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“Si ton labeur est dur et si tes résultats sont minces,
Rappelle-toi qu'un jour le grand chéne a été un gland comme toi.”
[Inconnu]
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INTRODUCTION






Préambule

Atteindre un age trés avancé (>100 ans) ne sera pas le privilege de quelques individus des
générations futures ; en fait la plupart des personnes vivant actuellement dans les pays développés

vont trés probablement accéder a cette (trés) longue vie.

En effet, I'espérance de vie augmente de fagcon quasi linéaire dans la plupart des pays développés et
a atteint un gain de 30 ans au cours du siecle dernier ( ). Les
progres dans I'espérance de vie au début du XXéme siecle reposent sur I'amélioration notable de la
survie des enfants via I'éradication des maladies infectieuses. L’augmentation actuelle de I'espérance
de vie dépend de la baisse sans précédent de la mortalité des personnes agées (>80 ans). La
probabilité de survivre de 80 a 90 ans est ainsi passée de 16% chez les femmes et 12% chez les
hommes en 1950 a 37% (voire 50% au Japon) et 25% aujourd’hui, chez les femmes et les hommes

respectivement ( ).

La question de savoir si I'espérance de vie peut continuer a augmenter de maniére linéaire ou si elle
s’approche de sa limite reste controversée ( ). Néanmoins, il
est certain que la nouvelle démographie qui s’inscrit dans les pays développés, faible natalité et
faible mortalité, conduit au développement d’une population vieillissante a I'effectif déclinant

comme cela est déja observé au Japon.

Nous vivons donc plus longtemps, mais vivons-nous plus longtemps en bonne santé ? A ce sujet,
différentes études s’accordent pour montrer que la prévalence des maladies augmente chez les
individus agés (>65ans). Le vieillissement correle ainsi avec un état morbide, avec notamment le
développement de pathologies, principalement a caractére chronique, comme le diabete, les
maladies pulmonaires, I'arthrose ou les pathologies cardiovasculaires. Des symptémes plus généraux
comme la douleur, la détresse psychologique ou la fatigue généralisée émergent également.
Paradoxalement, de plus en plus d’études montrent que le déclin fonctionnel (ou I'invalidité),
caractérisé par la perte d’autonomie et le besoin d’assistance dans les activités de la vie quotidienne,
sont retardés similairement a I'espérance de vie. Pour les personnes de plus de 65 ans, malgré le
développement de pathologies chroniques qui sont néanmoins de mieux en mieux diagnostiquées et
prises en charge, le gain d’espérance de vie s’accompagne donc d’une meilleure santé par rapport

aux cohortes du début du siécle.

Pour les personnes trés agées (>85 ans), la situation est moins claire et les études beaucoup plus
restreintes. Certaines cohortes, comme au Japon, s’inscrivent dans I’hypothése de « I’échec de la
réussite » ol les individus, s’ils réussissent effectivement a atteindre 100 ans, développent de
nombreuses pathologies et invalidités. Au contraire, des études au Danemark soutiennent
I’hypothése du « succeés de la réussite » avec des centenaires en bonne santé, susceptibles de vivre
encore longtemps ( ). Le fait de savoir si 'augmentation de I'espérance de vie

favorise « I’échec » ou le « succés » de la santé des populations tres agées reste encore a découvrir ;



il dépendra probablement de nombreux facteurs comme la génétique, le régime alimentaire, le
systeme de santé et les stratégies politiques et gouvernementales en place comme la prévention des

pathologies/mortalités liées au tabagisme, alcoolisme, suralimentation, sédentarité, etc...

Pour les sociétés des pays développés a la population déclinante et vieillissante, le défi est donc
double : comment adapter le systeme de santé a la proportion grandissante d’une population
porteuse de maladies chroniques, voire de perte d’autonomie ? Comment modifier le systéeme
économique et social face a la diminution du nombre d’actifs et I'augmentation des retraités ? La
réponse a ce dernier défi pourrait reposer sur 'augmentation de I'dge du départ a la retraire et la
redistribution du temps de travail ( ). Répondre au premier défi nécessite
d’acquérir de nouvelles connaissances, d’identifier et de caractériser les mécanismes impliqués dans
les pathologies liées a I'age afin d’en freiner au maximum le développement et/ou d’en minimiser

I'impact sur la qualité de vie.



I. Levieillissement, une condition complexe.

Il n’existe pas a ce jour de définition universelle, acceptée du vieillissement. Il serait néanmoins défini
par les quatre postulats suivants : (i) le vieillissement est universel, il touche tous les individus ; (ii) il
est intrinséque, résulte de causes endogénes; (iii) il est progressif avec des changements se
déclenchant tout au long de la vie et enfin (iv) il est délétere, i.e. les processus qui le dirigent sont

mauvais pour I'organisme.

Si, a mon avis, certains de ces postulats sont a nuancer et sont discutés au cours de cette section, une
définition évidente découlant de ces postulats et des connaissances actuelles peut toutefois étre
proposée : Le vieillissement est le déclin inévitable, dépendant du temps, des fonctions

physiologiques conduisant a I'augmentation de la susceptibilité aux maladies et a la mort.

Afin d’expliquer et comprendre le phénomene de vieillissement et les processus qui le dirigent, de
nombreuses théories sont proposées, des marqueurs caractérisés et les liens entre vieillesse et
pathologies liée a I'dge analysés. L’ensemble de ces avancées est détaillé dans cette section et
constitue une description —sommaire- des connaissances actuelles sur le processus compliqué qu’est

le vieillissement.

A) Théories du vieillissement

Comment et pourquoi vieillissons-nous ? Quand sommes-nous considérés « vieux » ? Peut-on vieillir
indéfiniment ? De nombreuses théories existent pour tenter de répondre a ces questions et
comprendre les mécanismes du vieillissement. Ces théories se regroupent selon deux grands types
d’hypotheses ( ) : le vieillissement est soit (i) un événement programmé, ordonné, résultant
de la différenciation, croissance et maturation de I'organisme soit (ii) un événement stochastique
résultant de I'accumulation d’erreurs et de dommages au cours du temps (théories des

erreurs/dommages).

1. Théories du vieillissement programmé

Cette catégorie regroupe trois théories. La premiére est la théorie de la longévité programmée selon
laquelle le processus de vieillissement résulte de I'activation/répression de certains génes. Les
exemples les plus emblématiques appuyant cette théorie sont les syndromes progéroides, un groupe
de maladies génétiques associées a un vieillissement accéléré. Les génes touchés sont
principalement impliqués dans les mécanismes de réparation de I’ADN. Ainsi, pour ne citer que
guelques exemples chez la souris, une mutation hypomorphe dans le gene Atr (Ataxia Telangiectasia
and Rad3-related, codant pour la kinase ATR impliquée dans la résolution de cassures simple brin de

I’ADN)( ), une délétion des génes Xrcc5 ou Xrcc6 (X-ray Repair Complementing



defective repair in Chinese hamster cells 5 ou 6, codants pour les protéines Ku80 et Ku70
respectivement, impliquées dans la réparation des cassures double-brin par jonction des extrémités
non homologues )( ) ou encore du géne Ercc5 (Excision Repair Cross-Complementing
rodent repair deficiency, complementation group 5, codant pour une protéine impliquée dans la
réparation des cassures double-brin par recombinaison homologue)( ) sont

associés au développement de symptomes de vieillissement accéléré et a une longévité réduite.

La seconde théorie est la théorie endocrine du vieillissement oU des changements réguliers dans
I’expression des hormones contrblent le processus du vieillissement. Un acteur principal de cette
théorie est I'axe insuline/IGF-1. Cet axe somatotrope repose sur |'expression de I’hormone de
croissance, ou somatotropine, et son messager secondaire |'Insuline-like Growth Factor 1 (IGF-1). La
voie de signalisation activée par I'lGF-1 est identique a celle de I'Insuline et est I'une des voies de
signalisation les plus conservée phylogénétiquement. Différentes modulations de cette voie de
signalisation, par des approches génétiques ou I'utilisation de « drogues » augmentent la longévité et
diminuent le développement de maladies liées a I'dge et ce, dans différents modeles biologiques
( ). Ces effets sont intimement liés a I'apport alimentaire mais les
mécanismes sous-jacents, s’ils sont parfaitement décrits chez le nématode et la drosophile, restent

encore a clarifier chez les mammiféeres.

Enfin, la derniere théorie dans cette catégorie est la théorie immunologique dans laquelle le déclin
du systéeme immunitaire (souvent nommé immunosénescence dans la littérature) conduit a
I’'augmentation de la susceptibilité de I'organisme aux infections/maladies et donc au vieillissement
et a la mort. En effet, le vieillissement s’accompagne, chez ’'Homme comme chez la souris, d’un
déclin dans le nombre et/ou dans la fonction des cellules du systéme immunitaire inné et adaptatif
( ). Cette immunosénescence se caractérise par une
diminution de la capacité a répondre aux antigenes, notamment lors des vaccinations (

), ainsi que par un niveau persistant d’inflammation de bas-grade.

2. Théories de I'erreur/dommage.
Cette catégorie regroupe cing théories majeures, initialement décrites distinctement les unes des

autres mais que la littérature relie a ce jour par des interactions complexes.

Par exemple, la théorie de 'usure (Wear and Tear theory, en anglais) est I'idée que les cellules et les
tissus s’abiment, par leur fonctionnement, au cours du temps, provoquant le déclin fonctionnel
observé avec I'dge. Cette théorie coincide avec celle du « taux de vie » (Rate of living theory) décrite
initialement au début du XX*™ siécle dans laquelle le métabolisme de base, notamment I’utilisation
de I'oxygéne, correle avec la longévité ; plus I'organisme présente un métabolisme de base élevé,
plus sa longévité sera courte. Cette théorie, bien que toujours valide a nos jours ( ),
est quasiment effacée dans les années 50 par la théorie des radicaux libres. Cette derniere propose

que le vieillissement soit causé par I'accumulation de radicaux libres, notamment des espéces
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réactives de I'oxygenes (ROS) qui sont produites lors des réactions métaboliques ou lors de la
respiration cellulaire, capables de provoquer des dommages aux protéines, lipides et a I'ADN
cellulaire. Cette théorie bénéficie d’'une attention considérable dans la communauté scientifique et
les radicaux libres sont aujourd’hui impliqués dans la pathogenése d’une vaste majorité des maladies
liées au vieillissement : pathologies cardiovasculaires, diabéte, atteinte rénale chronique, déficience
cognitive, sarcopénie et cancer ( ). Si I'implication des radicaux libres dans ces
pathologies est parfaitement établie, les traitements visant a les controler restent aujourd’hui peu
caractérisés et les nombreux essais cliniques réalisés pour évaluer I'efficacité de différents
antioxydants sont restés majoritairement inefficaces ( ). Une explication possible de
ces échecs est une mauvaise conception du traitement (dosage, molécule et mode d’administration
choisis) mais cela peut également refléter la contribution d’autres sources de dommages dans les
pathologies liées a I'age ; ce dont rendent compte les deux derniéres théories. Une de ces sources
potentielles serait I'accumulation au cours du temps de macromolécules, principalement de
protéines, agrégées (cross-linking theory). L'agrégation des protéines par un phénomeéne de
glycosylation (réaction de Maillard) est aujourd’hui associée au diabéte, a I'athérosclérose, aux
néphropathies, a la cataracte ainsi qu’a I'inflammation chronique (

). La derniéere théorie, celle des dommages a I’ADN somatique, propose que I'accumulation des
dommages a I’ADN (nucléaire et mitochondrial) soit a I’origine de la dysfonction cellulaire et la perte

de fonction des tissus observée au cours du vieillissement.

Toutes ces théories ne peuvent expliquer a elles seules le processus de vieillissement, aucune
n’exclut une autre et elles sont toutes, trés probablement, interconnectées ; hormones et infections
peuvent par exemple modifier le métabolisme de base des cellules, conditionnant la production de

radicaux libres, associés a la glycosylation des protéines ou encore a des dommages a I’ADN.

B) Marqueurs du vieillissement

L'étude des différentes théories décrites dans la section précédente a permis de définir que le
processus de vieillissement résulte d’'une accumulation, dépendante du temps, de dommages
cellulaires. ont identifié différents marqueurs cellulaires et moléculaires de
ces dommages. Ces neufs marqueurs du vieillissement sont hiérarchisés selon leur contribution
potentielle au processus de vieillissement ainsi qu’au phénotype agé: les marqueurs dits
« primaires » sont les sources des dommages cellulaires, les marqueurs « antagonistes » ne
contribuent au processus de vieillissement que s’ils sont fortement dérégulés et enfin les marqueurs

« intégrés » sont considérés comme responsables du phénotype.



1. Marqueurs « primaires » : sources de dommages
Le point commun caractérisant ces marqueurs dits primaires est que leur présence et leur
accumulation est catégoriquement négative. Il s’agit de l'instabilité génomique, de l'usure des

télomeéres, des altérations épigénétiques et de la perte de 'homéostasie des protéines.

Instabilité génomique
Un point-clé du vieillissement est |'accumulation de dommages génomiques (nucléaire et
mitochondrial). Ces dommages sont tres divers et regroupent les coupures simple- et double-brin, les
mutations ponctuelles, les translocations et I'intégration de virus ou de rétrotransposons (

). En plus de ces atteintes directes, la déstructuration de I’enveloppe nucléaire
(=laminopathie) est également liée a des dommages a I’ADN et a un vieillissement accéléré (

).

Les différents dommages a I’ADN sont pris en charge par un systéme complexe de réparation
comprenant différents senseurs, transducteurs et effecteurs capables de réparer la quasi-totalité des
atteintes représentées au cours du vieillissement. Or, I'expression et I'efficacité de ces différents
acteurs est diminuée au cours du vieillissement, pouvant expliquer I'accumulation des dommages
observée ( ). Limportance de ces systéemes de réparation est en effet validée
par de nombreux modeles cellulaires et animaux ol la délétion/mutation d’un ou plusieurs des
acteurs est associée a une accumulation de dommages a I’ADN et a des syndromes progeroides
( ). Cependant, la relation inverse, une surexpression de facteurs impliqués dans
la réparation protégeant de I'accumulation des dommages a I'ADN et du vieillissement est (i) peu
étudiée et (ii) révele des résultats disparates ( ). Par exemple, la surexpression
du facteur de réparation EEF1E1 (Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 Epsilon 1) ou celle de
PARP1 (poly(ADP-ribose) polymérase 1) chez la souris sont associées a une diminution de la survie et
au développement précoce de pathologies liées a I'age. Au contraire, la surexpression de la protéine
BUB1 (Budding Uninhibited by Benzimidazoles 1), kinase indispensable a la bonne ségrégation des
chromosomes est associée a longévité accrue ainsi qu’a un développement retardé des désordres
liés a I'age ( ).

Les stratégies visant a améliorer la longévité et a réduire le développement de pathologies liées a
I’age sont majoritairement obtenues, non en manipulant les voies de réparation de 'ADN mais
principalement en régulant le métabolisme; I'exemple le plus emblématique étant la restriction
calorique. L'effet bénéfique sur la stabilité génomique reste encore partiellement a élucider mais
agirait potentiellement via la réduction du stress oxydatif. Par ailleurs, si la longévité repose non
seulement sur un contréle des agents endommageant I’ADN, elle est aussi associée a une réparation

de I’ADN plus efficace en condition de restriction calorique ( ).



L’usure des télomeres
Les télomeres sont des structures complexes situées a I'extrémité des chromosomes, composées de
la répétition d’'un hexanucléotide [(TTAGGG)n] d’environ 5 a 15 kb chez I'homme et associées a un

complexe protéique nommeé « shelterin ».

Les études cellulaires sont les premieres a montrer que la diminution de la longueur des télomeéres
active une réponse des dommages a I’ADN résultant en un arrét spécifique du cycle cellulaire : la
sénescence réplicative, ou limite de Hayflick ( ). Cet arrét de la
prolifération peut étre inversé par I'expression ectopique de la télomérase, la polymérase impliquée
dans le maintien et la réplication des télomeres. La télomérase est exprimée et active dans les
cellules germinales et les cellules souches adultes; au contraire, elle n’est pas exprimée dans la
plupart des cellules somatiques différenciées et les télomeres se raccourcissent donc lors des
divisions cellulaires et au cours du vieillissement. Il est a noter que la longueur des télomeres peut

également étre modifiée par le stress oxydatif et certaines endonucléases.

Le role des télomeres dans le processus de vieillissement est établi notamment grace aux études
génétiques, montrant que des mutations/délétion touchant le systéme de maintenance des
télomeéres sont associées au développement de pathologies dégénératives et a un vieillissement
accéléré. Un exemple d’une de ces téloméropathies est la dyskératose congénitale (

). Les patients atteints de cette maladie présentent le plus souvent des
mutations dans les génes Tert (Telomerase Reverse Transcriptase) et Terc (Telomerase RNA
Component) codant pour les différents composants de la télomérase. Ces patients présentent des
télomeres raccourcis, une mortalité prématurée et le développement de désordres liés a I'dge. Des
arguments supplémentaires en faveur de l'implication des téloméres dans le vieillissement sont
retrouvés dans les modeéles animaux. Par exemple chez la souris, la réactivation de la télomérase par
transduction virale chez des animaux Tert”” réverse les phénotypes de vieillissement. De méme, le
traitement de souris dgées (1,5 a 2 ans) par un adénovirus exprimant la télomérase améliore leur

qualité de vie et allonge leur durée de vie ( ).

La relation entre longueur des téloméres, télomérase et vieillissement est donc parfaitement établie.
Il est néanmoins important de noter que de des phénotypes de vieillissement peuvent émerger de
maniere indépendante a la longueur des télomeres. En effet, des mutations dans les protéines du
complexe shelterin, ou une accumulation de dommages oxydatifs ( ) peuvent
activer une réponse persistante aux dommages a ’ADN au niveau des télomeéres et résulter dans un
phénotype de vieillissement accéléré. Il serait donc plus exact de parler de dysfonction des télomeres

plutét que de 'usure des téloméres comme marqueur primaire du vieillissement.

Altérations épigénétiques
Les modifications épigénétiques rassemblent les modifications des motifs de méthylation de I’ADN,
les modifications des histones, le remodelage de la chromatine et les altérations transcriptionnelles

(via les micro-ARNs). Ces différentes altérations retrouvées au cours du vieillissement sont



principalement caractérisées chez les organismes moins « complexes » comme le nématode et la
drosophile et les stratégies visant a moduler ces interactions ont permis dans certains cas de
modifier la longévité dans ces organismes ( ). Chez les mammiferes, méme si
les altérations sont clairement observées au cours du vieillissement, peu d’études sont aujourd’hui
capables de déterminer la contribution de ces altérations dans le processus de vieillissement ou
encore de réussir a moduler la longévité en modifiant ces différentes altérations. Je citerai
néanmoins I'exemple le plus prometteur : la modification des histones H3 par la déacétylase SIRT6
(Sirtuine 6). Les souris Sirt6™” présentent un vieillissement accéléré (

) et la surexpression de la protéine inverse le phénotype, avec une qualité et « quantité »

de vie supérieure aux contrdles, un effet cependant limitée uniquement aux individus males (

).

Perte de I’homéostasie des protéines

Le maintien de I'homéostasie des protéines est assuré d’une part par l'action des protéines
chaperonnes assurant le repliement et la localisation correctes des protéines et d’autre part par les
différents mécanismes de dégradation, le protéasome et I'autophagie. Tous ces systemes sont
réduits chez les animaux agés, notamment via la réduction globale de I'expression des différents
acteurs (chaperonnes, composants du protéasome/autophagosome) supposant que la dérégulation
globale des protéines est un élément clé du vieillissement ( ). Un
argument dans ce sens est que la majorité des pathologies neurodégénératives retrouvées lors du
vieillissement, comme la maladie de Parkinson, d’Alzheimer ou d’Huntington, résultent de

I’accumulation de protéines endommagées et/ou mal repliées.

Comme pour les altérations épigénétiques, les études visant a caractériser |'effet d’'une perte de
I’'homéostasie des protéines dans le processus du vieillissement sont peu nombreuses chez les
vertébrés et sont principalement caractérisées, avec succes, chez les nématodes et les insectes.
Concernant les protéines chaperonnes, seule la déplétion de la chaperonne CHIP (Carboxyl terminus
of Hsp70-Interacting Protein) est documentée chez la souris et est associée a un vieillissement
accéléré et une réduction de la longévité ( ). U'effet des protéasomes est étudié par la
surexpression d’une sous unité du complexe modifiée pour avoir une activité fortement réduite

(souris Tg-B5t)( ); ces animaux présentent une accumulation de protéines

polyubiquitinilées et/ou oxydées associée a une réduction de la qualité de vie et de la longévité.

La contribution de I'autophagie dans le vieillissement est caractérisée chez des souris surexprimant
certains composants de |'autophagosome (Lamp2, Atg5) permettant non seulement de restaurer
I'autophagie typiquement réduite lors du vieillissement mais également d’améliorer la qualité de vie
et la survie des animaux ( ). L'intérét et I'importance de I'autophagie explose
surtout avec la découverte qu’un traitement par la rapamycine, un inhibiteur de mTOR
(mammalian/mechanistic Target Of Rapamycin) contrélant I'autophagie, permet d’améliorer

considérablement la survie des animaux ( ). L'effet de la rapamycine sur le



vieillissement est strictement et uniquement dépendant de son effet sur I'autophagie chez les
organismes moins complexes (levures, nématodes et drosophile). En revanche, chez les mammiféres
I’effet est moins « clair » et la rapamycine agirait également sur d’autres marqueurs du vieillissement
comme l'altération épigénétique et la dérégulation de la réponse au nutriment)(

). Dans ce sens, |'utilisation du Resvératrol, un autre inhibiteur de mTOR, n’a pas d’effet sur la
longévité de souris saines (vieillissement physiologique) mais améliore par contre la survie d’animaux
soumis a un challenge métabolique ; cette molécule potentialise la survie des souris sous restriction
calorique et améliore la longévité des souris sous régime gras (High Fat Diet, HFD)(

). Ces différentes études montrent une relation forte entre autophagie et

métabolisme dans le vieillissement des mammiferes.

Dérégulation de la réponse aux nutriments

La capacité a déterminer et répondre aux variations environnementales en nutriments, composants
de base de la production d’énergie et des structure biologiques, est un prérequis a la survie des
organismes. Différentes voies de signalisation sont capables de détecter ces nutriments et vont
enclencher les réponses adaptées en se coordonnant entre elles, notamment via la production
d’hormones. L’abondance des nutriments entraine des processus anaboliques (construction de
nouvelles molécules/tissus) et de stockage et au contraire la pauvreté en nutriments active les

processus cataboliques (destruction/réutilisation des molécules).

La voie Insuline-IGF-1 (lIS) répond au niveau de glucose, I'activité de mTOR dépend, elle, du niveau
d’acides aminés. Ces deux voies sont activées en présence d’un environnement riche en nutriments
et favorisent les activités cataboliques. L’expression et 'activation des sirtuines et de I'’AMPK (AMP-
activated Protein Kinase) dépendent du NAD+ (Nicotinamide Adénine Dinucleotide) et de ’AMP/ADP
(Adénosine monophosphate / Adénosine diphosphate) respectivement, dont les niveaux sont élevés

en contexte pauvre en ressources ; le métabolisme activé en réponse est catabolique.

Dans ce sens, de multiples modeéles génétiques ( ) ou pharmacologiques
(Rapamycine, Resveratrol ( )) visant a réduire
I'activité des voies IIS et mTOR permettent d’améliorer considérablement la longévité des individus
et démontrent que les bénéfices liés a la restriction calorique sont, partiellement chez les
mammiféres, médiés par ces voies ( ). A l'inverse, c’est I'activation des voies
Sirtuines et AMKP qui va favoriser la survie. Ces études mettent également en évidence de

nombreuses boucles de régulation interconnectant les différentes voies.

Pour ajouter a la complexité de ces régulations, un paradoxe émerge des études caractérisant
I’expression et 'activité de la voie IIS : le niveau d’expression de la Somatotropine et d’IGF-1 diminue
au cours du vieillissement physiologique et chez les modeles d’animaux progéroides. Cette
diminution est donc caractéristique du vieillissement alors qu’une diminution constitutive,
provoquée améliore la longévité ! Une explication a ce paradoxe serait que I'inactivation de la voie

IS représente une réponse de survie/défense visant a réduire la croissance et le métabolisme afin de



limiter les dommages cellulaires, notamment a I’ADN ( ). Ainsi, les animaux
présentant une activation constitutive de la voie IIS survivent plus longtemps car ils présentent une
croissance et un métabolisme ralentis et donc, potentiellement moins de dommages cellulaires.
Toutefois, cette réponse de survie, si elle est chroniquement activée peut devenir délétere et
participer au processus de vieillissement. Cette balance fragile est notamment démontrée dans le cas
d’un modéle souris progéroide, les souris déficientes en Zmpste24 entrainant la déstructuration du
noyau. Ces animaux présentent une forte diminution des niveaux d’hormone de croissance et d’IGF-1
et une supplémentation en IGF-1 permet de rétablir I'activité de la voie IIS, retarde le développement

des pathologies liées a I’age et allonge la survie des individus ( ).

2. Marqueurs antagonistes
Les marqueurs antagonistes sont les marqueurs dont |'activation est initialement bénéfique et
nécessaire a la survie de l'individu. C’est leur activation chronique ou non contrélée qui va participer

au processus de vieillissement

Dysfonction mitochondriale

De nombreuses données et modeles génétiques montrent un effet néfaste des ROS produits par les
mitochondries (voir théorie des radicaux libres |.B.2). Cependant, des études plus récentes accordent
un effet protecteur des ROS mitochondriaux dans des conditions de stress. Les ROS mitochondriaux
sont ainsi indispensables a |'activation de mécanismes permettant la survie des cellules (i) en
hypoxie, via l'activation des facteurs HIF (Hypoxia-induced Factors), (ii) carencées, en activant
I'autophagie et le catabolisme, (iii) lors d’infection, nécessaire a la production de cytokines

inflammatoires et enfin (iv) lors de la réplication, en conditionnant la différenciation (

).

Ces différentes études aux résultats a priori opposés poussent a
réévaluer la contribution des ROS mitochondriaux dans le processus de vieillissement et harmoniser
les différentes études. Les auteurs proposent ainsi que les ROS soient un signal de survie en réponse
au stress, permettant la mise en place des réponses compensatrices appropriées. Avec I’age, le stress
et les dommages s’accumulant, le niveau de ROS augment en paralléle pour tenter de maintenir la
survie ; a partir d’'un certain seuil, les ROS sont néfastes et deviennent contributeurs, plutét que

protecteurs, au processus du vieillissement.

Indépendamment des ROS, les dysfonctions mitochondriales peuvent également étre impliquées
dans le processus de vieillissement. Ces dysfonctions regroupent les mutations de I’ADN
mitochondrial, I'oxydation des protéines, la déstabilisation de la chaine respiratoire ou I'altération de
la composition lipidique des membranes. Ce sont aussi la diminution de la biogenése, inhibée lors
des dommages a ’ADN ou d’une dysfonction des télomeéres, ainsi que le défaut d’élimination qui est

controlé par I'autophagie et indirectement les Sirtuines ( ). Toutes ces données
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démontrent un lien fort entre dysfonction mitochondriale, ROS et I'ensemble des marqueurs

primaires du vieillissement.

Sénescence cellulaire

La sénescence cellulaire est aujourd’hui communément caractérisée par I'arrét permanent du cycle
cellulaire en réponse a divers stress (dommages a I’ADN, dysfonction des télomeres, stress oxydant,
surexpression d’oncogenes) et est associée a des changements phénotypiques caractéristiques. Ces
caractéristiques incluent un arrét de croissance irréversible, une forte activité de la SA-BGAL
(Senescence-Associated B-Galactosidase), I'expression de suppresseurs de tumeurs et d’inhibiteurs
du cycle cellulaire (p16™“*, p19"*", p21, p53, pRB) avec, parfois, I'apparition de foyers nucléaires
d’hétérochromatine (SAHF). Les cellules sénescentes sécretent également de nombreux facteurs a
activité autocrine et paracrine, tels que des facteurs de croissance, des cytokines ou des protéases,
regroupés sous le nom de SASP (Senescence-Associated Secretory Phenotype). Si aucun de ces
marqueurs n’est exclusivement spécifique ou universel au phénotype, il est largement admis que les

cellules sénescentes en expriment la plupart.

La sénescence cellulaire n’est pas une simple « pause » mais permet de limiter activement la
progression tumorale ; elle est aussi impliquée dans le développement embryonnaire (
), la résolution des blessures ( ) et I'atténuation de

la fibrose hépatique ( ).

Concernant le vieillissement, il est clairement admis que les cellules sénescentes s’"accumulent dans
les tissus ; montrent ainsi une corrélation robuste entre expression de
p16™** et age chronologique chez la souris. Une implication de la sénescence dans le processus de
vieillissement est suggérée par une méta-analyse d’études GWAS qui associe le locus INK4a/ARF
(codant pour p16™“ et p19*%) a de nombreuses pathologies liées a I'dge. Cette relation est

NK42) chez des souris

démontrée par I'élimination des cellules sénescence (cellules positives pour pl6
progéroides ( ) ou wild-type agées ( ); dans les deux cas,
I’établissement des pathologies liées a I'age est retardé et la longévité est allongée !

Comme décrit pour la dysfonction mitochondriale, I'induction de la sénescence cellulaire et de

K92 a5t un mécanisme d’abord physiologique, une défense a la propagation de

I’expression de pl6
cellules endommagées et une aide a la résolution d’atteintes (blessures, fibrose). Mais avec le
vieillissement, comme les dommages sont chroniques et augmentent, les cellules sénescentes
s’accumulent dans les tissus, via une génération accélérée et/ou une élimination insuffisante médiée
par systeme immunitaire inefficace et participent ainsi au processus de vieillissement et a

I’établissement de pathologies.
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3. Marqueurs intégrés
Ce sont les marqueurs qui apparaissent lorsque les dommages accumulés via les marqueurs
primaires et antagonistes ne peuvent plus étre compensés par les mécanismes de

réparation/réponse au stress. Ce sont les principaux acteurs du déclin fonctionnel observé avec I'age.

« Epuisement » des cellules souches
La perte de capacité de régénération des tissus est I'une des caractéristiques les plus évidentes du
vieillissement. Le déclin fonctionnel des cellules souches, résultant d’'une perte de capacité a se
renouveler, proliférer, s’activer et se différencier, va toucher virtuellement tous les tissus : le sang
(cellules hématopoiétiques), I'intestin, la peau, les muscles ou encore le cerveau (

). Les modeles génétiques et les traitements pharmaceutiques démontrent que I'ensemble des
marqueurs du vieillissement décrits jusqu’ici participent a I'établissement de cette perte de fonction

des cellules souches ( ).

L’épuisement des cellules souches se présente alors comme la conséquence de |'accumulation de
multiples dommages liés au vieillissement et constitue I'un des principaux coupables du phénotype
observé avec |’age. Ce marqueur n’est néanmoins pas seulement la conséquence de changements
intrinseques aux cellules mais peut également étre influencé par le milieu extérieur ; c’est le dernier

des marqueurs de vieillissement.

Altération des communications inter-cellulaires

Le processus de vieillissement est un phénomeéne global touchant tous les tissus suggérant que des
facteurs extrinséques, présents dans |'environnement cellulaire, sont impliqués dans ce déclin
systémique. En effet, avec I'age les cellules modifient la quantité et les types de facteurs sécrétés qui
vont pouvoir moduler les cellules voisines et/ou distantes. Ces cellules peuvent a leur tour modifier

leur sécrétome, créant un cercle vicieux et néfaste.

Les exemples les plus évidents de l'importance de facteurs sécrétés dans le processus de
vieillissement sont les études de parabioses hétérochronique ou deux souris d’age différents
partageant leur systeme circulatoire ( ). L'exposition a un sang
« jeune » permet de rétablir le potentiel de régénération du muscle agé, notamment en
« rajeunissant » les cellules souches. A l'inverse, les cellules souches neuronales exposées a un sang
agé perdent leur capacité de régénération impliquant que le déclin fonctionnel observé provient, en
partie, de changements avec I'dge dans les facteurs sécrétés et véhiculés de maniére systémique

(sang).

Une autre altération de la communication intercellulaire caractéristique du vieillissement est
I'inflammation, présente de maniére chronique, persistante et systémique chez les mammiféres agés
(on parle d’« Inflammageing »). Cette inflammation résulterait de I'accumulation de molécules
(Acides nucléiques, protéines, lipides) endommagées ou mal localisées provenant de cellules ou

d’organelles abimées ou mortes. Dans ce contexte particulier, ces signaux endogenes peuvent étre
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reconnus et activer le systeme immunitaire a l'origine de l'inflammation chronique observée
( ). Le déclin du systeme immunitaire, caractérisé par des réactions
inflammatoires mal contrélées, ainsi que I'accumulation de cellules sénescentes pourrait également

participer au phénotype inflammatoire.

L'inflammageing se caractérise par la forte activation de I'inflammasome NLRP3 (NOD-like Receptor
family, Pyrin domain containing 3), de la voie de signalisation de NF-kB (Nuclear Factor kappa B) et la
sécrétion de cytokines proinflammatoires comme I'Interleukine-1pB, I'lL-6, le TNFa (Tumor Necrosis
Factor Alpha) et les interférons (IFN). Cette inflammation chronique est impliquée dans la
pathogenese de la plupart des pathologies liées a I'dge. Elle contribue notamment a la
dégénérescence des tissus en inhibant la fonction des cellules souche ou en provoquant I'apoptose
des cellules; elle participe également a I'accumulation des cellules sénescentes en diminuant

I'activité du systéme immunitaire ( ).

L'identification et la caractérisation des différents marqueurs liés au vieillissement permettent
d’établir des pistes thérapeutiques potentielles visant a ralentir I'accumulation des différentes
altérations, décrites tout au long de cette section, qui dirigent le processus de vieillissement. Le
controle de ces altérations est crucial car il conditionne non seulement la longévité mais
principalement I'établissement des pathologies liées a I’age et le succes des traitements envisagés

(s’ils existent).

C) Pathologies liées a I’age

L’age est le principal facteur de risque du développement de la plupart des pathologies chroniques
et/ou dégénératives et conditionne la longévité et la qualité de vie. Dans ce sens, les interventions
visant a allonger la survie des modéles animaux diminuent ou freinent le développement de ces

pathologies.

Quelle est la relation entre vieillissement et pathologies liées a I'dge ? Les deux partageraient les
mémes mécanismes de base : I'accumulation des altérations moléculaires et cellulaires décrits dans
la section précédente. Dans cette hypothese, le vieillissement et les pathologies liées a I’dge sont a
considérer comme différentes trajectoires d’'un méme processus mais avec des vitesses différentes
( ). Le développement des pathologies liées a I’age serait donc un phénomene
de vieillissement « accéléré » alors que les centenaires, ce petit groupe de personnes capables
d’atteindre un grand age en ne développant peu ou pas de pathologies, présenteraient un

vieillissement ralenti.
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Cette hypothese est appuyée par le fait que les maladies liées a I'dge présentent une longue période
asymptomatique, ol la pathologie n’est pas diagnostiquée mais les altérations moléculaires et
cellulaires sont déja présentes dans les tissus. Je citerai ici I'exemple de deux pathologies
neurodégénératives : la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson. Ces deux pathologies
résultent de I'accumulation de protéines mal repliées, les protéines B-amyloides et Tau dans le cas
d’Alzheimer et I'a-synucléine pour la maladie de Parkinson. Dans les deux cas, ces altérations sont
retrouvées chez des patients agés sans signes cliniques de la maladie, suggérant un continuum entre
le vieillissement physiologique et la maladie neurodégénérative liée a I'age (

). Les deux pathologies présentent également de nombreux marqueurs du
vieillissement décrits précédemment : dommages a I’ADN, dysfonction mitochondriale, perte de
I'homéostasie des protéines, épuisement des cellules souches, sénescence cellulaire et enfin,
inflammation. Il est important de noter que ces altérations ne sont pas limitées aux neurones mais
affectent I'ensemble de I'organisme avec notamment dans le cas de ces pathologies, le systeme
immunitaire et I'épithélium intestinal qui sont deux régulateurs-clés du microbiote, fortement

dérégulé chez les patients ( ).

Comment des mécanismes similaires peuvent-ils conduire a un vieillissement sain d’'un c6té et au
développement de pathologies de I'autre ? Pour les altérations moléculaires
et cellulaires liant vieillissement et pathologies s’inscrivent dans le concept « d’hormese » selon
lequel un signal de stress peut étre a la fois bénéfique et néfaste selon son intensité (

). Si Iintensité des altérations ne dépasse par le seuil au-dela duquel les mécanismes
adaptatifs de réponse au stress ne sont plus protecteurs, le vieillissement sera « réussi ». Au
contraire, des stress trop importants vont accélérer ce vieillissement et le développement des
pathologies. Avec cette théorie, méme les centenaires « sains» (super-agers, en anglais)
n’échappent pas au déclin physiologique et a I'accumulation d’altérations dans les tissus mais le
développement de ce processus est suffisamment lent pour leur permettre de rester sous le seuil du

développement de pathologies ( ).

Suivant cette théorie, il devient crucial d’identifier des biomarqueurs d’age biologique, c’est a dire
capables d’identifier des individus « plus jeunes » ou « plus dgés » que leur age chronologique, afin
d’anticiper le développement de symptomes cliniques. Malheureusement a ce jour, les marqueurs
proposés (méthylation de ’ADN, N-glycosylation des protéines ou encore composition du microbiote
intestinal) s’ils permettent effectivement d’établir un niveau d’altération lié au vieillissement (= age
biologique), ils ne peuvent prédire quelle(s) maladie(s) la personne sera prédisposée a développer

( )-
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Figure 1 : Continuum entre vieillissement et pathologies liés a I'age. La progression et I'accumulation des
altérations moléculaires définiront le développement de pathologies chez les individus. Certains, comme les
centenaires, présentent un processus d’accumulation d’altérations moléculaires suffisamment lent pour rester
sous le seuil de développement de pathologies manifestes (fleche grise). Une accumulation plus rapide des
altérations conduit chez certains au développement d’un syndrome gériatrique (fleche verte), une condition
regroupant des atteintes polyfactorielles telles que I'anorexie, la fragilité, la dépression, la confusion mentale ou
les douleurs chroniques. Ce statut est considéré comme réversible et des stratégies de rajeunissement devraient
rétablir un statut clinique sain. Enfin, tous les autres individus vont présenter un vieillissement « accéléré » avec
I’accumulation rapide et non controlée d’altérations a I'origine du développement de pathologies liées a I'age
(fleche orange).

Une implication au continuum vieillissement-pathologies liées a I'age est qu’une médecine efficace
serait de lutter contre le vieillissement pour combattre les différentes pathologies, et non de les
traiter une par une. Deux perspectives sont ainsi possibles : (i) ralentir au maximum la progression du
vieillissement avec des traitements/style de vie contrélant I’établissement des différents marqueurs
ou (ii) plus radicalement, essayer de rajeunir les tissus/organes. Ces stratégies de rajeunissement
reposent actuellement sur I’élimination des cellules sénescentes avec I'utilisation de sénolytiques, la
régulation du métabolisme, I'administration de facteurs sanguins ou la reprogrammation cellulaire
( ). Principalement caractérisées chez la souris ou dans un systeme de
culture cellulaire humain, ces stratégies devraient néanmoins se transposer dans un futur trés proche

chez 'Homme et contribueraient trés probablement a I'laugmentation de la limite d’espérance de vie.

Malgré ces avancées, il reste encore aujourd’hui extrémement important de caractériser de
nouveaux acteurs des altérations moléculaires liées a I’age et leur contribution dans les différentes
pathologies associées afin d’identifier de nouveaux moyens de freiner le processus de vieillissement,

voire de l'inverser, pour aider les organismes a rester « sain » et actif le plus longtemps possible.
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I1. DICERI : Une enzyme aux multiples facettes.

La protéine DICER, découverte chez la drosophile au début des années 2000 ( )
est initialement décrite et caractérisée pour son role majeur dans la maturation des micro-ARN
(miR). Le chapitre suivant va montrer comment les études réalisées jusqu’a aujourd’hui révelent non
seulement une protéine hautement conservée au cours de I'évolution, mais également une enzyme
capable d’assurer une grande variété de fonctions grace a ses multiples domaines qui vont définir les
substrats, les cofacteurs et les différents produits de ces interactions. La bréve description des
fonctions de DICER permettra j'espere de montrer comment la protéine pourrait étre un élément

relevant dans les études du vieillissement.

A) Généralités sur DICER
1. Famille des enzymes ribonuclases I1l (RNase Il1)

DICER est une enzyme appartenant a la famille des ribonucléases Il (RNAse IlI). Ces molécules se
caractérisent par la présence d’un ou plusieurs domaine(s) RNAse Ill capables, sous forme d’un
dimeére, de cliver ’'ARN double-brin. Les RNAses Il sont présentes chez la quasi-totalité des bactéries

et des Eucaryotes et se divisent en 3 classes selon le niveau de complexité de la molécule.

Les RNases Ill de classe 1 regroupent les enzymes les plus simples représentées chez les bactéries et
les Eucaryotes « simples ». Dans ces organismes, |'activité catabolique nécessite la dimérisation de 2
molécules. L’évolution des enzymes chez les Eucaryotes supérieurs complexifie les molécules en
ajoutant des domaines supplémentaires, définissant les classes 2 et 3 (cette derniere classe étant
représentée majoritairement par DICER). Ces nouveaux domaines permettent d’acquérir une activité
catabolique via lintradimérisation des modules RNAse Il ainsi que l'apparition de fonctions

complémentaires.

2. La protéine DICER : structure et domaines

Bien que la protéine DICER n’ait a ce jour encore jamais pu étre cristallisée entierement, de
nombreuses études ont pu établir la structure et la position des différents domaines composant
I’enzyme. Les principaux domaines d’une protéine DICER « type » sont les suivants (de I'extrémité N

terminale a C-terminale — ) :

- Domaine hélicase ARN: la fixation de I'’ARN a ce domaine permettrait de discriminer
différents types de substrats et d’améliorer le clivage par un changement de conformation
substrat-dépendant de I'enzyme ( ). La présence de ce domaine n’est

cependant pas nécessaire a I'activité endonucléase de la protéine ( ).
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Domaine DUF283 (Domaine of Unknow Function 283) : la fonction de ce domaine n’est a ce

jour pas connue. Il est néanmoins nécessaire pour la bonne conformation de la protéine et

son activité endonucléase. Une étude montre également que ce module est capable de lier
I'acide nucléique sous forme simple-brin (

déterminer de fonction a cette interaction.

), sans pouvoir
Domaine PAZ (Piwi/Argonaut/Zwille) : ce domaine est indispensable a la reconnaissance et la

fixation du substrat, son affinité a I'enzyme, ainsi qu’a I’activité catalytique de I'enzyme.

Domaines RNAse Il (a et b) : Ces deux modules composent le coeur catalytique de I'enzyme
et sont responsables du clivage des différents substrats.

Domaine RBP (RNA-Binding Protein) : domaine de liaison a I’ARN double-brin

La structure tertiaire de DICER forme un « L » avec a sa base, les domaines hélicase et DUF283, au
niveau du corps, les domaines RNAse Il et RBP et a la téte, le domaine PAZ (Figure 2B).

DUF RNase 11 RNase Il
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Figure 2 : Domaines et structure de la protéine DICER A| Représentation graphique des différents domaines
de la protéine DICER non repliée. B| Représentation de la structure tertiaire de la protéine, avec un

repliement en forme de « L » et de I'organisation spatiale des domaines dans la protéine (domaine de la
méme couleur qu’en A.)

3. Evolution des homologues Dicer

Différentes protéines DICER peuvent étre retrouvées selon les organismes. En effet, la famille de

génes Dicer se serait diversifiée de maniére indépendante chez les animaux et les plantes a partir
d’un Eucaryote ancestral, coincidant avec I'apparition de la multicellularité (

). Cette diversification répondrait alors a un besoin de complexification dans la
régulation d’expression des genes chez les organismes pluricellulaires. La diversification a donné

naissance a deux groupes chez les animaux (Dicer-1 et Dicer-2) et a 4 groupes chez les plantes

(protéines Dicer-like (DCL), DCL-1 a DCL-4). Chacun de ces groupes reconnait des substrats et génére
des produits différents.
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L'exemple le plus emblématique et le mieux caractérisé a ce jour est retrouvé chez la drosophile.
DICER-1 reconnait spécifiquement les micro-ARNs précurseurs, provenant de la transcription de
I’ADN cellulaire. Ces précurseurs, simple-brin mais formant une structure tige-boucle, sont clivés en
micro-ARN mature ensuite impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle des génes (décrit
dans la partie 11.C.1). DICER-2 reconnait des ARNs double-brin endogénes et exogénes, notamment
les ARNs issus de particules virales. Ces ARNs sont clivés en siRNA (silencing RNA ou short-interferent
RNA) qui vont participer au processus de RNA interférence (RNAI) en conduisant a la dégradation des
ARN cibles ( ). DICER-2 a donc essentiellement une activité antivirale qui est reconnue

comme indispensable a la protection des organismes contre les virus ( ).

De maniére intéressante, DICER-2 est perdu chez les animaux ayant développé une stratégie
antivirale alternative : il s’agit du systeme « Interféron » présent exclusivement chez les vertébrés.
Mon modele d’intérét, la souris, ne possede alors plus qu’une seule copie dans son génome, notée

Dicerl.

B) Le géne Dicerl et sa régulation chez la souris

1. Transcription du géne Dicer1
La localisation chromosomique du géne Dicerl, ainsi que le nombre d’exons dont il est composé
varient selon les especes. Chez la souris, Dicerl est localisé sur le chromosome 12 et comporte 31

exons.

Le gene produit six transcrits par épissage alternatif ; quatre d’entre eux ne sont pas codants. Un des
transcrits codants donne la protéine compléte ; I'autre est responsable de la production d’une forme
tronquée de DICER dans sa partie N-terminale, avec notamment la perte du domaine hélicase. Cette
isoforme, nommée Dicer®, est spécifique de la famille des Muridae (rat et souris) et son expression

est restreinte aux oocytes (voir partie I11.B.n) ( ).

2. Régulation transcriptionnelle de Dicer1
Si la structure du géne et ses transcrits chez ’lhomme et la souris sont aujourd’hui bien décrits, les
processus régulant sa transcription sont en revanche bien moins connus. Je cite ici les quelques

exemples décrits dans la littérature.

En 2010, , montrent que le géne Dicerl, chez ’lhomme comme chez la souris, est
sous contréle du facteur de transcription MITF (Microphthalmia-associated transcription factor) dans
les mélanocytes. La fixation du facteur de transcription en amont du géne Dicerl active sa

transcription lors de la différenciation de la cellule.
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Identifié¢ par un ChIPSeq (chromatin immunoprecipitation and sequencing) réalisé a partir de
kératinocytes humains, le facteur de transcription TA-p63, un membre de la famille de la protéine
P53, est également capable d’activer la transcription de Dicerl. Cette observation, ensuite validée
dans des fibroblastes embryonnaires murins (MEFs) implique I'axe TA-p63/DICER dans la régulation

de la tumorigenése et de la sénescence cellulaire ( ).

Le ChipSeq permet d’identifier dans les années suivantes les facteurs de transcription SOX-4 (SRY-
related high-mobility group box4) et B-Caténine capables de réguler I'expression du géne Dicerl dans

les mélanomes ( ) et les neurones des noyaux accumbens respectivement (

).

Ces différentes données, bien que relativement éparses, révelent néanmoins un contréle strict de
I’expression de Dicerl dans le temps (e.g lors d’'une différenciation cellulaire) et dans I’espace
(spécifiqguement a un type cellulaire). Pour ajouter a cette complexité, les travaux de

montrent clairement que dans différentes lignées cellulaires humaines, le niveau
d’expression de '’ARNm de Dicerl ne correle pas toujours avec |'expression de la protéine,

impliqguant des mécanismes de régulation post-transcriptionnelle.

3. Régulation post-transcriptionnelle de Dicer1
De méme que pour la régulation transcriptionnelle, les données montrant une régulation post-

transcriptionnelle de Dicerl sont encore trés limitées.

En étudiant différentes lignées cellulaires humaines, montrent que
I’expression de la protéine DICER est diminuée par un traitement a la TSA (deacetylase inhibitor
trichostatin A) et différents stress cellulaires comme une accumulation de ROS, un traitement au
phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) ou encore une sur-activation de I'oncogéne RAS. Ils montrent
également que I’ARN double-brin et les interférons de type | (IFN-I) diminuent I'expression de DICER
alors que I'IFNy l'augmente. Ces changements sont observés majoritairement au niveau de
I’expression de la protéine et non de I’ARN messager, impliquant des mécanismes de régulation post-

transcriptionnelle qui ne sont néanmoins pas proposés ou décrits par les auteurs.

Certains mécanismes de régulation ont pu néanmoins étre davantage décrits et caractérisés. Ainsi,
identifiée initialement dans un systeme in vitro (cellules humaines Hela), la protéine AUF1 (AU
binding factor 1) est capable de lier 'ARNm de Dicerl, provoquant son instabilité (

). Cette interaction est également confirmée dans les cellules mononuclées du sang (PBMC)
aussi bien chez I’homme que chez la souris ( ). Dans cette derniere étude, il
est montré que la Metformine, un agent antidiabétique, régule indirectement DICER en provoquant
le détachement et la relocalisation d’AUF1 dans le noyau et donc la stabilisation de 'ARNm de

Dicer1l. De maniere trés intéressante, les travaux antérieurs de I’équipe associent un traitement

19



chronique de Metformine et augmentation de la qualité et durée de vie chez la souris (

) ; ceci suggere indirectement une implication de DICER dans le vieillissement !

Dans une étude visant a localiser les séquences capables d’étre liées par I’'enzyme DICER,
découvrent que le transcrit de Dicerl lui-méme contient plusieurs sites de fixation de la
protéine. Un mécanisme d’auto-régulation de I'expression est alors proposé, avec la fixation de la

protéine DICER sur son propre ARN messager inhibant sa traduction.

Les derniers éléments décrits dans la régulation post-transcriptionnelle de Dicerl sont les miRs. En
effet, TARNm issu de Dicerl posséde des sites de fixation pour les miR let-7, miR 103/107 et miR
130a ( ). Tous ces miRs, une fois fixés a L'ARNm, inhibent la traduction de 'ARNm de

Dicerl et diminuent donc son expression.

4. Régulation de la protéine DICER

Une fois la protéine traduite, différents mécanismes de régulation peuvent encore intervenir.

DICER, chez la souris comme chez 'homme, peut étre phosphorylée sur différents résidus. La
phosphorylation va définir la localisation de la protéine ; dans son état basal non phosphorylée, elle
est majoritairement cytoplasmique. Sa phosphorylation la délocalise dans le noyau. La capacité de se
transloquer d’un compartiment a l'autre en fonction son état de phosphorylation est un processus
conservé ( ) et nécessaire au bon fonctionnement de la cellule et au développement
de I'organisme. En effet, I'expression d’une protéine constitutivement phosphorylée chez la souris
provoque un phénotype sévére, avec une mortalité périnatale élevée ainsi qu’une infertilité et un

vieillissement accéléré chez les animaux survivants ( ).

DICER peut également étre modifiée par I'ajout de peptides SUMO. Ce phénomeéne est décrit
notamment dans les macrophages humains exposés a la fumée de cigarette. Les mécanismes sous-
jacents restent a élucider, mais la SUMOylation de la protéine diminue son activité de clivage et a

terme, son expression dans les cellules ( ).

Le niveau d’expression de la protéine est également régulé par son niveau de dégradation. Ainsi, le
Panoblinostat, inhibiteur non sélectif des histones désacétylases (HDAC 1 a 9, 11), agit sur le niveau
d’expression de DICER non pas au niveau de sa transcription comme attendu, mais plutét en
dirigeant sa dégradation par le protéasome via un mécanisme qui reste encore a élucider (

). DICER est aussi la cible d’une autophagie sélective dépendante du

récepteur NDP52 (Nuclear Dot Protein 52 Kd) ( ).

Enfin, il est important de mentionner que méme si la protéine seule est capable de cliver I’ARN
double-brin in vitro, il est aujourd’hui bien établi que DICER fonctionne majoritairement dans des
complexes multiprotéiques dont I'activité va dépendre des différents cofacteurs. Un exemple peut

étre donné avec la régulation de I'activité de clivage de DICER par le fer cytosolique. En condition
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normal, le chélateur de fer nommé PCBP2 (Poly(C)-binding protein 2) se multimérise et fixe la
protéine DICER, améliorant son activité catabolique. Un excés de fer inhibe cette activité, d’une part

en empéchant la multimérisation de PCBP2 et d’autre part en empéchant sa liaison a DICER (
).

Les régulations post-traductionnelles ainsi que les cofacteurs de DICER vont ainsi non seulement
réguler l'activité catabolique de I'enzyme mais également conditionner sa localisation et ses

substrats, définissant un ensemble de fonctions bien distinctes.

C) Les fonctions de DICER

1. Fonction classique : maturation des miRs

Les miRs, acteurs de l'interférence ARN (RNAI)
Le premier microARN a été identifié il y a presque 40 ans chez le nématode Caenorhabditis elegans :
il s’agit de Lin-4, impliqué dans le développement ( ). Lin-4 est initialement
décrit comme un géne codant, et ce n’est que 10 ans plus tard que les travaux de

vont le caractériser comme un petit ARN non codant de 22 nucléotides, capable de
fixer un autre ARN impliqué dans le développement, I’ARN messager lin-14 et d’en réduire
I'expression de la protéine résultante LIN-14. Ces travaux restent peu significatifs jusqu’a
I'identification d’un autre micro-ARN : Let-7. Ce miR est retrouvé conservé dans de nombreux
organismes suggérant que cette classe d’ARN régulateur a un role biologique bien plus étendu que le
simple développement du nématode ( ). Ces travaux précipitent la
caractérisation de l'interférence ARN (RNAI), i.e I'inhibition post transcriptionnelle des genes par la
fixation de micro-ARN, la découverte de plusieurs milliers de miRs ainsi que l'identification des

différents acteurs de leur biogenese.

Biogenese des miRs

Plusieurs étapes sont nécessaires avant |'obtention d’un miR mature ( ). La premiere étape
est 'obtention d’un micro-ARN primaire (pri-miR). Ce pri-miR peut étre le seul transcrit d’un géne ou
bien étre transcrit a partir de séquences introniques ou non traduites (UTR: Untranslated
Transcribed Region) d’un géne codant. De maniére similaire aux ARN messagers, le pri-miR est
généralement épissé, posséde une coiffe et une queue poly-A. A cette étape, il s’agit d’un ARN long
(~1000 nucléotides) possédant une structure en tige-boucle interne et ses extrémités 3’ et 5’ sous

forme simple-brin.

Un fois transcrit, le pri-miR va étre pris en charge par le complexe « microprocesseur » composé de

DROSHA et de DGCR8 (DiGeorge syndrome Chromosomal Region 8). Le complexe reconnait et fixe la
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structure en tige-boucle de I’ARN et DROSHA clive les extrémités 3’ et 5’ libérant un petit ARN (~65

nucléotides) en forme d’épingle : il s’agit d’'un micro-ARN précurseur (pre-miR).

Le précurseur est ensuite exporté dans le cytoplasme grace a I'exportine 5 (EXP5) ou il va étre
reconnu par un complexe protéique contenant DICER. Cette derniere va fixer et cliver 'ARN au
niveau de la boucle pour former un duplex ARN. La fixation et le site de clivage sont aujourd’hui bien
caractérisés grace a |'étude des différents domaines de la protéine décrits en Il.LA.2. Le domaine
hélicase permet de fixer le précurseur et de le positionner au sein de la protéine. Deux poches au
sein du domaine PAZ vont ainsi pouvoir fixer I’ARN, préférentiellement au niveau de son extrémité
3’. Le site de clivage par les domaines RNAse Ill est situé a une distance fixe de I'extrémité 3’

(3’counting rule), typiquement entre 21 et 25 nucléotides (Figure 3B).

DICER agit au sein d’'un complexe multiprotéique, notamment avec la fixation de la protéine TRBP
(TAR RNA Binding Protein) et son co-facteur PACT (Protein Activator of PKR). Si ces deux protéines
ont été identifiées tres t6t dans la voie de biogenese des miRs, leur role reste incertain chez les
mammiféres. Certaines données suggerent qu’elles peuvent influencer la localisation du site de

clivage et I'efficacité de ce dernier.
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Figure 3 : Biogenése des miRs. A| L'obtention d’un miR est le résultat de plusieurs étapes : Le micro-ARN primaire
issu de la transcription subit un premier clivage dans le noyau par le complexe micro-processeur (DROSHA +
DGCRS8). Le micro-ARN précurseur formé est exporté dans le cytoplasme via 'EXP5 et clivé par le complexe
comprenant DICER. Un des brins du duplex formé est pris en charge par le complexe RISC composé de protéine
AGO et forme le miR, fonctionnel. B|Le micro-ARN précurseur est positionné dans le site catalytique de DICER via
sa base, avec I'aide du domaine hélicase. Une fois positionné, la distance entre les domaines PAZ et RNase ||
détermine la position au niveau de laquelle est clivé le micro-RNA (ruler).
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La derniere étape consiste a I'intégration du duplex ARN formé par DICER au sein du complexe RISC
(RNA-induced Silencing Complex) formé par les protéines argonautes (AGO). Un des brins du duplex,
nommeé brin guide, est sélectionné grace a ses propriétés de stabilité thermodynamique et donne le
microARN mature. Le second brin, nommé brin passager et noté microARN*, va étre rapidement

dégradé dans le cytoplasme aprés s’étre détaché du duplex.

DROSHA et DICER, des protéines aux fonctions polyvalentes éclipsées par I'étude des miRs ?

Les miRs et I'interférence ARN suscitent depuis leur découverte un intérét considérable de la part de
la communauté scientifique avec prés de 10 000 articles publiés sur le sujet par an ces 10 dernieres
années (Source PubMed, Recherche (microRNA or miR or RNAi [MeSH Major Topic])). Les miRs ont
été ainsi impliqués dans virtuellement tous les processus physiologiques ou pathologiques du vivant,
y compris mon sujet d’intérét : le vieillissement ( ). Dans la
majorité de ces études, I'implication d’une dérégulation de Dicer1 dans le vieillissement se résume a

son effet sur I'expression de différents miRs.

Pourtant, de nombreuses données suggerent que la protéine possede des fonctions indépendantes
de la maturation des miRs. Les premiéres données viennent des différents phénotypes observés
entre cellules délétées en DROSHA ou délétées en DICER. Si le role de ces enzymes se limitait a la
production des miRs, la déplétion de l'une ou l'autre des protéines devrait engendrer des
phénotypes identiques. Si c’est le cas dans certaines cellules, de nombreux exemples prouvent le
contraire. Une déplétion de DROSHA et non de DICER dans les cellules souches neuronales entraine
une différenciation précoce ( ). Une déplétion de DICER et non de DROSHA
entraine la mort cellulaire dans les cellules de la rétine (plus précisément décrit en II.C.2. (

). Ces observations suggerent que les mécanismes impliqués dans les différents phénotypes

ne résultent pas seulement d’'une modification de I’expression des miRs.

Par ailleurs, en étudiant les sites potentiels de fixation de DICER dans un systeme de culture cellulaire
humaine et chez C. elegans, identifient une grande variété de substrats,
conservés phylogénétiquement. DICER fixe non seulement les pre-miRs mais également une pléthore
d’ARN différents : ARN messagers, structuraux, non-codants, mitochondriaux. Certains sites sont
également dits « passifs » : ils fixent la protéine mais n’entrainent pas de clivage. Tous ces éléments

suggerent également des fonctions DICER indépendantes des miRs.

2. Autres fonctions impliquées dans I'inhibition post-transcriptionnelle des génes

RNA| indépendante des miRs

L'activité endonucléase de DICER n’est pas limitée aux précurseurs miRs. L’'enzyme est ainsi capable
de lier et cliver certain ARN de transfert (tRNA) pour former de courts fragments ARN nommés tRFs
(tRNA-related fragments). De la méme maniere, I’ARN nucléolaire (snoRNA — small nucleolar RNA)

peut étre la cible de DICER, générant de petits ARNs plus stables appelés sdRNAs (SnoRNA-derived
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RNAs). Ces différents produits — tRFs et sdRNAs — possédent une activité trés proche des miRs par

leur capacité a lier un ARNm cible et a en réguler la traduction/dégradation ( ).

Endo-siRNA : Isoforme spécifique DicerO

La production d’endo-siRNA semble négligeable dans les cellules somatiques de mammiferes,
probablement par I'absence des protéines RARPs (RNA-dependant RNA polymerases), un élément clé
de I'amplification des siRNA précurseurs. En revanche les siRNA sont retrouvés en forte abondance
dans les oocytes et les embryons au stade de pré-implantation de la souris. Ces endo-siRNA dérivent
de transcrits de rétrotransposons et de pseudogenes et sont nécessaires a la survie de la cellule.
Cette activité RNAi médiée par les endo-siRNA est en contraste avec les études montrant une
protéine DICER peu efficace a générer les siRNA - comparé au miRs - chez les mammiféres. Une
explication se trouve avec les travaux de démontrant |'existence d’une isoforme
spécifique de DICER, nommée Dicer® dans les oocytes. Cette isoforme est générée 3 partir d’un
promoteur alternatif résultant de I'intégration d’un rétrotransposon et est tronquée de son domaine
hélicase en sa partie N-terminale. Dicer® posséde une affinité plus élevée pour les longs ARNs double-

brin que pour les précurseurs miRNA et présente une activité catabolique plus importante.

DICER et défense antivirale

Si le mécanisme est parfaitement décrit dans les plantes, nématodes et insectes, la production
DICER-dépendente de siRNA a partir d’ARN viral comme mécanisme de défense antivirale chez les
mammiféres fait encore I'objet de nombreux débats. La production de vsiRNA (viral siRNA) a en effet
été observée mais toujours associée a des contextes trés particuliers. Par exemple, la protéine DICER
humaine exprimée dans un systeme de cellules de drosophile est capable de produire des vsiRNAs
lors d’une infection par le virus Sindbis (SINV) ; ces vsiRNAs ne protégent toutefois pas les cellules de
I'infection virale ( ). Une autre étude montre que l'infection de cellules de hamster
et de jeunes souriceaux non sevrés par le virus Nodamura (NoV) entraine la production de vsiRNAs
responsables de la clairance du virus. Ces résultats sont toutefois obtenus uniquement si le virus est
modifié pour ne plus exprimer la protéine VSR, un inhibiteur de la RNAi. Aucune production de
vsiRNAs n’est observée avec le virus wild-type ( ). La défense antivirale par RNAi est
également présente dans les cellules souches, et de maniére intéressante, perdue lors de la
différenciation ( ). Les cellules souches ne possédant pas de réponse IFN efficace,
une hypothése de la communauté scientifique propose que réponse IFN et RNAi soient
mutuellement exclusives. En I'absence d’une réponse IFN efficace, DICER lie I’ARN viral et initie la
production de RNAi comme mécanisme antiviral. En revanche dans les cellules différenciées
possédant la réponse IFN fonctionnelle, les senseurs a ARN (RIG-1, MDAS5) entreraient en
compétition avec DICER pour la fixation de I’ARN viral et initient la puissante réponse IFN, masquant

I'interférence a I’ARN.

Outre sa capacité a générer les vsiRNA, DICER est également impliquée dans la réponse aux

infections via la production classique des miRs. Son action peut étre bénéfique, avec la production de
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miRs endogenes dirigés contre des transcrits codants des protéines virales impliquées dans la
réplication ; c’est le cas des miR24 et miR93 dirigés contre I’ARN du virus de la stomatite vésiculaire
(VSV) ( ). Les miRs sont également indispensables a I'établissement d’une réponse
IFN rapide et efficace ( ). Un role « proviral » de DICER est également décrit
pour certains virus a ADN. Dans ce cas, la voie de biogenese des miRs peut étre détournée par le
virus qui code ses propres miRs. Une fois maturés par la protéine DICER de I'h6te, ces miR viraux

ciblent des genes de I’h6te ainsi que des genes viraux impliqués dans la survie ( ).

3. Régulation transcriptionnelle des génes
Outre son activité endonucléase, DICER est également capable de lier 'ADN et d’interagir avec I’ARN
polymérase Il lors de la transcription des genes. Cette fixation se fait préférentiellement au niveau
des promoteurs et des sites de terminaison de la transcription et est spécifique a certains génes. Ces
interactions permettent la régulation de la transcription des génes et notamment leur inhibition en
favorisant le recrutement de protéines modifiant les histones et ’ADN et I'établissement de marques
répressives — Il s’agit ici d’'un mécanisme de « TGS » (Transcriptionnal Gene Silencing) (

). Dans certains cas, I'inhibition de la transcription va dépendre de la production de petits ARNs
non codants par DICER qui vont agir au sein d’un complexe RITS (RNA-Induced Transcriptionnal
Silencing) contenant les protéines AGO, probablement en servant de guide a la fixation du complexe,

favorisant ensuite le recrutement des protéines régulatrices de la transcription.

DICER est également impliquée dans la régulation de I'expression des génes hormono-sensibles. En
effet, 'enzyme est capable de lier le transcrit du gene steroid Receptor Activator (SRA), un co-
activateur des récepteurs nucléaires des hormones stéroidiennes. Cette interaction provoque la
liaison du complexe au promoteur de génes hormono-sensibles et en active la transcription (

).

Il semble aussi que la fixation passive de DICER sur différents ARN en contrdle la stabilité et la
localisation subcellulaire. Cette fixation passive pourrait également étre un mécanisme de

séquestration de I'enzyme DICER ( ).

4. Maintien de l'intégrité du génome

Des données trés récentes suggerent I'implication de DICER (ainsi que DROSHA) dans la réponse aux
dommages a I’ADN, plus spécifiquement lors de cassures double-brin (on parle de DDR — Double-
strand DNA Damage Repair). Ainsi, DROSHA et DICER sont recrutées sur les sites de cassures double-
brin et sont impliquées dans la production de petits ARNs issus des transcrits du site de dommage.
Ces petits ARN non-codants, nommés DDRNAs (DNA-damage RNAs), sont nécessaires a une DDR

fonctionnelle ( ). Les mécanismes sous-jacents restent encore a élucider mais les
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DDRNAs pourraient fonctionner comme ARN guides favorisant le recrutement et la fixation des

protéines impliquées dans la réparation de I’ADN.

Ce phénomene est également nécessaire a la maintenance des télomeres. En effet, il est montré
gu’une dysfonction au niveau des téloméres active la DDR et la production dépendante de DICER de
petits ARN non-codants spécifique au site (tDDRNA — telomeric DDRNAs). De la méme maniere que
pour les cassures double-brins, les tDDRNAs sont nécessaires a une réparation fonctionnelle des

télomeres ( ).

démontrent que DICER, indépendamment de son activité catalytique, est
aussi nécessaire au mécanisme de réparation de I’ADN par excision de nucléotide ou NER (Nucleotid
excision Repair). Dans ce contexte, DICER se fixe a ’ADN a proximité des dommages et participe a la
décondensation de la chromatine, essentielle au recrutement et a la fixation des facteurs de

réparation.

5. Détoxification des ARN double-brin
Les ARN double-brin peuvent avoir différentes origines et leur accumulation/dérégulation est
majoritairement associée a un phénotype délétére, impliquant le besoin d’une stricte régulation de

ces éléments pour le maintien d’une bonne homéostasie.

Maladie a triplets et génes chevauchants

DICER est impliquée dans le contréle des transcrits de genes mutés responsables des maladies a
triplets répétés. Ces maladies, comme la maladie de Huntington, la dystrophie myotonique de
Steinert, 'ataxie spinocérébelleuse de type | ou encore le syndrome de I’X fragile, sont causées par
I’expansion progressive de triplets de nucléotide dans un géne (Huntingtin, ATXN1, DMPK et FMR1
respectivement) résultant dans I'expression et I'accumulation de protéines malformées a |'origine de
la maladie. La répétition de ces triplets de nucléotides forme une structure en tige-boucle au niveau
de 'ARNm qui est reconnu et clivé par la protéine DICER. La synthese de protéines aberrantes est
alors limitée, d’'une part par le clivage direct de 'ARNm et d’autre part par linhibition post-

transcriptionnelle des génes via les endo-siRNA résultant de ce clivage (

)

L’activité endonucléase de DICER est également indispensable au contréle des ARN double-brin issus
de la transcription de geénes non codants chevauchants ( ). En I'absence de
I’enzyme, ces ARN double-brin s’accumulent dans le noyau et dans le cytoplasme et activent une

forte réponse IFN a I'origine de I'apoptose des cellules.

Contréle des rétrotransposons
Les rétrotransposons sont des éléments transposables du génome capables de se répliquer dans le

génome via un intermédiaire ARN. Ces séquences se divisent en 3 grandes familles, les
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rétrotransposons a LTR (long-terminal repeat), les LINEs (Long Interspersed Nuclear Elements) et les
SINEs (Short interspersed Nuclear Elements) et représentent jusqu’a 40% des séquences du génome.

La littérature suggére que DICER est essentielle au controle de I'expression des familles LINE et SINE.

Dans des cellules souches embryonnaire de souris, les LINEs, représentés majoritairement par LINE-1
(L1) sont régulés par deux mécanismes dépendants de DICER: (i) une régulation post-
transcriptionnelle avec la maturation d’'un miR contenu dans 'ARNm de L1 et (ii) une répression
transcriptionnelle avec la méthylation du promoteur ( ) par un mécanisme qui

reste a élucider.

Les transcrits SINE, représentés par les ARNs Alu chez 'homme et les ARNs B1 et B2 chez la souris
sont également contrdlés par DICER. Ce phénomene a été particulierement bien décrit dans une
maladie emblématique du vieillissement : la dégénérescence maculaire liée a 'age (DMLA). Chez les
patients atteints de DMLA, une diminution de |’expression de DICER est observée dans les cellules de
la rétine pigmentaire, résultant dans I'accumulation d’ARNs Alu. Cette accumulation est toxique pour
les cellules et provoque I'apoptose via I'activation de I'inflammasome NLRP3 et une voie dépendante
de MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88) et de la Caspase 8 (

). Lexpression et I'activation de I'inflammasome NLRP3 dans ce
contexte dépend de la production de ROS, de I'activation du récepteur P2X7 et de I'activation du

récepteur cytosolique cGAS par de ’ADN mitochondrial provoqués par I'accumulation des ARN Alu

( )-

Dans les cellules de la rétine pigmentaire, la détoxification médiée par DICER des transcrits SINEs
semble étre le mécanisme clé de la survie ; les produits du clivage, de taille variant entre 25 et 70
nucléotides ne semblent pas avoir de role fonctionnel. En revanche, dans les cellules souches
neurales ou une augmentation de I'expression des ARN Alu est observée en réponse a l'acide
rétinoique, les produits du clivage par DICER ont un réle proche des miRs avec une fixation AGO-
dépendante a un groupe d’ARNm impliqués dans la prolifération et la différenciation de la cellule

).

Bien que le contréle des rétrotransposons par DICER n’ait fait I'objet a ce jour que de peu
d’observations et semble restreint a certains types cellulaires, I'abondance des éléments
transposables et leur implication dans de nombreuses fonctions cellulaires laissent a penser que

I'importance de DICER dans leur régulation pourrait étre aujourd’hui sous-estimée.
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IV. Les rétrotransposons : de « ’ADN poubelle » aux éléments
biologiquement actifs.

Les rétrotransposons ont longtemps été considérés comme de I’ADN « poubelle » non codant et sans
fonctions biologiques associées, mais toutefois dangereux par leur capacité a s’intégrer
aléatoirement dans le génome lors de leur réplication. De nos jours, de plus en plus de données
suggerent (i) que les transcrits de ces rétrotransposons ont des rdles biologiques et (ii) qu’une
régulation stricte de leur expression est essentielle au bon fonctionnement des cellules et des

organismes.

Cette partie vise a décrire sommairement les rétrotransposons LINEs et SINEs, les deux familles

régulées par DICER, et leurs fonctions dans I’'homéostasie de la cellule.

A) Généralités

1. Structure et rétro-transposition des LINE et SINE.

Les LINEs sont les seuls rétrotransposons (non-LTR) capables de se répliquer de maniére autonome.
Ce sont de longues séquences (~6000 paires de bases) transcrites par I’ARN polymérase Il a partir
d’un promoteur interne. Le transcrit L1 posséde une structure proche des ARNm avec une coiffe et
une queue polyadénylée et contient deux cadres de lecture non chevauchants codant pour les
protéines ORF1p (activité chaperonne) et ORF2p (activité endonucléase et rétrotranscriptase)
indispensables a I'étape de rétrotransposition ( ). Lors de la traduction dans le cytoplasme,
les protéines ORFlp et ORF2p vont lier leur ARN codant pour former un complexe
ribonucléoprotéique (RNP) qui est ensuite exporté vers le noyau. Le complexe RNP va cliver un brin
de I'ADN au niveau d’une séquence conservée qui sert d’amorce a la rétrotranscription de ’ARN en

ADN complémentaire qui est simultanément incorporé dans le génome ( ).

Les SINEs sont de courtes séquences (200-300 paires de bases) transcrites par ’ARN polymérase Il a
partir d’un promoteur interne. Le transcrit ne code pour aucune protéine et sa rétrotransposition
dans le génome se fait donc en détournant la machinerie (ORF1p-ORF2p) de L1 ( ). Il existe
différents SINEs en fonction de I’ARN dont il dériverait originellement. L’homme posséde
uniquement des SINE dérivant de I'ARN 7SL (séquences Alu); les souris possédent des SINE
homologues au Alu, dérivant aussi de ’ARN 7SL (éléments B1) mais également des SINEs dérivant

d’ARN de transfert (éléments B2).
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Figure 4 : Rétrotranscription des LINEs et SINEs par un mécanisme de « Copier-Coller ». A| L’'étape de
«Copie» se fait lors de la transcription par I’ARN polymérase Il des LINEs et la traduction subséquente de
I’ARN ou B| lors de la transcription par 'ARN polymérase Ill pour les SINEs. C|Les transcrits LINEs et/ou
SINEs sont ensuite «collés» et intégrés dans le génome grace a l'activité endonucléase et transcriptase
inverse de la protéine ORFp2

2. Distribution des rétrotransposons

Avec leur capacité & se rétrotransposer, les LINEs (~500 000 copies) et les SINEs (Alu/B1: 1.10°
copies; B2: 1.10° copies) peuvent représenter jusqu’a 30% des séquences génomiques. Si la
rétrotransposition n’est pas dirigée, la distribution des rétrotransposons n’est pas aléatoire et refléte

différents processus de sélection.

Les LINEs sont principalement localisés dans les régions intergéniques, reflétant tres probablement
une sélection négative contre l'insertion de larges fragments dans les régions codantes. Au contraire,
Les SINEs sont majoritairement localisés dans les régions riches en génes. De maniére surprenante,
cette distribution serait le résultat d’une sélection positive des SINEs dans les régions introniques et
3’UTR de certains génes, des génes notamment impliqués dans le maintien et le métabolisme des
acides nucléiques. Cette distribution non aléatoire, conservées indépendamment chez 'lhomme et la
souris, suggere que l'insertion de ces rétrotransposons dans les régions riches en genes assurerait

une fonction de régulation de la transcription.

B) Régulation de I’expression des rétrotransposons non-LTR.

La plupart des LINE/SINEs ont perdu une partie de leur promoteur lors des événements de

rétrotransposition ou ont fait 'objet de mutations les rendant « inactifs » car incapables d’étre
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transcrits et/ou de se rétrotransposer. Certaines copies sont néanmoins actives et sont strictement

controlées afin d’en limiter la transcription et les événements de rétrotransposition ( ).

1. Régulation transcriptionnelle

La régulation transcriptionnelle de L1 est majoritairement retrouvée dans les cellules somatiques de
I’adulte ; dans ce cas, la transcription est inhibée par la méthylation du promoteur. Dans les cellules
ou le niveau de méthylation de I’ADN est faible, voire nul (gametes, cellules du blastocystes), la

régulation de I'expression des L1s est principalement post-transcriptionnelle ( ).

Si la méthylation de I’ADN était initialement proposée comme mécanisme de régulation de
I’expression des SINEs, il semble qu’elle soit en fait régulée par la méthylation des histones (marque

H3K9me3) au site de transcription ( ).

2. Régulation post-transcriptionnelle
La plupart des mécanismes de régulation post-transcriptionnelle sont communs aux LINEs et aux
SINEs.

La régulation se fait principalement par I'interférence ARN : les transcrits LINE/SINE sont en effet la
cible de miRs et d’endo-siRNA générés par DICER, ainsi que des piRNA (PIWI-interacting micro-ARN)
spécifiguement dans les gameétes. La production de ces derniers ne dépend pas de DICER et semble
également impliquée dans la mise en place des marques de répression de la transcription
(méthylation de 'ADN) méme si le mécanisme reste a élucider ( ). L1 et

SINEs sont aussi directement clivés par DROSHA et DICER respectivement.

Le niveau d’expression des LINEs/SINEs est également régulé via une autophagie sélective
dépendante de NDP52/p62 ( ).

Le phénoméne de rétrotransposition des LINEs/SINEs est restreint par les protéines APOBEC3
(Apolipoprotein B m-RNA-editing Enzyme 3) mais les mécanismes impliqués restent encore a
éclaircir. D’autre facteurs de restriction virale, notamment produits/activés lors de la réponse IFN,
comme MOV10 (hélicase ARN), ZAP (Zinc-finger Antiviral Protein) ou la RNAse L (ribonuclease L) sont
capables d’interagir avec I’ARN L1 et d’en restreindre la rétrotranscription notamment en régulant la
stabilité de I’ARN ( ). Ces mécanismes ne sont aujourd’hui décrits que dans

le contréle de la rétrotransposition de L1 et non des SINEs.
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Figure 5 : Controle des éléments LINE/SINEs. La transcription des éléments LINEs/SINEs est régulée par des
modifications épigénétiques répressives; I'accumulation des transcrits est régulée post-transcriptionnellement
par la fixation de petits ARN non codants, par clivage ou par autophagie; la rétrotransposition est restreinte par
différents facteurs anti-viraux.

C) Fonctions associées au rétrotransposons

Les séquences des rétrotransposons, ainsi que les transcrits, qu’ils soient sous forme libre ou insérés

dans un transcrit ARN, sont associés a différentes fonctions.

1. Transcrits « libres »
Dans les cellules embryonnaires (Homme et souris), les transcrits L1 et SINEs sont une source d’endo-

siRNAs indispensables a une bonne régulation des génes ( ).

Dans les cellules somatiques, les transcrits de rétrotransposons sont fortement réprimés mais leur

expression, notamment celles des SINEs, peut étre activée en condition de stress, comme lors d’un

choc thermique ( ), de dommages a I’ADN ( , d’infections
virales ( ), de stress oxydant ( ) ou encore lors d’un excés de
nutriments ( ).

Cette réponse au stress est conservée phylogénétiquement et est spécifique aux SINEs ; en effet
aucun des autres transcrits de ’ARN polymérase Ill n’est augmenté dans ces conditions. Le role de
ces transcrits SINEs n’est pas encore totalement élucidé mais leur capacité a réguler I'expression des

geénes suggere une implication dans la réponse au stress et aux infections virales.

Par exemple, apres un choc thermique, les transcrits SINEs provoquent une inhibition globale de la

transcription des genes, excepté ceux impliqués dans la réponse a la chaleur, en fixant I’ARN
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polymérase Il et en empéchant son activité ( ). Cette inhibition de la transcription

permettrait aux cellules d’entrer en « pause » le temps du stress thermique et d’y survivre.

Les transcrits Alu/B1 ont également été impliqués dans la régulation de la traduction, d’une part en
modulant le pool de ribosomes actifs disponibles ( ) et d’autre part en fixant la
protéine PKR, impliquée dans l'initiation de la traduction ( ). U'effet de la fixation des
ARN Alu/B1 sur PKR semble étre dépendant de la quantité de transcrits et pourra étre soit activateur

soit inhibiteur.

L'infection virale, notamment par des virus a ADN, corréle avec I'activation de la transcription des
rétrotransposons SINEs ; toutefois un role de ces ARN dans la réponse antivirale reste encore a

éclaircir ( ).

Si les transcrits SINEs pourraient jouer un rble dans la résolution de différents stress, leur
accumulation peut devenir néfaste. C'est le cas dans les cellules de la rétine pigmentaire lors du
vieillissement (voir section II.C.5 détoxification) et la cause de la dégénérescence maculaire liée a
I’age. Une accumulation délétere est également décrite dans un systeme cellulaire humain (cellules
endothéliales HUVEC) soumis a un milieu additionné de glucose, mimant I’hyperglycémie. Cette
condition provoque l'accumulation des ARN Alu, résultant dans l'augmentation des ROS et
I'activation de la voie de signalisation NF-kB entrainant un fort dysfonctionnement cellulaire via la
production anormale d’IL-1B et la diminution de la sécrétion d’eNOS (endothelial Nitric Oxide
Synthase) et de SOD2 (SuperOxide Dismutase 2)( ).

2. Transcrits SINEs insérés dans les régions transcrites.

Les transcrits SINEs « libres » ne représentent qu’une minorité de la transcription de ces séquences ;
la plupart des transcrits sont retrouvés insérés dans de long ARN non-codants ou encore dans
certains ARNm (régions UTR ou introns). Ces SINEs insérés peuvent agir sur la régulation de

I’expression des genes ( ).

Certaines des séquences Alu et éléments B ne sont pas transcrites mais possedent des sites de
fixation a des facteurs ou amplificateurs de transcription qui pourraient moduler I'activité
transcriptionnelle. Il reste cependant a déterminer si ces sites de fixation agissent directement sur la
transcription ou s’ils agissent simplement comme une « éponge » retenant les différents facteurs a

distance de leur site de fixation classique.

Les séquences Alu insérées dans les transcrits codants ou non codants peuvent représenter des sites
alternatifs d’initiation de la transcription, d’épissage ou encore de polyadénylation et expliqueraient
5% des variants ARN (régions 5’ et/ou 3’ UTR différentes) retrouvés chez 'homme. Les transcrits
insérés dans les régions 3'UTR conditionnent également la stabilité de I’ARNm, sa traduction ou
méme sa dégradation médiée par STAU1 (Staufen 1), dans le cas particulier d’'une dimérisation

d’ARNm via une complémentarité des insertions Alu.
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Certains transcrits ARN présentent deux séquences Alu insérées en direction opposée, pouvant
former un duplex intramoléculaire nommé IRAlus (Inverted-repeat Alus). Cette structure en épingle
peut agir comme site de fixation de protéines dsRBP (double-strand RNA Binding Protein) et moduler
la localisation et la traduction de 'ARNm. Les IRAlus peuvent aussi étre liés par les protéines ADAR
(Adenosine Deaminase Acting on RNA) responsables de |’édition des Adénosine en Inosine dans
I’ARN. La grande majorité (90%) de ces évenements d’édition chez ’'Homme est retrouvée au sein
des IRAlus et pourrait étre a I'origine de nouveaux sites d’épissage alternatif, d’'une modulation du
métabolisme de I'ARN en modifiant le répertoire de dsRBP capable de se fixer ou encore de
mutations dans la protéine. La fonction biologique de I'édition des IRAlus reste a découvrir mais il est
proposé que ces éléments fassent office d’éponge fixant les ADAR, protégeant le cadre de lecture
d’événements d’édition susceptibles de modifier le codage des acides aminés et provoquer des

mutations dans la protéine.

L’ensemble des fonctions associées aux transcrits SINEs insérés est principalement caractérisée pour
les séquences Alu chez 'Homme. La présence de telles régulations chez la souris reste tres peu
documentée mais certaines observations commencent a émerger, impliquant des fonctions

similaires et conservées. La présence d’éléments B insérés est ainsi associée a la régulation de la

dégradation de I'ARN médié par STAU ( ), la modulation de la
localisation de I’ARN via la fixation de dbRBP ( ), ou encore la régulation de la
traduction ( ).

La contribution de ces fonctions dans le vieillissement peut sembler minime car il n'y a, a priori, pas
de raisons que les SINEs insérés, présents dés la naissance, se comportent différemment avec I'age.
Certaines évidences laissent néanmoins a penser que ces inserts ne sont pas si « passifs ». Chez la
souris par exemple, les éléments B insérés au sein d’un long ARN non-codant peuvent réguler la
traduction ou la dégradation d’ARNm par un mécanisme antisens ( ). De maniére
intéressante, I'expression de cet ARN long non-codant antisens est régulée et augmente en condition
de stress, une caractéristique du vieillissement. D’autre part, les phénomeénes de rétrotranspostion,
bien que longtemps considérés restreints aux cellules germinales, existent et s’accumulent au cours
du temps dans les cellules somatiques, principalement dans le cerveau, et sont a l'origine d’'un
mosaicisme somatique, i.e différentes population de cellules génétiquement distinctes au sein d’un
méme organisme ( ). Ces retrotranspositions peuvent entrainer une
modification de I'expression, de la localisation ou de la composition de protéines et contribuer au

déclin physiologique/vieillissement.

33



V. DICER et rétrotransposons dans le vieillissement

Des signes d’association entre vieillissement, expression de DICER et/ou rétrotransposons émergent
ces dernieres années, notamment avec des observations corrélant dérégulation de I'expression de
I’enzyme ou des transcrits SINEs avec la vieillesse. Les études in vitro et les modeles animaux
impliqguent également la protéine et les rétrotransposons dans I'établissement des différents

marqueurs de vieillissement.

1. Dérégulation de I’expression de Dicer1 et des rétrotransposons
Plusieurs études montrent une diminution globale et/ou une dérégulation de I'expression de Dicerl
avec I'age. Chez les rongeurs, c’est le cas dans les cellules endothéliales du cerveau (

) et le tissu adipeux, un phénomeéne conservé du nématode a 'Homme ( ).
L'expression de l'enzyme est également globalement réduite et ses oscillations d’expression
circadiennes perturbées dans les centres de controle de I’'horloge biologique interne, i.e. le noyau
suprachiasmatique de I’hypothalamus, la rétine, le foie et la moelle osseuse ( ). Chez
'Homme, en plus du tissu gras, une diminution de I'expression de Dicerl dans les cellules
mononuclées du sang ( ) est observée au cours du
vieillissement ; cette baisse de I'expression de Dicerl est également retrouvée lors du diabete, une
pathologie classiquement associée au vieillissement humain ( ). Dans cette derniére
étude, la diminution de I'expression de Dicerl est aussi associée a une accumulation d’ARNs Alu dans

le plasma.

Avec l'age, l'expression et la rétrotransposition des transcrits LINEs et SINEs augmentent,
phénoméne décrit dans différents tissus chez la souris (cerveau, muscle squelettique, foie et cceur) et
dans les fibroblastes humains ( ).
L'augmentation de I'activité et la mobilité des rétrotransposons résulteraient du déclin global des
mécanismes régulant leur expression (remodelage de la chromatine) et leur dégradation (DICER,

autophagie).

Les relations entre expression de DICER et vieillissement demeurent peu étudiées et restent
principalement de simples observations. Toutefois, de plus en plus d’évidences pointent vers une
implication de la protéine et une dérégulation de son expression dans I'établissement des différents

marqueurs de vieillissement.

2. Contribution de Dicer1 dans les marqueurs du vieillissement

L'implication de DICER dans le vieillissement est principalement caractérisée a travers son effet sur
I’expression des miRs. D’autre part, les fonctions non-canoniques décrites dans la section II.C.2
émergent également comme acteurs probables de I'établissement de différents marqueurs liés a

I'age.

34



miRs et vieillissement

En comparant I'expression des miRs dans les cellules mononuclées du sang d’octogénaires a celle de
centenaires, ou « super-agers », il est mis en évidence que I'expression globale des miRs et des
acteurs de leur voie de biogenése sont essentiels a un vieillissement « réussi ». En effet, si les
centenaires maintiennent le niveau d’expression normal, les octogénaires présentent une réduction
de I'expression de DROSHA, EXP5 et DICER1 ainsi que des miRs, impliquant un réle essentiel de ceux-

ci dans le processus de vieillissement ( ).

L'identification de miRs impliqués dans le vieillissement, ou géromiRs, est principalement mise en
évidence chez les invertébrés. Dans ces organismes, la modification d’expression de certains miRs
peut influencer directement la longévité et le développement de pathologies chez I'animal. C'est par
exemple le cas de Lin-4 chez le nématode ( ) et de miR-34 chez la drosophile
( ). Au contraire, aucune étude a ce jour n’a pu démontrer la capacité d’'un miR unique
a réguler la longévité chez les vertébrés, suggérant que ces molécules ne sont pas seules a contribuer
au processus vieillissement, plus complexe chez ces organismes. Toutefois, de nombreuses études
mettent en évidence que la dérégulation de I'expression de certains miRs participe a I'établissement

des neufs marqueurs de vieillissement ( ).

Fonctions non-canoniques de DICER
L'émergence de données caractérisant des fonctions indépendantes des miRs suggere différents
niveaux d’implication de la protéine DICER dans le vieillissement et dans I'établissement de ses

marqueurs.

Comme décrit précédemment, DICER est essentielle, via sa fixation a ’ADN ou la production de petits
ARN non-codants, a la résolution de différents dommages a I’ADN ainsi qu’aux télomeres (

) suggérant que la dérégulation de I'expression
de I'enzyme peut potentiellement participer a I'établissement de l'instabilité génomique et a la
dysfonction des téloméres. DICER est également nécessaire a |'établissement de marques
épigénétiques répressives ( ) et la diminution de son expression
pourrait ainsi contribuer aux altérations épigénétiques globales, typiques du vieillissement. La
délétion conditionnelle de Dicerl dans les adipocytes de souris est associée, en condition de
restriction calorique, non seulement a une dysfonction mitochondriale avec |'altération de la
structure et du nombre des mitochondries ainsi qu’une accumulation de ROS mais également a une
dérégulation de la réponse au nutriment avec I'hyper-activation de la voie de signalisation mTOR
( ). Les auteurs suggérent dans ce papier que les phénotypes observés ne peuvent
étre expliqués seulement par la dérégulation des miRs et proposent que d’autres ARN non-codants
régulés par DICER pourraient étre impliqués, sans proposer de candidats. La délétion de Dicerl dans
les adipocytes ( ) et les fibroblastes embryonnaires murins (

) est associée a I'établissement de la sénescence cellulaire. Cette association est

également décrite dans les cellules mésenchymateuses stromales humaines, combinée a un
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épuisement des cellules souches ( ). Ces différentes études attribuent les phénotypes
a la dérégulation de I'expression des miRs mais la contribution de fonctions non-canoniques n’y est
pas du tout explorée. Sénescence et épuisement des cellules souche étant des marqueurs intégratifs,
il parait fort probable que les altérations indépendantes des miRs citées jusque-la participent
également a I'établissement ces deux marqueur. Enfin, I'implication de fonctions non-canoniques de
DICER dans les altérations des communications intercellulaires est parfaitement illustrée par le
controle des transcrits SINEs dans la rétine. L'accumulation de ces transcrits médiée par la déficience
en DICER provoque l'activation de la voie NF-kB, I'expression et I'activation de l'inflammasome
NLRP3 résultant en une forte réponse inflammatoire ( ). Le
controle de I'expression/activation de I'inflammasome NLRP3 par les fonctions canoniques (

) et non-canoniques de DICER pourrait s’avérer étre un élément clé du processus de
vieillissement. En effet, la déplétion de Nirp3 chez la souris augmente son espérance de vie et
protége les individus du développement de pathologies liées a I’age en réduisant certains marqueurs
de vieillissement comme l'usure des télomeres, l'altération des réponses aux nutriments et

I'inflammation ( ).

L’ensemble de ces données suggere une relation forte entre dérégulation de I'expression de DICER et
processus du vieillissement, sans pour autant pouvoir définir si la diminution I'expression de Dicerl
est une cause ou une conséquence du vieillissement. Il est important de considérer que I'analyse de
la dérégulation de DICER dans les processus de vieillissement est entravée par le fait que (i) la
délétion de Dicerl est |étale au stade embryonnaire ( ) et que (ii) les mutants
conditionnels développent généralement des pathologies séveres associées au tissus/cellules

considérés.

L'implication d’une diminution globale de I'expression de Dicerl dans le vieillissement et

I’établissement de pathologies liées a I’dge reste donc encore a éclaircir.
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VI. Objectif de 1a thése et modele d’étude.

L'objectif de ma thése est donc de caractériser le vieillissement et le développement de

pathologies liées a I’age dans un modeéle murin Dicer1-déficient.

Les souris DICER-déficientes ont été générées par le passé par la technologie du « trap-gene » avec
I'insertion en amont de I'exon 25 du gene Dicer1 d’un géne de fusion beta-galactosidase- résistance a
la néomycine ( ). Cette insertion conduit a I'expression d’une molécule de fusion
Dicerl-B-galactosidase-neomycinR ne possédant plus le deuxieme domaine catalytique RNAse II, ni

le domaine de liaison a I’ARN double brin, inactivant ainsi I’activité endonucléase de DICER.

De maniére surprenante, les animaux homozygotes pour le variant Dicerl modifié (noté Dicer1”")

échappent a la létalité embryonnaire, trés probablement grace a des évenements rares d'épissage
alternatifs qui résultent en I'expression résiduelle d'un transcrit normal, nécessaire a la survie des
mutants. Ces mutants sont alors caractérisés par une diminution globale de I'expression de la

protéine DICER retrouvée a I'échelle de I'organisme, tous tissus confondus.

Ce modele présente une susceptibilité aux infections virales (
), une exacerbation des symptomes arthritiques dans un modeéle expérimental de
polyarthrite rhumatoide ( ) ainsi qu’une infertilité chez les femelles (

). Leffet de « I’4ge » sur ce mutant n’a encore cependant jamais été caractérisé.
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Reésultats et Discussion
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I. Modéle Dicerl-déficient : confirmation des données antérieures.

Le maintien et la génération des animaux utilisés dans le cadre de ma these a permis de valider
I'importance de I'expression de DICER dans le développement embryonnaire. En effet, la répartition
des génotypes de souriceaux issus de croisement hétérozygotes ne suit pas les proportions
attendues par les lois de Mendel (disjonction des alléles). Les souriceaux Dicer1-déficients sont
beaucoup moins nombreux (13,8% des naissances contre 25% attendus — Figure R6A) résultant de la
mortalité embryonnaire due a la diminution de |'expression de DICER. Néanmoins, I'obtention de
souriceaux Dicerl-déficients viables confirme qu’un niveau d’expression « seuil » de Dicerl, bien que

fortement réduit, permet de surmonter la létalité embryonnaire et d’obtenir des souris adultes

( ).

De maniéere surprenante et non décrite jusque-Ia, les souriceaux Dicerl-déficients présentent un sex-
ratio fortement biaisé en faveur des males a la naissance, ce qui n’est pas observé dans les autres

génotypes (Figure R6B). Ce résultat implique une surmortalité des embryons femelles Dicerl-

déficients.
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Figure R6 : Les souris Dicerl-déficientes présentent une surmortalité embryonnaire, notamment chez les femelles.
Distribution de la descendance (n=1086) issue de croisements de parents hétérozygotes (Dicerl+/d) selon le génotype (A) et
le sexe (B). Le sex-ratio est indiqué au sommet des barres pour chacun des génotypes.

Bien que je ne sois pas en mesure d’expliquer ce résultat, certaines hypothéses peuvent étre
proposées. Parmi les geénes présentant une expression significativement différente entre les
embryons (blastocystes) méle et femelles de la souris se trouvent Rho5/Pem et Xist (

). Ces génes sont présents sur le chromosome X et sont exprimés majoritairement chez
I’embryon femelle. Xist code pour un long ARN double-brin non codant, impliqué dans le phénoméne
de compensation du dosage des chromosomes X. Si DICER ne semble pas impliqué dans le contréle
direct du transcrit Xist, soit par un clivage direct soit par une dégradation médiée par des miRs, la
protéine est néanmoins indispensable a la régulation d’autre génes impliqués dans la compensation
de dosage. La régulation de ces génes se fait par une fonction non-canonique, notamment en

favorisant la répression transcriptionnelle (TGS) ( ). D’apreés les travaux de
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, un défaut dans la compensation de dosage des X est associé non seulement a un
déséquilibre dans I'expression des genes du chromosome sexuel, mais également a un impact sur la
régulation globale des génes. Une mauvaise compensation de dosage des X médiée par la déficience
en DICER pourrait peut-étre expliquer, du moins en partie, la surmortalité embryonnaire observée

chez les embryons femelles.

Du fait de la difficulté a obtenir des cohortes d’animaux femelle en nombre suffisant pour réaliser

des analyses statistiques, I'ensemble des résultats présentés ci-apres portent sur des individus males.

II. Survie et espérance de vie en bonne santé réduite chez les
souris DicerI-déficientes.

Afin d’évaluer I'impact d’'une déficience en Dicerl dans les processus de vieillissement, jai laissé
vieillir et suivi les animaux au sein de I'institut afin de mesurer et caractériser la « quantité » (survie)

et la « qualité » (déclin fonctionnel, pathologies liées a I’age) de leur vie.

Les animaux des deux génotypes, Dicer1™* et Dicer1%

, sont maintenus dans la méme piéce et
partagent les mémes cages afin de s’affranchir au mieux des effets environnementaux et du

microbiote.

A) Survie

Le suivi des animaux au cours de ma these et I'analyse des registres de sortie des animaux
permettent d’établir clairement que les animaux Dicerl-déficients ont une espérance de vie
significativement réduite comparée a leurs contréles. Leur survie médiane est de 80 semaines (19
mois) alors que celle des controles dépasse les 2 ans ( ). La survie médiane des souris Dicer1**
n’a pas pu étre établie au sein de notre institut par manque de temps et de place mais les données
du fournisseur Charles River sur la souris C57BI/6J, le fond génétique de mes animaux, mentionne
une survie médiane de 120 semaines en animalerie conventionnelle, soit 40 semaines (ou 9 mois) de
plus que mes animaux Dicer1-déficents. Ainsi, si I’'on devait corréler ces données a un age équivalent
humain, selon les formules proposées par , seule la moitié des animaux

mutants atteindrait 62 ans, pour 92 ans chez les souris controles.

L’étude est incompléte et la longévité maximale n’est pas établie pour mes animaux et semble
dépasser, pour les deux groupes, les 100 semaines (2 ans). Toutefois, la diminution drastique de la
survie médiane des mutants suggére que leur survie maximale sera bien inférieure a celle des

controles.

42



Une diminution de I'expression du gene Dicerl semble donc étre impliquée dans le vieillissement et
non juste une conséquence de celui-ci. Si la plupart (90%) des souris Dicer1-déficientes présentent
une survie supérieure a un an, ce qui pourrait faire penser a une implication limitée de DICER avec un
phénotype modéré ou peu pénétrant, il est important de noter que les animaux mutés développent
davantage et plus précocement que les contréles (i) un état morbide, définit comme proche de la fin
de vie en I'absence de signes de pathologie et (ii) un ensemble de désordres/pathologie liées a I'dge.
En effet, les causes de la mort chez les animaux mutés ne sont pas associées a des facteurs externes
(ex : infections) ou au développement de masses tumorales palpables ou visibles a la nécropsie ; les
déces prématurés des animaux mutants semblent associés a déclin progressif de I'état de santé de

I"animal avec I'apparition de pathologies évocatrices du vieillissement.

B) Espérance de vie en bonne santé : désordres/pathologies liés a I’age.

L'ensemble des individus présents a I'animalerie ont fait I'objet d’un suivi hebdomadaire afin de
détecter I'apparition d’un état morbide ou de signes pathologiques. De plus, le sacrifice de cohortes
a age donné (35-40 semaines ou 75-80 semaines) pour le prélevement et I’étude de tissus permet de

compléter les données avec la réalisation d’'une nécropsie sommaire.

1. Dégradation de I’état de santé : Suivi du poids des animaux
Le premier marqueur reflétant |'état de santé des souris est leur poids. Cette donnée est en effet
considérée comme un des marqueurs clé de I'dge biologique et de la « fragilité », cet état de

vulnérabilité aux pathologies et a la mort retrouvé chez les personnes et les animaux agés (

Les animaux Dicer1-déficients présentent un retard de croissance au sevrage qui s’efface rapidement
autour de 10 semaines et puis semblent prendre davantage de poids que les contréles jusqu’a 40
semaines (~9 mois). A partir de cet age, les animaux mutés montrent une perte de poids progressive
et significative a partir de 60 semaines et ce jusqu’a la fin du suivi (100 semaines, ~2 ans) (

). Les animaux contréles, eux, ont une prise de poids progressive jusqu’a 50 semaines, une phase
de plateau d’environ 20 semaines ou le poids est constant, suivi d’'une perte limitée de poids entre

80 et 100 semaines.

+H _

Le poids moyen maximum atteint par les deux groupes de souris est quasiment identique (Dicerl

38,1g ; Dicer1™® = 37,9g) mais I’dge auquel est atteint ce maximum est radicalement différent avec,

+/+

de maniere similaire a la longévité, 40 semaines de différence (Dicer1”” = 70 semaines contre

9d = 30 semaines). De maniére intéressante, ceci concorde avec les observations faites par le

Dicer1
groupe de montrant que |'dge auquel est atteint le
maximum du poids, plutot que la valeur de celui-ci, corréle avec la longévité de I'animal. L’hypothese

avancée par les auteurs est qu’une rapide prise de poids a un age précoce, suivi d’une perte de poids
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accélérée affecte d’avantage la durée de vie que le poids corporel lui-méme. Ces résultats, établis sur
un modele de souris génétiquement obéses (Lignée consanguine 860, Berlin Fat Mouse) et un
nombre limité d’animaux, semblent néanmoins reproductibles et s’adaptent a mon modele, ou la
prise de poids lente et progressive a un dge adulte/avancé assurent une longue vie chez les contrdles
alors que la prise brusque et précoce de poids chez les animaux mutés s’associe a une diminution de

la longévité.

De maniére intéressante, une méta-analyse de données chez ’'Homme, agé de plus de 65 ans et en
bonne santé, associe le risque de mortalité le plus faible a un Indice de Masse Corporelle (IMC)
compris entre 26 et 28, juste au-dessus de la horme « corpulence normale » (IMC entre 18,5 et 25).
En revanche, un IMC réduit mais néanmoins dans la norme, est associé a une augmentation du
risque de mortalité de 12% pour un IMC<23, et 28% pour un IMC<20 ( ). Chez
I’'homme, un vieillissement « réussi » repose donc sur un IMC dans les tranches hautes de la norme
alors qu’un poids réduit s’associe a une augmentation du risque de mortalité. Cela suggere que la
diminution avec I'age du poids moyen de mes animaux mutés pourrait, en partie, contribuer a la

diminution de leur survie.
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Figure R7 : La déficience en Dicerl est associée a une survie médiane réduite et une diminution du poids moyen avec
I’dge. (A) Courbe de survie de Kaplan-Meier des souris males Dicer1-déficients (n=60) et contrdles (n=62). La comparaison
des distributions se fait par le test du logrank. (B) Distribution du poids moyen en fonction de I'age chez les males Dicer1¥*
et Dicer1 ™" (n=30 par groupe). Pour chaque age, la p-value est calculée par un test non paramétrique de Mann-Whitney.

2. Déclin fonctionnel et pathologies liées a I’age

Certaines pathologies se développant typiquement avec I'age chez le modeéle souris sont décrits dans
les travaux ; j’ai ainsi pu observer dans notre colonie le
développement significatif chez les mutants (i) d’atteintes musculosquelettiques; (ii) d’atteinte

oculaires comme la conjonctivite/blépharite ; (iii) et de la dermatite ulcérative (tableau R1).
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Tableau R1 : (a) Manifestations cliniques chez les souris males adultes vivantes ou (b) aprés nécropsie. Le nombre
d’animaux et le pourcentage correspondant (%) sont indiqués. NO : Non observé; vés. séminales. : Vésicules séminales. Les
p-values sont calculées en utilisant le test exact de Fisher.

Age: 35-40 semaines 75-80 semaines
Pathologies Dicer1 (N=107 Dicer1 ¥ (N=98) p value Dicer1 o (N=65) Dicerl o (N=60) p value
Alopecie (a) 24 (22%) 25 (25%) 0.623 16 (24%) 14 (23%) 1
Prolapsus rectal (a) 2 (2%) 4 (4%) 0.428 3 (4%) 3 (5%) 1
Cyphose (a) NO NO 1 NO 19 (32%) 1.514e-7
Dermatite ulcérative (a) NO 2 (2%) 0.227 3 (4%) 14 (23%) 0.00321
Conjonctivite (a) NO 5 (5%) 0.02364 2 (3%) 11 (19%) 0.00696
Dicer1 (N=33)  Dicerl " (N=31) Dicer1” (N=21)  Dicer1 " (N=18)

Splénomégalie (b) NO 2 (6%) 0.2307 2 (10%) 5 (28%) 0.2155
Cardiomégalie (b) NO 1(3%) 0.4844 NO 1(6%) 0.4615
Hypertrophie vés. 1(3%) 4 (13%) 0.189 4 (19%) 4 (22%) 1

séminales.(b)

Atteintes musculaires et osseuses

Le vieillissement s’accompagne d’une perte progressive de la densité et de la solidité osseuse
(=ostéoporose) ainsi que d’une réduction de la masse (=sarcopénie) et de la force musculaire
(=dynapénie). Taille et force des os et des muscles sont fortement associés, d’'une part
mécaniquement avec la force exercée par le muscle conditionnant le taille/solidité de I'os auquel il
est rattaché et d’autre part via des stimuli paracrines et endocriniens. Cette relation os-muscle
s’altére avec I'age et les atteintes observées sont généralement interdépendantes. Ces différentes
atteintes musculaires et osseuses peuvent étre évaluées visuellement sur I'animal ou mesurées par

des tests fonctionnels.

= QObservations macroscopiques : Plusieurs observations pourraient étre associées,

directement ou indirectement, a une sarcopénie et/ou une ostéoporose chez mes animaux.
(1) Perte de poids : la diminution significative du poids observée chez les mutants reflete une perte

de la masse musculaire, en plus du tissu adipeux (TA), qui s’observe d’ailleurs facilement sur I'animal

( )-

() Cyphose : le développement de la cyphose, une courbure exagérée de la colonne vertébrale,
s’explique par une combinaison de facteurs regroupant les atteintes osseuses (ostéoporose,
dégénérescence des disques intervertébraux), un affaiblissement des ligaments ainsi qu’une atrophie
musculaire. Les études cherchant a caractériser ce phénotype étant souvent incomplétes, i.e ne
prenant pas en compte tous les facteurs possiblement impliqués, la contribution de chacun de ces

acteurs (os-muscle) reste encore a définir chez la souris.

La cyphose se développe de maniere trés évocatrice chez mes animaux Dicer1-déficients pour

toucher jusqu’a 30% des animaux agés de 80 semaines ( ). L'atteinte n’est pas
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observée chez les animaux wild-type mais pourrait se développer bien plus tard, autour de 24 mois.
Le développement précoce et limité aux animaux mutés suggere une implication non négligeable de
Dicer1 dans I'établissement de la cyphose. Des analyses histologiques et moléculaires des os, disques

intervertébraux et des muscles permettraient de caractériser cette implication a I'avenir.

Dicer1**

Dicer1** Dicer19/

Dicer19/d

Figure R8 : La diminution de I'expression de Dicerl provoque le développement accéléré de la sarcopénie et de la
cyphose. (A) Comparaison de I'état général d’une souris male Dicer1¥® avec son contréle, agés de 80 semaines. Notez la
perte de tissu adipeux et de masse musculaire chez le mutant; (B) Photographies de souris males dgés de 80 semaines
mettant en évidence le développement d’une cyphose (fleche rouge) chez les individus Dicer1™®. Les photographies sont
représentatives des animaux de la colonie et trois couples différents sont représentés ici.

(1) Prolapsus rectal : Dans les travaux de le prolapsus rectal
est I'une des manifestations cliniques couramment observées au cours du vieillissement, touchant
jusqu’a 20% des individus de plus de 16 mois (68 semaines). La cause sous-jacente proposée par les
auteurs est qu’une détérioration des muscles de la région pelvienne favoriserait I’établissement du
prolapsus. Chez mes animaux, le développement du prolapsus reste tres limité (maximum 5%) et
n’évolue pas avec l'age (Tableau R1). Par ailleurs, le prolapsus rectal ne représente pas une
observation clinique fréquente, ni au sein de ma colonie, ni au sein de notre animalerie. Le
développement de ce phénomene semble d’avantage étre un indicateur d’infection(s) qu’un
marqueur de vieillissement. En effet, il est communément admis que certaines infections par des
parasites et bactéries intestinaux (Oxyures, Helicobacter spp, Citrobacter spp) prédisposent les

animaux aux développement du prolapsus rectal (
).

Quelques soient les causes du prolapsus rectal, I'absence de différences entre les deux génotypes
semble indiquer que DICER ne participe pas a |'établissement du phénotype. D’autre part, le statut
sanitaire de notre institut fait état de la présence de différents pathogéenes intestinaux bactériens
(Helicobacter spp) et parasitaires (Tritrichomonas sp, Spironucleus muris). L’absence d’un
développement significatif de prolapsus chez mes animaux suggére que la déficience en Dicerl n’est
pas liée a une hypersusceptibilité a ces pathogenes et que la protéine DICER aurait une responsabilité

limitée dans le contrdle de ces bactéries/endoparasites. Cette suggestion reste bien sir a explorer,
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avec par exemple, une comparaison du microbiote (incluant les germes pathogenes et non-

+/+ d/d

pathogéenes) des souris Dicer1”" et Dicerl

. L'utilisation de knock-out (KO) conditionnels de Dicerl

dans les cellules intestinales (Villin1-Cre®", Dicer1™") a déja montré I'implication des miRs dans la

composition du microbiote ( ) ainsi que dans lintégrité et l'inflammation de
I’épithélium intestinal ( ) tous deux impliqués dans les
dysbioses intestinales. Il serait intéressant de déterminer si mes animaux Dicerl-déficients

présentent un phénotype de dysbiose similaire et si cette derniére pourrait étre impliquée dans le

vieillissement, comme suggéré dans la littérature ( ).

= Tests fonctionnels :

L’évolution fonctionnelle de la dégénérescence musculaire et osseuse peut étre évaluée par le suivi
de I'activité physique, la mesure de I'endurance (rotarod) ou encore une mesure de la force (grip
test). De maniere intéressante, cette derniére mesure est proposée comme un marqueur précoce du
déclin lié au vieillissement chez la souris ( ). Le laboratoire ne disposant pas des moyens
techniques pour évaluer le phénotype, j'ai réalisé un score de force en suivant les recommandations
proposée par les travaux de

Le test des poids est réalisé en faisant porter a I'animal différents poids, de plus en plus important et
permet d’établir un « score de force ». Les poids sont constitués d’une éponge métallique d’environ
20g que les animaux vont pouvoir attraper, a laquelle est fixée ou non une chaine de maillons ; le
nombre de maillons different de 1 a 5, et chaque maillon pése environ 13g. Les poids testés sont
donc : 20, 33, 46, 59, 72, 85g (Figure R9A). Le score est évalué a partir de la capacité de I'animal a

soulever un poids pendant plus de 3 secondes.
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Figure R9 : La déficience en Dicerl pourrait s’accompagner d’une perte prématurée de force. (A) dispositif
expérimental du test de force, les différents poids variant de 20g (éponge seule) a 85g; (B) Comparaison du score de
force entre males mutés (Dicerld/d) et controles (Dicer1+/+) a 20, 40 et 80 semaines (n=8 souris par groupe).
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Chez les animaux jeunes (20 semaines), le score de force varie entre 11 et 15 (le maximum) pour les
individus des deux génotypes, sans différence entre les groupes ( ). JYexpliquerai la
variabilité observée entre les individus par la difficulté que pourraient avoir de jeunes animaux
encore en croissance a soulever une forte charge (jusqu’a 3 fois leur poids). Chez les adultes (40
semaines), le score de force est maximal pour les deux groupes avec la majorité des individus
capables de soutenir la charge maximale de 85g pendant 3 secondes. Cette valeur est plus élevée
que celle décrite pour les C57BI/6J qui soulévent en moyenne 70g (score = 12) dans les travaux de

Les différences observées refletent probablement les facteurs tels que le sexe
(femelle dans I'article), I'age (non spécifié), la manipulation des animaux ou encore des aspects
techniques (épaisseur des mailles de I'éponge métallique). Enfin, chez les animaux agés, il semblerait
que les animaux mutés présentent une diminution (non-significative) de leur score de force

suggérant une potentielle association entre déficience en DICER et dynapénie.

Le score de force est un test long a mesurer et difficile a reproduire sur les mémes animaux (suivi
longitudinal) par un manque flagrant de motivation, notamment chez les individus agés qui, lors
d’une répétition du test, « échappent » a I'exercice en n’attrapant pas le poids. Les données
présentées ici sont donc tres réduites et restent a confirmer, dans I'idéal grace a un grip-test. Les
atteintes, musculaires ou osseuses, a |'origine de ce phénotype sont également a identifier et

caractériser.

Atteintes oculaires

Avec le vieillissement chez la souris s’établissent certaines lésions au niveau de I'ceil : il s’agit de
conjonctivites (inflammation de la conjonctive de I'ceil), de blépharites (inflammation des paupiéres)
et de kératite (atteintes de la cornée). Ces différents phénotypes s’expliquent par la dégénérescence
et 'inflammation des glandes lacrymales, provoquant une diminution de la quantité et la qualité des
larmes produites. D’autres pathologies emblématiques du vieillissement sont également présentes

chez la souris : la cataracte et la DMLA.

Ce sont les atteintes inflammatoires, conjonctivite et blépharite, qui sont les plus observées chez mes
souris, avec prés de 20% des animaux mutés touchés a 80 semaines ( ). Les lésions
atteignent un ceil ou les deux et se caractérisent par un bord de I'ceil gonflé et épaissi, douloureux,
accompagné par des écoulements ( ). L'observation est bien plus épisodique chez les
animaux wild-type (3%) et les plus jeunes. La kératite, elle, se caractérise par un blanchiment de la
cornée, normalement facilement visualisable sur les animaux noirs. Un tel phénotype n’a été observé
gu’une fois sur un animal muté (1/98) de 40 semaines, tres éloigné des 13% de kératites rapportées
chez les C57BI/6J de plus de 16 mois ( ). Cette différence entre
les observations pourrait provenir (i) soit d’une implication différentielle de Dicerl dans les
phénotypes, avec une expression suffisante nécessaire au contréle de l'inflammation de la
conjonctive et de la paupiére mais dispensable au maintien de la cornée ; (ii) soit d’éléments

exogenes (litieres, enrichissement, hygrométrie, pathogenes, etc...) différents entre les animaleries.
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Figure R10 : La diminution de I'expression de Dicerl entraine le développement d’atteintes inflammatoires
de I'ceil avec I’age. Comparaison de I'aspect de I'ceil d’un individu male agée de 80 semaines entre animal
contrdle et Dicer1-déficient.

L'importance de I'expression de Dicerl dans I'établissement de la DMLA, médiée par I'accumulation
des transcrits SINEs, est validée dans notre mutant par les travaux de . Dans cette
étude, les auteurs montrent que les souris Dicer1”® présentent un développement accéléré de la
dégénérescence de la rétine, ainsi que d’une néovascularisation rétinienne et choroidienne,
marqueurs d’'une DMLA avancée. L’incidence et la sévérité des lésions sont significativement
corrélées avec I'age, avec 10% des mutants développant ces lésions a 1 mois, contre 60% a 10 mois.
Aucune lésion n’est observée a ces ages chez les contrdles. Ces résultats sont par ailleurs validés dans
I’étude avec un autre modele hypomorphe, généré par I'insertion du vecteur « trap-gene » dans une
région différente du géne Dicerl (exon 22), confirmant I'importance de Dicerl dans I'établissement

de ce phénotype emblématique du vieillissement.

Une derniere atteinte oculaire emblématique du vieillissement est la cataracte. Cette maladie est
provoquée par des changements de structure du cristallin, liés a la perte d’homéostasie des
protéines, qui s’associent a une perte progressive de la transparence et conduit a la perte de vision.
Malheureusement le diagnostic de cette atteinte oculaire reste compliqué et demande des moyens
techniques et des analyses histologiques que je n’ai pas pu réaliser au laboratoire. Cependant, DICER
ayant déja été impliqué dans le développement du cristallin ( ), il serait
maintenant intéressant d’établir, grace a mon modele, si I'expression de la protéine est également

indispensable au maintien d’un cristallin fonctionnel au cours du vieillissement.

Lésions cutanées
La perte de poils, ou alopécie, est associée au vieillissement chez la souris comme chez I'homme
( ). La délétion conditionnelle

fl/fl

de Dicerl dans les kératinocytes (modeéle K5-Cre+; Dicer1™") est associée au développement rapide

d’une alopécie tres étendue ( ). A contrario, ce résultat n’est pas du
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tout retrouvé chez mes souris Dicer1-déficientes qui présentent un pelage comparable a celui des
contrdles, méme a un age avancé, impliquant un role plutot limité de la protéine dans la pilosité des
animaux. L'alopécie que j’ai observée (Tableau R1) présente des motifs particuliers, évocateur d’'un
« barbering » soit I'épilation localisée des vibrisses (visible sur la figure R10) et/ou du pelage par un
congénere de cage (Figure R11A). Il est décrit dans la littérature que l'incidence et I'intensité du
barbering varie en fonction du fond génétique, des conditions d’hébergements, de la composition du
groupe et de la hiérarchie ( ). L'absence de différence observée
entre mes deux génotypes quel que soit I'age suggere que I'expression Dicerl n’aurait pas d’effet sur

ce comportement social.

Figure R11 : La déficience chronique en Dicerl n’entraine
pas d’alopécie avec I’age mais augmente la susceptibilité a
la dermatite ulcérative.

(A) Photographie d’une alopécie évocatrice d’un barbering,
notez I'épilation nette sur des zones tres localisées;

(B) Photographie d’une dermatite ulcérative a un stade
avancé avec les lésions étendues sur la téte, le dos et les
flancs (non visible) de I’animal ;

(C) Pourcentage de souris males Dicer1-déficients (n=60) et
contrdles (n=65) développant une dermatite ulcérative. La
comparaison des distributions se fait par le test du logrank.

—— Dicer1 ** (n=65)
—— Dicer1 94 (n=60) B
40+ =

Incidence de la
dermatite ulcérative (%)
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Une atteinte cutanée liée au vieillissement, particulierement dans le fond C57BI/6J, est la dermatite
ulcérative. Cette pathologie se caractérise par des lésions cutanées ulcérées débutant sur la nuque
puis progressant sur la téte et les flancs de I'animal par automutilation, a mesure que I'animal se
gratte (Figure R11-B). La pathologie se déclare typiquement autour de 100 semaines et sa prévalence
se situe entre 4 et 20% selon le sexe et les animaleries ( ), ce qui effectivement
est retrouvé dans mon groupe d’animaux Dicer1**. Les animaux Dicer1-déficients eux, développent
la pathologie significativement plus t6t, avec 20% des individus touchés a 75 semaines, et présentent
une prévalence plus élevée avec 1/3 des animaux développant la maladie a 100 semaines (Figure
R11-C). Il est a noter également que le traitement des souris par la coupe de la pointe des griffes
proposé par , efficace dans le groupe controle, n’a qu’un effet limité dans le

temps chez les souris Dicer1-déficientes. La diminution de I'expression de Dicerl augmente donc la
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susceptibilité des animaux a cette pathologie. Les kératinocytes pourraient étre des acteurs clés de
ce phénotype car la délétion conditionnelle de Dicerl induite dans ces cellules (souris K14-
CreERT2"¥*; Dicer1™™ est associée a une susceptibilité accrue au développement d’un autre type de
dermatite, la dermatite atopique induite expérimentalement ( ), ainsi qu’a une
perte de la capacité de cicatrisation des plaies ( ) qui pourrait expliquer la sévérité

de la pathologie observée et I'échec du traitement.

Mesure de la pression artérielle

La pression artérielle, notamment systolique, augmente avec I'dge chez la souris comme chez
I'Homme. L'incidence et la sévérité de cette hypertension chez la souris varie selon le fond génétique
et le sexe ( ). J'ai mesuré ce marqueur de vieillissement par
la technique de « tail-cuff », un manchon gonflable positionné autour de la queue de la souris vigile.
Les animaux Dicerl-déficients développent précocement, dés 20 semaines, une hypertension
systolique qui augmente significativement avec I’age (40-80 semaines) contrairement aux individus

+/+

Dicer1™" dont la pression systolique reste stable (Figure R12).

De maniére intéressante, I'hypertension est un facteur de risque pour de nombreuses pathologies
lies a I'age comme les maladies cardiovasculaires, I'athérosclérose, les atteintes rénales chroniques,
la démence vasculaire ( ) ou encore la maladie d’Alzheimer ( ).
L’hypertension observée précocement chez les animaux Dicerl-déficients peut alors non seulement
refléter un vieillissement accéléré, mais également participer au processus de vieillissement et au

développement de pathologies liées a I'age.

Pression artérielle systolique Figure R12 : Les animaux Dicerl-déficients
(