice chez I'animal. Cette réponse
est diminuée méme sans modifications structurelles du vaisseau (Brandes, Fleming, & Busse, 2005). Par
ailleurs, au cours du vieillissement, il apparait une augmentation de la production de ROS (Reactive Oxygen
Species) notamment du a une augmentation de l'activité NADPH oxydase qui conduit a une dysfonction
endothéliale. L'oxyde nitrique (NO) est un des principaux facteurs de fonctionnement endothélial.
L'augmentation du stress oxydant a pour conséquence une inactivation du NO qui se couple aux fortes
concentrations d’O2" pour produire du peroxynitrite. De plus, I'’enzyme productrice de NO dans les cellules
endothéliales, la eNOS (endothélial Nitrite Oxyde Synthase) est aussi diminué avec I'adge (Csiszar et al., 2002).
Cela conduit a une dysfonction vasomotrice perturbant l'ajustement du flux sanguin en fonction des besoins
en oxygeéne des tissus. De plus le NO produit par I'endothélium posséde d'autres propriétés protectrices
comme l'inhibition de I'agrégation plaquettaire et du micro-environnement inflammatoire (inhibition de
I'adhérence de cellules inflammatoires aux cellules endothéliales et de la production de cytokines pro-
inflammatoires ainsi que de leurs voies de signalisation), la préservation des progéniteurs endothéliaux, et la
régulation du métabolisme énergétique du tissu. D'autres études montrent que la diminution de Ia
production endothéliale de NO au cours du vieillissement induirait I'apoptose des cellules endothéliales
conduisant a une raréfaction de la micro-vascularisation (Ungvari, Kaley, De Cabo, Sonntag, & Csiszar, 2010;

Vasa, Breitschopf, Zeiher, & Dimmeler, 2000).

Jeune Vieux

Figure 8 : Modifications des vaisseaux au cours du vieillissement vasculaire (North & Sinclair, 2012)
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Outre ces modifications du vaisseau en lui-méme, il existe aussi des modifications du réseau vasculaire avec
le vieillissement. Il est plutot admis dans la littérature qu’il existe un défaut d’angiogenése avec I'avancée en
age (Lahteenvuo & Rosenzweig, 2012). L'angiogenése est la capacité de I'organisme a former des vaisseaux
de petits calibres a partir de vaisseaux existants. L’'augmentation de I'incidence des pathologies ischémiques
(AVC, infarctus du myocarde, claudication,..) chez les personnes agées est le reflet de ce défaut
d’angiogeneése. En effet, il y aurait moins de formation de nouveaux vaisseaux permettant de compenser ces
pathologies ischémiques. De plus, il a été démontré chez 'Homme et chez la souris, que le vieillissement
induisait une raréfaction de la densité capillaire (Gavin et al., 2007; Parizkova, Eiselt, Sprynarova, &
Wachtlova, 1971; Sadoun & Reed, 2003). Mais fait intéressant, les vaisseaux résiduels seraient de plus gros
calibres, évoquant une modification du réseau vasculaire plutot en faveur d'une artériogenese,
correspondant a la maturation et a la stabilisation des gros vaisseaux préexistants (Sadoun & Reed, 2003;
Wappler et al., 2013).

Pour finir, les modifications de ce réseau vasculaire passeraient aussi par une augmentation de la longueur
et de la tortuosité des vaisseaux de petits calibres (Han, 2012). Par exemple, dans une étude
anatomopathologique de cerveaux de patients jeunes, agés ou avec des démences tels que Alzheimer, on
retrouve un plus grand nombre de vaisseaux présentant de fortes courbures chez les patients agés ou
déments (Thore et al., 2007). De plus, des études coronarographiques ont montré que la tortuosité des
vaisseaux serait un indicateur du remodelage se produisant aprés un infarctus. Plus I'occlusion est ancienne
plus les vaisseaux sont gros et tortueux (Hutchins, Miner, & Bulkley, 1978). L'apparition de cette tortuosité
avec |'age peut étre un signe d’un réseau dysfonctionnel et d’'une angiogenese inefficace. Ce remodelage et
cet accroissement de la tortuosité vasculaire est fortement lié a I'apparition ou I'existence de nombreuses
pathologies dont certaines sont des pathologies liées a I'dage, telles que la dysfonction ventriculaire,

I'infarctus du myocarde, le diabéte de type 2,... (Han, 2012).
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A:25ans,B:57ans,C:6lanset D : 87 ans

Figure 9 : Tortuosité vasculaire du tissu cérébral de patients jeunes et dgés (échelle = 200um) (Thore et al., 2007)

Il. Sénescence

La sénescence dérive du mot latin senex, signifiant « vieil homme » ou « grand age ». En biologie, la
sénescence est décrite comme un arrét stable du cycle cellulaire associé a des modifications morphologiques

et fonctionnelles (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007).

Il existe un grand nombre de modifications et de marqueurs reconnus associés a la sénescence, tels que des
modifications morphologiques, un phénotype sécrétoire et un arrét du cycle cellulaire. Le probleme
aujourd’hui est que la plupart des marqueurs associés a la sénescence sont largement mais non
uniformément retrouvés dans les cellules sénescentes, et ne sont pas toujours spécifiques de ce
phénomeéne. De plus, ces marqueurs ont souvent été établis sur des cellules en culture, et il est parfois
difficile de les retrouver lors d’'une sénescence in vivo. La caractérisation des cellules sénescentes in vivo est
d’autant plus complexe que les marqueurs de sénescence peuvent varier d'un type cellulaire a 'autre et
évoluer au cours du temps. Du fait de ces phénotypes hétérogenes, il est indispensable de combiner
I'expression de multiples marqueurs pour définir cet état de sénescence (Sharpless & Sherr, 2015). Dans ce
paragraphe seront développés les différents marqueurs aujourd’hui reconnus et utilisés pour définir une

cellule sénescente.
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L'apparition d’'un programme de sénescence s’accompagne d’une modification morphologique des cellules,
celles-ci s’élargissent, s’aplanissent, se vacuolisent et présentent une accumulation de granules de stress
(Kuilman, Michaloglou, Mooi, & Peeper, 2010; Rodier & Campisi, 2011). Cette augmentation de la taille fut
décrite pour la premiére fois par Hayflick and Moorhead dans leurs travaux sur la sénescence réplicative en
1961 (Hayflick & Moorhead, 1961). Ces modifications morphologiques pourraient étre expliquées par
I'association d’un arrét du cycle cellulaire et I'augmentation ou la présence de signaux de croissance
cellulaire. La cellule active des voies de croissance sans parvenir a se diviser, elle s’hypertrophie et devient
hyperactive augmentant alors sa production d’ARN et de protéines (propriétés développées plus loin)

(Blagosklonny, 2003).

a) Arrét du cycle cellulaire

Un des premiers marqueurs de la sénescence cellulaire a avoir été décrit est I'arrét du cycle cellulaire. Or
dans un organisme adulte et sain, la plupart des cellules ne proliférent pas, mais ne sont pas pour autant
sénescentes. Il faut donc distinguer 2 types d’arrét du cycle cellulaire : la quiescence et la sénescence.

La quiescence est un état d’arrét transitoire du cycle cellulaire, pouvant étre di a un manque de facteurs de
croissance et de nutriments. Les cellules diminuent alors leur métabolisme, leur synthese protéique ainsi
que leurs fonctions cellulaires. Cet arrét est réversible en réponse a un signal mitogénique avec la reprise
d’un cycle cellulaire normal. Généralement cet état de quiescence est caractérisé par un arrét en phase GO
(Sharpless & Sherr, 2015).

L'arrét du cycle cellulaire d’une cellule sénescente survient malgré la présence de facteurs de croissance et
de nutriments, et est causé par I'expression d’inhibiteurs du cycle cellulaire, les CDKIs (Inhibiteurs des
kinases dépendantes des cyclines) tels que p21“", p16™“**, ou p57"* (Jia et al., 2015; Sharpless & Sherr,
2015). Contrairement a la quiescence, cet arrét est permanent, car ces cellules ne répondent plus aux stimuli
mitogéniques physiologiques (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). L’arrét du cycle cellulaire se produit le
plus souvent en phase G1, voire parfois en phase G2 (Blagosklonny, 2003). Les cellules sénescentes

expriment en méme temps des facteurs mitogéniques et anti-mitogéniques (Blagosklonny, 2011).
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Figure 10 : Schéma du cycle cellulaire (“La régulation du cycle cellulaire : introduction générale | RN’ Bio,” n.d.)

Selon les différents stimuli inducteurs de sénescence, deux voies de signalisation principales peuvent étre
activées, simultanément ou non, aboutissant a cet arrét du cycle cellulaire. La voie de réponse aux

Cip1

dommages a I’ADN (ou DDR pour DNA Damage Response) entraine |’activation de la voie p53/p21~"", alors

N2 sera elle initiée par activation du locus INK4/ARF (Herranz & Gil, 2018). Cependant, les

que la voie p16
mécanismes précis d’activation de ce locus restent aujourd’hui encore vagues, pouvant faire intervenir des
complexes répresseurs de polycombes (PRC1 et PRC2) ou des régulations épigénétiques. Malgré tout, les
stimuli communs, tels que les oncogenes, le raccourcissement télomérique ou le stress oxydant peuvent

activer I'expression de la voie du p16™*** (Herranz & Gil, 2018).

Figure 11 : Voies moléculaires controlant I'arrét du cycle cellulaire au cours de la sénescence (Herranz & Gil, 2018)
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b) Voie du p16™***/pRB

Cette voie repose notamment sur I'expression du locus INK4a/ARF, situé chez I’lhomme sur le chromosome
9p21.3 et mesurant 35kb. Ce complexe génétique comprend 3 génes CDKN2A, CDKN2B et ARF, codant
respectivement pour 2 inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines (CDKIs) p16™“** et p15™“* et la
protéine p14/p19°%. P16™*** est une petite protéine possédant un rdle d’inhibiteur du cycle par liaison aux
kinases dépendantes des cyclines 4 et 6 (CDK4 et CDK6) bloquant ainsi leur activité. Cette inhibition
empéche la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (pRB) piégeant ainsi E2F, facteur de
transcription permettant I'expression de genes du cycle cellulaire et le passage de la phase G1 en phase S

(Figure 12). Les cellules sont alors bloquées en phase G1 du cycle cellulaire (N. Martin, Beach, & Gil, 2014).

INK4a

Figure 12 : Mécanisme d’action du p16 en tant que CDKI (N. Martin et al., 2014)

N2 st un régulateur clé de la sénescence dans la plupart des cellules

Des études ont suggéré que pl6
humaines. Par exemple dans les cultures primaires de fibroblastes humains, la sénescence réplicative
conduit a la combinaison d’un raccourcissement des télomeres ainsi a qu’une dé-répression du locus

N2 " par ailleurs, dans la majorité des types cellulaires

INKA4/ARF, induisant alors I'expression de pl6
humains, la sénescence réplicative est caractérisée par I'augmentation progressive de I'expression de
p16™** durant les divisions cellulaires aboutissant & un arrét du cycle. Par conséquent, on peut conclure que
p16™** a un role clé dans la mise en ceuvre d’une sénescence en réponse a une réplication excessive ou en
réponse a d’autres stress (N. Martin et al., 2014). En plus de sa fonction de régulateur de sénescence et du
cycle cellulaire dépendant des CDK4/6, d’autres fonctions ont pu étre décrites pour p16™“*. Par exemple,
elle peut induire la répression de gene hTERT, qui code pour la sous unité catalytique de la télomérase. Il a
INK4a

été également montré dans des cellules épithéliales mammaires humaines, que I'expression de pl16

induisait la mise sous silence du promoteur hTERT par la triméthylation d’une histone (H3K27) (Bazarov et

cIP1 Kipl

al., 2010). C'est aussi le cas pour d’autres CDKIs tels que p21~"" ou p27™"" qui possedent des propriétés de
régulateurs de la transcription par liaison directe a la chromatine, notamment pour le facteur de

transcription SOX2 (H. Li et al., 2012; Marqués-Torrejon et al., 2013).
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c¢) Voie p53/p21“™

“P1 sont généralement les stimuli générant des

Les activateurs les plus connus de la voie du p53/p21
dommages a I’ADN induisant une réponse a ces dommages ou DDR (DNA Damage Response). Les radiations
ionisantes ou le stress oxydant en sont des exemples, permettant I'induction d’une sénescence, et I'arrét du
cycle cellulaire (Fagagna et al.,, 2003; Wahl & Carr, 2001). Cette voie peut étre activée par de nombreux
autres stimuli, comme les oncogénes ou l'attrition télomérique (Kuilman et al., 2010). La protéine p53 est un
facteur de transcription tétramérique, fortement régulé par des modifications post traductionnelles (J. H.
Jung et al, 2011; Toledo & Wahl, 2006). En effet, elle posséde 23 sites de phosphorylation
déphosphorylation différents, ainsi que des sites d’ubiquitinylation, d’acétylation, de méthylation, ... (Toledo
& Wahl, 2006). Ces multiples modifications post traductionnelles pourraient expliquer la multitude de
fonctions physiologiques impliquant p53, comme par exemples dans le développement, la reproduction, le
métabolisme et la longévité (Rufini, Tucci, Celardo, & Melino, 2013).

Dans des conditions normales sans stress, la protéine p53 est ubiquitinylée par une E3 ubiquitine protéine
ligase (MDM2), induisant alors sa dégradation. Sous conditions de stress, tels que les dommages a I’ADN, la
protéine ARF (alternative-reading-frame protéine) inhibe MDM2 et empéche ainsi I'ubiquitynilation de la
protéine et induit son accumulation (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). En fonction du type de stimulus,
les kinases ATM/ATR phosphorylent la protéine p53 qui pourra alors étre transloquée dans le noyau et
exercer son activité transcriptionnelle, ou interagir directement dans le cytosol avec des protéines anti-
apoptotiques tels que BCL-2 ou BCL-XL et induire alors une apoptose (Bode & Dong, 2004). Un des premiers

génes cibles identifié de p53 est p21™

, une CDKI de la famille des CIP/KIP induisant I'arrét du cycle
cellulaire, par inhibition d’un trés large spectre de CDKs a toutes les phases du cycle (Y. S. Jung, Qian, &
Chen, 2010).

Cette voie est souvent retrouvée augmentée lors de la sénescence et son implication dans ce processus a
beaucoup été étudiée. En effet, la perte de fonction de p53 peut retarder ou abroger la sénescence
réplicative des cellules humaines (ltahana, Dimri, & Campisi, 2001) voir méme la reverser, induisant alors
une reprise des divisions mitotiques jusqu’a atteindre un état d’instabilité génomique aigue (Beauséjour et
al., 2003). De plus, I'absence de p21“"* dans des fibroblastes embryonnaires de souris induit I'incapacité de
ces cellules a subir un arrét du cycle cellulaire en G1 aprés des dommages a I’ADN (Brugarolas et al., 1995).

CIP1

Bien que p21~"" contribue a I'arrét du cycle cellulaire des cellules sénescentes, il est peu probable qu’il soit
entierement responsable de I'ensemble des changements liés a la sénescence (Rufini et al., 2013). De plus, il
pourrait participer tout comme p53 a de nombreux autres phénomeénes physiologiques (Y. S. Jung et al.,

2010).
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En 1995, il a été découvert que les cellules sénescentes exprimaient une activité B-galactosidase particuliere
a pH 6.0, appelée Senescence Associated B-galactosidase activity ou SA-Bgal. Etant facilement détectable,
elle devient un des principaux marqueurs des cellules sénescentes. Cependant, il existe déja une activité B-D-
galactosidase dans les cellules des tissus sains, a l'intérieur des lysosomes, se produisant a un pH optimal de
4.0. Une des méthodes utilisées pour détecter I'activité SA-Bgal utilise un substrat chromogénique le 5-
bromo-4-chloro-3-indoyl B-D-galactopyranoside (X-gal) qui lorsqu’il est clivé par I'enzyme produit un
composé insoluble bleu. Cette activité SA-Bgal peut étre spécifiguement testée en mesurant I'activité
enzymatique a pH 6.0.

En 1995, on ne savait pas si la SA-Bgal était une enzyme distincte qui était induite durant la sénescence et
active a pH 6.0, ou si elle était la conséquence de I'augmentation de I'expression et/ou de l'altération de
I'activité lysosomale de la B-galactosidase. En 2000, il a été démontré que cette activité SA-Bgal était due a
une augmentation de I'abondance des enzymes lysosomales probablement liée a I'augmentation de la
biogenése lysosomale observée dans les cellules sénescentes (Kurz, Decary, Hong, & Erusalimsky, 2000). En
2006, Lee et al confirment I'origine lysosomale de I'activité SA-Bgal, en montrant qu’elle est le résultat de
I"augmentation de I'expression de GLBI1, un gene classique des enzymes des lysosomes (B. Y. Lee et al.,
2006). Lors de la sénescence, l'activité SA-Bgal augmente en réponse a |'accumulation de molécules
endommagées non dégradables dans les lysosomes secondaires, induisant alors une augmentation des
ARNm de GLB1 et de sa protéine. Par conséquent, bien que le pH optimal pour I'activité de la B-D-
galactosidase est de 4.0, I'importance de I'augmentation de I'activité lysosomale lors de la sénescence est
suffisante pour étre détectée a pH 6.0. Aujourd’hui, il n’existe pas d’évidence de I'implication physiologique
de cette enzyme dans le mécanisme de sénescence (Kuilman et al.,, 2010). Il existe tout de méme des
limitations a ce test, bien que I'activité SA-Bgal soit associée a la sénescence, elle est aussi retrouvée dans
d’autres circonstances. Par exemple, des cellules confluentes peuvent I'exprimer, tout comme des cellules
différenciées telles que les mélanocytes. Il important de noter, qu’elle n’est pas détectée dans les cellules en
quiescence ou dans la plupart des cellules en différenciation terminale (Debacg-Chainiaux, Erusalimsky,

Campisi, & Toussaint, 2009).
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Non Sénescentes Sénescentes

Figure 13 : Marquage SA-Bgalactosidase sur des fibroblastes humain (B. Y. Lee et al., 2006)

La sénescence peut étre également associée a des modifications nucléaires comme I'apparition de foci
d’hétérochromatine : les SAHFs (Senescence associated Heterochromatine Foci) (Narita et al., 2003). Ces foci
posseédent des modifications protéiques spécifiques pouvant étre mises en évidence par un marquage
nucléaire tel que le DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Aprés coloration, ces foyers d’hétérochromatine
apparaissent en taille et en forme similaires au chromosome X inactif trouvé dans les cellules XX (corpuscule
de Barr). Le role de ces SAHFs serait de réprimer |'expression de génes cibles du facteur de transcription E2F
et de génes impliqués dans la prolifération cellulaire. Ces foci se formeraient relativement tardivement au
cours de la sénescence, ne seraient pas présents dans toutes les cellules sénescentes ni dans tous les types
cellulaires et ne seraient pour le moment pas décrits in vivo (Swanson, Rapkin, Bazett-Jones, & Lawrence,
2015). Ce serait donc plus un marqueur d’activation oncogénique ou de sénescence induite par les

oncogenes, qu’'un marqueur de sénescence en général (Kosar et al., 2011; Rayess, Wang, & Srivatsan, 2012).

D’autres foci, plus associés a la sénescence, sont détectables chez la souris ou I'Homme. Ces foci sont
associés aux dommages a I'ADN, et sont localisables grace a 2 protéines : le yH2AX et p53-binding protein 1
(53BP1) (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). La forme phosphorylée de I’histone H2AX (yH2AX) est
impliquée dans le recrutement de facteurs de réparation de ’ADN. Le yH2AX est utilisé comme marqueur de
cassures double brin qui augmentent dans les cellules sénescentes de nombreux tissus (A. J. Nakamura et al.,
2008). La protéine 53BP1 est un régulateur clé de la réparation des cassures doubles brins, permettant

d’orienter le choix de la voie de réparation utilisée.

Comme décrit précédemment, Hayflick en 1961 a mis en évidence pour la premiére fois la sénescence

réplicative. Une des explications a cette capacité limitée de prolifération des cellules lors de cette
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sénescence est le raccourcissement télomérique qui induit une instabilité génétique (Olovnikov, 1996). Les
télomeres sont localisés a I'extrémité des chromosomes et sont formés de la répétition de séquences
TTAGGG assurant leur stabilité. Ces téloméres ne sont pas linéaires mais forment, grace a leur extrémité 3’
simple-brin, une structure en épingle a cheveux appelée « t-loop », stabilisée par un complexe protéique
dénommé « complexe shelterin » composé de 6 protéines dont TRF1 et TRF2 (Palm & de Lange, 2008).
L'ADN polymérase ne possede pas la capacité de répliquer la partie terminale simple brin des molécules
d’ADN, c’est pourquoi au cours des divisions cellulaires la réplication des télomeres ne se fait pas en totalité
induisant la perte progressive de la séquence terminale protectrice (Harley, Futcher, & Greider, 1990). Cette
perte d’ADN peut étre compensée par l'activation d’'une polymérase spécifique appelée télomérase,
permettant alors le maintien de leur longueur (Greider & Blackburn, 1985). La plupart des cellules
somatiques des mammiféres n’expriment pas cette enzyme, seules les cellules germinales possédent cette
activité et sont donc protégées de la sénescence induite par le raccourcissement des télomeres. De
nombreuses études ont pu mettre en évidence que la réintroduction de la sous unité catalytique de la
télomérase (hTERT) permet I'immortalisation des cellules comme les fibroblastes humains (Bodnar, 1998).
Ces modifications au niveau des télomeéres induisent I'activation d’'une DDR et ainsi une entrée en
sénescence. |l faut aujourd’hui distinguer 2 mécanismes d’induction de la DDR au niveau des télomeres. Le
premier est lié a 'attrition télomérique qui par déstabilisation et/ou perte du complexe shelterin ne protége
plus les extrémités libres des télomeres alors reconnues comme des cassures doubles brins activant la DDR
et la voie du p53 (D’Adda Di Fagagna, Teo, & Jackson, 2004; Fagagna et al., 2003; Passos, Simillion, Hallinan,
Wipat, & Von Zglinicki, 2009). Le second mécanisme est lié a la présence de cassures doubles brins au niveau
des télomeéres. A cause des faibles possibilités de réparation d’ADN, du fait de la présence du complexe
shelterin qui empéche l'acces des protéines réparatrices de I’ADN, les dommages aux téloméres sont
persistants et activent la voie de la DDR et I'entrée en sénescence (Fumagalli et al., 2012).

De nombreuses études ont pu mettre en évidence une relation étroite entre la perte télomérique, la
sénescence cellulaire et le vieillissement physiologique chez 'homme et la souris (Blasco, 2007). Par
exemple, des souris avec de courts télomeres ont une espérance de vie diminuée, et inversement, de longs
télomeres permettraient d’augmenter la longévité des souris (Armanios et al., 2009; Tomdas-Loba et al.,

2008).
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Figure 14 : Raccourcissement télomérique au cours des divisions cellulaires et induction de la sénescence

(Victorelli & Passos, 2017)

La sénescence était initialement considérée comme un programme intrinseque a la cellule. Mais de
nombreux travaux ont démontrés que les cellules sénescentes ont les capacités d’influencer leur
microenvironnement. Bien qu’en arrét de cycle cellulaire, une cellule sénescente reste tout de méme
métaboliquement active et subit de nombreux changements dans I'expression et la sécrétion protéique
permettant I'acquisition d’un nouveau phénotype sécrétoire appelé SASP (Senescence Associated Secretory
Phenotype). Ce SASP est une des principales caractéristiques permettant de distinguer les cellules

sénescentes des cellules quiescentes ou pré-sénescentes.

a) Caractéristiques du SASP

L'apparition du SASP représente une des caractéristiques majeures des cellules sénescentes. Il est
caractérisé par la production de cytokines, chimiokines, protéases et facteurs de croissance. La sécrétion de
ces nombreuses protéines permet de moduler le microenvironnement et peut impacter positivement ou
négativement de nombreux processus physiologiques impliquant une signalisation paracrine comme par
exemple la prolifération cellulaire, I'angiogeneése, I'inflammation, la transition épithélio-mésenchymateuse,
la cicatrisation cutanée ou d’autres processus de réparation tissulaire (J.-P. Coppé, Desprez, Krtolica, &
Campisi, 2010a; J.-P. Coppé et al., 2008; Demaria et al., 2014). De plus, certains éléments du SASP tels que
Cyr61 ou I'lL-10, peuvent propager la sénescence aux cellules voisines (sénescence paracrine). Cette boucle
amplificatrice augmenterait le nombre de cellules sénescentes au sein d’un tissu et I'inflammation associée a
ce SASP participerait a la progression de maladies chroniques (Tchkonia, Zhu, Deursen, Campisi, & Kirkland,
2013). Par ailleurs, la composition de ce SASP n’est pas fixe, elle peut varier en fonction du temps (sécrétion

transitoire de certains facteurs), du type cellulaire, mais aussi des différents inducteurs de sénescence
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(Hernandez-Segura et al., 2017; Wiley et al., 2016). Cette plasticité dans la composition du SASP, pourrait
prédire la variabilité de son impact sur les différents processus biologiques par les différents types de
cellules sénescentes. Les cytokines pro-inflammatoires et les chimiokines, sont parmi les composants les plus
conservés entre les différents types cellulaires et les inducteurs de sénescence, suggérant que I'attraction
des cellules immunes et les inducteurs locaux d’inflammation sont des propriétés communes des cellules
sénescentes. Néanmoins, I'accumulation de cellules sénescentes n’est pas toujours accompagnée d’une
infiltration de cellules immunes et d’inflammation, comme par exemple dans le naavus mélanocytaire (van
Deursen, 2014).

Le SASP peut étre considéré comme un élément de la DDR. En effet, la production d’un SASP apparaitrait

lorsqu’il y a une accumulation et une persistance de dommages a I’ADN. En 2011, Coppé et al (J. P. Coppé et

INK4a CIP1

al., 2011) ont démontré que des fibroblastes humains surexprimant p16 ou p21-"" mais ne pouvant pas
activer la voie de la DDR, ne produisaient pas de SASP. Cependant, d’autres stimuli peuvent induire une
sénescence et la production d’un SASP indépendamment des dommages a I’ADN, comme par exemple dans
certains modeéles oncogéniques, suggérant aussi l'existence de mécanismes inducteurs du SASP
indépendants de la DDR (Bielak-Zmijewska, Mosieniak, & Sikora, 2017; Kuilman et al., 2010; van Deursen,

2014).

b) Régulation de la production du SASP

Le SASP est trés hétérogéne (Hernandez-Segura et al., 2017) et peut étre induit et régulé par de nombreux
facteurs. La principale source du SASP provient du programme transcriptionnel dépendant du facteur de
transcription NF-kB. Le déclencheur majeur de ce programme de transcription est la DDR, mais d’autres
initiateurs sont aussi connus, comme la voie de I'IL1R, la voie mTOR ou plus récemment la voie cGAS/STING
(Orjalo, Bhaumik, Gengler, Scott, & Campisi, 2009; Yang, Wang, Ren, Chen, & Chen, 2017). Par ailleurs,
I'activation du CCAAT/enhancer-binding protein-p (C/EBPB) est aussi impliquée dans la production de ce
SASP. L’activation des voies NF-kB et C/EBP conduisent a la production d’IL-8 et d’IL-6 qui en retour agissent
comme une boucle autocrine d’amplification permettant I'activation de ses propres facteurs de transcription
et ainsi enrichir la production du SASP (Jeon et al., 2017; Ovadya & Krizhanovsky, 2018).

La cytokine pro-inflammatoire IL-1a agit comme un régulateur majeur et initiateur de ce SASP (Acosta et al.,
2013). Lorsqu’elle se lie a son récepteur, elle induit I’activation des facteurs de transcription NF-kB et ainsi la
boucle de production du SASP. L’inhibition de cette voie de signalisation, par inhibition du récepteur, suffit a
réduire la production I'lL-6 et d’IL-8 dans des modéles de SIPS in vitro (Freund, Orjalo, Desprez, & Campisi,

2010; Orjalo et al., 2009).
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Récemment, I'inflammasome, complexe protéique oligomérique impliqué dans I'immunité innée, conduit a
I'activation de la caspase-1 qui permet le clivage et I'activation de I'lL-1p. Cette production d’IL-1 participe
aussi a la production d’un SASP (Acosta et al., 2013).

Pour finir, il existe aussi de nombreuses régulations au niveau épigénétique. Par exemple, I'inhibition de
MLL1 (mixed-lineageleukemia 1), molécule critique pour I'expression de génes régulant la prolifération
cellulaire lors d’une DDR, diminue la production de cytokines. En effet, cette histone méthyl transférase est
nécessaire au maintien de la boucle d’amplification positive du SASP. Par ailleurs, la régulation du domaine
BRD4 (bromodomain- containingprotein 4) peut aussi moduler ce sécrétome par liaison directe a des régions
amplificatrices a proximité de génes pivots du SASP, amplifiant alors la transcription et la production de ces
différentes cytokines/chimiokines (Hernandez-Segura et al., 2018;Watanabe, Kawamoto, Ohtani, & Hara,

2017).

c¢) Composition du SASP

Ce SASP peut globalement étre divisé en 3 catégories :
- Les facteurs solubles de signalisation : interleukines, chimiokines et facteurs de croissance
- Les protéases sécrétées

- Les facteurs régulateurs du SASP

i. Facteurs solubles de signalisation

Ces facteurs comprennent les interleukines, chimiokines et les facteurs de croissance. Ces facteurs initient
généralement leurs fonctions en se liant a leur récepteur respectif exprimé a la surface des cellules cibles
permettant I'activation des voies de signalisation.

Les interleukines sont des cytokines (soit des facteurs solubles de signalisation intercellulaire) agissant sur le
systéme immunitaire, soit en I'activant ou I'inhibant. Les interleukines les plus connues dans la sénescence
sont I'IL-6, I'IL-8 (chez 'Homme), et I'lL-1a (J.-P. Coppé et al., 2010a; Tchkonia et al., 2013).

Les chimiokines permettent, grace a leur gradient de concentration, de recruter des cellules du systéeme
immunitaire dans les cas les plus fréquents, tels que les lymphocytes, les macrophages ou les neutrophiles
par activation des récepteurs aux chimiokines. L'étude du SASP a permis d’identifier de nombreuses
chimiokines sécrétées par les cellules sénescentes telles que GROa (CXCL-1), GROPB (CXCL-2), MCP-1 (CCL-2),
RANTES (CCL-5), HCC-4 (CCL-16), I'eotaxin-3 (CCL-26), and MIP-3a (CCL-20) (J.-P. Coppé et al., 2010a).

Le SASP de diverses cellules sénescentes contient également de nombreux facteurs de croissance tels que le
HGF, le FGF2, le TGFB1, I'lGF-1, le VEFGA et le GM-CSF. La cellule cible exprimant les récepteurs de ces
facteurs peut étre la cellule sénescente elle-méme, conduisant a I'aggravation de la progression de la

sénescence, ou des cellules normales environnantes, qui pourront étre modifiées.
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ii. Protéases sécrétées

De nombreuses metalloprotéinases (MMPs) appartiennent a ce groupe. Par exemple la stromelysine 1 et 2
(MMP3 et 10) et la collagénase (MMP1), sont augmentées dans des cellules sénescentes. Une autre famille
de protéases est produite lors de la sénescence, les sérines protéases: urokinase-type ou tissue-type
plasminogéne activateurs (uPA, tPA). Leur action directe passe par leur activité protéolytique, dont les
substrats majoritaires sont les protéines de la matrice extracellulaire, pouvant alors induire une dégradation

ou une modification de cette matrice.

iii. Facteurs régulateurs du SASP

Les membres de ce groupe comprennent les TIMPs, PAls, et IGFBPs. Ces facteurs n’ont pas d’activité
enzymatique ou d’activation de voies de signalisation per se, mais ils modulent les activités des autres
composants du SASP. Les TIMPs inhibent les MMPs, et sont connus pour étre fortement induits en réponse a
des cytokines ou des hormones, suggérant alors que I'augmentation de leur expression dans les cellules
sénescentes pourrait étre le résultat d’'une activité autocrine des cytokines du SASP.

PAI1 fait partie de la famille des inhibiteurs des sérines protéases (serpin), il est aussi connu sous le nom de
SERPINE1. C’est l'inhibiteur majeur des tPA et uPA, régulant la fibrinolyse, mais il bloque aussi I'activité de
MMPs.

Les IGFBPs se comportent comme des protéines de transport pour I'IGF, et leur interaction avec I'lGF-1
modifie sa biodisponibilité et limite I'activation des voies de signalisation dépendante d’IGF-1R (D’Amario,

Cabral-Da-Silva, et al., 2011).

Les cellules sénescentes présentent des modifications mitochondriales pouvant elles méme entretenir
I"apparition de cette sénescence. Il est constaté au cours de la sénescence, une accumulation de
mitochondries défectueuses avec une diminution du potentiel membranaire qui conduit a la libération
d’enzymes mitochondriales, telles que I'endonucléase G et une intensification de la production de ROS
(Passos et al., 2007). Une des raisons principales de cette accumulation de mitochondries dysfonctionnelles
est la réduction ou un défaut de la mitophagie, qui permet le recyclage des mitochondries endommagées
(Korolchuk, Miwa, Carroll, & von Zglinicki, 2017). Ce défaut est d en partie a la réduction de la fission
mitochondriale et a I'augmentation de leur fusion (Dalle Pezze et al.,, 2014). Ce mécanisme pourrait
participer a la protection des cellules sénescentes vis-a-vis de I'apoptose. Une étape majeure menant a la
fission mitochondriale est le recrutement et la translocation de la protéine parkin dans les mitochondries
endommagées. Il a été découvert que p53 interagissait avec parkin permettant d’inhiber sa translocation

dans les mitochondries endommagées des cardiomyocytes sénescents induits par la doxorubicine (Hoshino
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et al., 2013). Une étude récente a également montré I'implication de cette régulation de parkin par p53 dans
un modele de sénescence induite par I'activation d’une enzyme mitochondriale pro-oxydante (MAO-A) dans
des HI9C2 et des cardiomyocytes nouveaux-nés. Ce modele induit I'accumulation de p53 au niveau du cytosol
qui peut alors se lier a la protéine parkin et inhiber la mitophagie, entrainant alors une sénescence induite
par dysfonction mitochondriale (Manzella et al., 2018).

Par ailleurs, Il est peu probable que la biogenése mitochondriale joue un réle significatif dans I'augmentation
du contenu mitochondrial durant la sénescence. Les cellules sénescentes ne présentent qu'une régulation
transitoire positive de PGC-1o. et PGC-1i, deux régulateurs importants de la biogenese mitochondriale,
suivie d'une régulation négative (Hernandez-Segura et al., 2018).

I a récemment été établi que cette dysfonction mitochondriale induisait I'apparition d’'un phénotype
sécrétoire (Wiley et al., 2016), caractérisé par la production d’IL-10 (cytokine anti-inflammatoire), mais pas
d’IL-6 (une des cytokines majoritaires du SASP), nommé MIDAS (Mitochondrial dysfunction-associated
senescence).

D’autres arguments permettant de lier une dysfonction mitochondrial a la sénescence ont pu étre établis par
une déplétion mitochondriale des cellules. Cette déplétion empéche le développement d’une sénescence,
par diminution des phénotypes pro-inflammatoires et pro-oxydants, et par diminution de I'expression des
CDKIs p21°"* et p16™**®. Cependant, il y a un maintien de I'arrét du cycle cellulaire et une résistance a la
tumorigeneése (Correia-Melo et al., 2016).

On peut donc conclure, que le lien entre mitochondries et apparition d’'une sénescence est largement
associé a son réle dans la génération de dommages a I’ADN lié a la production de ROS. L'impact d’un stress

oxydant sur le développement d’une sénescence sera décrit plus en détail dans un des paragraphes suivants.

Lorsqu’une cellule est endommagée, différentes réponses sont possibles en fonction de la gravité de ces
dommages. Si les dommages a I’ADN sont peu importants, I'inhibition du cycle cellulaire est transitoire et les
processus de réparation sont suffisamment efficaces pour permettre a la cellule de repartir dans le cycle. Si
les dommages sont trop importants, la réparation de ’ADN ne pourra pas étre effective, et dans ce cas, la
cellule va entrer en apoptose. Lorsque les dommages sont trop grands pour une réparation, mais pas assez
pour enclencher I'entrée en apoptose, le cycle cellulaire sera inhibé et la cellule entrera en sénescence. On
peut donc voir ici, que sénescence et apoptose sont 2 destins possibles pour une cellule. De fagon
intéressante, il a été découvert que de nombreux types cellulaires acquiérent une résistance face a certains
signaux pro-apoptotiques lorsqu’ils deviennent sénescents, empéchant alors leur élimination des tissus
(Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). La résistance des cellules sénescentes aux signaux pro-apoptotiques

est variable en fonction du type cellulaire et du signal inducteur. Par exemple, les fibroblastes humains
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sénescents résistent a I'apoptose causée par I'absence de facteurs de croissance ou par un stress oxydant,
mais ne résistent pas a ceux induit par un engagement de la voie Fas (Q. M. Chen, Liu, & Merrett, 2000;
Tepper, Seldin, & Mudryj, 2000). D’un point de vue moléculaire, cette résistance a |'apoptose peut étre
expliquée par 2 mécanismes : une modification des effecteurs de la voie de signalisation p53-dépendante,
et/ou une surexpression de protéines de survie de la famille de Bcl-2 (B. G. Childs, Baker, Kirkland, Campisi,
& van Deursen, 2014).

En 2001, Seluanov et al, par stimulation de fibroblastes humains jeunes ou sénescents avec différents stress
génotoxiques montrent que les fibroblastes jeunes entrent en apoptose par des voies p53 dépendantes ou
indépendantes, alors que les fibroblastes sénescents n’entrent en apoptose que par des voies p53
indépendantes, et que I'activation des voies p53 dépendantes induisent une entrée en nécrose. De plus, une
expression exogeéne de p53 dans ces fibroblastes sénescents, restaurerait leur capacité a entrer en apoptose
de facon p53-dépendante. Ces résultats indiquent qu’au cours de la sénescence, la voie de signalisation de
p53 est modifiée et induirait alors une augmentation d’une réponse nécrotique face aux stimuli p53-
dépendant (Seluanov et al., 2001).

Un autre mécanisme de résistance des cellules sénescentes a |'apoptose est la surexpression de molécules
anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 (Yosef et al., 2016). Les protéines les plus connues sont Bcl-2, Bcl-W
et Bcl-XL. Ces protéines se retrouvent le plus souvent a la membrane mitochondriale et parfois dans le
cytosol. Leur mode d’action passe par I'inhibition directe de protéines effectrices pro-apoptotiques Bax et
Bak, et celles de la famille BH3-only, permettant de contréler la perméabilité de la membrane externe
mitochondriale et la libération d’autres protéines pro-apoptotiques telles que le cytochrome C (Cory, Huang,

& Adams, 2003).

En 1961, L. Hayflick a observé sur des cultures primaires de fibroblastes humains, apres un certain
nombre de divisions cellulaires, un arrét de leur prolifération, malgré la présence de nutriments et de
facteurs de croissance (Hayflick & Moorhead, 1961). Ces cellules ne peuvent donc pas proliférer
indéfiniment. Leur capacité de prolifération consiste en 3 phases : phase |, période de faible prolifération
avant le premier passage ; phase ll, caractérisée par une prolifération rapide ; et la phase lll, durant laquelle
la prolifération diminue jusqu'a un arrét complet. Hayflick émet alors I’hypothése suivante : « la durée de vie
limitée de I'expansion de cellules diploides in vitro pourrait étre I'expression du vieillissement ou de la
sénescence a I'échelon cellulaire». Le terme de sénescence cellulaire décrit par conséquent une perte a long

terme de la capacité proliférative, malgré une viabilité cellulaire et une activité métabolique. Cette
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sénescence, liée a la capacité de prolifération des cellules, est donc appelée sénescence réplicative et

semble concerner la grande majorité des cellules de I'organisme.

Une partie des cellules de mammiferes sont des cellules dites post-mitotiques c'est-a-dire quelles ne sont
plus capables de se diviser. Elles ne peuvent donc pas subir le phénomene de sénescence réplicative. On sait,
par exemple, que les neurones sont des cellules post mitotiques qui accumulent une grande quantité de
dommages a I’ADN (Sedelnikova et al., 2004). Des études récentes ont révélé que ces neurones expriment
plusieurs propriétés associées a la sénescence incluant I’hétérochromatisation, la production de cytokines
pro-inflammatoires, et une activité SA-Rgalactosidase (Jurk et al.,, 2012). De fagon similaires aux cellules
réplicatives, I'installation de ce phénotype requiert la voie p21“**-dépendante en réponse aux dommages a
I’ADN. De plus, des marqueurs de sénescence ont aussi pu étre retrouvés dans les adipocytes de souris sous

régime gras (D. J. Baker et al., 2011; Minamino et al., 2009; van Deursen, 2014).

Les phénomeénes de sénescence cellulaire peuvent étre induits ou accélérés par différents stress tels que le
stress oxydatif, oncogénique ou des agents génotoxiques. Dans ce cas, on parle de « sénescence prématurée
induite par le stress » (SIPS) (Toussaint, Medrano, & Von Zglinicki, 2000). Ce type de sénescence est
rapidement induit, dans les jours qui suivent I'exposition a I'agent inducteur, tandis que la sénescence
réplicative a besoin de plusieurs semaines, voire plusieurs mois pour se mettre en place. De nombreux
marqueurs et caractéristiques de la sénescence sont retrouvés lors d’une SIPS (Bielak-Zmijewska et al.,
2017). Néanmoins, certains marqueurs peuvent différer. Une SIPS peut étre induite en I'absence de
dysfonctions télomériques (Bielak-Zmijewska et al., 2014; Kuilman et al., 2010), et la phase d’arrét du cycle
cellulaire peut étre différente de celle associée a la sénescence réplicative (G1 pour la sénescence
réplicative, et G2 pour la sénescence induite par le stress) (Bielak-Zmijewska et al., 2014).

In vitro, la SIPS peut étre provoquée par différents stimuli tels que les radiations ionisantes, un stress
osmotique ou mécanique, les ROS, un choc thermique, la présence de composés génotoxiques ou au cours
de conditions de cultures inadaptées (Fridlyanskaya, Alekseenko, & Nikolsky, 2015; Kuilman et al., 2010). En
effet, lors d’une culture primaire, les cellules doivent s'adapter a un environnement artificiel, caractérisé par
des concentrations en nutriments, en facteurs de croissance et en O, différentes de celles retrouvées dans
les tissus. Par ailleurs, les cellules ne sont plus en contact avec les cellules environnantes et les composés de

la matrice extracellulaire. La mise en culture des cellules dans ces conditions peut conduire a un stress

suffisant nommeé "culture shock" responsable de I'apparition d'une sénescence (Sherr & DePinho, 2000).

47



Introduction

In vivo, I'organisme peut étre exposé a des stress permanents externes et internes, comme la production de
ROS par la mitochondrie, conduisant a I'accumulation de cellules sénescentes induites par le stress.
L’exposition répétée et chronique de ces stress contribue a I'accumulation de cellules sénescentes et peut

alors accélérer le vieillissement tissulaire (Toussaint, Dumont, et al., 2000).

a) Sénescence induite par un stress oncogénique

En 1997, Serrano et al, ont démontrés pour la premiére fois I'existence d’une sénescence induite par un
stress oncogénique ou OIS (Oncogene-induced senescence) (Serrano, Lin, McCurrach, Beach, & Lowe, 1997).
Lors de la surexpression d’'un mutant de RAS (H-RASV12), les cellules de rongeurs ou humaines subissent un
arrét de cycle cellulaire associé a I'acquisition de nombreux marqueurs de la sénescence réplicative.
Comparé a la sénescence réplicative, I'OIS est une réponse dite aigue car sous I'exposition continue d’un
oncogene les cellules cessent de proliférer dans un temps court, bien avant qu’un raccourcissement
télomérique ne survienne et n’induise I'arrét du cycle (Serrano et al.,, 1997). Ce phénomene n’est pas
observé exclusivement pour I'oncogene RAS ; certain de ses effecteurs dont les mutants de RAF, MEK et
BRAF causent aussi I'apparition d’une sénescence (A. W. Lin et al., 1998; Michaloglou et al., 2005; J. Zhu,
Woods, McMahon, & Bishop, 1998). La sénescence induite par les oncogénes implique la présence de
dommages a I’ADN pouvant résulter d’une hyper réplication de ’ADN (Di Micco et al., 2006), d’une déplétion
du pool de nucléotides (Aird & Zhang, 2015), et/ou de I'augmentation des espéces réactives de I'oxygene
(ROS) (A. C. Lee et al.,, 1999). L'OIS serait un mécanisme protecteur, permettant de limiter I'expansion
tumorale par un arrét du cycle cellulaire.

De la méme fagon que pour la sénescence réplicative, I'arrét du cycle cellulaire se produit par I'implication
des voie du p16™**?, p19*% ou du p53 (Palmero, Pantoja, & Serrano, 1998; Peeper, Dannenberg, Douma, te
Riele, & Bernards, 2001; Serrano et al., 1997). Par exemple, dans des cellules murines, I'inactivation de p53

ARF

ou de son régulateur direct p19™" est suffisante pour court-circuiter la sénescence induite par RASV12

(Kamijo et al., 1997; Lopez-Otin, Blasco, Partridge, Serrano, & Kroemer, 2013; Palmero et al., 1998) (Kamijo

INK4a

et al. 1997; Serrano et al. 1997). Par ailleurs, dans les cellules humaines, p16 est un des genes les plus

inactivés dans les cellules tumorales (Ben-Porath & Weinberg, 2005) et dans certains mélanomes humains,

ARF) sont retrouvés (Freedberg et al., 2008).

des mutations spécifiques de p14ARF (forme humaine du p19
En outre, les voies d’induction d’une OIS ne semblent pas étre universelles entres les différents types
cellulaires et les contextes génétiques. Par exemple, la sénescence induite par RASV12 peut étre court-
circuité par I'inactivation de la voie de p16™***/pRB (Serrano et al. 1997), tandis que cette inactivation ne
stoppe pas la sénescence induite par BRAF (V600E) (Michaloglou et al. 2005).

De récentes évidences suggerent I'implication d’une OIS dans un contexte de pluripotence induite in vitro.

Au moins 2 protéines oncogéniques, c-MYC et KLF4, sont nécessaires a la génération des IPS (induces
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pluripotent stem cells). Comme les protéines INK4A/ARF et p53 limitent la formation des cellules iPS, il a été
suggéré que la sénescence cellulaire empécherait la conversion induite des cellules primaires en cellules
souches pluripotentes (Banito et al., 2009; Kuilman et al., 2010; Utikal et al., 2009).

La sénescence cellulaire pourrait alors supprimer la formation de tumeurs non seulement par I'induction
d’un arrét de cycle cellulaire persistant mais aussi par limitation de la génération de cellules souches

cancéreuses (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007; Kuilman et al., 2010; Prieur & Peeper, 2008).

b) Sénescence induite par des agents génotoxigques

Les agents génotoxiques sont des facteurs capables d’induire des dommages au niveau de ’ADN. Comme
développé précédemment, certains marqueurs de la sénescence sont des modifications de la chromatine,
tels que les SAHF, ou le raccourcissement télomérique. Il est alors concevable que d’autres types de
dommages a I’ADN puissent mener a la sénescence.

Une premiere observation de I'impact des dommages a I’ADN sur I'apparition d’'une SIPS est I'induction d’un
arrét du cycle cellulaire permanent et irréversible dans des fibroblastes humains irradiés. Par exemple, les
UV-B ayant pour cible principale les acides nucléiques sont connus pour étre de puissants inducteurs de SIPS.
D’autres types de dommages a ’ADN comme par exemple le stress oxydant ou certaines chimiothérapies
conduisent également a une sénescence prématurée (Serrano & Blasco, 2001). Au niveau fonctionnel, il est
intéressant de noter que des ces différents stress peuvent accélérer I'attrition télomérique dans les cellules
réplicatives, induisant alors une diminution des capacités réplicatives ainsi que I'apparition d’'un phénotype
sénescent (Figure 15). En effet, certaines pathologies liées a I'dge, telles que la maladie d’Alzheimer et les
pathologies cardiovasculaires sont associées a une dysfonction mitochondriale et a une accélération de ce
raccourcissement télomérique (Victorelli & Passos, 2017). Par ailleurs, ces dommages aux télomeéres ne sont
pas retrouvés seulement dans les cellules réplicatives, mais sont aussi observés dans les cellules post
mitotiques telles que les neurones. Ces dommages aux télomeres induisent alors une DDR persistante
conduisant ainsi a I'apparition d’'une sénescence (Victorelli & Passos, 2017). Un mécanisme potentiel pour la
SIPS, ou contribuant a la SIPS, pourrait donc étre I'induction des dommages a I’ADN télomérique par des ROS
ou par des rayonnements ionisants, pouvant rendre les télomeres dysfonctionnels (Birkle, 2017). Ces
résultats démontrent que la sénescence peut étre induite par différents types de dommages a I’ADN, et plus

particulierement au niveau télomérique conduisant a leur dysfonction (Serrano & Blasco, 2001).
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Figure 15 : Dommages télomériques induits par des stress et induction de la sénescence (Victorelli & Passos, 2017)

c) Sénescence induite par un stress oxydant

Il est aujourd’hui bien connu que le stress oxydant est un inducteur de la SIPS (Toussaint, Medrano, et al.,
2000). La culture cellulaire en présence de 20% d’O, (concentration atmosphérique) est une source évidente
de stress oxydant pour la plupart des types cellulaires, car cette concentration reste beaucoup plus élevée
que celle retrouvée dans les tissus (environs 5% chez I’'Homme). Des études ont pu mettre en évidence une
augmentation de la prolifération des cellules cultivées en hypoxie (3% O,) par rapport a celles cultivées en
hyperoxie (20% 0O,) (Ott, Jung, Grune, & Ho6hn, 2017), reflétant un arrét du cycle cellulaire dans ces
conditions. Par ailleurs, chaque type cellulaire aurait son propre degré de sensibilité a I'accumulation de
dommages produits par une exposition chronique a de hauts taux d'oxygéne (Serrano & Blasco, 2001). Il est
admis que ce n’est pas I'oxygene lui-méme mais la production d’especes réactives de I'oxygene (ROS), en
particulier par les mitochondries, qui serait impliquée dans cette sénescence (Correia-Melo et al., 2016; Lu &
Finkel, 2008; Moiseeva, Bourdeau, Roux, Deschénes-Simard, & Ferbeyre, 2009). En effet, la production de
ROS par les mitochondries induit des dommages génomiques (Parrinello et al., 2003), une accélération de
I"attrition télomérique (von Zglinicki, 2002), et participe directement aux voies de signalisation permettant le
maintien d’un phénotype sénescent (Passos et al., 2010). De nombreux stress induisent une augmentation
de cette production de ROS incluant les chimiothérapies, les dommages a I’ADN et I'activation oncogénique
(Passos et al., 2009). Le role de ces composés dans la sénescence a été démontré par l'utilisation de
traitements anti-oxydants permettant de retarder ou prévenir la sénescence (Q. Chen, Fischer, Reagan, Yan,
& Ames, 1995; Lu & Finkel, 2008; Macip et al., 2002). De plus, I'activation de la DDR et de p21CIPl permet
I"apparition d’une dysfonction mitochondriale et la production de ROS, qui peut alors en réponse, amplifier

ce phénomene de sénescence par I'induction de foci de dommages a ’ADN (Passos et al., 2010). Il a été
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suggéré que les ROS affectent directement et indirectement la cascade de transduction liée a p53 et

MAPK

p16™***/pRB. Par exemple la voie de p38™*** est activée dans ce type de sénescence et contréle I'activation
de p16™“* et p53 ainsi que p21“™ (Iwasa, Han, & Ishikawa, 2003; Kuilman et al., 2010; Sun et al., 2007). Pour
finir, le peroxyde d’hydrogene (H,0,), bien que n’étant pas un ROS par lui-méme, peut par réaction
enzymatique produire des ROS tels que le radical hydroxyle (HO) et I'anion superoxyde (O,"), et ainsi induire
une SIPS, notamment lorsqu’il est administré a des doses sub cytotoxiques (Ott et al., 2017; Petrova,
Velichko, Razin, & Kantidze, 2016). Par exemple, le traitement de MSCs issues de la gelée de Wharton par de

I’'H,0, a 200uM induit I'arrét du cycle cellulaire aprés 3-4 passages, les cellule s’élargissent et s’aplanissent,

acquiérent une activité SA-RGal et expriment les inhibiteurs du cycle p53, p21<**, p16™*** (Choo et al., 2014).

Le SASP peut avoir, en fonction du contexte, des effets positifs ou négatifs. Ce serait surtout la nature de ce
SASP, son étendu au sein du tissu ainsi que sa durée qui conférent ses aspects positifs ou négatifs (Malaquin,
Martinez, & Rodier, 2016). En effet, un SASP localisé ou limité dans le temps, peut permettre une résolution
de dommages tissulaires, peut participer a I'embryogénése, peut alerter les cellules environnantes d’un
potentiel danger et promouvoir une clairance immunitaire des cellules endommagées ou méme limiter une
fibrose réactionnelle aprés une lésion tissulaire (Demaria et al., 2014; He & Sharpless, 2017a; Storer et al.,
2013). Tandis qu’un SASP persistant associé a I'accumulation des cellules sénescentes, comme retrouvé dans
le vieillissement, par perturbation du microenvironnement peut causer et potentialiser une inflammation
systémique, perturber I'architecture tissulaire, stimuler par une action paracrine la croissance de cellules
tumorales et par ces différentes actions participer a l'installation de nombreuses pathologies liées a I'age (J.-

P. Coppé et al., 2010a; D Mufoz-Espin & Serrano, 2014).
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Figure 16 : Effets bénéfiques de la sénescence (He & Sharpless, 2017a)

a) Embryogenése

Récemment, deux publications ont décrit au cours du développement embryonnaire, I'apparition transitoire
de marqueurs de sénescence, dans certaines structures anatomiques tels que les membres, la partie
caudale, la zone de fusion des vésicules corticales ou le tube neural (Daniel Mufioz-Espin et al., 2013; Storer
et al., 2013). Cette sénescence, nommeée « sénescence du développement » n’est détectable qu’au cours
d’une courte fenétre de temps, serait différente en fonction des structures étudiées et apparaitrait
importante durant I'organogenése. Elle est définie par la présence d’une activité SA-Bgal, des marqueurs de
I’hétérochromatine et un arrét de prolifération cellulaire. D’autres effecteurs de la sénescence ont été

retrouvés tels que p53, p21°™, p27“"* et p15™“* mais il semblerait que seul p21“"*

soit indispensable a
I'installation de cette « sénescence du développement » dans les structures étudiées. Cette sénescence est
initiée en I'absence de signaux de dommages a I’ADN, de DDR ou d’activation de la voie p16™*. Chez des
embryons de souris p21KO, le nombre de cellules positives pour la SA-Bgal est diminué, mais ce marquage

ne disparait pas complétement, suggérant que la voie du p21“™*

ne soit pas la seule impliquée dans
I"acquisition du phénotype sénescent.
Par ailleurs, le phénotype de cette « sénescence du développement » posseéde des caractéristiques

différentes de celles retrouvées dans la sénescence réplicative. Les cellules conservent leur potentiel
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apoptotique et la composition du SASP est légérement différente du fait de I'absence d’IL-6 et d”’IL-8, deux
facteurs caractéristiques. Storer et al, suggérent qu’elle représenterait une forme plus primitive de
sénescence (Storer et al.,, 2013). Elle accomplirait son rdole physiologique durant le développement
embryonnaire, et serait ensuite mise sous silence par la répression de certains genes. Cependant, en
réponse a différents stimuli externes, ces voies de signalisation pourraient étre réactivées a I'adge adulte afin
de protéger les cellules contre certains stress et induire un remodelage tissulaire. Ces découvertes suggerent
que la sénescence possede une fonction physiologique durant I'embryogenese et ne serait donc pas
seulement synonyme de vieillissement (Triana-Martinez, Pedraza-Vazquez, Maciel-Bardn, & Konigsberg,

2016).

b) Réparation tissulaire et cicatrisation

L'effet bénéfique de la sénescence sur la réparation tissulaire et la cicatrisation passerait essentiellement par
les facteurs sécrétés du SASP. En effet, de nombreux facteurs sont connus pour étre importants dans ces
processus, tels que les facteurs de croissance et les protéases qui participent a la cicatrisation, les
chimiokines permettant le recrutement des cellules immunitaires, ainsi que des facteurs permettant la
mobilisation des cellules souches et progénitrices. Les travaux de Krizhanovsky et al. en 2008 ont mis en
évidence pour la premiere fois une sénescence cellulaire au cours d’une réparation tissulaire (Krizhanovsky
et al., 2008b). Cette étude montre qu’apres une lésion hépatique chez la souris, les cellules stellaires du foie
vont dans un premier temps proliférer et sécréter des composés de la matrice extracellulaire (MEC),
produisant alors une fibrose sur la zone lésée. Peu de temps apres la phase proliférative, les cellules
stellaires acquiérent des marqueurs caractéristiques de la sénescence tels que l'activité SA-Bgal et

K42 921" et p53. L'apparition d’un phénotype sénescent dans ces cellules induit un

I'expression de pl16
déclin de la production de composés de la MEC, mais aussi la production de métalloprotéinases (MMPs),
dégradant la MEC. De facon similaire en 2010, dans un modéle murin de cicatrisation cutanée, une
accumulation de fibroblastes et de myofibroblastes sénescents a été retrouvée. Dans ce modele, si la
protéine de la MEC, CCN1, ne peut plus se lier au fibroblaste, il n'y a pas d’induction de sénescence
permettant de contrdle la fibrose au sein de la cicatrice (Jun & Lau, 2010). L’application topique de cette
protéine permet la réapparition d’'une sénescence cellulaire, I'expression de MMPs et ainsi la résolution de
la fibrose. Par ailleurs, en 2014, I'utilisation de souris p16-3MR possédant un gene suicide sous promoteur

p16™* associé a un géne rapporteur, permettant la visualisation de I'activation du promoteur de p16™*** et

N2 "3 permis de mettre en évidence son activation précoce suite a

la suppression des cellules exprimant p16
une lésion et durant la cicatrisation (Demaria et al., 2014). Cette étude propose aussi I'implication d’une
autre molécule du SASP, le PDGFAA, sécrétée par les fibroblastes et les cellules endothéliales sénescentes

dans la résolution de la fibrose cicatricielle. Pour finir, la sénescence jouerait un réle important pour une
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guérison optimale puisque la clairance des cellules sénescentes p16 positives retarde la cicatrisation (D.

J. Baker, Childs, Durik, Wijers, Sieben, Zhong, A. Saltness, et al., 2016; Demaria et al.,, 2014), et que la

déficience en p53 ou p16™**

amplifie la fibrose cicatricielle (Krizhanovsky et al., 2008b). L’ensemble de ces
études suggerent que la sénescence cellulaire et plus particulierement le SASP seraient nécessaires a la
résolution des lésions tissulaires (He & Sharpless, 2017a; Rodier & Campisi, 2011). En accord avec cette idée,
quand les cellules stellaires ne peuvent pas entrer en sénescence par déficience en p53 ou en p16™“*, les

souris développent une fibrose sévére lors d’une Iésion hépatique aigue (Krizhanovsky et al., 2008b).

c) Propriétés anti-tumorales

Un dernier exemple des propriétés bénéfiques de la sénescence, est son activité anti-tumorale, ou du moins
permettant de limiter I'expansion tumorale. Il est bien connu que l'intensité du signal oncogénique
augmente progressivement durant les premiers temps de la tumorigenése jusqu'a atteindre un seuil activant

les voies impliquant les génes suppresseurs de tumeurs p16"™**

et p53. Lorsque cela arrive, les inhibiteurs du
cycle contrebalancent les signaux oncogéniques et les cellules entrent en sénescence, permettant de
prévenir I'expansion des cellules précancéreuses. De plus, pour former une tumeur létale, les cellules
doivent acquérir un fort potentiel prolifératif, or I'expression d’'un programme de sénescence contrecarre ce
potentiel prolifératif (Hanahan & Weinberg, 2000). L’identification des cellules sénescentes, par I'expression
de la SA-Bgal et de la DDR, a été observée dans de nombreuses lésions précancéreuses tels que
I’adénocarcinome du poumon, les néoplasies du pancréas, les néoplasies intra-épithéliales de la prostate et
les naevi mélanocytaires (Bartkova et al., 2005; Z. Chen et al., 2005; Michaloglou et al., 2005). Ces cellules
sénescentes ne sont plus retrouvées dans ces lésions a I'état cancéreux. Par conséquent, la sénescence n’est
détectable qu’a des niveaux bénins de la tumorigenése (Collado & Serrano, 2010). Toutes ces évidences
suggerent un role de la sénescence comme une barriére a la progression tumorale.

Chez 'Homme et la souris, la plupart des cancers arborent des mutations sur une ou les 2 voies de

signalisation typiques de la sénescence p16™**

ou p53. De plus, des défauts sur chacune de ces voies
compromettent I'apparition d’un phénotype sénescent et augmentent fortement la susceptibilité de
I’organisme aux cancers. Par exemple, 'inactivation de la voie p53 empéchant alors une réponse sénescente
induit une accélération du développement des tumeurs malignes (Z. Chen et al., 2005)(Rodier & Campisi,
2011).

Pour finir, les cellules tumorales peuvent étre éliminées par reconnaissance directe par les cellules
immunitaires telles que les lymphocytes T cytotoxiques et grace au recrutement des cellules phagocytaires

inflammatoires, qui seraient trés probablement attirées par les facteurs du SASP (tels que MCP1, CX3CL1,...)

(D Mufioz-Espin & Serrano, 2014).
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Cet effet anti-tumoral passerait donc par une action directe d’arrét de prolifération, mais aussi par

augmentation de la clairance des cellules tumorales par les cellules inflammatoires grace au SASP.

a) Propriétés pro-tumorales

D’un premier abord, I'idée que la sénescence cellulaire, un mécanisme anticancéreux connu, pourrait
promouvoir le cancer semble paradoxal. Cependant, la théorie de la pléiotropie antagoniste stipule qu’un
processus biologique peut étre a la fois bénéfique et délétere en fonction de I'age de I'organisme (Giaimo &
D’Adda di Fagagna, 2012). Il n’y a pas encore aujourd’hui d’explications concretes a cet effet pléiotropique
antagoniste, mais de nombreuses hypothéses et évidences supportent cette idée. Dans un premier temps, il
est important de noter que le cancer peut étre décrit comme une pathologie liée a I’dge. Dans un second
temps, les cellules sénescentes possedent un nouveau phénotype sécrétoire le SAPS, permettant de fournir
un microenvironnement permissif a la tumorigenése maligne (Liotta & Kohn, 2001). En effet, le SASP est
riche en facteurs de croissance, qui peuvent stimuler et entretenir la prolifération de cellules cancéreuses ou
précancéreuses voisines. Entretenir cette croissance pourrait éventuellement surpasser les capacités
d’élimination de ces cellules par I’héte, faisant pencher ainsi la balance en faveur de la progression tumorale.
Par ailleurs, d’autres facteurs du SASP sont connus pour stimuler les phénotypes associés aux cellules
cancéreuses agressives. Par exemples, les fibroblastes sénescents sécrétent de I'amphirégulin et du growth-
related oncogene (GRO), qui dans des modeles de culture cellulaire, stimulent la prolifération de cellules
épithéliales précancéreuses (Bavik et al., 2006; J. P. Coppé et al., 2010). De plus, la production de fort taux
d’IL-6 et I'IlL-8 peuvent stimuler des cellules épithéliales précancéreuses ou faiblement malignes, qui
pourront alors envahir la membrane basale (J.-P. Coppé et al., 2008). Les fibroblastes sénescents et les
cellules mésothéliales sécretent aussi du VEGF qui stimule la migration et linvasion des cellules
endothéliales (une étape cruciale pour une angiogeneése initiée par les tumeurs), et cette invasion tumorale
peut aussi étre facilitée par la sécrétion de MMPs (Rodier & Campisi, 2011). Chez des souris xénogreffées, les
cellules sénescentes peuvent promouvoir la progression des cellules précancéreuses en cellules malignes
(Bhatia et al., 2008; J. P. Coppé et al., 2010; Krtolica, Parrinello, Lockett, Desprez, & Campisi, 2001). Les
cellules sénescentes peuvent donc stimuler la tumorigenése in vivo, mais il reste encore a confirmer que
I"apparition naturelle de cellules sénescentes in vivo stimule la formation de tumeurs. Pour finir, les derniers
mécanismes pouvant promouvoir la progression tumorale sont I'immunosénescence et I'immuno-editing.
Lors de 'immunosénescence, il y a une diminution du nombre et une modification des cellules immunitaires,
pouvant réduire la capacité du corps a éliminer les cellules tumorales, et ainsi promouvoir le développement

de cellules cancéreuses. Par ailleurs, du fait de I’exposition continue aux cellules immunitaires, les tumeurs
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peuvent s’adapter et échapper a l'immunosurveillance, et ainsi favoriser I'émergence de cellules
cancéreuses faiblement immunogeniques, c’est I'immuno-editing (Chow, Mdéller, & Smyth, 2012; Dunn,
Bruce, lkeda, Old, & Schreiber, 2002). Des cellules tumorales isolées de souris immunocompétentes, mais
pas celles isolées de souris immunodéficientes, sont capables de développer des tumeurs quand elles sont
transplantées dans un héte immunocompétent (Shankaran et al., 2001). Ce résultat suggére que les tumeurs
formées en I'absence d’un systeme immunitaire intact sont davantage reconnues et éliminées par le
systeme immunitaire que celles se développant chez des hétes immunocompétents. Par ailleurs, si les
tumeurs se développent dans un environnement immunodéficient, elles seront moins bien éliminées et
progresseront de facon plus efficaces (Shankaran et al., 2001). La présence d’'un SASP autour des cellules
tumorales pourrait exacerber I'immuno-editing tumoral et éventuellement permettre la croissance de

cellules cancéreuses résistantes au systeme immunitaire (Velarde, Demaria, & Campisi, 2013).

b) Pathologies liées a I’age

La présence de cellules sénescentes au niveau de lésions tissulaires a pu étre rapportée de nombreuses fois,
mais savoir si elles sont responsables des pathologies ou si elles en sont la conséquence est plus difficile a
déterminer. Dans certains cas, la perte de prolifération des cellules fonctionnelles peut étre responsable de
I"apparition de la pathologie, comme dans le glaucome, la cataracte ou I'ostéoarthrose (D. J. Baker et al.,
2011; Liton et al.,, 2005; J. A. Martin, Brown, Heiner, & Buckwalter, 2004). Dans d’autres cas, c’est
I'inflammation induite par le SASP qui joue un réle causal dans les pathologies, comme dans I'athérosclérose,
le diabéte de type Il et les cancers (Bennett G Childs et al., 2016; Collado, Blasco, & Serrano, 2007; Shimizu et
al., 2012). Finalement, le remodelage de la matrice extracellulaire induit par le SASP peut étre responsable
de la progression d’une pathologie ou de sa limitation. Par exemple, des cellules sénescentes ont été
identifiées comme responsables d’une fibrose pulmonaire, mais peuvent aussi réduire la fibrose hépatique
(Krizhanovsky et al., 2008a; Schafer et al., 2017). Afin de déterminer la réelle contribution de la sénescence
dans I'apparition des pathologies liées a I’age, plusieurs approches ont été développées. Le lien de causalité
a pu étre démontré en bloquant I'apparition de la sénescence cellulaire par inactivation d’un composant clé

N2 ou de fagon plus concluante en éliminant sélectivement les cellules

de la sénescence tel que pl6
sénescentes dans le tissu et en observant I'impact dans le processus pathologique (D. J. Baker, Childs, Durik,
Wijers, Sieben, Zhong, A. Saltness, et al., 2016; D. J. Baker et al., 2011; Jeon et al., 2017). Deux modéles de
souris transgéniques ont été développées afin d’éliminer spécifiquement les cellules sénescentes : le modele
INK-ATTAC (D. J. Baker et al., 2011) et le modéle p16-3MR (Jeon et al., 2017). Tous deux utilisent un géne
suicide permettant I’élimination des cellules sénescentes a un temps déterminé. Dans le modéle INK-ATTAC,

la construction comprend la production d’une protéine de fusion entre FK506-binding-protein et la caspase 8

(FKBP—Casp8) sous promoteur p16™*. Lors de I"'administration de la molécule AP20187, une dimérisation de
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la protéine de fusion myristoylée induit I'activation de la voie apoptotique dépendant de la caspase 8 et la
mort des cellules par apoptose (D. J. Baker et al., 2011). Dans le modele p16-3MR, une thymidine kinase

virale est exprimée dans les cellules sénescentes p16™**

positives, pouvant alors phosphoryler la prodrogue
ganciclovir et convertir cette molécule en un métabolite toxique conduisant a la mort cellulaire (Demaria et
al., 2014). Grace a ces modeles, un lien de causalité a donc été démontré pour I'ostéoarthrose (Jeon et al.,
2017), la cataracte, la sarcopénie, la glomérulosclérose, I'apparition d’'une hypertrophie cardiomyocytaire et
la diminution de la tolérance cardiaque au stress, ainsi que sur la longévité et la durée de vie sans
pathologies (D. J. Baker, Childs, Durik, Wijers, Sieben, Zhong, A. Saltness, et al., 2016; D. J. Baker et al., 2011).
Par ailleurs, les études GWAS (Genome Wide Association Studies) ont permis de relier le locus INK4/ARF a de
nombreuses pathologies liées a I'age, incluant la susceptibilité a la fragilité et 'augmentation du risque de
maladies coronariennes, d’infarctus du myocarde, de diabéete de type 2, et de maladie d’Alzheimer. De plus,
une méta-analyse identifie le locus INK4/ARF comme le locus génétiquement le plus corrélé aux pathologies
lies a I'age (Jeck, Siebold, & Sharpless, 2012). Cela explique alors, pourquoi les stratégies d’élimination des

INK4a

cellules sénescentes reposent essentiellement sur I'expression de pl6 . Cependant, on ne peut pas

restreindre I'expression de p16™*

a des effets néfastes et délétéres, rendant alors I'étude beaucoup plus
complexe. Par exemple dans un modeéle murin possédant une double copie du locus INK4/ARF, une
diminution de marqueurs du vieillissement (amélioration de le coordination neuromusculaire, diminution
perte des cheveux,...) et un accroissement de la longévité ont été rapportés (Matheu et al., 2009). De plus,

N2 chez des souris déficientes en Pot1B (protection of

une autre étude montre que la délétion de pl6
telomeres 1B) ne permettrait pas linhibition du phénotype sénescent, mais accélererait plutét la
dysfonction d’organes (l'intestin, les testicules et le systéme hématopoiétique) et raccourcirait la durée de
vie (Yang Wang, Sharpless, & Chang, 2013). Ces modeles démontrent aussi un rdle protecteur de p16™**

durant le vieillissement.

Pour finir, contrairement aux pathologies chez la personne jeune, les désordres liés a I’age se produisent
dans un contextede tissu déja dysfonctionnel, avec une accumulation de cellules sénescentes. Ces cellules
sont nommeées cellules sénescentes primaires, puisqu’elles résultent de Iésions normales intrinséques a la
maintenance du tissu. La sénescence diminue la résistance tissulaire aux stress et favorise |'apparition de
pathologies via un arrét de prolifération de progéniteurs ou par dysfonction des cellules souches et des
cellules stromalesinduites par le SASP. Comme la pathologie progresse, une seconde vague de cellules
sénescentes est générée au site de la pathologie. Ces cellules sénescentes secondaires, tout comme les
premieres, peuvent amplifier la progression de la pathologie. (Bennett G. Childs, Gluscevic, Baker, Laberge,
Marquess, Dananberg, & van Deursen, 2017; Bennett G Childs, Durik, Baker, & Deursen, 2015; N. Martin et
al., 2014)
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Tableau 2 : Pathologies liées a I'age et implications de la sénescence
(Bennett G. Childs, Gluscevic, Baker, Laberge, Marquess, Dananberg, & van Deursen, 2017)
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A cause de ce lien de causalité de plus en plus étudié entre sénescence, vieillissement et pathologies liées a
I’age, un engouement fort se développe pour explorer de nouvelles stratégies thérapeutiques permettant de
lutter contre le vieillissement pathologique (De Cabo, Carmona-Gutierrez, Bernier, Hall, & Madeo, 2014;
Longo et al., 2015; Ovadya & Krizhanovsky, 2018).

Aujourd’hui, le bénéfice de certaines interventions non thérapeutiques, telles que la modification du régime
alimentaire (restriction calorique) ou la modification du mode de vie (exercice), a été démontrée sur
I'allongement de I'espérance de vie et I'apparition d’un vieillissement en bonne santé (De Cabo et al., 2014).
Bien qu’elles apparaissent efficaces, ces stratégies sont difficiles a envisager a grande échelle dans notre
société du 21° siécle. Serait-il possible de reverser notre mode de vie sédentaire et nos habitudes
alimentaires ? C'est pourquoi, aujourd’hui les recherches se focalisent sur l'identification de voies de

signalisation pouvant étre modulées par I'utilisation de composés pharmacologiques (Schmitt, 2017).

La premiere stratégie développée aujourd’hui afin de lutter contre le vieillissement pathologique, est
I’élimination sélective des cellules sénescentes. Comme décrit précédemment, de nombreuses publications
ont démontré le bénéfice de cette élimination pour prévenir ou retarder I'apparition de nombreuses
pathologies liées a I'age (D. J. Baker, Childs, Durik, Wijers, Sieben, Zhong, A. Saltness, et al., 2016; D. J. Baker
et al., 2011; Bennett G. Childs, Gluscevic, Baker, Laberge, Marquess, Dananberg, & Van Deursen, 2017;
Bennett G Childs et al., 2016; Demaria et al., 2014; Xu, Palmer, et al., 2015; Xu et al., n.d.). Cette nouvelle
stratégie thérapeutique, qui reste encore a étre validée chez 'homme, se nomme la sénothérapie ou
sénolyse (Schmitt, 2017).

Une des principales caractéristiques des cellules sénescentes utilisées dans cette stratégie est leur résistance
a I'apoptose. A la différence des autres cellules, les cellules sénescentes sont protégées des signaux pro-
apoptotiques intrinséques et extrinséques (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). Cette propriété leur permet
de persister et de promouvoir divers processus physiologiques en condition de stress. Cibler les voies de
résistance a I'apoptose spécifiques des cellules sénescentes, a travers différentes approches thérapeutiques
permettrait une mort sélective de ces cellules et ainsi la prévention de leurs effets déléteres. (Ovadya &

Krizhanovsky, 2018).

a) Protéines de la famille de Bcl-2

Les membres la famille protéique Bcl-2, en particulier Bcl-W et Bcl-XL sont des protéines anti-apoptotiques

et sont surexprimés dans les cellules sénescentes (Yosef et al., 2016). Outre leur surexpression par les

60



Introduction

cellules sénescentes, c’est leur implication dans les processus cancéreux, notamment dans les lymphomes et
certaines tumeurs solides qui a permis de développer des inhibiteurs forts et sélectifs de ces protéines
(Croce & Reed, 2016).

La premiere molécule ABT-737 mime un domaine BH3, permettant ainsi de bloquer l'interaction des
protéines de la famille de Bcl-2 avec le domaine BH3 de protéines pro-apoptotiques. Ce domaine alors libre,
les protéines pro-apoptotiques peuvent étre activées et conduire a la mort cellulaire (Oltersdorf et al., 2005).
Son successeur, permettant une administration orale, ABT-263 ou navitoclax est aujourd’hui une des
molécules les plus étudiées dans cette sénolyse et permet I'élimination des cellules sénescentes in vitro et in
vivo (Chang et al., 2016; Ovadya & Krizhanovsky, 2018; Y. Zhu et al., 2016). Malheureusement, 'utilisation de
ces inhibiteurs des protéines Bcl-2 causent divers effets indésirables notamment par toxicité
hématopoiétique (neutropénie ou thrombocytopénie) (Cang, Iragavarapu, Savooji, Song, & Liu, 2015;
Leverson et al.,, 2015). Ces problémes de toxicité nécessitent le développement de nouvelles molécules.
Deux nouveaux candidats spécifiques de la protéine Bcl-XL (A1331852 and A1155463) sont aujourd’hui
étudiés, et causeraient moins de neutropénies que le navitoclax. Cependant, ces 2 molécules induiraient
toujours une thrombocytopénie puisque la survie plaquettaire serait dépendante de I'activité de Bcl-XL. De
plus, elles seraient aussi moins efficaces sur I’élimination des cellules sénescentes, car trop spécifiques, et les
cellules exprimant les protéines Bcl-2 ou Bcl-W seraient épargnées (Y. Zhu et al., 2017). Une alternative
pourrait étre une utilisation locale de ces composés afin de limiter leurs effets indésirables, comme par
exemple en injection intra-articulaire. Cette injection locale permet de réduire les signes d’ostéoarthrose
chez la souris agée (Jeon et al., 2017).

Cibler les cellules sénescentes par inhibition des protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2, reste
aujourd’hui une solution limitée pour son implication en thérapie humaine a cause deses effets indésirables

et son utilisation possiblement restreinte.

b) Quercetine et Dasatinib

Basés sur la dépendance des cellules sénescentes aux mécanismes de défense anti-apoptotique, d’autres
composés sénolytiques ont été identifiés. Une combinaison de 2 molécules, la quercetin (un inhibiteur
naturel des kinases de la famille des flavonoides) avec le dasatinib (un inhibiteur de tyrosine kinases), serait
prometteuse. L’action synergique de ces 2 composés permet de diminuer les doses de chacune des
molécules et ainsi réduire leur toxicité (Y. Zhu et al., 2015). Cette association réduit le nombre de cellules
sénescentes in vivo, et permet de diminuer I'apparition de pathologies associées a la sénescence dans
certains modeéles pathologiques murins (résumé dans (Ovadya & Krizhanovsky, 2018)). De plus, le traitement

de souris agées par cette association a montré des effets bénéfiques avec une amélioration de la fonction
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cardiaque et de la réactivité vasculaire (Y. Zhu et al., 2015), ainsi qu’'une augmentation de I'espérance de vie
et de la qualité de vie (Xu et al., 2018).

Ces deux molécules ont déja été utilisées en clinique, ce qui en fait de sérieux candidats comme
sénolytiques. Cependant, du fait du large impact de ces molécules sur de nombreuses voies biologiques, il
reste a ce jour a déterminer les mécanismes moléculaires exacts conduisant a leurs effets sénolytiques. Il se
pose également la question des effets indésirables probables d’une administration a long terme, remettant

en cause leur possible utilisation en clinique dans cette indication.

c) Autres

D’autres caractéristiques des cellules sénescentes peuvent étre utilisées comme cibles thérapeutiques

“"1 ou l'augmentation de Iactivité B-

permettant leur élimination, comme I’activation de la voie p53/p21
galactosidase.

Les récents travaux de Baar et al. ont permis d’identifier une interaction spécifique de la protéine p53 avec le
facteur de transcription FOXO4 dans les cellules sénescentes. L'utilisation d’un peptide modifié de FOX04
inhibe I'interaction de p53/FOX04 natif, et permet la libération de ce p53 hors du noyau induisant alors
I'apoptose des cellules. Son utilisation chez la souris a démontré des effets bénéfiques comme la
restauration d’'une condition physique, ou de la fonction rénale dans un modele progéroide et de
vieillissement (Baar et al., 2017).

Récemment, 'utilisation de la surexpression de I'activité B-galactosidase dans les cellules sénescentes a
permis de mettre en place un nouveau systéme de délivrance des médicaments. En effet, les médicaments
sont encapsulés dans une matrice capable d’étre dégradée par la B-galactosidase. Comme cette activité est

plus importante dans les cellules sénescentes, la libération du composé reste ciblée a ces cellules

(Mufioz-Espin et al., 2018).

Figure 17 : Mode d’action des sénolytiques (Ovadya & Krizhanovsky, 2018)
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Alors que I’élimination des cellules sénescentes apparait comme une bonne stratégie, il existe aussi d’autres
moyens de limiter les effets déléteres de ces cellules et d’améliorer la qualité du vieillissement. Ces
stratégies alternatives ont pour but de cibler leur activité la plus néfaste : la production du SASP. Le SASP,
malgré ses coOtés bénéfiques (recrutement de cellules immunitaires pour la clairance des cellules
endommagées, réparation tissulaire,...), lorsqu’il est produit de fagon chronique, perturbe I’'homéostasie
tissulaire et favorise le développement des pathologies associées au vieillissement (J.-P. Coppé et al., 2010a;
Ovadya & Krizhanovsky, 2014). Il est connu que la production de ce SASP est relié a 'activation des voies de
signalisation du NF-kB et du C/EBPB, qui sont aujourd’hui largement étudiées et peuvent étre modulées par
un grand nombre de molécules thérapeutiques déja sur le marché (J.-P. Coppé et al., 2010a; Longo et al.,

2015; Salminen, Kauppinen, & Kaarniranta, 2012).

a) Inhibiteurs de NF-kB

i Inhibition de la voie mTOR

La voie de signalisation mTOR aurait un impact sur I'espérance de vie dans de nombreux organismes et
especes (Bitto et al., 2016; Johnson, Rabinovitch, & Kaeberlein, 2013). Un des inhibiteurs de cette voie,
aujourd’hui connu et autorisé par les autorités de santé est la rapamycine. Son utilisation permet
I'allongement de la durée de vie des souris de plus 18% chez les femelles et 10% chez les males (Miller et al.,
2014). Par ailleurs, I'inhibition de la voie mTORC1 permet de diminuer I'apparition de nombreuses
pathologies liées a I'age telles que la maladie d’Alzheimer, la progression de certains cancers ou
I'insuffisance cardiaque dans un contexte de constriction de I'aorte transverse (TAC) (Johnson et al., 2013).
Trés récemment, des travaux réalisés en collaboration ont pu mettre en évidence que I'inhibition de la voie
mTOR par la rapamycine permet une restauration de la mitophagie et prévient une dysfonction
mitochondriale ainsi que l'induction d’une sénescence dans des modeles de cardiomyocytes chez le rat
(Manzella et al., 2018). De plus, la rapamycine et ses analogues, peuvent abolir la production du SASP en
diminuant par des mécanismes indirects I'expression et la traduction de I'lL-1a, diminuant ainsi I'activité
transcriptionnelle de NF-kB connue pour étre responsable de la production de nombreuses cytokines telles
que I'lL-6 ou I'lL-8 (Laberge et al., 2015).

Par ailleurs, la rapamycine possedent de nombreux effets indésirables dont I'apparition de dérégulations
métaboliques (hyperglycémie, insulino-résistance,...), une perte musculaire (sarcopénie), ou des défauts de
prolifération de la lignée hématopoiétique (Soefje, Karnad, & Brenner, 2011). Les défauts métaboliques et la
sarcopénie sont déja de lourds problemes chez les personnes agées. Des études supplémentaires sont alors

nécessaires avant de permettre son utilisation a long terme en tant que traitement anti-vieillissement.
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ii.. Metformine

La metformine est un médicament déja couramment utilisé dans le diabéte de type 2. De la famille des
biguanides, il augmente la sensibilité a I'insuline, augmente la glycolyse et supprime la néoglucogenese
hépatique. Chez la souris, le traitement par la metformine limite les processus inflammatoires, préserve la
fonction mitochondriale et réduit I'apparition de différentes pathologies liées a I'age tout en prolongeant la
durée de vie (Martin-Montalvo et al., 2013). Une récente méta-analyse a étudié I'impact d’un traitement par
metformine sur I'apparition de pathologies liées a I'dge et des causes de mortalité chez I’'Homme. Les
patients traités par metformine ont une plus faible mortalité que ceux non traités et méme que ceux traités
par d’autres anti-diabétiques. Par ailleurs, ce traitement induit un effet géroprotecteur en retardant ou
prévenant l'apparition de pathologies liées a I'dge, notamment les cancers, et les pathologies
cardiovasculaires, qui sont les deux causes majeures de mortalités chez les personnes agées (Campbell,
Bellman, Stephenson, & Lisy., 2017).

D’un point de vu mécanistique, ce médicament empéche la translocation de NF-kB au noyau et restreint
ainsi son activité transcriptionnelle, induisant alors une diminution de la production des cytokines du SASP,

et le phénomene de contexte inflammatoire chronique (Moiseeva et al., 2013).

iii. Anticorps neutralisants anti IL-1a

L'IL1-a est aujourd’hui connue comme une cytokine initiatrice de la production du SASP. En effet, par la
liaison a son récepteur IL1R, I'lL1-a active I'activité transcriptionnelle de NF-kB, qui induira la production des
cytokines du SASP telles que I'lIL-6 et I'lL-8 par les cellules sénescentes. Elle permet aussi la mise en place
d’une boucle d’amplification positive en augmentant sa propre sécrétion et permettant le maintien et
I’activation sa voie de signalisation, produisant alors encore plus de cytokines du SASP. La perte de la voie de
signalisation del’IL-1a dans les cellules sénescentes, en interférant avec sa production ou I'activité de I'IL1R,
réduit de fagon significative les taux d’IL-6 et d’IL-8, démontrant que la stimulation de son récepteur est
nécessaire a la production du SASP (Freund et al., 2010; Orjalo et al., 2009). De plus, comme décrit
précédemment, la rapamycine peut agir sur cette voie en diminuant I'expression et la traduction de I'lL-1a
(Laberge et al., 2015). On peut donc comprendre que I'utilisation d’anticorps neutralisants anti-IL-1a serait
un bon espoir thérapeutique. Aujourd’hui, les traitements anti-IL1R tels que I’anakinra sont utilisés dans les
pathologies inflammatoires. De nombreuses études testent leurs effets dans différentes pathologies et
notamment les pathologies cardiovasculaires (Bennett G. Childs, Gluscevic, Baker, Laberge, Marquess,

Dananberg, & van Deursen, 2017; Szekely & Arbel, 2018).
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b) Autres modes d’action

D’autres voies sont aussi a I’étude, comme I'inhibition du facteur de transcription C/EBPp, par inhibition de
la voie de signalisation JAK/STAT. Une molécule inhibitrice de JAK1/2, le ruxolitinib, déja sur le marché
permet la réduction d’une inflammation systémique, améliore la qualité de vie et permet de diminuer les
symptomes de fragilité chez des souris agées (Xu, Tchkonia, et al., 2015).

Il existe aussi la possibilité de moduler des régulateurs épigénétiques, tels que bromodomain-containing
protein 4 (BRD4) ou high-mobility group box 2 (HMGB2), connues pour permettre la modulation du SASP,
sans action sur le cycle cellulaire (Bennett G. Childs, Gluscevic, Baker, Laberge, Marquess, Dananberg, & van

Deursen, 2017; Ovadya & Krizhanovsky, 2018).

Figure 18 : Mode d’action des sénolytiques par inhibition du SASP (Ovadya & Krizhanovsky, 2018)
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lll. Les cellules stromales mésenchymateuses cardiaques

et leur potentiel angiogénique

Une cellule souche se définit comme une cellule possédant une capacité d’auto-renouvellement et de
différenciation cellulaire (Van Der Kooy & Weiss, 2000).

L'auto-renouvellement est la capacité a se diviser pendant de longues périodes en donnant naissance a des
cellules filles identiques a la cellule mére. Les divisions peuvent étres symétriques ou asymétriques. Une
division symétrique permet de donner naissance a 2 cellules filles totalement identiques a la cellule mére (ou
division homoplastique) ou parfois a des stades de différenciation plus avancés que la cellule mére (division
hétéroplastique) (Morrison & Kimble, 2006). Cette division se déroule le plus souvent au stade
embryonnaire, mais est aussi parfois retrouvée dans les tissus adultes afin d’assurer un stock durable et
permanant de cellules souches.

La division asymétrique quand a elle, abouti a la génération de 2 cellules filles différentes. La premiére est le
reflet de la cellule mére, la seconde est une cellule plus différenciée. Ce processus permet d’engendrer une
diversité cellulaire nécessaire au bon développement des organismes pluricellulaires. Ce mécanisme est tres
fréquemment retrouvé pour les cellules souches, notamment les cellules souches hématopoiétiques

(Morrison & Kimble, 2006).

Par ailleurs, il n’existe pas qu’un seul type de cellule souche. Nous pouvons distinguer 4 groupes en fonction
de leur potentiel de différenciation et de leur niveau d’engagement vers la cellule dite différenciée (Spencer,
Gimble, & Lopez, 2011) :

- La cellule souche totipotente: la cellule peut a elle seule conduire au développement d’un
organisme entier. Ces cellules sont présentes lors des premieres divisions de I'ceuf fécondé jusqu’a
au stade 8 blastomeres.

- La cellule souche pluripotente: la cellule pourra donner les cellules d’'un des 3 feuillets
embryonnaires (ectoderme, mésoderme, endoderme), mais a perdu la capacité a se différencier en
cellules des annexes extra-embryonnaires permettant la formation du placenta.

- La cellule souche multipotente: Ces cellules représentent la majorité des cellules souches
retrouvées chez un organisme adulte. Elles peuvent donner plusieurs types cellulaires différents,
mais appartenant a un méme feuillet embryonnaire. Par exemple, les cellules souches
hématopoiétiques pourront s’engager dans des voies de différenciation distinctes telles que

I’érythropoiése, la thrombocytopoiese ou la lymphopoiése qui permettront la génération et le
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renouvellement des globules rouges, plaquettes ou lymphocytes, mais ne donneront pas de cellules
non hématopoiétiques comme des cellules musculaires.

- Les cellules souches unipotentes : la cellule ne pourra se différencier qu’en un seul type cellulaire
bien distinct, tout en gardant leur potentiel d’auto-renouvellement. Ce sont par exemple, les
spermatogonies qui permettent la production de spermatozoides chez I'homme adulte ou les
cellules souches intestinales qui assurent la capacité de renouvellement de I'épithélium intestinal.

Les cellules souches retrouvées dans le tissu adulte participent au maintien de I'homéostasie tissulaire,
permettant le remplacement des cellules mortes par apoptose ou nécrose de fagon physiologique ou lors
d’une lésion tissulaire. Elles permettent aux tissus de conserver au mieux leurs fonctions tout le long de la
vie de I'organisme. Par ailleurs, au cours du vieillissement, les capacités d’auto-renouvellement de ces
cellules diminuent, ce qui contribue a la dégénération progressive des organes avec I'dge (Lépez-Otin et al.,

2013).

Les cellules stromales mésenchymateuses (MSCs) ont pour la premiere fois été identifiées dans le stroma de
la moelle osseuse en 1968 par Friedenstein et al. (Friedenstein, Petrakova, Kurolesova, & Frolova, 1968). lIs
ont découvert des cellules a fort potentiel prolifératif et aux propriétés clonogéniques qu’ils nomment
"cellules fibroblastoides formatrices de colonies" (CFU-F). Ces cellules possédent aussi une capacité de
différenciation en chondrocytes, ostéoblastes, adipocytes ou en cellules support de I’hématopoiése in vitro
et in vivo (Friedenstein, 1980; Friedenstein, Chailakhjan, & Lalykina, 1970; Friedenstein et al., 1974). Plus
tard, Caplan les renommera cellules souches mésenchymateuses a cause de leur capacité de différenciation
en cellules de la lignée mésodermique (os, tissu adipeux, cartilage,...) (A. Caplan, 1991). Or de nombreuses
études ont reporté aussi une capacité de différenciation en cellules des autres feuillets embryonnaires, tels
que des cellules endodermales (cellules hépatiques, cellules endothéliales, cellules musculaires lisses), et
ectodermales (neurones) (A. Caplan, 1991; Kurpinski et al., 2010; Oswald et al., 2004; Ulrich, do Nascimento,
Bocsi, & Tarnok, 2015; Wu & Tao, 2012), remettant en cause le caractére multipotent de ces cellules qui
seraient alors pluripotentes (Figure 19) (A. I. Caplan, 2017). Bien que parfois démontrées in vitro, ces
capacités de différenciation en certaines lignées ne sont pas universellement acceptées, comme pour la

différenciation cardiomyocytaire (Rose, Jiang, et al., 2008; Rose, Keating, & Backx, 2008).
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Figure 19 : Multipotence des BM-MSCs (Uccelli, Moretta, & Pistoia, 2008)

Ces cellules sont aujourd’hui largement utilisées dans des études cliniques. En effet, environs 1000 études
cliniques a travers le monde utilisent le terme de mesenchymal stem ou stromal cells, et plus de 200 celui de
MSCs, répertoriées sur le site clinicaltrials.gov.

Cependant, dans la majorité des cas, le nombre de MSCs injectées retrouvées différenciées dans le tissu
reste faible, et la greffe tend a avoir une faible durée de vie, suggérant un autre mécanisme que la
différenciation per se, par lequelles MSCs exerceraient leur fonction thérapeutique (Ying Wang, Chen, Cao, &
Shi, 2014). En effet, ce serait plutot par leur capacité de sécrétion de nombreux facteurs, et leur capacité de
modulation de leur micro-environnement permettant entre autre une immunorégulation (Uccelli et al.,
2008), favorisant I'angiogeneése et la stabilité vasculaire (Watt et al., 2013), ou induisant un remodelage de la
matrice extracellulaire (Kramann et al., 2015). Les différentes fonctions thérapeutiques des MSCs sont

répertoriées dans la figure 20.

Figure 20 : Mode d’action des MSCs (Ying Wang et al., 2014)
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De facon intéressante, des cellules similaires aux BM-MSCs ont été isolées a partir de différents organes et
tissus tels que : la moelle osseuse, le tissu adipeux, la peau, les muscles, les tendons, les os, le cerveau, le
foie, les reins, les poumons, la rate, le pancréas, le thymus, la membrane sinoviale, le cordon ombilical, le
cceur ou les vaisseaux (Chong et al., 2011; Corselli, Chen, Crisan, Lazzari, & Péault, 2010; Crisan et al., 2008;
da Silva Meirelles, 2006; Klimczak & Kozlowska, 2016). L’hypothese de cellules mésenchymateuses
circulantes, mobilisables aux sites lésionnels est aujourd’hui encore discutée (da Silva Meirelles,

2006)(Bianconi et al., 2018; Santini, Forte, Harvey, & Kovacic, 2016).

Aujourd’hui les cellules stromales mésenchymateuses issues de la moelle osseuse restent les plus étudiées
et les plus connues des cellules souches dérivées du mésoderme. La plupart des caractéristiques des MSCs
des autres tissus découlent des connaissances obtenues chez les BM-MSCs. Néanmoins, a cause des
différentes procédures d’isolement, des diverses conditions de culture et I’'hétérogénéité physiologique des
BM-MSCs, notre connaissance sur la biologie de ces cellules reste limitée. En effet, la question de base de la
définition des MSCs reste elle-méme controversée et discutée. La caractérisation de ces MSCs differe entre
les laboratoires et les espéces. Il n’y a pas de marqueurs spécifiques ou une combinaison de marqueurs
identifiant clairement cette population in vivo et in vitro. C'est pourquoi en 2006, I'ISCT (International
Society for Cellular Therapy) met en place différents criteres afin d’homogénéiser I'identification des cellules
mésenchymateuses tels que (Dominici et al., 2006):

- Lacapacité d’adhérence au plastique et de formation de CFU-Fs

- La différenciation en chondrocytes, ostéoblastes et adipocytes in vitro

- L’expression de marqueurs de surface : CD105, CD73, CD90 et I'absence de CD45, CD34, CD14,

CD11b, CD79a, CD19, et HLA-DR.

Malgré tout, ces critéres bien que convenables, ne sont pas totalement convaincants pour la communauté
scientifique, car ils sont basés sur des observations in vitro. Comme a déclaré Robey « Nous avons appris a
reconnaitre des cellules souches, non pas par leur potentiel dans I'organisme dont elles dépendent, mais
plutét par ce qu’on peut en faire au laboratoire » (Robey, 2000). Or, il est aujourd’hui bien admis que le
phénotype et le comportement des cellules peuvent étre altérés et modifiés au cours de la culture cellulaire
in vitro (Bara, Richards, Alini, & Stoddart, 2014). De plus, I’expression des marqueurs de surface varie a cause
de I'utilisation de différentes techniques d’isolement, mais aussi du fait des variations entre les especes, de
I'origine cellulaire (embryonnaire ou adulte) et du tissu d’origine. Par exemple, les cellules ADSC isolées du

tissu adipeux expriment des marqueurs tels que le CD49d (a4 intégrine) le CD34 et le CD106 (qui est un
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marqueur d’adhérence vasculaire) qui sont absents dans les BM-MSCs. Par ailleurs, des marqueurs communs
aux péricytes peuvent aussi étre retrouvés (CD146). Il n’y a donc aujourd’hui aucun marqueur ou
combinaison de marqueurs déterminés permettant une purification sans équivoque des MSCs (Spencer et
al., 2011). Le défi d’'une homogénéisation des criteres de définition des MSCs demeure donc, mais cette
difficulté pourrait étre expliquée si nous considérons que les BM-MSCs ou les MSCs représentent une

population hétérogene de cellules progénitrices a différentes étapes de différenciation.

a) Définition

Récemment, une population de cellules MSC-like a été identifiée dans le cceur chez la souris, caractérisée
par I'expression du récepteur au PDGF de type alpha (PDGFRa) et du Scal. Ces cellules possédent des
qualités de cellules souches comme la clonogénie (CFU), la capacité d’auto-renouvellement et une
multipotence in vitro et in vivo (Chong et al., 2011; Noseda, Harada, McSweeney, et al., 2015). Ces cellules
sont nommées cCFU-F (cardiac colony forming units fibroblast) dans la plupart des publications, de fagon
cohérente avec la nomenclature des CFU-F dérivées de la moelle osseuse, mais peuvent aussi étre
retrouvées sous le nom de fibroblastes cardiaques ou voire méme de Side Population (SP). Aucun consensus
clair aujourd’hui ne définit réellement cette population. Dans le coeur adulte, ces cCFU-F donneraient
naissance a diverses variétés de cellules stromales, tels que les cellules périvaculaires, les adipocytes, les
myofibroblastes, les cellules endothéliales coronariennes et, de facon controversée, a des cardiomyocytes
en situation homéostatique ou pathologique (Asli, Xaymardan, & Harvey, 2014).

Ces cellules PDGFRa auraient une origine épicardique, et seraient localisées dans les espaces interstitiels,
périvasculaires ainsi que les niches adventitielles (Chong et al., 2011, 2013). Les souris génétiquement
déficientes pour le PDGFRa spécifiquement au niveau épicardique (par déplétion avant E13,5) montrent un
défaut au niveau de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et une mort des fibroblastes cardiaques
(ou cellules stromales dérivées de I’épicarde), alors que les cellules musculaires lisses, elles-mémes dérivées
de I'épicarde, ne sont elles pas affectées (C. L. Smith, Baek, Sung, & Tallquist, 2011).

Par ailleurs, ces cellules expriment des marqueurs typiques des MSCs de la moelle osseuse tels que CD44,
CD90, CD29 et CD105 (Chong et al.,, 2011; Pelekanos et al.,, 2012), mais aussi certains facteurs de
transcription cardiaque tels que GATA4, TBX5, HAND1 et MEF2C suggérant une identité cardiaque ou un
engagement en cellules de la lignée cardiaque (Furtado et al., 2015; Noseda, Harada, McSweeney, et al.,
2015).

Le PDGFRa est connu pour jouer un réle important dans |'organogenése embryonnaire. En effet, dans un

modeéle murin, I'absence de ce récepteur induit des défauts de formation du tractus ventriculaire, du
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septum, des cavités et des vaisseaux coronaires. Le role de la signalisation du PDGF dans la biologie des
cCFU-Fs et des cellules stromales n’est pas encore bien connu. En plus d’étre nécessaire a la TEM et a la
formation de fibroblastes au cours du développement, ce récepteur pourrait jouer un réle dans le maintien
du phénotype des cellules souches (Ball, Worthington, Canfield, Merry, & Kielty, 2014).

Par ailleurs, il est connu qu’une activation anormale ou persistante de la voie de signalisation du PDGF serait
impliquée dans la fibrose de multiples organes, dont le cceur (Olson & Soriano, 2009).

Une autre sous population de ces progéniteurs périvasculaires exprimant Glil et PDGFRP a été retrouvée
dans des modéles murins de pathologies cardiaques (Kramann et al., 2015). Les myofibroblastes (exprimant
aSMA) seraient les descendants majoritaires de ces cellules résidentes Glil dans des modeles d’hypertension
et de surcharge de pression permettant le développement d’une fibrose cardiaque. La déplétion spécifique
des cellules Glil+ au cours d’une surcharge de pression réduit I'apparition de cette fibrose réactionnelle,

préservant alors la fonction ventriculaire gauche et I'apparition de I'insuffisance cardiaque.

Pour résumer, les cCFU-F adultes représentent un type de progéniteurs cardiaques permettant le maintien
du compartiment stromal, de la matrice et du compartiment vasculaire du cceur durant ’homéostasie. Par
ailleurs, ils contribueraient aussi a la fibrose accompagnant certaines pathologies par leur différenciation en
myofibroblastes (Kramann et al.,, 2015). Ces cellules stromales cardiaques agiraient aussi comme des
sentinelles du stress cardiaque et des fonctions autocrines, et participeraient au dialogue cellulaire avec les
autres cellules cardiaques résidentes dont les cardiomyocytes et les cellules immunitaires par des

mécanismes paracrins (Santini et al., 2016)

b) Les cMSCs sont elles des péricytes ?

A cause de leur localisation périvasculaire et dans les niches adventitielles, ainsi que leur capacité de
différenciation vasculaire, une origine commune ou le rapprochement avec les péricytes se pose. Les
péricytes sont des cellules de soutien du tissu vasculaire, et par leur forte association avec les cellules
endothéliales, ont des rdles essentiels dans le maintien des vaisseaux sanguins et dans I'angiogenése (Diaz-
Flores et al., 2009). Ces cellules pourraient aussi jouer un réle dans le maintien d’une niche pour les cellules
souches hématopoiétiques dans la moelle osseuse (Kunisaki et al., 2013). Ces péricytes sont identifiés par
leur localisation mais aussi par I'expression de certains marqueurs tels que CD146, NG2, PDGFRB, et la
phosphatase alcaline (ALP) (Crisan et al., 2008). Or certains de ces marqueurs ont été suggérés pour définir
plus précisément les MSCs, tels que le CD146 et le PDGFRp (Pontikoglou, Deschaseaux, Sensebé, & Papadaki,
2011). De plus, une origine épicardique a été décrite pour des cellules Scal+ (Noseda, Harada, McSweeney,

et al,, 2015), cMSCs et possiblement certains progéniteurs cardiaques humains (Antonio P. Beltrami et al.,
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2007). Pour finir, les péricytes sembleraient aussi avoir des qualités de cellules progénitrices telles que la
clonogénie ou la multipotence (A. I. Caplan, 2008; Crisan, Corselli, Chen, & Péault, 2012).

Ces découverte ont suscité I'hypothése que tous les péricytes sont des MSCs, mais également que toutes les
MSCs peuvent agir comme des péricytes. Cependant en 2013, Blocki et al, démontrent que toutes les MSCs
ne se comportent pas comme des péricytes car seule la sous population de MSCs CD34- CD146+ permet le
maintien d’une tubulogenése ex vivo, supposant ainsi que les péricytes pourraient étre une sous-population
de MSCs (Blocki et al., 2013). De plus, de récentes découvertes suggereraient que les cellules isolées de
différents tissus humains exprimant le CD146 seraient clairement distinctes des BM-MSCs, de par leur
capacité de différenciation ou d’un point de vue transcriptomique (Sacchetti et al., 2016)

De fagon similaire aux cellules mésenchymateuses, définir les péricytes comme une population homogéne
reste inexact. En effet, il a été montré que I'expression du CD146 ne peut pas étre considéré comme un
marqueur universel de cette population cellulaire, car il est également exprimé par les cellules endothéliales,
et serait absent des péricytes adventitiels CD34+, n’exprimant pas non plus NG2 et PDGFRB. Ces cellules
adventitielles exprimeraient d’avantage des marqueurs de MSCs (CD44, CD73, CD90, et CD105) (Campagnolo
et al., 2010; Corselli et al., 2012).

On peut donc voir, que les MSCs et les péricytes a I’heure actuelle possedent de nombreuses similitudes et
semblent fortement liés, mais tendent a avoir certaines caractéristiques propres et complémentaires.
L'hétérogénéité de ces 2 types cellulaires montrent bien qu’il est encore aujourd’hui nécessaire d’étudier, de
facon plus approfondie ces populations afin d’encore mieux les définir, et pouvoir les exploiter au mieux
dans des thérapies cellulaires (Antonio Paolo Beltrami & Madeddu, 2017; Melchiorri, Nguyen, & Fisher,
2014; Wong et al., 2015).

Il'y a encore quelques années, le coeur était considéré comme un organe a différenciation terminale sans
capacité de régénération. Cette hypothése était basée sur la nature différenciée des cardiomyocytes et leur
caractéristique post mitotique. La découverte de différentes populations de progéniteurs cardiaques depuis
une vingtaine d’années a fait évoluer cette vision ancrée depuis des décennies, supportée encore plus
récemment par la découverte d’'une prolifération des cardiomyocytes au cours de vieillissement
physiologique (Bergmann et al., 2015; Kimura et al., 2015). Cette évolution de pensée et ces découvertes ont
permis d’augmenter les recherches sur la régénération cardiaque et surtout sur les cellules progénitrices
résidentes cardiaques. Différentes populations de progéniteurs cardiaques ont pu étre décrites dans le cceur
adulte de différents mammiferes (Homme, souris, rats, ...). Ces populations ont été mises en évidence grace

a différentes approches expérimentales et difféerent donc sur leurs marqueurs ou leur localisation au sein du
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tissu cardiaque, mais gardent un potentiel de différenciation in vitro et in vivo assez similaire en cellules
musculaires lisses, cellules endothéliales voire méme en cardiomyocytes. Ces cellules restent trés rares in
vivo, représentant seulement 0.005 a 2% des cellules cardiaques (Santini et al., 2016).
Les différentes cellules progénitrices cardiaques étudiées sont les suivantes (Figure 21):

- Lescellules ISL1+

- Les cellules c-Kit +

- Les cellules Scal+ (souris),

- Les cellules side population (SP)

- Les cardiospheres

Cardiospheres Side -population

Figure 21 : Différents progéniteurs cardiaques, inspiré de T. Nakamura et al., 2016; Santini et al., 2016; Yellamilli & van
Berlo, 2016

Kit (c-Kit, CD117) est un récepteur tyrosine kinase, récepteur du stem cell factor (scf ou kit-ligand), identifié
pour la premiére fois en 1987 ayant un role de proto-oncogéne, soit un régulateur positif de la prolifération
cellulaire (Yarden et al., 1987). En 2003, I'étude de Beltrami et al, a permis d’identifier ce récepteur comme
marqueur d’une population résidente de progéniteurs cardiaques (Antonio P Beltrami et al., 2003). Ces
cellules sont clonogéniques, capables d’auto-renouvellement et possédent un potentiel de différenciation en
cellules musculaires lisses, cellules endothéliales et cardiomyocytes in vitro. In vivo, des cellules c-Kit+
différenciées en cellules musculaires lisses et endothéliales aprés transplantation sont retrouvées dans
I'arbre artériel coronaire de coeurs infarcis (Tillmanns et al., 2008). De plus, lorsqu’elles sont transplantées

dans le myocarde infarci de rat, les progéniteurs c-Kit+ facilitent la régénération du myocarde.
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Ces cellules c-Kit+ possédent aussi des facteurs de transcription leur conférant une identité cardiaque tels
que NKX2.5, GATA4, et MEF2C, et sont négatives pour les marqueurs du linéage hématopoiétique CD45-. La
sélection des cellules essentiellement sur I'expression du c-Kit et I'absence du CD45 fait apparaitre une
population hétérogene. Différentes études ont pu identifier des sous populations de progéniteurs c-Kit avec
différentes capacités fonctionnelles. Une équipe américaine a mis en évidence chez I'homme 2 types de
cellules c-Kit positives se distinguant sur I'expression du marqueur KDR (VEGFR2) (D’Amario, Fiorini, et al.,
2011). D’un c6té nous avons les mCSCs (myogeniccardiac stem cells), n’exprimant pas le KDR, retrouvées
dans l'interstitium du myocarde (notamment dans atria et 'apex ou le stress hémodynamique est le plus
faible) et regroupées en niche, d’ol elles peuvent établir des connections avec les cardiomyocytes et les
fibroblastes. Ces cellules participeraient au renouvellement des myocytes. De 'autre c6té nous avons les
vCSCs (vasculogeniccardiac stem cells) qui expriment le c-Kit ainsi que le KDR et sont retrouvés au niveau des
niches vasculaires distribuées le long de la circulation coronarienne. Elles sont responsables du
renouvellement des cellules musculaires lisses vasculaires et des cellules endothéliales (Bearzi et al., 2009).
Le récepteur a I'lGF-1 a aussi été utilisé pour différencier différents types de progéniteurs c-Kit, ceux qui
expriment I'lGF1R participeraient de facon plus prononcée a la régénération cardiaque (D’Amario, Cabral-
Da-Silva, et al., 2011). Lorsqu’ils sont transplantés dans le myocarde infarci de rats immuno-déprimés, les
cellules ckit exprimant I'lGF1R augmentent significativement la régénération tissulaire.

Les pathologies (fibrillation atriale, infarctus du myocarde) ou le genre affectent leur distribution et leur
nombre (Gambini et al., 2012; ltzhaki-Alfia et al., 2009). En effet, les femmes auraient plus de progéniteurs c-
Kit que les hommes (ltzhaki-Alfia et al., 2009).

Néanmoins, cette population cellulaire bien que largement étudiée reste aujourd’hui trés contestée dans la
communauté scientifique. En effet, leur capacité de différenciation en cardiomyocytes fait aujourd’hui

débat, et plusieurs publications de I'équipe d’Anversa ont été retirées.

ISL1 est un facteur de transcription de I'homéodomaine LIM, qui se lie et contrble les éléments cis-
régulateurs des genes de l'insuline (Karlsson et al., 1990). En 2003, il a été découvert que ce facteur de
transcription était aussi présent dans des progéniteurs cardiaques jouant un réle crucial dans la formation
du ventricule droit, de I’atrium et du tractus efférent ventriculaire (C. L. Cai et al., 2003). La délétion d’'ISL1
affecte la survie et la prolifération de progéniteurs cardiaques et leur déploiement dans le tube cardiaque en
formation (C. L. Cai et al., 2003; Laugwitz, Moretti, Caron, Nakano, & Chien, 2007). Ces cellules ISL1+ sont
des progéniteurs multipotents ayant la capacité de se différencier dans les 3 lignées cardiovasculaires :
cellules endothéliales, cellules musculaires lisses et cardiomyocytes in vitro et in vivo, ce qui pourrait en faire

des cellules d’intérét pour la régénération cardiaque (Bu et al., 2009; Moretti et al., 2006).
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Néanmoins, I'expression de ces progéniteurs cardiovasculaires ISL1 est étroitement liée a I'adge. Les tissus
néonataux et foetaux en possédent des taux abondants tandis que dans les tissus adultes leur nombre reste
trés faible et sont localisés essentiellement dans le noeud sinoatrial (Fuentes & Kearns-Jonker, 2013;
Weinberger et al., 2012).

De plus, il n’est pas encore clairement défini si les cellules ISL1+ représentent une population de cellules
souches pouvant étre mobilisées pour la réparation tissulaire. Non seulement elles sont rares, mais aucune
cellule ISL1+ n’a été retrouvée dans la région infarcie apres un infarctus du myocarde (Weinberger et al.,
2012) et seulement une expansion localisée a pu étre observée apres ischémie-reperfusion (Genead et al.,
2012). En considérant que ces cellules sont rares dans le myocarde adulte, cela les rend difficile d’utilisation
pour des transplantations autologues. Le potentiel des progéniteurs ISL1 pour la thérapie chez 'Homme,
existe toujours chez le nouveau-né ou elles sont beaucoup plus abondantes. Des études approfondies sont
nécessaires pour étudier leur role thérapeutique et leur valeur potentielle chez le nouveau-né (Fuentes &

Kearns-Jonker, 2013; Santini et al., 2016).

Scal (stem cell antigen 1) était dans un premier temps un marqueur de surface utilisé pour identifier ou
enrichir les cellules souches hématopoiétiques. Cependant, des cellules Scal+ ont été retrouvées dans le
ceceur et représentent une population tres hétérogene. En effet, ce marqueur permet d’identifier des cellules
endothéliales microvasculaires, les cellules progénitrices c-Kit+, les PDGFRa+, les cCFU-F et les cellules
stromales, mais aussi d’autres cellules interstitielles et périvasculaires. En outre, cette fraction Scal+
exprime les facteurs de transcription cardiaques tels que GATA4, MEF2C et TEF1, mais n’exprimerait pas
d’autres marqueurs de la lignée cardiomyocytaire dont NKX2-5 (Oh et al., 2003). De fagon intéressante,
I"analyse transcriptomique comparant différents progéniteurs, cardiaque et de moelle osseuse, montre que
la population totale des cellules Scal+ cardiaques semble étre celle se rapprochant le plus des
cardiomyocytes, alors que les cellules c-Kit+ sont celles s’en éloignant le plus (Dey et al., 2013). Les cellules
Scal+ cardiaques de la fraction vasculaire/interstitielle de souris et humaines peuvent se différencier en
cardiomyocytes in vitro en utilisant la 5-azacytidine. Cette différenciation est aussi mise en évidence dans
des procédures de transfert chez les souris infarcies, permettant I'amélioration de la fonction cardiaque et sa
réparation (Oh et al., 2003; Smits et al., 2009; van Vliet et al., 2008). Deux semaines apres l'injection des
cellules, environs 18% des cardiomyocytes de la zone infarcie sont dérivés du donneur, bien que la moitié ait
été produite par fusion entre les cellules du donneur et les cardiomyocytes préexistants (Oh et al., 2003). De
plus, le tracage de la lignée CRE a montré qu’un faible pourcentage de cellules Scal+ donne naissance a des
cardiomyocytes au cours d'un vieillissement normal, la plupart formant des cellules musculaires lisses et

potentiellement aussi des cellules endothéliales (Uchida et al., 2013).
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Une des limitations a 'utilisation de ce marqueur seul pour identifier les progéniteurs cardiaques est sa non
spécificité. En effet, un grand nombre de cellules Scal+ expriment aussi Pecam1, un marqueur de cellules
endothéliales. Par ailleurs, la suppression des cellules Scal+ au sein du tissu cardiaque induit une diminution
de la fonction cardiaque et une réponse hypertrophique chez les souris agées (Bailey et al., 2012), pouvant
étre du a la perte des Scal+ de la fraction stromale et/ou a la réduction de la microcirculation coronarienne.

Cependant, sachant que la rétention cellulaire aprés la prise de greffe des cellules Scal+ est faible, il reste a
déterminer si I'hétérogénéité de cette fraction offre un avantage fonctionnel ou de survie dans les thérapies

cellulaires, pour en faire des cellules de choix en thérapie cardiaque (Santini et al., 2016).

Les cellules SP (Side Population) ont été pour la premiére fois détectées dans la moelle osseuse. Elles sont
identifiées en cytométrie de flux par leur capacité a effluer des marqueurs d’ADN (Hoechst 33342) grace a
I’expression d’un transporteur spécifique, le transporteur ABCG2 (Yellamilli & van Berlo, 2016). Dans le cceur
adulte cette population est immature, représente environs 1% des cellules (Pfister, 2005), mais reste tres
hétérogene et pourrait représenter un mélange de différentes populations de cellules progénitrices. En
effet, elles posseédent des marqueurs et des propriétés similaires a la population sca-1+, notamment a la
population Scal+ PDGFRa+ (Noseda, Harada, McSweeney, et al.,, 2015). Elles expriment les facteurs de
transcription cardiaques NKX2-5 et GATA4, les marqueurs Scal+, c-Kit+, CD34 mais pas les marqueurs
hématopoiétiques (CD45) ou de cellules endothéliales (CD31) ou de myofilaments (Pfister, 2005). Ces
cellules sont des progéniteurs de cellules endothéliales vasculaires, cellules musculaires lisses et des
précurseurs de cardiomyocytes. La co-culture des SP avec des cardiomyocytes adultes ou néonataux induit
leur différenciation en cardiomyocytes contractiles et présentant des flux calciques (Pfister, 2005), mais
peuvent aussi se différencier en cardiomyocytes lorsqu’elles sont cultivées seules, ou avec de la trichostatin
A et de l'ocytocine (Oyama et al., 2007). Tout comme pour les cellules Scal+, I'injection intraveineuse et
intramyocardique des cellules SP cardiaques chez la souris suite a une lésion cardiaque, démontre leur
potentiel de différenciation cardiomyocytaire, endothélial et en cellules musculaires lisses in vivo (Liang, Tan,
Gaudry, & Chong, 2010; Oyama et al., 2007). Pour conclure, les cellules SP ont des propriétés progénitrices,
mais sont majoritairement composées d’un mélange hétérogéne de cellules cardiaques résidentes avec une

identité et une origine encore mal connues. (Klimczak & Kozlowska, 2016; Santini et al., 2016)

Les cardiospheéres consistent en une population hétérogene de cellules qui sont exclusivement dérivées du

ceeur et étudiées sous 3 états : les cardiosphéres primaires, les cellules dérivées des cardiospheres CDC, et
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les cardiospheres secondaires. Les cardiospheres primaires sont dérivées de biopsies endomyocardiales
partiellement digérées, puis ensemencées comme des explants dans des puits recouverts de fibronectine.
Apres quelques jours en culture, des cellules migrent a I'extérieur de I'explant. Une fois a confluence, ces
cellules sont récoltées et ensemencées dans des boites recouvertes de poly-d-lysine en présence d’un milieu
permettant la formation de cardiospheres. Les cellules flottent alors dans des structures similaires a celles
des spheéroides et qui sont nommées cardiospheres primaires (R. R. Smith et al., 2007). Ces cardiosphéres
possedent des cellules trés hétérogenes qui créent un environnement similaire a celle des niches de cellules
souches permettant la prolifération en son coeur de cellules positives pour c-Kit, NKX2.5. A la périphérie de
ce noyau, on retrouve des cellules stromales plus différenciées (Davis et al., 2009; T. S. Li et al., 2010). Quand
elles sont ensemencées en monocouches, les cellules forment des CDCs (cardiospheres derived cells).
Exposées a de I'EGF (Epidermal Growth Factor), ces CDCs peuvent reformer des cardiosphéres secondaires
(Chimenti et al., 2010). In vitro, les cardiosphéres primaires lorsqu’elles sont cultivées a faible concentration
de sérum, sécrétent un panel de facteurs de croissance dont le VEFG, 'HGF et I'|GF1, tandis que les CDCs et
les cardiosphéres secondaires sécretent seulement du VEFG (Chimenti et al, 2010). Bien que les
cardiosphéres semblent avoir des avantages fonctionnels, les CDCs sont plus largement utilisées afin d’éviter
la formation de micro-embols lors de I'injection. Des essais cliniques utilisent donc ces CDCs, comme par
exemple, I'essai CADUCEUS (Cardiosphere-Derived Autologous Stem Cells to Reverse Ventricular
Dysfunction). Les patients regoivent une injection intracoronaire de CDCs entre 1,5 et 3 mois post infarctus
(Makkar et al., 2012). Aucun probléme d’innocuité n'a été signalé 6 mois aprées l'injection et les patients
traités ont présentés une réduction de la masse cicatricielle et une augmentation de la masse et de la
fonction cardiaque (Makkar et al., 2012). Ces résultats positifs ont menés a un essai clinique de phase |l
(Allogenic Heart Stem Cells to Achieve Myocardial Regeneration (ALLSTAR)) (Chakravarty et al., 2017)(Santini
et al., 2016).

Bien que ces essais soient assez convainquants, il persiste certaines limitations a I'utilisation de ces cellules
en régénération cardiaque. En effet, inhérent a la technique d’isolement des cardiosphéres, ces cellules sont
treés hétérogenes et pourraient conduire a des résultats trés variés en clinique. Par ailleurs, de fagon similaire
aux autres progéniteurs cardiaques, I'age impacte la fonctionnalité de ces cellules. Par exemples, les CDCs
néonataux expriment des taux supérieurs de c-Kit, KDR et ISL1 et possederaient un potentiel de
différenciation augmenté. De plus, lorsqu’elles sont transplantées in vivo elles entraineraient amélioration
plus importante de la fraction d'éjection et sécréteraient plus de facteurs angiogéniques comparé aux CDCs
adultes (Simpson et al.,, 2012). Il est donc nécessaire de continuer a étudier ces types cellulaires afin

d’optimiser les capacités de régénération cardiaque de ces cellules (Fuentes & Kearns-Jonker, 2013).

77



Introduction

Comme développé précédemment, leur localisation histologique dans les niches périvasculaires et leur forte
ressemblance avec les péricytes suggerent que les MSCs pourraient avoir un réle dans le remodelage
vasculaire (Watt et al.,, 2013). La génération de vaisseaux sanguins peut se produire par différents
mécanismes incluant la vasculogenese (formation de vaisseaux sanguins par des précurseurs endothéliaux
ou des angioblastes), I'angiogenese (formation d’un nouveau réseau vasculaire a partir de vaisseaux
préexistants) ou l'artériogenése (remodelage de vaisseaux collatéraux préexistants, maturation et
stabilisation de néo-vaisseaux par les péricytes ou les cellules musculaires lisses) (Jain, 2003). Différentes
études, ont pu mettre en évidence une participation de ces MSCs dans chacun de ces mécanismes du
remodelage vasculaire.

Les MSCs de différents tissus participent la formation de novo de vaisseaux stables par mobilisation de
progéniteurs endothéliaux dans des modeles de vasculogenése in vitro et in vivo (R. Z. Lin, Moreno-Luna,
Zhou, Pu, & Melero-Martin, 2012; Merfeld-Clauss, Gollahalli, March, & Traktuev, 2010; Bob Zhou et al,,
2012). 'artériogenése, un des mécanismes les plus puissants de revascularisation chez I’adulte, conduit a
I"augmentation de la lumiére de petits vaisseaux collatéraux et leur stabilisation (van Royen, Piek, Schaper, &
Fulton, 2009). Cette artériogenése serait initiée par l'activation des cellules endothéliales par les forces de
cisaillement et par un remodelage de la paroi vasculaire par libération de protéases et prolifération cellulaire
néointimale. Les MSCs, par libération de facteurs angiogéniques et de protéases, stimuleraient ce processus,
comme illustré par exemple dans un modeéle d’ischémie de la patte (Lian et al., 2010). L’angiogenése quant a
elle, qui se produit en réponse a une ischémie ou une hypoxie, est caractérisée par la dégradation de la
matrice extracellulaire et le détachement de cellules murales (péricytes ou cellules MSCs like) des capillaires
et des microvaisseaux (<100um diametre), permettant ainsi le bourgeonnement d’un nouveau vaisseau. Les
MSCs dérivées de la moelle osseuse murine ou humaine auraient la capacité de réguler la formation de
vaisseaux sanguins, leur stabilisation et leur fonction (Melero-Martin et al., 2008; Traktuev et al., 2009). Des
effets similaires ont été constatés chez 'Homme et la souris avec des MSCs issues du tissu adipeux, du
cordon ombilical, du muscle squelettique ou du cceur (R. Z. Lin et al., 2012 ;X. Cai, Lin, Hauschka, & Grottkau,
2011 ;Roura et al., 2012).

Ces propriétés seraient essentiellement dues au large éventail de cytokines, protéases et facteurs de
croissance pro-angiogéniques sécrétés par les MSCs (Angopoiétine, VEGF, FGF, EGF, PDGFAA, IGF-1, SDF1,...).
Néanmoins, les MSCs des différents tissus pourraient ne pas avoir exactement le méme potentiel
angiogénique, par exemple, les MSCs du liquide amniotique induiraient une meilleure vasculogenéese que les
BM-MSCs, possiblement par sécrétion d’un plus grand nombre de facteurs pro-angiogéniques (Watt et al.,

2013).
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L'implication de la différenciation directe des MSCs en cellules endothéliales dans ces processus
angiogéniques, bien que démontrée in vitro et in vivo, reste aujourd’hui encore controversée (Pacini &
Petrini, 2014). En effet, la preuve de cette différenciation est limitée a la détection et 'augmentation de
I’'expression de marqueurs typiques des cellules endothéliales dont le CD31, CD34, les récepteurs au VEGF
(VEGFR1 et VEGFR2) et le von Willebrand factor (vWF). Comme la modification phénotypique est insuffisante
pour démontrer la différenciation, des tests fonctionnels additionnels ont été réalisés. Ces tests in vitro
consistent en la formation de tubes en matrigel et la capture de lipoprotéines acétylées de faible densité
(Ac-LDL). Mais ces test fonctionnels ne sont cependant pas toujours spécifiques, par exemple, la capture des
Ac-LDL a pu étre réalisée par d’autres types cellulaires tels que les macrophages ou les péricytes (Voyta, Via,
Butterfield, & Zetter, 1984). Un large effort a été fait afin d’optimiser les protocoles permettant la
différenciation endothéliale des MSCs. De nombreuses équipes ont mis en évidence cette différenciation
avec des cocktails de différenciation différents mais comprenant systématiquement le VEGFA. Certaines fois,
cette différenciation s"accompagne de la formation de structures vasculaires en matrigel (Chong et al., 2011;
Jazayeri et al., 2008; Liu et al., 2007; Oswald et al., 2004). A l'inverse, V.D. Roobrouck et al en 2011
démontrent que le traitement des BM-MSCs par du VEGFA augmente significativement I'expression du
CD34, VEGFR1 et VEGFR2, mais pas celle de Tie-2 du vWF ou de CD31 qui sont eux plutét diminués, et ces
cellules différenciées ne forment pas de tubes en matrigel (Roobrouck et al., 2011).

Néanmoins, plusieurs équipes ont réussi a démontrer cette différenciation vasculaire (cellules endothéliales
et cellules musculaires lisses) in vivo, avec une augmentation de la densité vasculaire et une amélioration de
la fonction cardiaque (Noseda, Harada, McSweeney, et al., 2015; Silva et al., 2005). Malgré tout, on ne peut
exclure ici, I'apport de leur fonction paracrine.

Pour conclure, les MSCs bien que limitées en nombre pourraient contribuer aux processus angiogéniques in

vivo, par leur capacité de différenciation et leur sécrétome pro-angiogénique.
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. Introduction

Le vieillissement est considéré comme un facteur de risque majeur pour les pathologies chroniques,
dont les pathologies cardiovasculaires (Lazzarini, Mentz, Fiuzat, Metra, & O’Connor, 2013; Niccoli &
Partridge, 2012). Avec l'avancement en &ge, la fonction et la morphologie cardiaque s’altérent et
conduisent a un cadre clinique caractéristique, l'insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée
(ICFEP)(Abbate et al., 2015). Cette pathologie représente environ 50% des insuffisances cardiaques (Berry
et al., 2005). Treés souvent, la présence de co-morbidités conduit a une perte progressive de la fonction
cardiaque et au développement d’une insuffisance cardiaque dilatée avec une diminution de la fraction
d’éjection. De plus, avec le vieillissement le réseau vasculaire lui-méme se modifie, et malgré une
raréfaction des capillaires et un défaut d’angiogenese (formation de nouveaux vaisseaux), les vaisseaux
résiduels possédent un plus gros calibre (Sadoun & Reed, 2003; Wappler et al., 2013). En outres les
vaisseaux s’allongent et deviennent plus tortueux conduisant a une vascularisation moins efficace, ceci
pouvant étre corrélé a l'apparition de pathologies liées a I'age, dont la dysfonction ventriculaire ou
I'infarctus du myocarde (Han, 2012).

Selon les estimations de I'OMS, entre 2000 et 2050, la population mondiale des plus de 60 ans,
passera de 11% a 22%, soit a peut prés 2 milliards de personnes. Bien que I'augmentation de la longévité
représente un progrées per se, il peut devenir un probléme médical, économique et social si elle n’est pas
associée au maintien de la qualité de vie. C'est pourquoi, une meilleure compréhension des mécanismes
menant aux pathologies cardiaques liées a I'age est nécessaire pour développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques afin d'améliorer la qualité de vie des personnes agées.

Il est clairement admis que le vieillissement est associé a I'accumulation de cellules sénescentes au
sein des tissus (Bennett G. Childs, Gluscevic, Baker, Laberge, Marquess, Dananberg, & Van Deursen, 2017;
He & Sharpless, 2017b; van Deursen, 2014). A I'échelon cellulaire, la sénescence a été initialement
caractérisée comme un arrét stable du cycle cellulaire associé a des modifications morphologiques et
fonctionnelles (Hernandez-Segura et al., 2018; van Deursen, 2014). Ce phénomeéne implique I'expression
d’inhibiteurs du cycle cellulaire tels que les inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines (CDKIs) et
I'acquisition d'un phénotype sécrétoire nommé Senescence Associated Secretory Phenotype (SASP) (J.-P.
Coppé et al., 2010a; Herranz & Gil, 2018). Ce phénotype conduit a I'augmentation de la production de
diverses protéases, de facteurs de croissance, cytokines et chimiokines définissant le Senescence
Messaging Secretome (SMS). Le SMS, par son action paracrine, conduit a de nombreux processus comme la
prolifération cellulaire, I'inflammation et I'angiogenéese, et peut donc affecter le comportement et le
phénotype des cellules environnantes (Coppe, 2014). Récemment les travaux de Baker et al. ont démontré
que I'accumulation de ces cellules sénescentes pouvait rendre compte de I'apparition des pathologies

associées a I'age (D. J. Baker, Childs, Durik, Wijers, Sieben, Zhong, Saltness, et al.,, 2016). En effet,
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I’élimination chez des souris agées des cellules sénescentes exprimant I'inhibiteur des kinases dépendantes

INK4A

des cyclines p16 permet de prévenir I’hypertrophie des cardiomyocytes associée a I'age et de restaurer

partiellement la tolérance au stress (D. J. Baker, Childs, Durik, Wijers, Sieben, Zhong, Saltness, et al., 2016).

Cependant, I'identité des cellules sénescentes p16™**

positives, déléteres pour la fonction cardiaque reste
a déterminer.

Au sein du tissu cardiaque réside des cellules progénitrices aussi nommées cellules stromales
mésenchymateuses cardiaques (cMSCs) sont identifiées par I'expression des marqueurs Scal et PDGFRa, et
I'absence du CD31 (marqueur endothélial) et CD45 (marqueur hématopoiétique) (Noseda, Harada,
Mcsweeney, et al., 2015). Ce type cellulaire a initialement été caractérisé au sein de la moelle osseuse (BM-
MSCs) et présente une capacité de différenciation en cellules de la lignée mésodermique (ostéocytes,
chondrocytes, adipocytes), une capacité d’adhérence au plastique et I'expression d’'une combinaison de
marqueurs de surface (CD105, CD73, CD90 et I'absence de CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19, et
HLA-DR)(Dominici et al., 2006). Depuis, des capacités de différenciation dans d’autres lignées cellulaires et
notamment vasculaires (cellules endothéliales et cellules musculaires lisses) ont été décrites pour ces
cellules (Uccelli et al., 2008). Aujourd’hui des cellules apparentées a ces BM-MSCs ont été découvertes dans
de nombreux tissus tels que le tissu adipeux, le cerveau, les reins, les poumons, le coeur ou les vaisseaux,
avec des propriétés de différenciation similaires a celles des BM-MSCs (Chong et al., 2011; Crisan et al.,
2008; Klimczak & Kozlowska, 2016). Ces cellules jouent un réle clé dans I'homéostasie tissulaire par la
sécrétion de facteurs paracrines, trophiques et mitotiques, de chimiokines et par leur capacité de
différenciation (Mauney, Olsen, & Volloch, 2010; Mias et al., 2009; Bin Zhou et al., 2011). Les MSCs sont
aujourd’hui trés utilisées en thérapie cellulaire et de nombreuses études cliniques testent le bénéfice de
leurs capacités sécrétoires en particulier de facteurs pro-angiogéniques dans divers contextes
pathologiques (Watt et al., 2013), comme par exemple l'injection de BM-MSCs chez des patients atteint

d’insuffisance cardiaque d’origine ischémique pour I'essai MESAMI (Guijarro et al., 2016).

Comme nous avons pu voir, les cMSCs possédent des capacités de différenciation vasculaire, or lors du
vieillissement ce réseaux vasculaire est modifié et pourrait contribuer a I'apparition de pathologies,
notamment cardiaques.

L’'objectif de cette thése est dans un premier temps de caractériser le vieillissement des cMSCs, par la
description du phénomeéne de sénescence cellulaire, et dans un second temps a un niveau plus fonctionnel,
par I'étude des capacités de différenciation vasculaire de ces cellules.

De plus, les cellules cMSCs représentent une population hétérogéne de cellules parmi laquelle une sous
population est caractérisée par I'expression du CD90. Notre objectif vise donc a caractériser ces deux sous-

populations (CD90+ et CD90-), et a évaluer I'impact du vieillissement sur leurs fonctions.
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Pour finir, sachant que la sénescence cellulaire contribue a de nombreux processus physiologiques de
I’organisme, nous avons étudié quel était le role de la voie de signalisation dépendante de p16™*** dans les

capacités de différenciation de ces cellules.

II. Matériels et Méthodes

L’étude du vieillissement cardiaque est réalisée chez des souris males C57BI/6 jeunes (3 mois) ou agées (20
a 24 mois) fournies par la société JANVIER.
L’étude de Iimplication de p16™* dans la différenciation vasculaire a été réalisée chez des souris males

N9 par insertion du géne codant la luciférase (B6.Cg-

p16™“*_Luc déficientes pour I'exon 1o du géne pl16
Cdkn2a™* ™" Tyr c-2J/Nci) et fournies par le National Cancer Institute (NCI Frederick, Maryland).

Les animaux sont hébergés en zootechnie (INSERM/UPS US006 Service de zootechnie Rangueil, Toulouse,
Numéro d’agrément : C31 555 07) dans des conditions EOPS selon un protocole expérimental en accord
avec les normes éthiques en vigueur, validé par le comité d’éthique local (US006 : Comité d'éthique US006

CREFRE ; N° d'enregistrement : CEEA-122) et le Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche.

Les coeurs sont perfusés par I'apex par 10 ml de PBS, coupés en morceaux de 2 mm® puis digérés par de la
libérase TM (Roche), 2 fois 10 minutes a 37°C. La digestion est arrétée par ajout de RPMI 10% SVF (R10), le
sérum permet d’inhiber 'activité de la libérase. Les cellules sont obtenues aprés double filtration a 100 et
40um et lyse des globules par un choc hypotonique.

Les sites de fixation non spécifiques des IgG sont préalablement saturés pendant 20 minutes grace a une
solution de blocking (PBS, 4% SVF, 2mM EDTA, 3% serum de rat, 3% serum de souris, 5 pg/mL anti
CD16/CD32 1% antibiotiques). Le marquage cellulaire est ensuite réalisé a I'aide d’anticorps monoclonaux
anti-souris couplés a des fluorochromes (voir tableau 4) et les cellules mortes sont exclues de I'analyse
grace a l'utilisation de marqueurs de viabilité (Live dead Aqua, ou Live dead Yellow, Life technologies).

Les cMSCs sont ensuite isolées du stroma cardiaque par tri cellulaire grace au trieur a haute vitesse Influx
(BD Biosciences) ou analysées par cytométrie de flux sur I'analyseur LSR Fortessa (BD Biosciences).

L’analyse des données de cytométrie est réalisée grace au logiciel FlowlJo (TreeStar).
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Les cMSCs sont mises en culture en plaque 48 puits en milieu MEMa 10% SVF. Une fois la confluence
atteinte, la différenciation est réalisée a I'aide du milieu d’induction (DMEM High Glucose, 10% SVF, 5% de
sérum de lapin, Insuline 10pg/ml, IBMX 0.5 mM (1/2000°), Déxamethasone 1M (1/1000°), Indométhacine
100 uM (1/100) et 1% AB) durant 3 jours suivi d'un jour dans un milieu de maintien (DMEM High Glucose,
10% SVF, 5% de sérum de lapin, Insuline 10pg/ml et 1% AB). Le cycle est réalisé 1 a 2 fois en fonction de
|'efficacité de la différenciation jusqu’a visualisation de gouttelettes lipidiques.

L'adipogenése est évaluée par marquage au boredipyrométhene (Bodipy, invitrogen) et contre coloration
des noyaux au DAPI. La différenciation est attestée par la présence de gouttelettes lipidiques marquées au

Bodipy en microscopie a fluorescence.

Les cMSCs sont ensemencées en plaque 24 puits préalablement « coatées » avec de la gélatine a 0,75%
pour I'analyse de I'expression génique a 20 000 cellules par puits et 30 000 cellules par puits pour les
controles. Pour les analyses d’'immunofluorescence les cMSCs sont ensemencées a 10 000 cellules par puits
en labteck 8 puits. Le milieu de différenciation est composé d’EGM2 (ECGM-MV2 (Promocell) supplémenté
par 2% SVF et 1% AB) supplémenté de 10 ng/ml de FGFb et 10 ng/ml de VEGF-A recombinants (Peprotech)
et d’anticorps anti TGF-B a 5 pg/ml (BD Biosciences). Les cMSCs sont traitées pendant 10 jours avec ce
milieu de différenciation, avec un changement de milieu tous les 3 jours. Les contréles sont ensemencés

dans le milieu de culture EGM2 sans les facteurs de croissance recombinants ni I'anticorps bloquant.

Les cMSCs sont ensemencées en plaque 24 puits a hauteur de 20 000 cellules par puits et 30 000 pour les
controles pour I'analyse de I'expression génique. Pour les analyses d'immunofluorescence les cMSCs sont
ensemencées a 10 000 cellules par puits en labteck 8 puits. Le milieu de différenciation est composé de
DMEM 10% SVF 1% AB, supplémenté par 50 ng/ml de TGF-B et 50 ng/ml de PDGF-BB recombinants
(peprotech) et ajouté aux cMSCs pendant 10 jours, avec un changement de milieu tous les 3 jours. Le milieu

controle est le méme que celui de la différenciation endothéliale.

Les immunofluorescences sont réalisées en Lab-Teck 8 puits, apres ensemencement de 10 000 cellules par
puits. Les cellules sont fixées par un mélange de PBS, 4% PFA et 4% saccharose, 10 minutes a température
ambiante. Un blocage des sites non spécifiques est réalisé a I'aide d’'un mélange de PBS, BSA 5%, SVF 5% et

pour les marquages intracytoplasmiques, avec 0,2% de triton X100 pendant 45 minutes a température
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ambiante. Le marquage des différentes cibles est effectué par ajout d’un anticorps primaires spécifiques
(voir tableau 4) durant toute la nuit a 4°C. Apres différents rincages au PBS Tween 0,02%, des anticorps
secondaires couplés a des fluorochromes sont ajoutés pendant 1h a température ambiante et une contre-
coloration des noyaux au diamidino-phényl-indole (DAPI) est effectuée. Les images sont ensuite réalisées a
|"aide d’un microscope confocal (Zeiss LSM780).

L'analyse des marquages d’'immunofluorescence (seuillage, intensité, dénombrement) est réalisée avec le

logiciel Image J.

Les tests de clonogenicité sont réalisés en plaque 96 puits par ensemencement de 300 cellules par puits.
Les cellules sont maintenues en culture pendant 1 mois en MEMa 10% SVF, avec un changement de 50 %
du volume de milieu de culture par semaine. La visualisation de clones est réalisée en microscope a
fluorescence aprés marquage des noyaux cellulaires au DAPI. Un puits est considéré comme positif s'il
posséde au moins un clone constitué d’au moins 6 cellules. Les résultats sont exprimés en % de puits ayant

au moins un clone.

Les ARNs sont extraits a I'aide du kit ReliaPrep™ RNA Miniprep Systems (Promega) et rétro-transcrits en
ADN complémentaires (ADNc) par la SuperScript® VILO cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). Les PCR
(Polymerase Chain Reaction) sont réalisées en SYBR Green (SYBR® Premix Ex Taq™ (Tli RNase H Plus)
(TAKARA)).

Les primers utilisés lors des différentes expériences sont répertoriés dans le tableau 3

Les valeurs sont exprimées sous la forme de la moyenne +/- I'écart type a la moyenne (SEM). Les calculs
statistiques sont réalisés a I'aide du logiciel PRISM. Le test statistique est un test t de Student excepté
lorsque les variances sont significativement différentes. Dans ce cas, un test non paramétrique de Mann
and Whitney est réalisé.

Une analyse en ANOVA a deux facteurs a été effectuée pour certains marqueurs afin de tester une possible
interaction entre la différenciation et I'effet de I'age, ou de la sous-population.

Les résultats sont pour la plupart issus du cumul de 2 a 3 expériences indépendantes avec au minimum n=4
par groupe. L'étude des sous population CD90+ et CD90- jeunes/vieux in vitro, 'analyse génique des
différenciations des CD90+ et CD90- ainsi que celle des p16KI/WT sont issus d’une seule expérience avec au
minimum n=3 par groupe.

* p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.
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Primers
Gene Séquence Gene Séquence
Sénescence Genes CML
o5 S AGATCCCAACGCCCTGAAC Acta2 TCCCTGGAGAAGAGCTACGAA
AS CAGTTGGGTTCTGCTCCGT AS TATAGGTGGTTTCGTGGATGCC
016 S CCGAACTCTTTCGGTCGTACCC cnn (calpo) ACGGCTTGTCTGCTGAAGTAA
AS CTGCTACGTGAACGTTGCCCA AS TGAGGCCATCCATGAAGTTGT
018 S GGGGGACCTAGAGCAACTTAC Myocd S GTTCAGCTACCCTGGGATGCACCA
AS CTCCGGATTTCCAAGTTTCA AS GGCCTGGTTTGAGAGAAGAAACAC
053 S TCCTGGCTGTAGGTAGCGACT Sm22a S ACCAAAAACGATGGAAACTACCG
AS ATCCGACTGTGACTCCTCCAT AS CATTTGAAGGCCAATGACGTG
s3gpy S AAGAAAGCTTCAGATCCTGTGGAGTC
AS GCAGCTTCTACTGTCACTGCC Génes cMSCs
Scal S  GTTTGCTGATTCTTCTTGTGGCCC
SASP AS ACTGCTGCCTCCTGAGTAACAC
oxclly S CTCAACACTCCAAACTGTGCC Pdgfra S ACTTTTCACTCCGGGTATCGG
AS TTGGGCTGTTGTGCTTACTTG AS CTGAGGACCAGAAAGACCTGG
lef1 S GCTCTTCAGTTCGTCTGTGGAC Thyl S AACTCTTGGCACCATGAACC
AS AGCCTGTGGGCTTGTTGAAGTA AS AGTCCAGGCGAAGGTTTTG
cp S AAACCTGGATCGGAACCAAAT
AS TACGGGTCAACTTCACATTCAAA Genes niche hématopoiétique
Vegfa S CAGCAGATGTGAATGCAGACCAA Angpt1 S CAGCATCCTGCAGAAGCAAC
AS CTTTCTCCGCTCTGAACAAGGC AS TCCTCCCTTTAGCAAAACACC
Tefbl S ACTATTGCTTCAGCTCCACAGAGAA LepR S TGATGTGTCAGAAATTCTATGTGG
AS TGTACAGCTGCCGCACACA AS TGCCAGGTTAAGTGCAGCTAT
Geénes endothéliaux
Pecami AGCCAACAGCCATTACGGTTA
AS CTCAAGGGAGGACACTTCCAC
Cadhs S  CCCCAAACGTAACGAGGGTAT
AS TCGTATCGGATAGTGGGGTCT
ar S GAACAGTAAGCGAAAGAGCCG
AS TGTCTGTCTGGCTGTCATCTG
Wi S TACAGCCCCTGTTTGTATGGG
AS CTGTCACGGGGCTTTTCTGT
FiL S AATGTGTGGAATATTGGGGG
AS GGACTGATCGTCACTCACCA

Tableau 3 : Liste des primers.
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Anticorps Primaires Immunofluorescence

Cible Fournisseur ref
Sénescence
Ki67 Cell Marque 275R-14
yH2AX Millipore 05-636

Différenciations

Tomato lectine Vector TL1176
Isolectine B4 Invitrogen 121413
vWF Dako A0082
aSMA Sigma A2547
Calponine (Cnn1) Abcam ab46794
Autre
DAPI Sigma D9542
Anticorps Cytométrie en flux
Cible Clone Fournisseur Ref
CDA45 APC-Cy7 30-F11 Biolegend 103116
CD31 PerCP-Cy5.5 390 Biolegend 102420
Scal BV711 D7 Biolegend 108131
CD140a APC APAS Biolegend 135908
CD90 PE-Cy7 5321 Biolegend 140310
CD140a PE APAS Biolegend 135905
Scal PB D7 Biolegend 108120
Yellow Dye Life technologies L34959
Aqua Dye Life technologies L34966

Tableau 4 : Liste des anticorps
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Figure 1 : Apparition d’un programme de sénescence dans les cMSCs agées.

A : Stratégie d’isolement des cMSCs (CD45-, CD31-, CD140a+, Scal+) et des cellules endothéliales (CD45-, CD31+, CD140a-,
Scal+) par cytométrie de flux. B : Différenciation adipocytaire des cMSCs (Young : 3M, OIld : 20M). Visualisation des
gouttelettes de lipides par Bodipy (vert) et des noyaux par DAPI (bleu) en microscopie a fluorescence (x20). Barre =50um. C:
Quantification en pourcentage de cellules positives (bodipy) en fonction du nombre de noyaux. D : Analyse de la
prolifération des cMSCs par marquage KI67 en immunofluorescence par microscopie confocale x20. Barre = 50um. E :
Quantification en pourcentage de cellules positives (Ki67) en fonction du nombre de noyaux. F : Test de clonogenicité
exprimé en pourcentage de puits avec au moins 1 CFU. G : Expression génique relative en AACT des CDKIs de la famille des
INK4 des cMSCs jeunes (Y) et agées (O). H : Analyse des dommages a ’ADN par marquage yH2AX (vert) et marquage
nucléaire par DAPI (bleu) en immunofluorescence par microscopie confocale x20. Les fleches blanches indiquent des cellules
positives. Barre = 50um. I : Quantification en pourcentage de cellules positives par noyaux (droite). J : Expression génique
relative en AACT de la voie du p53/p21 des cMSCs jeunes (Y) et agées (O). K : Expression génique relative en AACT de
différents genes du SASP des cMSCs jeunes (Y) et agées (0O).

Le groupe contrdle des expression relatives est la condition cMSCs jeunes (Y).

* p<0.05, ¥*p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001
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lll. Résultats

Afin d’étudier I'impact du vieillissement sur les cMSCs, nous avons mis en place une stratégie de tri
cellulaire par cytométrie de flux sur la base de I'expression native de marqueurs de surface avant mise en
culture. La combinaison de 4 anticorps couplés a des fluorochromes différents permet dans un premier
temps, d’exclure les leucocytes sur la base de I'expression du CD45 en fonction de la granulosité (SSCA) (Fig.
1A). Dans un second temps, dans la population CD45 négative (CD45-), I'expression du PDGFRa (CD140a)
en fonction du CD31 (cellules endothéliales) et du Scal permet de sélectionner 2 populations : les cMSCs :
CD140a+/Scal+/CD31- et les cellules endothéliales : CD140a-/Scal+/CD31+. Les cMCSs représentent
environ 1 a 3% du total des cellules du stroma cardiaque.

Afin de vérifier que les conditions de digestion et de tri cellulaire permettent d’isoler une population de
cellules progénitrices, nous avons réalisé un test classique de différenciation des MSCs de moelle osseuse :
la différenciation adipocytaire (Dominici et al., 2006). Cette différenciation apparait par ailleurs plus
physiologique pour le tissu cardiaque que les différenciations ostéogénique ou chondrogénique. La
quantification des cellules présentant des gouttelettes lipidiques marquées par le Bodipy montre que les
cellules isolées possédent cette capacité de différenciation adipocytaire, et reste équivalente quel que soit

I’age des animaux dont les cMSCs sont isolées (Fig. 1B, C).

Dans un premier temps, nous avons étudié les capacités prolifératives et clonogéniques des cMSCs en
fonction de I'dage. Le marquage Ki67 en immunofluorescence permet de visualiser les cellules en
prolifération. Nous pouvons voir que le vieillissement induit une diminution du potentiel prolifératif des
cMSCs, passant de 20% de cellules positives a 10% pour les cMSCs agées (Fig.1D, E). De plus, nous avons pu
mettre en évidence une diminution des capacités clonogéniques des cMSCs avec I'age (Fig.1F). Ce défaut de
prolifération peut étre relié a 'augmentation de I'expression génique ex vivo d’inhibiteurs de kinases

INK4b’ p16INK4a’ p18INK4C) et régulant

dépendantes des cyclines (CDKIs) appartenant a la famille INK4 (p15
négativement le cycle cellulaire par diminution de la phosphorylation de pRB (Figl.G). L'induction de ces
différentes CDKIs est fortement liée a I'apparition d’'un programme de sénescence (Hernandez-Segura et
al., 2018). Pour déterminer si un programme de sénescence est mis en place dans les cMSCs agées, nous
nous sommes intéressés a la présence de dommages a I’ADN, mis en évidence par le marquage yH2AX.
Cette histone phosphorylée reconnait la présence de cassures doubles brins au niveau de I'ADN pour
permettre leur réparation. Nous constatons une augmentation significative du pourcentage de cellules

présentant des dommages a I’ADN au sein des cMSCs issues de souris agées passant de 23% pour les cMCSs

jeunes a plus de 40% pour les cMCSs agées (Figl.H, I).
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Figure 2 : Différenciation vasculaire des cMSCs jeunes et agées.

A-D : Différenciation endothéliale des cMSCs jeunes (Young) et agées (Old), aprés 10 jours en culture. A :
Immunofluorescence des cellules avec milieu de différenciation (Diff +). Marquage tomato lectine (rouge), von
Willebrand factor (vWF en vert), noyaux (DAPI en bleu). Barre = 50um. B : Pourcentage de cellules différenciées
par co-expression tomato-lectine et vVWF dans les cellules Diff +. C : Intensité de fluorescence du vWF par cellules
dans les cellules Diff+. D : Expression génique relative en AACT des génes associés a la différenciation endothéliale
des cMSCs. E-H : Différenciation en cellules musculaires lisses (CML) des cMSCs jeunes (Young) et agées (Old),
apres 10 jours en culture. E : Immunofluorescence des cellules avec milieu de différenciation (Diff +). Marquage
aSMA (rouge), calponine (Cnnl en vert), noyaux (DAPI en bleu). Barre = 50um F : Pourcentage de cellules
différenciées par co-expression aSMA et la calponine dans les cellules Diff+. G : Intensité de fluorescence de
I'aSMA par cellules dans les cellules Diff+. H : Expression génique relative en AACT des génes associés a la
différenciation CML des cMSCs. | : Expression génique relative en AACT des genes d’identification des cMSCs au
cours des deux différenciations et en fonction de I'age.

Le groupe contrble des expression relatives est celuides cMSCs jeunes (Y) sans facteurs de différenciation.
Significativité par rapport aux controles au dessus de I‘histogramme.

Significativité jeune/vieux signalée parune barre.

* p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001
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De facon intéressante I'augmentation de ces dommages n’est pas associée a l'induction de I'expression

Cipl

génique de la voie classique de réponse de la DDR, la voie p53/p21~"" in vitro (Figl.J). Nous ne constatons

pas d’augmentation de I'expression génique de p53, 53BP1 ou p21°**

, suggérant qu’au sein des cMSCs la
DDR serait régie par une voie non conventionnelle.

Pour finir de caractériser s’il y a apparition d’'un programme de sénescence au sein des cMSCs agées, nous
avons évalué I'expression génique de différents facteurs composant le SASP (J.-P. Coppé, Desprez, Krtolica,
& Campisi, 2010b). Au sein des cMSCs agées, nous retrouvons une augmentation de |'expression de

chimiokines (Cxcl12, Ccl2) et de facteurs de croissance pro-angiogéniques (Vegfa et Igf1) (Figl.K).

Ces résultats nous permettent de valider la technique d’isolement de cellules progénitrices cardiaques
apparentées aux cellules mésenchymateuses de la moelle osseuse. De plus, nous montrons que le
vieillissement induit au sein des cMSCs |'apparition d’un programme de sénescence caractérisé par un
défaut de prolifération associé a I'expression de CDKIs de la famille des INK4, une accumulation de
dommages a I’ADN et I'apparition d’'un phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP) a potentiel

inflammatoire et pro-angiogénique.

Les cMSCs sont des cellules progénitrices présentant un potentiel de différenciation dans la lignée
mésodermique et également en cellules de la lignée vasculaire, endothéliale et musculaire lisse, mais
I'impact du vieillissement sur ces capacités reste aujourd’hui inconnu. Pour cela, nous avons réalisé ces
deux types de différenciations a partir de cMSCs issues de souris jeunes (3 mois) ou agées (20 mois) (Fig2).
Pour la différenciation endothéliale, les cellules sont traitées par un cocktail de protéines recombinantes
VEGFA et FGF-b, associé a un anticorps bloquant anti-TGFB1 (Fig2. A-D). L'efficacité de cette différenciation
est étudiée en immunofluorescence et par I'expression génique de marqueurs spécifiques de la lignée
endothéliale.
En immunofluorescence, les cellules sont considérées comme différenciées lorsqu’elles sont simultanément
positives pour la tomato-lectine (Lycopersicon esculentum), protéine se liant aux résidus glycosylés
(tétrameres de N-acétylglucosamine) spécifiques des cellules endothéliales de rongeur et pour le von
Willebrand Factor (VWF), facteur d’hémostase sécrété par les cellules endothéliales (Fig2.A). Nous
constatons que le milieu de différenciation permet une différenciation d’environ 70% des cellules quel que
soit I’age des cMSCs (Fig2.B). Lorsque l'intensité de fluorescence par cellules est analysée, nous observons
une diminution du niveau d’expression du vVWF dans les cellules différenciées issues de cMSCs agées
(Fig2.C). Pour aller plus loin dans la caractérisation de cette différenciation, une analyse de I'’expression de
génes spécifiques des cellules endothéliales tels que Pecaml, Kdr et Cadh5 a été réalisée par RT-PCR
(Fig2.D).
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L’expression de Pecam1 est significativement induite lors de la différenciation endothéliale pour les cMSCs
de souris jeunes mais n’est pas modulée par I'ajout du milieu de différenciation pour les cMSCs de souris
agées. L'expression de Cadh5 est induite lors de la différenciation quel que soit I'dge mais est
significativement plus importante pour les cMCSs jeunes (x 30). Une interaction entre I'4dge et la
différenciation a pu étre montrée pour ce gene par un test anova 2 facteurs (p=0.0073). Concernant le géne
codant pour le Kdr, récepteur principal du VEGFA, les variations de son expression sont principalement
dépendantes de I’adge (Fig.2 D). Un test anova a 2 facteur a été réalisé et montre une interaction entre I'age
et la différenciation (p=0,0032) pour I'expression de ce marqueur. Les cMSCs contréles de souris agées
présentent une expression deux fois plus importante de Kdr que celles des souris jeunes mais cette
expression est fortement réprimée par I'ajout du milieu de différenciation (Fig2.D).

L'analyse par immunofluorescence et par RT-PCR de cette différenciation endothéliale suggére un défaut
d’efficacité de cette différenciation au cours du vieillissement. Les cMSCs issues de souris agées gardent
cette capacité de différenciation mais I’acquisition des différents marqueurs restent plus faible que dans les

cMSCs jeunes.

Concernant la différenciation en cellules musculaires lisses, les cellules sont traitées par un cocktail de
différenciation contenant du TGFB1 et du PDGFBB recombinant (Fig2.E-H). L’analyse est réalisée comme
précédemment par suivi de I'acquisition de marqueurs spécifiques aux cellules musculaires lisses en
immunofluorescence et par RT-PCR.

L’analyse par immunofluorescence de 'aSMA et de la calponine montre, la différenciation d’une majeure
partie des cellules (50-60% des cellules) par le milieu de différenciation de fagon indépendante de I'dge
(Fig2.E-F) comme précédemment pour la différenciation endothéliale. L’'analyse de Iintensité de
fluorescence par cellules de I'aSMA révele une majoration de I'acquisition de ce marqueur par les cellules
différenciées issues de souris agées (Fig2.G). L’augmentation de la protéine aSMA chez les cMSCs agées
différenciées est corrélée a une augmentation x3 de I'expression de son transcrit (Acta2) (Fig2.H).

De plus, I'analyse de I'expression de 2 autres genes spécifiques des cellules musculaires lisses, la calponine
(Cnn1) et le facteur de transcription myocardine (Myocd) montre une modulation similaire (Fig2.H). En
effet, ces 2 génes se retrouvent fortement exprimés dans les cellules en présence du milieu de
différenciation et cette expression est majorée pour les cMSCs agées différenciées. Une interaction entre
I'age et la différenciation a pu étre mise en évidence pour la myocardine par un test anova 2 facteurs

(p=0.0039). Le potentiel de différenciation Iéiomyocytaire serait donc augmenté par le vieillissement.

Dans un second temps, notre étude s’est portée sur I'évolution des marqueurs des cMSCs (Pdgfra, Scal et

Thy1) au cours de ces 2 voies de différenciation (Fig2.1). L'expression du Pdgfra et du Scal est presque
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totalement inhibée lors de la différenciation en cellules musculaires lisses montrant une différenciation
presque totale des cMSCs, alors que la différenciation endothéliale serait elle plus partielle, car il n’y a pas
de modulation du Pdgfra (Fig2.l). Il est important de noter que le marqueur Scal est aussi exprimé par les
cellules endothéliales suggérant que son augmentation, observée au cours de la culture, est en faveur
d’une différenciation endothéliale.

De facon intéressante, I'étude de I'expression du Thy1 (CD90) marqueur caractéristique des cMSCs montre
une vraie dichotomie entre les deux différenciations (Fig2.l). En effet, son expression est majorée au cours
de la différenciation endothéliale (x2,5 et x3,5) et au contraire inhibée au cours de la différenciation en
cellules musculaires lisses. Par ailleurs, il est intéressant de noter ici, que son expression est aussi modulée

par I'age avec, en milieu contréle, une diminution significative des transcrits dans les cMSCs agées (Fig2.1).

L'étude de la différenciation vasculaire des cMSCs en fonction de I'dge (3M vs 20M) montre une
modulation de leurs capacités de différenciation avec une augmentation de I'efficacité de différenciation
|éiomyocytaire et une diminution de I'efficacité de la différenciation endothéliale chez les cMSCs agées. De
plus, la mise en place de ces deux types de différenciation induit une modulation de I'expression de Thyl,
un marqueur caractéristiqgue des cMSCs dont le role reste aujourd’hui inconnu et dont I'expression semble

étre diminuée au cours du vieillissement.

Comme montré précédemment, le vieillissement induit une diminution de I'expression du Thyl (CD90)
marqueur caractéristique des cMSCs. Afin de confirmer cette hypothéese au niveau protéique, une analyse
en cytométrie de flux des cMSCs a été réalisée ex vivo a partir du stroma cardiaque de souris jeunes ou
dgées. Au sein de la population de cMSCs (Scal+, PDGFRa+ et CD31-, CD45-), nous retrouvons, de fagon
similaire a I'expression génique, une diminution du pourcentage des cellules CD90 positives (Fig3.A). Ce
résultat indique que les cellules mésenchymateuses étudiées sont une population hétérogéne pouvant étre

modulée avec le vieillissement.

Dans un premier temps, nous avons cherché a caractériser ces 2 sous populations CD90+ et CD90-. Nous
avons constaté que ces deux populations possedent les mémes capacités prolifératives et clonogéniques en
culture (Fig3.B-D). De plus, elles possederaient les mémes capacités sécrétoires reflétées par un niveau
d’expression génique comparable de chimiokines (Ccl2, Cx3cl1), cytokines (Tgfb) et facteur de croissance
(lgf1) (Fig3.E). De nombreux génes ont été testés en RT-PCR et trés peu semblent différencier ces deux sous
populations (résultats non montrés). Cependant, |'analyse de I'expression de genes de la niche

hématopoiétique varie différemment dans ces deux sous populations. En effet, la population CD90+
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Figure 3 : Propriétés des sous-populations CD90 positives et négatives

A : Analyse par cytométrie de flux de I'expression ex vivo du CD90 des cMSCs issues de souris jeunes (Y) et agées
(0). B: Analyse de la prolifération des cMSCs CD90+ et CD90- par marquage K167 (rouge) en immunofluorescence
par microscopie confocale (x20). Barre = 50um. C : Quantification en pourcentage de cellules positives (Ki67) en
fonction du nombre de noyaux. D : Test de clonogenicité exprimé en pourcentage de puits avec au moins 1 CFU. E
: Expression génique relative en AACT de différents génes du SASP des cMSCs CD90+ et CD90-. F : Expression
génique relative en AACT de génes de la niche hématopoiétique des cMSCs CD90+/-. G-J : Différenciation
endothéliale des cMSCs CD90+ et CD90-, aprés 10 jours en culture. G : Immunofluorescence des cellules avec
milieu de différenciation (Diff +). Marquage isolectine (rouge), von Willebrand factor (vWF en vert), noyaux (DAPI
en bleu). Barre = 50um H : Pourcentage de cellules différenciées par co-expression d’isolectine et du vWF dans les
Diff+. I : Intensité de fluorescence du VWF par cellules dans les Diff+. J : Expression génique relative en AACT des
génes associés a la différenciation endothéliale cMSCs CD90+ et CD90-. K-N : Différenciation en cellules
musculaires lisses (CML) des cMSCs CD90+ et CD90-, aprés 10 jours en culture. K : Immunofluorescence des
cellules avec milieu de différenciation (Diff +). Marquage aSMA (rouge), calponine (Cnnl en vert), noyaux (DAPlen
bleu). Barre = 50um L : Pourcentage de cellules différenciées par co-expression de I'aSMA et de la calponine dans
les Diff+. M : Intensité de fluorescence de I'aSMA par cellules dans les Diff+. N : Expression génique relative en
AACT des genesassociés ala différenciation CMLcMSCs CD90+ ou CD90-.

Significativité par rapportaux controles au dessus de I‘histogramme.

Significativité CD90+/- signalée par une barre.

* p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001
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I’angiopoiétine 1 (Angptl) (Fig3.F). La relevance physiologique de ces expressions différentielles reste
aujourd’hui inconnue.
Ces deux sous populations, identifiées par le niveau d’expression du CD90, bien que modulées par le

vieillissement semblent avoir des caractéristiques trés similaires.

Nous avons montré précédemment que I'expression du Thyl était régulée différemment selon la voie de
différenciation engagée. L'expression de Thyl est augmentée lors de la différenciation endothéliale mais
elle est diminuée lors de la différenciation en cellules musculaires lisses (Fig2.l). Nous avons donc
déterminé si ces 2 populations CD90+ et CD90- possedent le méme potentiel de différenciation vasculaire.
Pour cela, nous avons trié les sous populations CD90+ et CD90- de cMSCs et nous avons testé la capacité de
différenciation de chacune des sous-populations en cellules endothéliales ou en cellules musculaires lisses
(Fig3.G-N).

Nous avons pu constater que l’acquisition de la co-expression de lisolectine et du vVWF ainsi que
I"augmentation de l'intensité de fluorescence du vWF en réponse au cocktail de différenciation est plus
importante pour les cMSCs CD90+ par rapport aux CD90- (Fig3.G-l).

L'analyse de I'expression des genes spécifiques des cellules endothéliales Pecam1, Cadh5 et Kdr confirme
que les cMSCs CD90+ présentent un potentiel de différenciation endothéliale supérieur comparé aux
cMSCs CD90- (Fig3.J). Un test anova 2 facteurs montre une interaction entre les sous-population et la
différenciation endothéliale pour le marqueur Vecad (p=0.0304).

Concernant la différenciation en cellules musculaires lisses, les 2 sous-populations acquiérent I'aSMA et la
calponine en immunofluorescence avec environ 50% de cellules différenciées (Fig3.K, L). L'intensité de
fluorescence de I'aSMA des cellules différenciées est cependant supérieure pour les CD90- comparé aux
CD90+ (Fig3.M). L'expression des genes associés aux cellules musculaires lisses, (Acta2 et Myocd) est
significativement diminuée dans les CD90+ comparé aux CD90- (Fig3.N). Un test anova 2 facteurs montre
une interaction entre les sous-populations et la différenciation CML pour Acta2 (p=0.0044) et Myocd
(p=0.0003). Ces résultats montrent que les 2 sous-populations de cMSCs, CD90+ et CD90-, présentent un

potentiel de différenciation léiomyocytaire qui est supérieur pour la sous-population CD90-.

A cause de la diminution du pourcentage de CD90+ au sein des cMSCs au cours du vieillissement et du
potentiel de différenciation respectif des deux sous-populations : CD90+ en cellules endothéliales et CD90-
en cellules musculaires lisses, nous pouvons proposer une nouvelle analyse du biais de différenciation
observé au cours du vieillissement. Ce biais de différenciation pourrait étre lié a une hétérogénéité des
cMSCs et a une modulation des sous populations CD90+ et CD90- au cours du vieillissement plutot qu’a une

perte du potentiel intrinséque des cMSCs.
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Figure 4 : Impact du vieillissement surles sous-populations CD90 négatives et positives

A : Expression génique relative en AACT de génes endothéliaux dans les sous populations CD90+ et CD90- jeunes
et agées apres culture. B : Expression génique relative en AACT de génes CML dans les sous populations CD90+ et
CD90- jeunes et agées aprés culture. C-E : Expression génique relative en AACT dans les sous populations CD90+ et
CD90- issues de souris agées ex vivo. C : Facteur pro-angiogénique Vegfa D : génes endothéliaux. E : Cdkis de la
famille des INK4. F-G : Analyse par cytométrie de flux de la population CD31+ CD140a+ en fonction de I'age (sur
les CD45-), dot plot (F) et histogramme (G). H-l : Analyse par cytométrie de I'expression du pourcentage de
cellules positives scal (H) et CD90 (I) dans les populations CD31+ CD140a+ et CD31- CD140a+ enfonction de I'age.
Significativité en fonction des contréles au dessus de I"histogramme. Significativité intergroupe signalée par un
crochet. * p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001
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Nous avons pu constater que les sous populations CD90+ et CD90- issues de souris jeunes, bien que tres
similaires sur de nombreux marqueurs, possédaient des capacités de différenciation vasculaire différentes.
Par ailleurs, le vieillissement est associé a une raréfaction de la sous-population CD90+. Nous avons
souhaité déterminer si le vieillissement pouvait également moduler le potentiel de différenciation de ces 2
sous-populations.

Lorsque les sous-populations CD90+ et CD90- issues de souris jeunes ou agées sont remises en culture et
amplifiées, nous pouvons voir clairement apparaitre cette différence de potentiel de différenciation entre
les 2 sous populations (Fig.4 A-B). En effet, les cellules CD90+ issues de souris agées surexpriment les
marqueurs des cellules endothéliales de facon spontanée tels que Pecam1, Kdr, Cadh5 et vWF, alors que
leur expression n’est pas modulée dans la population CD90- (Fig4.A). Au contraire, la sous population CD90-
issues de souris agées présente une induction des marqueurs de cellules musculaires lisses (Sm22a, Cnnl,
Myocd, et Acta2) tandis que ces marqueurs sont inchangés ou diminués avec le vieillissement pour la sous-
population CD90+ (Fig4.B).

Ces résultats suggerent que le vieillissement pourrait participer et/ou induire la différenciation spontanée
de ces 2 sous-populations.

L'étude ex vivo des cellules CD90+ issues de souris agées a montré qu’effectivement, avant remise en
culture, elles expriment de fagon plus importante le principal facteur pro-angiogénique (Vegfa) et différents
marqueurs des cellules endothéliales (Pecam1, Kdr, Cadh5, Scal) comparé aux CD90- (Fig4.C-D).

Par ailleurs, I’étude de I'expression des CDKIs de la famille des INK4 dans ces deux sous-populations CD90+
et CD90- chez la souris agée, montre de facon surprenante une expression différentielle de p16™*
surexprimée dans les CD90+, tandis que les autres CDKIs (p15™“® et p18™**) ne sont pas modulées en

N9 hourrait jouer un réle

fonction de la sous-population (Figd.E). Ce résultat suggére I'hypothese que p16
dans les cMSCs CD90+.

De facon intéressante, grace a une analyse en cytométrie de flux, nous avons pu caractériser une nouvelle
population cellulaire, qui apparait lors du vieillissement et qui co-exprime CD31 et le PDGFRa (CD140a)
(Figd.F, G). Cette nouvelle population est également positive pour le Scal (90%) avec une fréquence de
cellules CD90+ supérieure a celle des cellules CD31- PDGFR-a+ (Figd.H). L'expression du CD90 est
également diminuée avec le vieillissement dans cette population CD31+ mais reste tout de méme plus
importante que dans les cellules CD31- PDGFRou+ (Fig4.l).

Notre hypothése serait donc que la sous population CD90+ des cellules mésenchymateuses, au cours du
vieillissement se différencient en cellules endothéliale-like en gardant I'expression du PDGFRa et en

acquérant le CD31. Des expériences de lignage et de tracking cellulaires seraient nécessaires afin de

confirmer ou non cette hypothese.
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Figure 5 : Influence de p16 dans la différenciation vasculaire des cMSCs

A : Expression génique relative en AACT des CDKls (p16'NK4a, p15INK4b  n18INKic) des ¢cMSCs au cours des deux
différenciations et en fonction de I'dge. B-C : Expression génique relative en AACT des génes associés a la
différenciation CML (B) et endothéliale (C) des cMSCs WT ou p16KI, apres 10 jours en culture en milieu de
différenciation (Diff +).

Significativité par rapport aux contrdles au dessus de I‘histogramme.

Significativité WT et p16KI signalée par une barre.

* p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001
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Nous avons pu voir précédemment que le vieillissement pouvait impacter les capacités de différenciation
vasculaire des cMSCs en modulant les sous populations CD90+ et — et en engageant les différentes sous

populations dans I'une des deux lignées vasculaires.

Dans un premier temps, nous avons cherché a déterminer si les différenciations pouvaient moduler

I’expression génique de marqueurs de sénescence. Pour cela, lors de la différenciation vasculaire des

cMSCs issues de souris jeunes ou agées, nous avons testé I'expression de différentes CDKIs (p15™

p16™“ et p18™**) (Fig5.A). Nous avons pu constater que la mise en place de programme de différenciation

modulait I'expression génique de ces CDKlIs. En effet, nous retrouvons une augmentation de I'expression de

INK4c

p15™“* et de p16™“* au cours des 2 différenciations, tandis que pour p18™“‘, la modulation de son

INK4c

expression dépend du type de différenciation. L'expression de p18 est inhibée lors de la différenciation

en cellules musculaires lisses quelque soit I'age des cMSCs, et augmentée uniquement dans les cMSCs

INK4b

différenciées en cellules endothéliales issues de souris jeunes. Pour le pl15 ", les inductions sont

INK4a

équivalentes quelle que soit la différenciation et sans impact de I'dge. Pour p16 ", lI'induction la plus

importante est observée lors de la différenciation endothéliale des cMSCs agées. La différenciation en

INK4a

cellules musculaires lisses augmente également I'expression de p16 mais sans impact de I'dge.

Il apparait donc que des programmes de sénescence sont induits et associés a la différenciation vasculaire

K42 au cours de la différenciation vasculaire, nous avons

des cMSCs. Afin de determiner le réle de pl6
réalisé ces deux différenciations a partir de cMSCs issues de souris contréles (WT) ou de souris déficientes
pour la protéine p16™“* (p16KI) (Fig5.B-C).

Par I'analyse de I'expression génique des différents marqueurs spécifiques des deux lignées nous avons

INK4a

constaté que l'absence de la protéine pl6 (p16Kl) n’avait pas d’impact sur l'efficacité de la

différenciation en cellules musculaires lisses et sur I'acquisition de I'expression d’Acta2, de la Cnn1 et de la

NK% induit de facon significative I’expression

Myocd (Fig5.B). Nous remarquons que |'absence de p16
d’Acta2 et du Cnn1 en I'absence de facteurs de différenciation.
Au contraire, lors de la différenciation endothéliale des cMSCs, nous constatons un défaut de

N2 (Fig5.C). En effet, I'acquisition du Scal et du facteur de

différenciation en I'absence de la protéine pl16
transcription Fli1 est significativement plus importante dans les cMSCs WT que dans les cMSCs p16KI. Pour
I'expression de la Cadh5, bien que la différence ne soit pas significative, il y a une tendance a
I"augmentation plus importante de son expression dans les cMSCs WT comparé aux cMSCs déficientes pour

p16™* (Fig5.C).
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INK%2 a5t nécessaire a la

Grace a ces résultats préliminaires nous pouvons proposer que |'expression de p16
mise en place d’une différenciation endothéliale, mais n’est pas indispensable pour la différenciation en
cellules musculaires lisses. Avec le vieillissement, nous émettons I'hypothése que I'augmentation de

NK%2 puisse favoriser 'engagement des cMSCs CD90+ dans la voie de différenciation

I’expression de pl6
endothéliale conduisant a I'apparition d’'une nouvelle population, les cellules CD31+ PDGFRa+ Scal+

CD90+.

IV. Conclusion et perspectives

Dans ce travail de thése, nous avons pu mettre en évidence |'apparition, avec le vieillissement, d’un
programme de sénescence au sein des cellules stromales mésenchymateuses cardiaques caractérisé
notamment par une perte de prolifération cellulaire et I'expression d’inhibiteurs du cycle de la famille des
INK4 dont p16™“*. De plus, nous avons observé au cours du vieillissement une modification de sous-
populations de ces cMSCs, suggérant que ce type cellulaire serait en réalité un groupe hétérogene de
cellules. Deux sous-populations peuvent étre séparées sur la base de I'expression du CD90, le vieillissement
induisant une raréfaction de la sous population CD90+. Nous avons pu démontrer que ces deux sous-
populations de cMSCs CD90+/-, bien que semblant étre trés similaires sur I’expression de nombreux génes,
possédent un potentiel de différenciation vasculaire différent. En effet, les cMSCs CD90+ se différencient
préférentiellement en cellules endothéliales, tandis que les cellules CD90- se différencient elles en cellules
musculaires lisses. Dans un premier temps, nous avons montré un biais de différenciation vasculaire avec le
vieillissement avec une diminution de I'efficacité de la différenciation endothéliale et une augmentation de
la différenciation en cellules musculaires lisses des cMSCs agées. Ce biais de différenciation serait en réalité
lié a ces modifications de sous-populations lors du vieillissement et a cette raréfaction de la population
CD90+.

Dans un second temps, nous avons mis en évidence que le vieillissement pouvait potentialiser les capacités
de différenciation des cMSCs CD90+/-, favorisant particulierement I’acquisition de marqueurs endothéliaux
dans les CD90+ agées. De plus, nous avons découvert I'apparition d’une nouvelle population de cellules
endothéliales-likes qui est caractérisée par I'expression du CD31, du PDGFRa, du Scal et du CD90,
suggérant qu’elles puissent étre issues du pool de cMSCs cardiaques, expliquant la raréfaction des CD90+
au sein des cMSCs CD31 négatives. Des études de linéage cellulaire ou de tracking sont aujourd’hui
nécessaires afin de confirmer cette hypothése.

Pour finir, nous avons constaté que les cMSCs CD90+ exprimaient plus fortement la CDKI p16™*** au cours
du vieillissement que la sous-population de CD90-, et qu’au cours de la différenciation endothéliale nous
avons une augmentation de I'expression de cette méme CDKI. Nous avons alors émis I’hypothése que

INK4a

I’expression du pl16 était nécessaire a la différenciation endothéliale des cMSCs CD90+. Pour cela, nous
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avons réalisé les différenciations vasculaires a partir de cMSCs issues de souris déficientes pour le p16™**.

Lors de cette expérience, nous avons observé que I'absence du p16™**

empéchait la différenciation
endothéliale des ctMSCs, mais n’avait pas d’impact sur la différenciation en cellules musculaires lisses. Ces
résultats apportent un argument supplémentaire a I'implication d’un programme de sénescence dans la
différenciation des cellules stromales mésenchymateuses cardiaques.

Il est aujourd’hui nécessaire de réaliser des études de tracking cellulaire ou de linéage de ces sous-
populations de cMSCs in vivo au cours du vieillissement, afin de les localiser précisément dans le tissu, et de
visualiser leur potentielle participation a la formation de vaisseaux. Or les cMSCs ne représentant
gu’environs 1 a 3% des cellules du stroma cardiaque, se pose alors la relevance physiologique de ce
potentiel de différenciation vasculaire. D’un autre c6té nous avons pu mettre en évidence une
augmentation de I'expression génique de facteurs pro-angiogéniques au cours du vieillissement de ces
cellules cMSCs (Vegfa, Igfl). Sachant que les cellules mésenchymateuses sont aujourd’hui fortement
exploitées pour leur potentiel sécrétoire, plus que pour leurs propriétés plastiques, il serait intéressant
d’étudier la composition et I'effet de ce sécrétome dans des phénomeénes angiogéniques ou de survie des
cellules endothéliales.

Afin d’étudier I'implication physiologique de ces cMSCs au cours du vieillissement, une stratégie
d’élimination spécifique pourrait étre mise en place sur I'expression du PDGFRa et du Scal. Des études ont
déja démontrées que I'utilisation du sunitinib, inhibiteurs de tyrosines kinases dont les PDGFR (a et B),
induisaient une cardiotoxicité par une dysfonction microvasculaire par déplétion des péricytes (Chintalgattu
et al., 2013). De plus, il pourrait étre intéressant d’avoir recours a l'utilisation des génes suicides liées a

I’expression de p16™**

spécifiqguement dans notre type cellulaire afin de mettre en évidence I'implication
de cette voie dans la différenciation endothéliale in vivo des cMSCs.

Pour finir, il serait nécessaire d’approfondir I'’étude de cette nouvelle population de cellules endothéliales-
like. Nous savons déja qu’elle exprime les marqueurs endothéliaux (Pecam1, Kdr, Cadh5) de fagon moins
importante que les cellules endothéliales natives (résultats non montrés). Seraient-elles des cellules

endothéliales dysfonctionnelles ou une nouvelle sous population ayant un réle physiologique différent ?

L'implication physiologique des cMSCs au sein du tissu reste aujourd’hui encore a approfondir et
notamment le réle des différentes sous-populations bien que des faisceaux d’arguments convergent sur
une activité pro-angiogénique. De plus, I'implication des voies de sénescence dans la différenciation des
cellules progénitrices reste un concept novateur qui pourrait jouer un roéle sur I'apparition des pathologies

liées a I'age.
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Au cours de cette étude nous avons mis en évidence I'apparition d’un programme de sénescence au
sein des cMSCs caractérisé par une diminution de leur prolifération et de leurs capacités clonogeniques, ainsi
que par I'expression de CDKIs de la famille des INK4 (p16™“?, p15™“* p18™“*) et d’un SASP pro-
inflammatoire (Ccl2) et pro-angiognénique (lgfl, Vegfa). L'induction de ce programme de sénescence est
corrélée a I'apparition de dommages a I’ADN (cassures double brins) avec une diminution de la prolifération

CP1 classiquement

cellulaire. De fagon étonnante, nous ne détectons pas d’induction de I'expression de p21
controlée par I'activation de p53 (Williams & Schumacher, 2016), suggérant I'implication d’une voie
alternative en réponse aux dommages a 'ADN. Récemment, il a été découvert qu’une autre CDKI de la
famille des Cip/Kip, p57"* pouvait étre un effecteur de la DDR permettant un arrét de la prolifération
cellulaire (Jia et al., 2015). De plus, son activation ne dépend pas de la présence de p53, ce qui suggere que

KiP2 ast détectée dans les

p57""? et p53 participent a deux voies de réponses différentes. L’expression de p57
cMSCs mais lI'induction de son expression transcriptionnelle en réponse au vieillissement reste modérée

(résultats non montrés).

Plusieurs études portant sur I'impact du vieillissement sur les BM-MSCs montrent une diminution du taux de
prolifération et des capacités clonogeniques avec I’age (N. Baker, Boyette, & Tuan, 2015; Sethe, Scutt, &
Stolzing, 2006), comme nous avons pu I'observer pour les cMSCs dans cette étude. Cependant, concernant
I'impact du vieillissement sur des capacités de différenciation des BM-MSCs, les résultats des études restent
contradictoires. |l était admis qu’avec I'dge, les BM-MSCs perdaient leur potentiel osteogénique et
augmentaient leur potentiel adipogénique (Kim et al., 2012). D’autres études remettent en cause ces
résultats, ne retrouvant pas d’effet de I’age sur le potentiel adipogénique (Sethe et al., 2006). Ces résultats
contradictoires pourraient étre liés aux différentes conditions de culture cellulaire, au nombre de passage
des cellules avant différenciation et des études in vivo de ces potentiels de différenciation seraient
particulierement intéressantes pour mieux définir les capacités de différenciation des BM-MSCs avec le
vieillissement (N. Baker et al., 2015).

Dans notre étude, nous n’avons pas retrouvé de modification du potentiel adipogénique des cMSCs avec
I’age. Par contre, nous avons montré une modulation des capacités de différenciation vasculaire des cMSCs
au cours du vieillissement, avec une diminution du potentiel endothélial et une augmentation du potentiel
|éiomyocytaire. Ces modulations ne seraient pas dues a une modification intrinseque globale des cMSCs
sénescentes mais a des modifications des sous-populations de cMSCs sous l'effet du vieillissement. En
particulier, la raréfaction de la sous-population de cMSCs CD90+ avec I’age pourrait rendre compte d’une
diminution de potentiel endothélial. D’autres études réalisées chez 'Homme et chez le macaque retrouvent

une diminution de la population CD90+ dans les BM-MSCs au cours du vieillissement (Siegel et al., 2013; Yu
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et al.,, 2011). Ceci suggere que la diminution de I'expression du CD90 pourrait étre un marqueur du
vieillissement des MSCs.

Le CD90 ou Thyl, est une glycosylphatidylinositol (GPI) glycoprotéine d’ancrage, d’abord décrite dans les
lymphocytes T puis dans de nombreux autres types cellulaires tels que les cellules souches
hématopoiétiques, les cellules cancéreuses, les cellules endothéliales et les MCSs (Rege, 2006). Les fonctions
cellulaires dépendantes de CD90 ne sont aujourd’hui pas totalement connues et varieraient en fonction du
type cellulaire (Bradley, Ramirez, & Hagood, 2009). L'équipe de Moraes et al, a montré que I'inhibition du
CD90 par une stratégie de sh-RNA dans des cellules mésenchymateuses humaines provenant de différents
tissus (pulpe dentaire, tissus adipeux et du fluide amniotique) induit une augmentation de la différenciation
adipocytaire et chondrocytaire (Moraes et al., 2016). Ce résultat est conforté in vivo, chez les souris CD90 KO
par une prise de poids plus importante liée a une accumulation du tissu adipeux. De plus in vitro, la
surexpression de CD90 par les cellules pré-adipocytaire 3T3L1 inhibe leur différenciation adipocytaire
(Woeller et al., 2015).

Lors de la caractérisation de ces deux sous populations, CD90+ et CD90-, nous n’avons pas observé de
différences majeures concernant leur capacité de prolifération et I'expression de protéines du SASP. En
revanche, ces deux sous populations présenteraient des potentiels de différenciation différents, les CD90+
se différencieraient plus en cellules endothéliales et les CD90- en cellules musculaires lisses. Dans la
littérature, il a déja été montré des modulations du potentiel de différenciation entre 2 populations liées a la
surexpression ou a l'absence d’expression du CD90. Grace a I'utilisation de cardiosphéres issues de tissu
cardiaque humain, I'équipe de Gago-Lopez a pu démontrer que les cellules souches dérivées de ces
cardiosphéres peuvent étre divisées en deux populations, les CD90+ et les CD90-. Il se trouve que les cellules
CD90- présentent un potentiel de différenciation en cardiomyocytes matures (>1%) que n’ont pas les CD90+.
De plus, dans cette étude les cellules CD90+ expriment aprés culture plus de vWF que les cellules CD90-,
mais il n’y a pas de différence sur I'acquisition des marqueurs de cellules musculaires lisses (Gago-Lopez et
al., 2014). Cette premiére étude corréle en partie avec nos résultats pour le potentiel endothélial des CD90+.
D’un autre coté, il a été démontré que des fibroblastes de poumon négatifs pour le CD90 ont un potentiel de
différenciation en myofibroblastes supérieur a celui des CD90+ (Sanders, Kumbla, & Hagood, 2007). Dans
cette étude, apres traitement au TGF( a une dose équivalente que celle que nous utilisons, ils montrent une
augmentation significative de I'expression de la myocardine, de I'aSMA ou du MyoD dans la population
CD90 négative comparée a la population CD90 positive. Ces marqueurs sont aussi des marqueurs de
différenciation en cellules musculaires lisses et sont cohérents les résultats que nous avons obtenus.
L'équipe de Kovacic a récemment mis en évidence in vivo chez 'Homme, la présence de MSCs CD90+
(PDGFRa, CD73, CD105, CD44) définissant une population de cellules adventitielles au sein des gros

vaisseaux (aorte et artére thoracique interne) (Michelis et al., 2018). Ils démontrent que cette population
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n’exprime pas les marqueurs des CMLs (aSMA, Calponine ou smootheline) ou le CD31, et qu’elle possede
des propriétés angiogéniques par sécrétion de VEGF et d’angiogenine. Par ailleurs, sur la base d’une analyse
transcriptomique, ils suggerent que ces cellules pourraient jouer un réle dans les pathologies vasculaires,

notamment dans l'athérosclérose (Michelis et al., 2018).

De fagon intéressante, nous avons pu observer que ces différentes capacités de différenciation entre les 2
sous populations CD90+ et -, étaient révélées au cours du vieillissement, sans ajout de facteurs de
différenciation. Or au cours du vieillissement, nous avons pu constater la mise en place d’un programme de
sénescence avec |'expression de CDKIs de la famille des INK4. Ces résultats nous laissent a penser qu’un
programme de sénescence pourrait jouer un réle dans les phénomenes de différenciation vasculaire des
cMSCs. En effet, nous avons pu observer une augmentation de I'expression de certaines de ces CDKls
(p15™" et p16™**?) au cours de cette différenciation vasculaire. De plus, nous montrons qu’en absence de

INK4a

protéine pl6 ", les cMSCs présentent un défaut de différenciation endothéliale mais maintiennent un

potentiel de différenciation en cellules musculaires lisses. On pourrait donc envisager qu’au cours du

vieillissement I'expression de p16™**

participe a la différenciation endothéliale de la population CD90+
permettant I"apparition d’'une nouvelle sous population de cellules endothéliales exprimant les marqueurs
CD31+, PDGFRa+, Scal+ et enrichie en CD90, comparée aux cellules endothéliales natives.

D’autres équipes ont pu mettre en avant ce nouveau concept d’implication des voies de sénescence dans les
phénomeénes de différenciation. En effet, Phillipot et al en 2014 ont démontré que la CDKI p16™* était
surexprimée au cours de la différenciation chondrocytaire dans les BM-MSCs humaines, et que son inhibition
induisait un défaut de différenciation terminale de ces cellules en chondrocytes (Philipot et al., 2014). Par
ailleurs, Ubil et al en 2014, ont démontré l'importance de p53 dans le phénomene de transition
mésenchymateuse-endothéliale au cours d’un infarctus du myocarde. L'absence de p53 chez des souris
jeunes diminue la différenciation endothéliale de cellules du stroma cardiaque et impacterait ainsi le
phénomeéne de néovascularisation post-ischémique. Nous avons d’ailleurs pu constater au cours de notre

étude une légére augmentation de I'expression du p53 au cours de la différenciation endothéliale (données

non montrées).

Définir le processus de sénescence comme essentiellement délétére est aujourd’hui remis en cause. Ce
processus lorsqu’il est controlé et transitoire participe a de nombreux mécanismes essentiels tels que
I'embryogéneése, la réparation tissulaire, la cicatrisation et I’échappement a la tumorigenese (Demaria et al.,
2014; He & Sharpless, 2017b; Daniel Mufioz-Espin et al., 2013; Storer et al., 2013). L'implication d’un
programme de sénescence dans la différenciation cellulaire de cellules progénitrices est encore mal

comprise mais cette différenciation dépendante de la sénescence pourrait jouer un role critique dans la
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réparation tissulaire. Au cours du vieillissement, I'augmentation et le maintien d’'un nombre important de
cellules sénescentes pourrait perturber ’"homéostasie tissulaire en stimulant des voies de différenciation

cellulaire inadaptées pour I'organe agé.
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RESUME en frangais :

Le vieillissement est considéré comme un facteur de risque majeur de développement de pathologies chroniques,
notamment cardiovasculaires. Plusieurs études ont suggéré que I'accumulation de cellules sénescentes pouvait étre
responsable de I'apparition de ces pathologies liées a I'age. Au niveau cardiaque, les cellules stromales mésenchymateuses
cardiaques (cMSCs), co-exprimant chez la souris PDGFRa et Scal, participent a I'homéostasie cardiaque par leur
différenciation vasculaire (cellules endothéliales et cellules musculaires lisses) et leur activité paracrine.

Dans notre étude, nous nous intéressons a I'impact du vieillissement sur les capacités de différenciation
vasculaire des cMSCs.

Nous avons pu mettre en évidence, par comparaison de cMSCs de souris C57BI/6 jeunes (3 Mois) et agées (20
Mois), I'apparition d’un programme de sénescence avec le vieillissement caractérisé par une perte de prolifération cellulaire
et I'expression d’inhibiteurs du cycle de la famille des INK4 dont p16'NK4a
diminution avec I'age d'une sous-population de cMSCs exprimant le marqueur CD90. La raréfaction de cette population est

. L'analyse par cytométrie en flux a révélé une

associée a un biais de différenciation vasculaire vers la différenciation léiomyocytaire, au détriment de la différenciation
endothéliale.
Dans un second temps, nous avons constaté que le vieillissement et I'expression d’un programme de sénescence

INK4a . . . N
serait nécessaire notamment a la

participe et potentialise ces capacités de différenciation vasculaire. L'expression de p16
différenciation endothéliale de la sous population CD90 positive, et est corrélée a I'apparition d’'une nouvelle sous-
population de cellules stromales cardiaques (CD31+, Scal+, PDGFRa+ et CD90+).

En conclusion, nos résultats montrent que le vieillissement induit des changements de sous-populations fonctionnels et
phénotypiques des cMSCs pouvant jouer un role dans I’'homéostasie du tissu cardiaque chez le sujet agé et les dysfonctions
cardiaques associées a I'age.

MOTS-CLES : Vieillissement cardiaque, sénescence, différenciation vasculaire, cellules stromales mésenchymateuses, CD90

RESUME en anglais : Impact of Aging on differentiation potentials of cardiac mesenchymal stromal cells

Aging is a dominant risk factor for developing chronic diseases especially cardiovascular diseases. Senescent cell
accumulation within tissues is thought to drive age-related organ dysfunction. Cardiac mesenchymal stromal cells (cMSCs)
can modulate cardiac homeostasis through their vascular differentiation potential (endothelial cells and smooth muscle cells)
and their paracrine activity.

The aim of our study is to determine the impact of aging on cMSC vascular differentiation potential.

We demonstrated that during aging, cMSCs populations acquired a senescence program characterized by decreased
proliferation and by expression of cell cycle inhibitors such as p16'NK4a. Aging also induced a rarefaction of the CD90+ subset
of cMSCs. CD90+ cMSCs were characterized by their increased potential to differentiate into the endothelial cell lineage and
but not into the smooth muscle cell one.

In a second part, we associated aging and the senescence program expression with the improvement of vascular
differentiation potential. P16™**
can lead to the apparition of a new subtype of cardiac stromal cells co-expressing CD31 with cMSCs markers, PDGFRa, Scal
and CD90.

In conclusion, our results showed that aging induced significant changes in cMSC phenotype and functions that could have
some impacts on cardiac homeostasis in aged tissue and in age-associated cardiac dysfunction.

expression is required for the endothelial differentiation of CD90+ sub-population, which

KEY WORDS : Cardiac aging, senescence, vascular differentiation, cardiac mesenchymal stromal cells, CD90
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