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Résumé

Le vieillissement est la conséquence de la dégradation progressive des fonctions de I’organisme
menant a la mort. Les altérations accumulées au cours du vieillissement favorisent 1’apparition de maladies
liées a I’age dont les maladies cardiovasculaires. La sénescence est le processus cellulaire sous-jacent au
vieillissement et & 1’origine du déclin de ’organisme. Les cellules sénescentes perdent leur capacité a
proliférer mais elles restent métaboliquement actives en sécrétant un cocktail de molécules impliquées dans
I’inflammation chronique et la progression des maladies liées a 1’age dont 1’athérosclérose. L’angiopoiétine-
like 2 (Angptl2) est une protéine pro-inflammatoire et anti-apoptotique directement impliquée dans le
développement de 1’athérosclérose et sécrétée par les cellules sénescentes. Dans cette optique, nous avons
émis I’hypothése selon laquelle une inhibition de 1’ Angptl2 vasculaire serait propice a une atténuation de
I’athérogenése associée a la sénescence endothéliale. L objectif a donc été d’étudier les effets bénéfiques
d’une réduction de I’ Angptl2 in vivo dans le développement de 1’athérosclérose et la sénescence endothéliale
chez des souris sévérement dyslipidémiques (LDLr”-; hApoB100**). A 1’aide d’un virus adeno-associ¢ de
sérotype 1 vecteur d’un petit ARN en épingle a cheveux dirigé contre I’ Angptl2 (AAV1-shAngptl2), nous
avons montré qu’un blocage de I’expression de 1’Angptl2 vasculaire a diminué la taille des plaques
d’athérome de 58% dans I’aorte thoracique des souris. Ces résultats s’expliquent par une diminution de la
sénescence, du recrutement des monocytes et de I’inflammation dans 1I’endothélium ainsi qu’une diminution
de I’'inflammation et de I’infiltration des macrophages dans la média de la paroi artérielle. De plus, nous
avons montré que dans les jours qui suivent I’administration du AAV1-shAngptl2, les cellules endothéliales
sénescentes sont éliminées par apoptose ce qui favorise le recrutement de cellules endothéliales
progénitrices destinées a renouveler I’endothélium, contribuant ainsi a une réduction de ’athérogenése. Ces
résultats démontrant le lien entre I’ Angptl2 et la sénescence dans I’athérosclérose ont été validés par des
données cliniques qui montrent que les niveaux d’expression vasculaire de I’ Angptl2 correlent avec ceux
du marqueur de sénescence p21 dans les artéres mammaires de patients coronariens. Notre étude suggere
donc que I’inhibition de I’ Angptl2 vasculaire pourrait étre une nouvelle approche sénolytique dans le but de

réduire 1’athérosclérose.

Mots-clés :  Angiopoiétine-like 2, sénescence, athérosclérose, vieillissement, AAV1-shAngptl2,

endothélium, inflammation, apoptose, sénolytique






Abstract

Aging is associated with progressive deterioration of the organism functions leading to
death. Accumulated alterations in aging favor the appearance of age-related diseases including
cardiovascular diseases. Senescence is the cellular process underlying aging and the cause of
organism decline. Senescent cells lose their ability to proliferate but remain metabolically active
by secreting a cocktail of molecules involved in chronic inflammation and progression of age-
related diseases such as atherosclerosis. Angiopoietin-like 2 (Angptl2) is a pro-inflammatory and
an anti-apoptotic protein involved in the development of atherosclerosis and secreted by senescent
cells. In this light, we hypothesized that an inhibition of vascular Angpt12 would be conducive to
an attenuation of atherogenesis associated to endothelial senescence. The aim of my project was to
study the beneficial effects of an in vivo reduction of Angptl2 in the development of atherosclerosis
and endothelial senescence in severely dyslipidemic mice (LDLr ~'; hApoB100 */*). Using a
serotype 1 adeno-associated virus containing a short hairpin ARN against Angptl2 (AAVI-
shAngptl2), we showed that blocking the expression of vascular Angptl2 decreased plaque size by
58% in the thoracic aorta of mice. These results are explained by a decrease in senescence,
recruitment of monocytes and lower inflammation in the endothelium as well as a decrease in
inflammation and infiltration of macrophages in the media of arterial wall. In addition, few days
after the administration of AAV1-shAngptl2, we showed that senescent endothelial cells are
eliminated by apoptosis, which in turn promotes the recruitment of endothelial progenitor cells in
order to renew the endothelium, collectively contributing to a reduction of atherogenesis. These
results demonstrate a link between Angptl2 and senescence in atherosclerosis, and they were
validated by clinical data showing that vascular expression levels of Angptl2 correlates with the
expression of the senescence marker p21 in the mammary arteries of patients with coronary artery
disease. In conclusion, our study suggests that inhibition of vascular Angptl2 could be a new

senolytic pathway to reduce atherosclerosis.

Keywords: Angiopoietin-like 2, senescence, atherosclerosis, aging, AAVI1-shAngptl2,
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Chapitre 1 — Le vieillissement

D’un point de vue biologique, le vieillissement est la conséquence d’une accumulation de
dommages cellulaires et moléculaires entrainant une dégradation progressive des capacités
physiques et mentales, une accumulation de dommages au niveau des organes, une vulnérabilité
accrue au risque de maladies et enfin, le déces (1). Le vieillissement chronologique est associé a
un état de fragilité (vulnérabilité au stress, sarcopénie et cachexie) prédisposant ainsi les personnes
agées aux maladies chroniques liées a I’age (MLA) et a la perte d’autonomie ayant un impact
négatif sur leur qualité de vie et sur le colit associé au niveau des systemes de santé (2,3). Dans ce
chapitre, j’introduirai le vieillissement de maniére générale par des données de santé publique
concernant 1’écart entre 1’espérance de vie (EV) et I’espérance de vie en santé (EVS) au Canada,
et par les facteurs extrinseéques qui peuvent améliorer I’EV. Dans une seconde partie, j’aborderai
les conséquences du vieillissement physiologique en insistant sur la détérioration du systéme
immunitaire et 1’inflammation chronique liée a 1’age. Et enfin, dans une derniére partie je
présenterai I’impact du vieillissement au niveau vasculaire, illustré par 1’exemple de

1’athérosclérose.

1.1. L’espérance de vie et les facteurs pouvant la moduler

Aujourd’hui les personnes vivent plus longtemps, avec une EV supérieure a 60 ans pour la
plupart (4). D’aprés 1’Organisation Mondiale de la Santé, en 2015, 900 millions de personnes
¢taient agées d’au moins 60 ans et 125 millions étaient agées d’au moins 80 ans. Par ailleurs, la
proportion de personnes agées de 60 ans et plus pourrait doubler jusqu’en 2050 (4). Cette
augmentation de ’EV est due a ’amélioration des régles d’hygiéne et de salubrité et aux progres
de la médecine, en particulier la découverte des antibiotiques par Fleming et des vaccins par Louis
Pasteur. L’EV a depuis connu une augmentation constante, passant de 30 ans en 1750 a pres de 80
ans dans les sociétés occidentales (5,6). Toutefois, vieillir plus longtemps ne veut pas
nécessairement dire vieillir en santé : ’augmentation de ’EV est généralement associée a des
pathologies chroniques qui sont délétéres pour le patient et ses proches et entrainent une

surcroissance des dépenses de santé publique.
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1.1.1. L'espérance de vie et I’'espérance de vie en santé au Canada

Au Canada, ’EV a la naissance a augmenté de 11 années entre 1960 et 2017 pour se situer
a 82.47 ans (7). Malgré cette amélioration au fil des années, 1’augmentation du nombre d’années
de vie ne nous renseigne pas sur la qualité¢ de vie. Or, la manicre dont elle suit 1’expansion de
I’EV est un important indicateur de la santé (8). L’EVS représente le nombre moyen d’années
qu’une personne peut s’attendre a vivre en bonne santé en fonction des conditions actuelles de
morbidité et de mortalité. La morbidité, indicateur de la qualité de vie (9), est estimée au moyen
de I’indice de 1’état de santé (Health Utilities Index Mark 3 [HUI3]) incluant huit caractéres sur
I’¢état de santé, a savoir la vision, I’ouie, la parole, la mobilité, la dextérité, I’émotion, la cognition
et la douleur (10). Au Canada, une étude récente réalisée chez des personnes vivant a domicile et
dans des établissements de santé, a montré que I’écart entre les hommes et les femmes sur les
années d’EV et ’EVS a diminu¢ au fil des années (11). Par ailleurs, une augmentation du ratio
de’EVS etde I’EV (pourcentage d’années vécues en bonne santé fonctionnelle) entre 1994-1995
et 2015 montre que pour toutes les tranches d’age et toutes les périodes, les hommes ont tendance
a vivre en meilleure santé que les femmes. Malgré des écarts de I’EV et de I’EVS entre les
hommes et les femmes, ceux-ci ont diminué au fil des années (11). Ceci s’expliquerait par une
baisse de morts violentes chez les adolescents et jeunes adultes masculins, un meilleur traitement
des maladies cardiovasculaires (MCV) et une plus grande similarité entre le comportement des
hommes et des femmes (tabagisme, consommation d’alcool, stress li¢ au travail) (12). Le but des
recherches actuelles est donc d’¢lucider le lien entre le vieillissement et les maladies associées
afin d’améliorer ’EVS, de retarder la prise en charge médicale et par conséquent, de réduire les

dépenses qui en découlent.

1.1.2. Amélioration de I'espérance de vie par des facteurs extrinseques

1.1.2.1. La restriction calorique

Bien que non établi chez I’homme, la restriction calorique prolonge I’EV et retarde
I’incidence des MLA dans les modéles animaux (13). Le mécanisme a I’origine de ces faits serait
di a une diminution du métabolisme conduisant a la désactivation de mechanistic target of

rapamycin (mTOR) (14) et par conséquent, a une diminution de la synthése protéique. mTOR
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contribue également a la longévité cellulaire (15) en régulant I’autophagie via I’activation de
Sirtuine 1, un géne de longévité (16,17). Par exemple, le composé polyphénolique Resveratrol est
un puissant activateur de Sirtuine 1 qui imite les effets de la restriction calorique en augmentant

I’EV (18,19).

1.1.2.2. La diéte

Les di¢tes riches en fruits, légumes, graisses monoinstaurées, poisson et pauvres en graisses
saturées comme les dietes méditerranéenne et japonaise, sont connues pour avoir un effet positif
sur la santé et diminuer le risque de mortalité (20,21) principalement en atténuant le taux
d’événements cardiovasculaires (20). Par conséquent, elles favorisent une EV plus longue non
seulement chez des personnes vivants aux alentours de la mer Méditerranée (20) mais également
chez des personnes qui ne vivent pas dans des pays méditerranéens (22). Ces résultats
s’expliqueraient par les effets anti-inflammatoires de certains aliments comme les fruits, les
légumes (23), le poisson (24) et les graisses mono-insaturées que I’on retrouve dans 1’huile d’olive
(25). Par conséquent, le fait d’adopter une alimentation méditerranéenne diminuerait
I’inflammation liée a 1’age (26,27). De plus, une étude a montré que les produits antioxydants que
contient la diéte méditerranéenne auraient un effet anti-inflammatoire qui ralentirait le
raccourcissement des télomeres (28), marqueur biologique du vieillissement cellulaire, ce qui

expliquerait le taux de survie plus élevé dans la population méditerranéenne.

1.1.2.3. L’activité physique

L’activité physique réguliere diminue le risque de développer des MCV (29,30) et par
conséquent, est associée a une EV plus longue (31,32). Le risque de mortalité est diminué de 20%
a 35% chez les personnes physiquement actives comparé a des personnes inactives (32). Une étude
a estimé que le fait de pratiquer une activité physique permettait de gagner environ 4 ans sur ’'EV
(33) sans état d’invalidité (34). En association avec une vie saine, c’est-a-dire ne pas fumer et ne
pas étre en surpoids, I’activité physique améliore I’EV d’environ 12 ans chez des hommes
physiquement aptes comparé a des hommes fumeurs, en surpoids et physiquement inaptes (35).
Ces résultats seraient dus a une diminution de la concentration en triglycérides (TG) et en
apolipoprotéine B parallelement & une augmentation de high density lipoprotein (HDL), de

I’activité de I’activateur tissulaire du plasminogene et enfin, a une diminution de calcium dans les
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artéres coronaires (36). Ces événements diminueraient ainsi le risque de développer des MCV

associées a un risque de mortalité ¢levé (36).

1.2. Le vieillissement physiologique et ses conséquences

Le vieillissement regroupe un nombre de facteurs qui conduisent & un épuisement des
réserves entrainant ainsi une incapacité d’adaptation fonctionnelle et une accumulation de
dommages dans de nombreux organes (1) a 1’origine des MLA (37). Parmi ceux-ci, les plus
importants sont I’affaiblissement du systtme immunitaire et I’inflammation liée a 1’dge ou

inflammaging que je développerai dans cette partie.

1.2.1. Immunosénescence

A D’état physiologique, le systéme immunitaire agit comme défense contre les agents
toxiques vis-a-vis de I’organisme. Deux types d’immunité cooperent, a savoir 'immunité innée
(macrophages, cellules dendritiques, les neutrophiles et cellules tueuses naturelles) dont la
protection est rapide, non spécifique et incompléte, et I’immunité acquise (lymphocytes B et
lymphocytes T) qui est plus lente mais hautement spécifique et permanente. L’ immunité joue un
role important dans la régulation des mécanismes du vieillissement et dans 1’apparition des MLA.
Les personnes agées sont plus vulnérables aux maladies infectieuses car leur systeme immunitaire
vieillit et devient moins efficace. La quantité de tissus dans le thymus et la capacit¢ de
renouvellement des cellules souches hématopoiétiques diminue avec 1’age et ceci correle avec le
raccourcissement des télomeéres (38). Par conséquent, la production de cellules immunitaires dans
la moelle osseuse diminue ce qui affecte la génération d’anticorps et I’habilité des personnes agées
a répondre efficacement a une infection (39,40) ou a une vaccination (41). En plus de leur nombre,
la qualité des cellules du systéme immunitaire est également touchée. Les changements observés
dans les cellules du systtme immunitaire inné agé sont principalement, une altération de la
présentation de 1’antigéne et une baisse de leur propriétés attractante et phagocytaire (42,43). Quant
au systéeme immunitaire acquis, le nombre de lymphocytes diminue avec 1’age (44,45) et leurs
fonction sont également endommagées (46,47). Par conséquent, le vieillissement est associé a une
réponse immunitaire défaillante face a une infection, augmentant ainsi le risque de morbidité et de
mortalité (48). De plus, les changements subis au cours du vieillissement par les deux types

d’immunité, innée et acquise, favorisent le développement d’une inflammation chronique de faible
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intensité (49) induite par une accumulation de cellules mortes ou sénescentes non éliminées par le

systéme immunitaire affaibli (50).

1.2.2. Inflammation liée a I’age ou inflammaging

Dans un contexte physiologique normal, une réaction inflammatoire aigué¢ permet la
destruction des agents pathogenes en cas d’infection et participe a la réparation tissulaire suite a un
traumatisme. A I’inverse, le processus inflammatoire 1i¢ au vieillissement est de faible intensité,
chronique et se produit en I’absence d’infection (51). Cet état inflammatoire est principalement da
a un débalancement entre les facteurs pro-inflammatoires et anti-inflammatoires (52) ayant des
répercussions sur le systéme immunitaire (53) et se traduisant par une augmentation de marqueurs
inflammatoires dans le sang (54). Malgré une neutralisation partielle ou une compensation de
I’inflammation chronique par les processus anti-inflammatoires (55), les affections liées au
vieillissement subsistent. Plusieurs ¢léments contribuent a 1’inflammation liée a 1’age dont un
déséquilibre de I’homéostasie entre les systemes oxydant et antioxydant (56,57), une production
accrue de radicaux libres liée a une dysfonction mitochondriale (51), ’augmentation de la taille et
du nombre des cellules du tissu adipeux associée a une infiltration importante de macrophages
libérant des cytokines pro-inflammatoires (58,59), des infections chroniques comme I’hépatite C
(60) et le cytomégalovirus (61), et le systetme rénine-angiotensine qui induit I’expression de
cytokines pro-inflammatoires et de molécules d’adhésion (62). En effet, une étude a montré que
son inhibition améliore les processus inflammatoires, augmente ’EV et diminue la sévérité des
processus auto-immunitaires (63). Enfin, I’accumulation des cellules sénescentes qui sécretent des
molécules pro-inflammatoires joue un role primordial dans le processus de I’inflammaging (51)
puisque la fragilité associée au vieillissement corréle avec 1’augmentation de facteurs pro-
inflammatoires (64). De plus, le processus inflammatoire joue un rdle important dans la
pathogenese de ’athérosclérose (ATL) (65) et dans les complications vasculaires associées, a

savoir I’infarctus du myocarde et les accidents vasculaires cérébraux (66).

1.3. Le vieillissement vasculaire et ses conséquences

Le vieillissement normal entraine de multiples altérations du systéme cardiovasculaire ce

qui prédispose les personnes agées aux MCV. Le vieillissement vasculaire se traduit par la présence
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d’une rigidité artérielle qui apparait suite a des changements mécaniques et structuraux au niveau
de la paroi vasculaire, a savoir une perte d’¢lasticité et une diminution de la compliance (67)
contribuant possiblement a une hypertension artérielle chez certains sujets susceptibles (68), un
facteur de risque majeur dans les MCV. Ces changements structuraux s’expliquent par une
augmentation du ratio collageéne/élastine dans la paroi vasculaire due a la perte d’élastine,
conséquence du stress mécanique chronique (69). Par ailleurs, 1’altération de la paroi vasculaire
durant le vieillissement normal peut favoriser le développement de I’ATL et réciproquement,
I’ATL peut aggraver les changements pathologiques associés au vieillissement vasculaire normal,
ainsi les effets du vieillissement se superposent a ceux de I’ATL (70,71). Le vieillissement est un
facteur de risque majeur de I’ATL (72,73) et indépendant des autres facteurs de risque
cardiovasculaires comme 1’hypercholestérolémie, I’hypertension artérielle, le diabéte, 1’obésité et

le tabagisme.

1.3.1. Développement de I’athérosclérose

Bien que I’ATL soit présente dés le jeune age (74), elle est considérée comme une MLA
puisqu’elle progresse et se manifeste cliniquement entre 65 ans et 72 ans chez les hommes et les
femmes (75). L’ATL est une pathologie secondaire a une dyslipidémie qui se caractérise par la
progression de plaques d’athérome sous l’endothélium de la paroi vasculaire au niveau des
embranchements ou des bifurcations dans les artéres, 1a ou la contrainte de cisaillement est
importante. A un stade précoce, la pathogenése de I’ATL se distingue par une dysfonction
endothéliale due a une baisse de la biodisponibilité en monoxyde d’azote (NO) (76) sous I’influence
de stimuli hémodynamiques, d’une défaillance dans les systémes oxydant et antioxydant (77) et
d’une production accrue d’angiotensine II (78). Le NO produit par I’enzyme endothelial nitric
oxide synthase (eNOS), une enzyme de type oxyde nitrique synthase exprimée au niveau de
I'endothélium vasculaire, joue un role important dans la régulation négative des voies
inflammatoires et thrombogenes dans 1I’endothélium, par conséquent sa diminution prédispose a la
dysfonction endothéliale. L’endothélium endommagé devient alors plus perméable et facilite le
passage de lipides oxydés par les radicaux libres produits par le stress oxydant. L.’accumulation de
lipides oxydés dans I’intima induit une inflammation locale en maintenant I’activation de

I’endothélium (79) et ’expression de chimiokines dont chemokine ligand 2 (CCL2) qui attirent les
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leucocytes, principalement les monocytes et les lymphocytes T (80,81), et 1’expression de
molécules d’adhésion dont vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM) et Intercellular Adhesion
Molecule 1 (ICAM1) qui permettent leur liaison et leur passage a travers la paroi vasculaire (82).
Apres la diapédése, les monocytes se transforment en macrophages qui expriment des récepteurs
de phagocytose (CD36, LOX-1, SR-A et CD68) et deviennent des cellules spumeuses en ingérant
les lipides oxydés (83). Ainsi, I’accumulation de lipides oxydés dans I’intima attirent les monocytes
et les lymphocytes T qui libérent des cytokines pro-inflammatoires et attirent davantage de cellules
inflammatoires. Ce cercle vicieux contribue a I’amplification de I’inflammation et par conséquent,
a I’augmentation de la taille des plaques. A ce stade, les plaques sont formées d’un noyau
nécrotique composé de lipides oxydés, de cristaux de cholestérol, de cellules inflammatoires et de
débris cellulaires, recouvert d’une chape fibreuse. La chape fibreuse est principalement composée
de macrophages et cellules musculaires lisses qui, sous I’effet de I’environnement inflammatoire,
migrent de la média vers I’intima et adoptent un profil prolifératif afin de réparer les 1ésions de la
paroi vasculaire (84). Par conséquent, la chape fibreuse joue un réle important dans le maintien de

la stabilité des plaques afin d’empécher leur rupture (85).

1.3.2. L’athérosclérose et ses complications

Le noyau lipidique qui forme les plaques d’athérome est hautement thrombogene d’ou le
role important de la chape fibreuse dans la stabilisation de la plaque. Il existe deux mécanismes qui
provoquent les symptomes de I’ATL. Le premier correspond a une sténose provoquée par une
plaque suffisamment importante allant jusqu’a causer une ischémie dans 1’artére amenant a une
angine de poitrine a I’effort. Le deuxieéme mécanisme, plus dangereux, correspond a I’érosion ou a
la rupture d’une plaque. L’érosion ou la rupture de la chape fibreuse entraine I’accumulation de
plaquettes sur la breche formant un thrombus susceptible d’obstruer 1’artére ou de se détacher de
la plaque jusqu’a atteindre une artere de plus petit calibre, bloquer le flux sanguin et provoquer une
ischémie a ’origine d’un syndrome coronarien aigu ou d’un infarctus du myocarde. Les plaques
les plus a risque sont celles formées d’un noyau lipidique conséquent et d’une chape fibreuse de
faible épaisseur, limitant ainsi leur résistance au stress mécanique (86,87). Par conséquent, la faible
teneur en cellules musculaires lisses dans la chape fibreuse constitue un risque €levé de rupture de

plaque (88). Il existe plusieurs mécanismes responsables de la diminution du nombre de cellules
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musculaires lisses dans la chape fibreuse dont la dégradation de la matrice extracellulaire par les
métalloprotéines issues des macrophages, I’inhibition de la prolifération des cellules musculaires
lisses par les cytokines pro-inflammatoires issues des cellules inflammatoires et I’apoptose des

cellules musculaires lisses par leur contact direct avec les macrophages (89).

1.3.3. L’athérosclérose et ses traitements pharmacologiques

Les traitements actuels sont indiqués dans les cas d’hypercholestérolémie en prévention primaire
si certains changements concernant 1I’hygi¢ne de vie comme la diéte, I’activité physique et I’arrét
du tabagisme ne sont pas suffisants pour abaisser les niveaux de cholestérol. Les statines,
inhibiteurs de I’enzyme hydroxy-méthyl-glutaryl-coenzyme A réductase impliquée dans la
synthese du cholestérol, figurent comme le traitement principal depuis les années 1990 puisqu’elles
diminuent a la fois la concentration plasmatique des low density lipoprotein (LDL) et des TG (90)
mais aussi la survenue d’événements cardiovasculaires (91). D’autres traitements sont prescrits
pour diminuer la concentration des LDL dans le sang comme I’ézetemibe, un inhibiteur de
I’absorption intestinale du cholestérol, utilisé en association avec les statines lorsque leur dose
maximale ne suffit pas a atteindre 1’effet attendu (90); les chélateurs d’acides biliaires dont le
colesevelam qui peut étre combiné aux statines et qui a ’avantage d’avoir moins d’interactions
médicamenteuses que les autres chélateurs disponibles (90); et les anticorps monoclonaux,
inhibiteurs de la proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 a I’origine de la dégradation des
récepteurs aux LDL, qui sont plus efficaces que les statines en association avec 1’ézetemibe (92,93).
Les fibrates (94) et les acides gras oméga-3 (95) sont plutdt utilisés pour diminuer les taux de TG
dans le sang en interagissant avec certains récepteurs peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR) impliqués dans la régulation du métabolisme des lipides. A I’opposé, des traitements
novateurs comme les inhibiteurs de la protéine de transfert des esters du cholestérol (PTEC), visent
a augmenter les taux de HDL (96,97). Par exemple, 1’anacetrapib augmente efficacement la
concentration des HDL et de fagon intéressante, il diminue aussi celle des LDL (98) en favorisant

I’¢limination de 1’apolipoprotéine B (99).
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Chapitre 2 — La sénescence

Le terme « sénescence » a été introduit pour la premicre fois par Hayflick et Moorhead pour
décrire I’arrét de croissance irréversible de cellules humaines diploides aprés plusieurs passages en
culture (100). L’arrét de la division cellulaire est dii au raccourcissement des télomeres défini
comme la sénescence réplicative (100). Les télomeres sont des s€quences répétitives de nucléotides
essentiels a la stabilité des chromosomes en les préservant d’ un déclenchement de la réponse aux
dommages a I’ADN pouvant causer des recombinaisons ou une fusion des chromosomes (101).
Par ailleurs, lorsque les cellules entrent en sénescence, non seulement leur capacité de prolifération
diminue mais elles subissent également des changements phénotypiques marqués par un
aplatissement et une hypertrophie cellulaire, une accumulation de lysosomes détectable par
I’augmentation de 1’activit¢ de 1’enzyme PB-Galactosidase a pH 6, une augmentation des
mitochondries, une altération de la membrane plasmique et de la paroi nucléaire, et la présence de
foyers d’hétérochromatine (102). La sénescence intervient de fagon bénéfique dans le
développement embryonnaire (103), la réparation tissulaire (104), la cicatrisation de plaies (105),
I’homéostasie glucidique (106) et contre la progression de tumeurs (107) mais I’accumulation
excessive de cellules sénescentes dans les tissus peut favoriser 1’apparition et la progression des
MLA (108-110). Dans ce chapitre, j’exposerai les caractéristiques principales des cellules
sénescentes dont les voies menant a 1’arrét de croissance cellulaire permanent, leur phénotype
sécrétoire et leur faculté a résister a I’apoptose. Dans la deuxieme partie, je développerai le role de
la sénescence dans les MLA de maniere générale puis plus particulierement dans I’ATL. Dans une
derniére partie, je détaillerai les sénothérapies expérimentales décrites dans la littérature, connues

pour diminuer la sénescence.

2.1. Caractéristiques des cellules sénescentes

2.1.1. Arrét de croissance permanent

L’arrét de prolifération irréversible des cellules sénescentes est maintenu par deux voies de

signalisation distinctes, a savoir celle de p53/p21 et de la protéine du rétinoblastome, et celle de
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’inhibiteur de kinases dépendantes de la cycline p16™“? et de la protéine du rétinoblastome
dépendamment du type et de ’intensité du stress pergu par la cellule. Dans les deux cas, les voies
s’activent en réponse a des dommages a I’ADN (111) par différents stimuli dont Ie
raccourcissement des télomeres, certains oncogenes (Ras, BRAF), la chimiothérapie ou la
radiothérapie, le stress oxydant, la dysfonction mitochondriale, le stress épigénétique et le
phénotype sécrétoire associé¢ a la sénescence (PSAS) (112). En premier lieu, les dommages a
I’ADN sont reconnus par les kinases Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) et Ataxia
Telangiectasia and Rad3-related (ATR) qui, une fois phosphorylées, stabilisent la protéine p53 qui
active a son tour p21, un inhibiteur des kinases dépendantes de la cycline (CDK2, CDK4 et CDK6)
bloquant ainsi la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome et par conséquent, le passage
vers la phase S du cycle cellulaire (111). Alors que dans le cas d’un arrét prolongé du cycle
cellulaire (113) et sous I'influence de certains stimuli (114), la sénescence est causée par une
régulation positive de la protéine p16™** qui inhibe également les CDK4 et CDK6 et provoque
I’arrét du cycle a la phase G1 (115) (Figure 1).
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Figure 1 : Activation des voies de la sénescence par des dommages a I' ADN causés par divers signaux
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2.1.2. Phénotype sécrétoire associé a la sénescence

Les cellules sénescentes perdent leur capacité a se diviser mais elles restent
métaboliquement actives (116) et acquierent un phénotype sécrétoire délétére qui peut avoir un
impact sur le microenvironnement tissulaire et les cellules qui les entourent en induisant une
inflammation a distance, en attirant les cellules immunitaires, en propageant la sénescence aux
autres cellules, en modifiant la fonction des cellules souches et en affectant la fonction
endocrinienne et métabolique (117). La présence de 20% de cellules sénescentes dans un tissu est
suffisante pour induire des effets systémiques par le biais du phénotype sécrétoire associé¢ a la
sénescence (PSAS) (118). Par ailleurs, le PSAS augmente dans plusieurs tissus en fonction de 1’age
chronologique (119) et favorise 1’émergence de MLA (109,120). Les cellules sénescentes
possedent toutes la capacité a attirer les cellules immunitaires et a participer a I’inflammation par
le biais du PSAS mais celui-ci varie en fonction du type et du contexte cellulaire (121). Le PSAS
est trés hétérogéne puisqu’il comprend différentes classes moléculaires dont plusieurs cytokines
pro-inflammatoires, des chimiokines, des protéases et leurs inhibiteurs, des facteurs de croissance
(122) et I’inhibiteur de I’activateur du plasminogene 1 (PAI-1) (123). Les composants du PSAS
comprennent également des microvésicules, des microARN, des fragments d'ADN mitochondrial,
des especes réactives de 1’oxygene, des agrégats de protéines et d'autres facteurs qui pourraient
également propager la sénescence et exacerber l'inflammation (124-126). Par ailleurs, les
cytokines IL6 et IL8 sont connues pour favoriser la sénescence en maintenant I’arrét du cycle
cellulaire et pour induire la libération d’autres facteurs du PSAS via la voie de signalisation de
Nuclear factor kappa B (NF-xB) (127,128). Cette voie est également sollicitée par une activation
de la protéine mTOR qui favorise la traduction de IL1a, activateur de NF-xB (127). Les voies de
signalisation p38/MAPK (129), GATA4 (130), NOTCH (131) et PI3K (123) sont aussi connues
pour étre impliquées dans la régulation du PSAS. Bien que le role du PSAS soit délétere dans la
sénescence associée au vieillissement, dans un contexte physiologique sain, certains facteurs du
PSAS comme les cytokines et les chimiokines, permettent de recruter et d’activer les cellules
immunitaires afin d’¢éliminer les cellules endommageées (104). Le PSAS agit également de manicre
bénéfique dans la réparation tissulaire (104), ’angiogenese (102), le développement embryonnaire

(103) et la cicatrisation (132).
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2.1.3. Résistance a I'apoptose

L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée régulée par une voie de
signalisation qui repose sur la perte d’intégrit¢é membranaire des mitochondries. En effet, la
perméabilité mitochondriale est contrdlée par les membres de la famille Bcl2 dont I’activité dépend
de plusieurs stimuli (dommages a I’ADN, stress métabolique...) (133). Apres I'intégration des
signaux par les protéines Bcl2, I’apoptose est amorcée par I’activation d’une cascade d’enzymes
protéolytiques, les caspases, impliquées dans le clivage de protéines essentielles a la survie
cellulaire (134). Par ailleurs, ces signaux apoptotiques sont altérés durant la sénescence (135,136).
Les facteurs pro-apoptotiques Bcl-XL et Bel-W appartenant a la famille Bel2, favorisent la survie
des cellules sénescentes en séquestrant la protéine BH3 permettant ainsi de maintenir I’intégrité de
la membrane mitochondriale externe et d’empécher I’entrée en apoptose des cellules sénescentes
(137). De plus, les cellules sénescentes ont une expression élevée de la protéine FOXO04 qui
favorise la survie des cellules en séquestrant p53 dans le noyau (110). La protéine p21 joue aussi
un réle dans la résistance a I’apoptose des cellules sénescentes (138) en inhibant la caspase 3 (139).
D’autres facteurs comme PI3K, PAI-2 (140) et HSP90 (141) sont également impliqués dans la

survie des cellules sénescentes.

2.2. Role pathologique dans le vieillissement et les maladies liées a I’age

2.2.1. Preuve de concept sur des modeles de souris transgéniques

Plusieurs études in vivo ont montré que I’accumulation de cellules sénescentes dans les
tissus agés peut accélérer le phénotype de vieillissement et favoriser la progression de MLA.
Effectivement, le fait d’inactiver le géne p16™%4* dans le modéle murin progéroide BubR 1!
atténue le phénotype de vieillissement associé dont la sarcopénie, 1’atrophie adipeuse et la
cataracte, et augmente leur EV (142). Ces mémes résultats ont été observés dans un modele murin
plus sélectif, le modele INK-ATTAC dérivé de la lignée BubR1 dans lequel I’expression du
complexe protéique caspase 8/FKBP est sous le contrdle du promoteur p16™%4? dont le géne est
actif dans les cellules sénescentes. Ainsi, ’administration du ligand de FKBP (AP20187) active la
caspase 8 et induit I’apoptose des cellules sénescentes pl16™X4 positives (120). Dans une étude

similaire mais comportant deux cohortes de souris ATTAC d’origine génétique différente (wild
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type versus BubR1), I’administration de AP20187 a augmenté leur EV moyenne et diminu¢ la
détérioration fonctionnelle et structurelle due au vieillissement dans plusieurs organes comparé aux
controles (108). Dans le cas de I’ATL, une étude a utilisé des souris athérosclérotiques LDLr"
croisées avec des souris p16-3MR dans lesquelles le promoteur p16™%4? conduit ’expression de la
protéine 3MR composée, entre autres, de la thymidine kinase du virus de I’herpes qui converti le
Genciclovir en inducteur d’apoptose aprés son administration. Les résultats de cette étude ont
montré que 1’élimination sélective des cellules sénescentes p16™&4 positives atténue la formation
de la plaque d’athérome et augmente sa stabilit¢ (143) diminuant ainsi le risque de rupture.
Finalement, toutes ces études in vivo suggeérent que 1’élimination des cellules sénescentes améliore

I’EVS.

2.2.2. Sénescence vasculaire et athérosclérose

Le taux de mortalité associ¢ a une MCV est plus élevé chez les personnes agées présentant
des télomeres courts dans ’ADN des leucocytes (144). Le systéme vasculaire agé plus sensible
aux facteurs de stress et la persistance a long terme des cellules sénescentes et du PSAS conduisent
au développement des MLA dont I’ATL (143). La présence de marqueurs de sénescence dans les
cellules endothéliales (CE) et cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire indique que les
cellules sénescentes contribuent a leur détérioration (145,146). Les CE sénescentes apparaissent
avec l’age (147) et sont présentes dans les plaques d’athérome (145). Le stress mécanique
chronique présent chez les sujets agés favorise I’entrée en sénescence des CE (148) ce qui limite
leur bon fonctionnement. En effet, les CE sénescentes montrent une diminution de eNOS associée
a une perte de I’activit¢ du NO (149) ainsi qu’une expression €levée des molécules d’adhésion
VCAMI et ICAMI1 (150). De plus, le phénomene de sénescence des CE altere leurs jonctions
serrées qui les relient les unes aux autres favorisant ainsi le passage des lipides oxydés dans la paroi
vasculaire (151). Par ailleurs, les cellules musculaires lisses sénescentes qui sont également
présentes dans les plaques d’athérome (152), alimentent I’environnement athérogéne en sécrétant
des cytokines pro-inflammatoires et des protéases (153—155). Enfin, les macrophages sénescents
jouent un role clé dans le développement de I’ATL puisque ce sont les principales cellules
sénescentes retrouvées dans les plaques d’athérome (143). De plus, la voie de sénescence médiée

par pl6, la protéine inhibitrice de CDK, est impliquée dans le changement de phénotype des
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macrophages qui exposent alors un phénotype pro-inflammatoire (156). Par conséquent, la
sénescence des CE, des cellules musculaires lisses et des macrophages contribue a la progression
de I’ATL en maintenant un environnement inflammatoire chronique. En effet, une étude a montré
que I’¢élimination des cellules sénescentes dans un modele de souris dyslipidémiques a
considérablement diminué la taille des plaques d’athérome et amélioré leur stabilité grace a la
diminution de cytokines pro-inflammatoires et de protéases impliquées dans I’ATL (143). Enfin,
une ¢tude clinique a montré que le fait de pratiquer une activité physique peut diminuer la
sénescence endothéliale chez des personnes agées actives comparé a des personnes agees
sédentaires (147). L’activité physique pourrait donc prévenir I’apparition de ’ATL en limitant

I’entrée en sénescence des CE.

2.3. Les sénothérapies

2.3.1. Les sénolytiques

Les sénolytiques sont des composés qui éliminent sélectivement les cellules sénescentes. A
I’heure actuelle, il en existe une dizaine qui visent a renverser la capacité des cellules sénescentes
a résister a ’apoptose (157) (Figure 2). Le dasatinib, un inhibiteur de tyrosine kinase, a montré
son efficacité pour €liminer des cellules sénescentes dans les tissus adipeux alors que la quercetine,
un flavonoide végétal qui inhibe les serpines, a permis de supprimer des cellules sénescentes dans
I’endothélium et la moelle osseuse (140). L’association des deux améliore les fonctions
physiologiques de souris agées et augmente leur EV (140). Un autre composé connu est le ABT263
ou navitoclax qui se lie au domaine inhibiteur des protéines anti-apoptotiques (Bcl2, Bel-XL, Bel-
W). Le navoticlax a éliminé avec succes des cellules souches sénescentes dans la moelle osseuse
et dans les muscles de souris ayant vieilli naturellement ou précocement par irradiation (158). Ces
résultats ont conduit a un rajeunissement dans les deux modéles murins ainsi qu’a la restauration
des fonctions hématopoiétiques (158). De plus, le navitoclax a permis de freiner la progression de
I’ATL dans un mode¢le de souris athérosclérotiques en éliminant les macrophages sénescents dans
les plaques d’athérome (143). Des dérivés du navitoclax comme le composé ABT737, A1331852
et A1155463 ont également permis d’éliminer des cellules sénescentes dans différents modeles
tissulaires et cellulaires (137,159). Un autre composé révolutionnaire, le FOXO4-DRI, interagit au

niveau du complexe FOX0O4/p53 en bloquant leur interaction permettant ainsi 1’exclusion de p53
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du noyau qui interagit alors avec le cytochrome c et déclenche la cascade de caspases qui, a leur
tour, induisent 1’apoptose des cellules sénescentes (110). Cette étude a montré que le FOX0O4-DRI
améliore la densité des poils, la forme physique et la fonction rénale chez des souris progéroides
qui ont vieilli naturellement (110). Le composé UBX0101 agit de maniére similaire au FOXO-DRI
mais en bloquant I’interaction de MDM?2 et p53 déclenchant ainsi I’apoptose des cellules
sénescentes (160). Ce composé a été testé chez la souris et chez I’humain dans le cas de I’arthrite
par injection intra-articulaire (160). Il atténue efficacement le développement de 1’arthrite et la
douleur associ¢ée en améliorant la capacité des chondrocytes a former le cartilage (160). Le
compos¢ 17AAG et la geldanamycine sont des inhibiteurs de la protéine chaperonne heat shock
protein 90 (HSP90) qui retardent les symptomes du vieillissement et rallongent ’EVS de souris
progéroides en ¢liminant les cellules sénescentes par apoptose (141). Plusieurs études ont étudié
d’autres candidats dont la piperlongumine (161), la fisetine (159) et I’hyperoside dérivé de la
quercétine (162) dans différentes lignées cellulaires et d’aprés leurs résultats, ceux-ci présentent
des propriétés sénolytiques. Malheureusement, le manque de sélectivité de certains composés
comme navitoclax, FOXO4-DRI et dasatinib + quercetin induit une toxicité intrinseque qui limite

leur utilisation chez ’humain.

2.3.2. Les sénomorphiques

Les sénomorphiques sont caractérisés par leur capacité a moduler les cellules sénescentes
en inhibant leur PSAS (Figure 2). Le facteur de transcription NF-kB joue un rdle clé¢ dans
I’inflammaging et son activation dépend de facteurs impliqués dans le processus de vieillissement.
Effectivement, plusieurs composés engagés dans la régulation de NF-kB, a savoir les
glucocorticoides (163), la metformine (164), les antagonistes du récepteur de I’interleukine 1 (IL1)
(165), le Resvératrol (166), les flavonoides (167) et la rapamycine (168) diminuent la sénescence
en inhibant des facteurs du PSAS dépendants ou indépendants de la voie de signalisation de NF-
kB. De plus, I’inhibition de la kinase kB (IKK) qui permet I’activation de NF-xB, permet aussi de
diminuer la sénescence in vivo en retardant les symptomes liés au vieillissement et les MLA dans
un modele de souris progéroides (169). Par ailleurs, le PSAS est aussi régulé par la voie JAK/STAT
dont ID’inhibition supprime 1’inflammaging, allége la dysfonction tissulaire associée au

vieillissement et améliore la forme physique de souris agées (170). De plus, I’inhibition de la
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protéine ATM par le composé KU-60019 bloque les cascades de signalisation pro-PSAS et
perturbe la sécrétion du PSAS (171). Finalement, plusieurs composés naturels dérivés de plantes
(172-175) ont la propriété de diminuer la sénescence en interférant avec le PSAS. Etant donné que
les sénomorphiques doivent étre utilisés en continu et qu’ils ne sont pas spécifiques aux cellules

sénescentes, leurs effets peuvent devenir toxiques a long terme (112).
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\ quercetin / hyperoside
Inhibition du PSAS par des -' dasatinib prp—

composés naturels ou par des SV A
drogues modulant la voie NF-KB\' A A

Figure 2 : Mécanisme d'action des sénolytiques et des sénomorphiques dans une cellule sénescente.
EFNB3 : Ephrine B3; ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated; HSP90 : Heat Shock Protein 90
(inspirée d’une figure de la revue (112))

2.3.3. L'immunothérapie

Actuellement, I’'immunothérapie est un domaine de recherche émergent considéré comme
une alternative aux sénolytiques pour ¢éliminer les cellules sénescentes dans les MLA de maniére
plus sélective. La surveillance immunitaire des cellules sénescentes qui permet le recrutement des
cellules immunitaires et 1’élimination des cellules sénescentes est exécutée par les macrophages,
les cellules tueuses naturelles, et les lymphocytes T cytotoxiques dans des pathologies comme le

cancer (176) et la cirrhose hépatique (104). Néanmoins, la surveillance immunitaire effectuée par
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les macrophages joue aussi un role important dans la sénescence associé¢e a I’ATL. Les cellules
sénescentes expriment le cluster CD47 sur leur surface afin de signaler aux macrophages de ne pas
les éliminer, ceci entraine la liaison de CD47 a la signal regulatory protein o (SIRPa) sur les
macrophages, compromettant ainsi le bon fonctionnement de la phagocytose (177). Dans cette
continuité, une étude a montré qu’un anticorps bloquant CD47 active & nouveau la phagocytose
dans le tissu vasculaire endommagé sans empécher I’apoptose des cellules sénescentes prévenant
ainsi le développement de ’ATL dans 1’aorte de plusieurs modéles murins (177). De plus, les CE
sénescentes expriment 1’antigéne E du complexe majeur d’histocompatibilité¢ de classe I (AE-
CMH) qui inhibe la cytotoxicit¢é immunitaire destinée a détruire les cellules sénescentes en
interagissant avec le récepteur inhibiteur NKG2A appartenant a la famille des récepteurs de la
lectine de type C exprimé sur la surface des cellules tueuses naturelles (178). Dans cette optique,
deux études ont expérimenté des agents bloquant I’interaction AE-CMH/NKG2A, a savoir
I’anticorps monoclonal humanisé anti-NKG2A (179) et les bloqueurs d’expression de protéines
NKG2A (180) en vue de lever I’inhibition de 1’activité des cellules tueuses naturelles pour éliminer
les cellules sénescentes. Finalement, I’immunothérapie s’avére prometteuse pour rétablir la
surveillance immunitaire des cellules sénescentes et jouer indirectement le role de sénolytique en

exploitant le systtme immunitaire.
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Chapitre 3 — L’Angiopoiétine-like 2

L’angiopoiétine-like 2 (Angptl2) est une cytokine pro-inflammatoire sécrétée dans la
circulation sanguine qui a été clonée, exprimée et caractérisée pour la premicre fois en 1999 (181).
C’est une protéine glycosylée de 57 kDa appartenant a la famille des angiopoiétines-like qui sont
au nombre de huit (181). La structure de 1’ Angptl2 comporte un domaine N-terminal en forme de
superhélice impliqué dans I’oligomérisation et un site de fixation globulaire en C-terminal composé
du fibrinogeéne (181). Malgré une structure similaire a celle des Angiopoiétines, I’Angptl2 ne se lie
pas aux mémes récepteurs, Tiel et Tie2 (181-183). Cependant, plusieurs études ont démontré son
affinité non spécifique pour certains récepteurs. En effet, I’ Angptl2 peut se lier aux intégrines o581
dans les adipocytes (184) et les CE (185), au récepteur des leucocytes LILRB2 (PIRB chez la
souris) dans les cellules souches hématopoiétiques (183), dans les plaquettes (186) et les cellules
cancéreuses du pancréas (187). Aussi, ’Angptl2 se lie au récepteur AT1 de ’angiotensine II
favorisant le recyclage du récepteur (188—190) et les effets pro-inflammatoires et oxydants associés
a D’activation des récepteurs AT1 (191). En plus d’étre pro-inflammatoire, 1’Angptl2 est pro-
angiogénique (181,192,193), anti-apoptotique (182), anti-thrombotique (186) et elle intervient
comme facteur de croissance nécessaire a la survie des cellules souches hématopoiétiques
(183,193,194). Elle joue aussi un role physiologique dans la vasculogenese (195) et le cycle
circadien (196,197). Néanmoins, I’Angptl2 est plus connue pour son role délétere dans plusieurs
maladies chroniques dont le cancer (183,198-200), le diabéte (184,201), I’ATL (185,202), les
troubles métaboliques (184), I’insuffisance rénale (203), D’arthrite (204) et d’autres maladies
inflammatoires (205,206). Dans ce chapitre, je présenterai le role délétére que joue I’ Angptl2 dans
le vieillissement et les MLA en insistant sur les MCV et ’ATL. Dans une derniére partie, je

partagerai les données qui exposent I’ Angptl2 comme un composant du PSAS.

3.1. Role pathologique dans le vieillissement et les maladies liées a I’age

En plus d’intervenir dans plusieurs MLA (185,202,204), une étude récente a relié¢ I’ Angptl2
aun phénotype de vieillissement. Effectivement, I’ Angptl2 joue un role délétere dans la sarcopénie

(207), un des facteurs contribuant a la fragilité observée chez les personnes agées. La sarcopénie
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se caractérise par une perte de la masse et de la force du muscle squelettique due a un
environnement inflammatoire et oxydatif. Une étude a montré que I’expression de 1’Angptl2
augmente en fonction de I’age dans les myocytes squelettiques de souris, favorisant une perte de
masse musculaire, une augmentation de l'inflammation et du stress oxydant, et la suppression de
l'activité des cellules musculaires satellites, précurseurs des myocytes (207). De plus, la
suppression de 1'Angptl2 due a l'exercice physique, réduit I'inflammation et le stress oxydant,
facilitant ainsi l'activation des cellules satellites nécessaire au maintien de la masse musculaire
(207). Ces données suggerent que I’ Angptl2 accélere la fragilité due au vieillissement en alimentant

I’environnement pro-inflammatoire et oxydant qui détériore la masse musculaire.

3.1.1. Incidence dans les maladies cardiovasculaires

L’Angptl2 est une protéine dont les propriétés pro-inflammatoires contribuent a la
détérioration du systéme cardiovasculaire. En effet, son expression est significativement plus
¢levée dans des CE de fumeurs actifs ayant une maladie coronarienne sévere comparé a des patients
non-fumeurs (208). Son taux circulant s’aveére plus élevée dans une cohorte de patients asiatiques
(184,185,209) et caucasiens (202) ayant une maladie coronarienne comparé a des sujets sains, et
correle avec la sévérité de la maladie (210). De plus, I’Angptl2 semble €tre un marqueur de
prédiction dans le développement de MCV puisque son taux plasmatique correle avec la sténose
présente dans les arteres coronaires de patients coronariens (185,211) et que ce taux augmente
¢galement avec les scores de Framingham prédisant le risque de développer une MCV (212). De
plus, les niveaux d’Angptl2 circulants correlent positivement avec ’inflammation vasculaire et
I’épaisseur intima-média dans les carotides de patients sans MCV (185), ce qui suggere que
I’ Angptl2 peut influencer la survenue de futurs événements cardiovasculaires. Par ailleurs, des
études ont démontré que I’exercice physique (213,214) et qu’un traitement aigu a 1’atorvastatine
(215) auraient un effet cardioprotecteur en diminuant les niveaux d’Angptl2 circulants.
Récemment, il a ét¢ démontré qu’une modification de la die¢te de patients en surpoids ou obeses
pendant douze semaines permet la diminution des niveaux d’Angptl2 circulants associée a une
atténuation de la rigidité artérielle (216), un facteur de risque important dans le développement de

MCV. Par conséquent, I’Angptl2 a été proposée comme une cible pour le traitement des maladies
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inflammatoires chroniques dont les MCV (209,217,218), bien que les mécanismes moléculaires

impliqués restent encore inconnus.

3.1.1.1. Angiopoiétine-like 2 et athérogenése

L’ Angptl2 joue un réle important dans la dysfonction endothéliale dés les premiers stades
de I’ATL. En effet, la voie de signalisation eNOS/NO est régulée positivement chez des souris dans
lesquelles le géne de I’Angptl2 a été atténué (219) alors qu’a 'inverse, 1’Angptl2 induit la
dysfonction endothéliale (220). Aussi, I’expression de I’ Angptl2 augmente dans des CE de patients
fumeurs (208) dans lesquelles I’environnement est pro-oxydant alors qu’elle diminue dans les CE
de patients coronariens aprés un traitement anti-oxydant (221), ce qui suggere que I’Angptl2 est
sensible au stress oxydant dans les CE, un facteur contribuant a la dysfonction endothéliale. De
plus, la surexpression d'Angptl2 produit des effets pro-inflammatoires sur les CE et les leucocytes
via les voies de signalisation de NF-«kB, conduisant a une expression élevée de cytokines
inflammatoires et de molécules d'adhésion (184,202) pouvant induire un dysfonctionnement de
I’endothélium et par conséquent, la migration des leucocytes a travers la paroi vasculaire.
L’Angptl2 pourrait affecter la fonction leucocytaire selon deux modes, I’un indirect et I’autre
direct. D’apres une étude du laboratoire (202), une surexpression d’angplt2 favorise I'adhésion des
leucocytes sur 1'endothélium natif ex vivo sous I’influence d’un environnement pro-inflammatoire.
Dans cette étude, il a été montré que I’ Angptl2 augmente 1’expression de P-sélectine et de ICAM-
1 endothéliale favorisant I’adhésion des monocytes. En conséquence, 1'adhésion des leucocytes
induite par I'Angptl2 a ét€¢ empéchée par la neutralisation de P-sélectine et de ICAM1 au niveau de
I’endothélium (202). Une autre étude a montré que dans des modeles de souris transgéniques avec
une surexpression d’Angptl2 (K14-Angptl2 et aP2-Angptl2), ’adhésion des leucocytes sur les
vaisseaux inflammés est significativement plus élevée que dans des vaisseaux non inflammés de
souris wild-type (184). L'inactivation de la P-sélectine dans les carotides de souris ApoE™" limite
I’accumulation de macrophages dans les plaques apres une 1ésion endothéliale (222). L’effet peut
¢galement étre direct car la surexpression de I’ Angptl2 a aussi augmenté 1'expression des molécules
d'adhésion a la surface des leucocytes isolés a partir de la rate dans notre modele de souris
dyslipidémiques (202). Par conséquent, une surexpression de 1’Angptl2 peut contribuer a
I’initiation de 1’athérogenese par 1’adhésion leucocytaire dépendamment de I’expression des
molécules d’adhésion P-sélectine et ICAM1 a leur surface et sur I’endothélium. Aussi, I’ Angptl2

sécrétée par les tissus adipeux péri-vasculaires induit une inflammation (223) qui endommage
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I’endothélium possiblement en 1’activant, comme nous 1’avions démontré dans un travail précédent
du laboratoire (202). Effectivement, 1’Angptl2 augmente la production de cytokines
inflammatoires par I’endothélium (TNF-a et IL-6) ainsi que les molécules d’adhésions (202) ce
qui favoriserait I’inflammation et le dommage endothéliale. Une étude a également montré que la
surexpression d’Angptl2 dans 1'endothélium chez la souris, entraine une dysfonction endothéliale
et une inflammation vasculaire (185) étroitement liées a 1’athérogenése (184,185,202). Des études
portant sur le réle physiopathologique de 1'"Angptl2 ont révélé des niveaux d’Angptl2 circulant et
tissulaire significativement élevés chez les souris dysplipidémiques proatherosclérotiques (LDLr"
;hApoB™) et ont démontré que les niveaux augmentent progressivement en fonction du
développement des plaques d’athérome (202). En effet, une étude a montré qu’une déficience en
Angptl2 systémique/circulante diminue la progression de I’ATL ainsi que I’instabilité des plaques
dans le modéle murin ApoE”/Tie2-Angptl2 Tg (185). L’ Angptl2 recombinante peut accélérer la
formation de plaques d’athérome (202) tandis qu'une extinction du gene de I'Angptl2 dans des
souris athérosclérotiques déficientes en apolipoprotéine E, ralenti le développement de I'ATL en
réduisant 1’inflammation et par conséquent, l'infiltration de macrophages a travers la paroi
vasculaire (185). Néanmoins, une étude in vitro a relaté que I’interaction entre 1’Angptl2 et le
facteur de transcription Forkhead box protein C2 (FOXC2) diminue I’inflammation et I’apoptose
des macrophages, et atténue I’accumulation des lipides induite par les lipides oxydés, suggérant un
role bénéfique de I’ Angptl2 dans I’inflammation liée a I’ATL selon la voie moléculaire impliquée
(224). Dans I’ensemble, ces données suggerent que 1’ Angptl2 contribue a la pathogenése de ’ATL

en favorisant la dysfonction endothéliale et I’inflammation vasculaire.

3.2. Contribution dans la sénescence

Malgré un nombre limité d’études exposant un lien entre 1’Angptl2 et la sénescence, les
données disponibles semblent définir I’Angptl2 comme un composant du PSAS. D’apres la
littérature, elle posséde les mémes propriétés que celles du PSAS, a savoir I’angiogenese (192), la
prolifération cellulaire (225), le renouvellement et la différenciation des cellules souches (194),
I’inflammation (184) et la réparation tissulaire (199). De plus, I’Angptl2 a été détectée dans
plusieurs types cellulaires sénescents dont les CE (208), les fibroblastes (226), les hépatocytes

(227,228), les plaquettes (229) et dans des cellules souches pluripotentes reprogrammeées issus de
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patients ayant le syndrome de Werner, une maladie qui entraine un vieillissement accéléré et une
mort prématurée (230). Egalement, une étude récente a montré que les niveaux d’Angptl2
plasmatique chez des patients athérosclérotiques ayant subi une chirurgie cardiaque correlent avec

la sénescence artérielle (231), présentant I’ Angptl2 comme un marqueur du vieillissement.
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Chapitre 4 — Hypothese et objectifs

D’apres la littérature, les cellules sénescentes sont présentes in vivo dans I’endothélium et
la paroi vasculaire de modeles animaux dyslipidémiques et dans les artéres de patients
athérosclérotiques. Par conséquent, la sénescence contribue a la pathogenese de I’ATL. De plus,
I’ Angptl2 fait partie du PSAS et induit I’ATL. Dans cette optique, notre hypothése est qu’une
répression de I’ Angptl2 exprimée par 1’endothélium peut diminuer la progression de I’ATL par la
levée d’inhibition de 1’apoptose des cellules sénescentes vasculaires impliquées dans I’ATL

permettant ainsi leur élimination.

L’objectif de ce mémoire était d’étudier les effets bénéfiques d’une inhibition de
I’expression de 1’Angptl2 au niveau de la sénescence endothéliale et de la progression de I’ATL
dans un modéle de souris dyslipidémiques (LDLr"" ; hApoB100**). Ces souris ont une expression
endogéne ¢levée d’ Angptl2 et elles développent des plaques d’athérome spontanément a I’age de
six mois sans diéte riche en gras (232). Actuellement il n’existe aucun traitement pharmacologique
capable de diminuer I’expression de 1’ Angptl2 puisqu’elle ne lie aucun récepteur spécifiquement
ou lie différents récepteurs tels que LILRB2 et les intégrines a5B1 selon le type cellulaire (183—
187). Par conséquent, nous avons choisi de bloquer I’expression de I’Angptl2 a 1’aide d’un shRNA
délivreé par un adenovirus associé de sérotype 1 (AAV1) ayant un tropisme pour la paroi vasculaire
(233). Pour cela, des souris LDLt"" ; hApoB100™"* de trois mois et dépourvues de plaque ont recu
une injection de shRNA-Angptl2, et ont été sacrifiées a six mois, a un age ou les plaques d’athérome
sont présentes (232). Le but de 1’étude a donc été d’apprécier les effets d’un traitement préventif

sur le ralentissement de 1’athérogenese associ€ a une diminution de la sénescence endothéliale.
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ABSTRACT

Elimination of senescent cells (SnC) is anti-atherogenic, but the specific contribution of senescent vascular
endothelial cells (EC) is unknown. We inactivated angiopoietin like-2 (angptl2), a marker of SnEC and a pro-
atherogenic cytokine in LDLr/", hApoBigo'/* atherosclerotic (ATX) mice. Three months after a single vascular
delivery of a small hairpin (sh)Angptl2 in 3-month old ATX mice using an adeno-associated virus serotype 1
(AAV1), aortic atheroma plague progression was slowed by 58% (p<0.0001). In the native aortic endothelium,
angptl2 expression was decreased by 80%, in association with a reduced expression of p21, a cyclin-dependent
kinase inhibitor overexpressed in growth-arrested SnC. Endothelial activation was reduced (lower lcam-1, Il-1/3
and Mcp-1 expression), decreasing monocyte Cd68 expression in the endothelium. One week post-injection, the
ratio Bax/Bcl2 increased in the endothelium only, suggesting that angptl/2’/p21* SnEC were eliminated by
apoptosis. Four weeks post-injection, the endothelial progenitor marker Cd34 increased, suggesting endothelial
repair. In arteries of atherosclerotic patients, we observed a strong correlation between p21 and ANGPTL2
(r=0.727, p=0.0002) confirming the clinical significance of angpt/2-associated senescence. Our data suggest that
therapeutic down-regulation of vascular angpt/2 leads to the clearance of SnEC by apoptosis, stimulates
endothelial repair and reduces atherosclerosis.

INTRODUCTION tumors [4-7]; conversely, elimination of senescent cells

contributes to improve health [8-11]. They also
Senescent cells lose their proliferative potential in accumulate in tissues affected by atherosclerosis [12-
response to various stresses. They secrete a variety of 14] and their elimination strikingly reduces athero-
pro-inflammatory mediators and proteases, gathered in genicity in animal models [12, 14]. Senescence is thus a
the senescence-associated secretory phenotype (SASP) link between molecular damage and the altered
[1] that engages the immune system to eliminate physiology of aging, and targeting SnC using senolytic
senescent cells [2, 3]. Senescent cells accumulate in drugs appears a promising strategy to reduce the burden
aging organisms, chronic age-related discases and bening of age-related chronic inflammatory discases [15],
Www.aging-us.com 3832 AGING
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including atherosclerosis [16, 17]. Selective and safe
senolytics, however, have yet to be discovered as most
have emerged from the oncology therapeutic arma-
mentarium [18]. Combination of the natural product
quercetin with the tyrosine kinase inhibitor dasatinib
preferentially killed senescent cells in culture and in
mice, improving health span in naturally aged mice
[19, 20]. ABT263, a Bcl2 family inhibitor, was able to
eliminate senescent cells after irradiation in mice and
to rejuvenate bone marrow stem cells from both
irradiated mice and naturally aged mice [21], to
reverse pulmonary fibrosis in a mouse model [22], and
to reduce senescence-associated Tau-dependent neuro-
nal damage and cognitive decline [23].

Angiopoietin like-2 (angptl2) is a member of the SASP
[24-28] and is detectable in most organs of adult mice
[29]. Angptl2 is expressed by senescent vascular human
endothelial cells (EC) [30], but not quiescent or
proliferative EC [31] and is atherogenic when infused in
young LDLr";hApoBioo” atherosclerotic (ATX) mice
[31] or in angptl2-endothelial transgenic ApoE~" mice
[32]. We reported that plasma levels of angptl2 are
elevated in patients with cardiovascular diseases (CVD)
[31], were associated with endothelial dysfunction [33]
and were predictive of major cardiac adverse events
(MACE) and death [34]. Recently, we reported a strong
relationship between arterial expression of p2/, a cell
cycle inhibitor overexpressed in senescent cells and
maintaining growth arrest [35], and circulating levels of
angptl2 in atherosclerotic patients [36]. Senescent EC
are activated and promote aggregation of leukocytes
[37], the initiating step of atherogenesis [38]. We
therefore hypothesized that down-regulation of vascular
angpfl2, preferentially in the endothelium of severely
dyslipidemic ATX mice would promote endothelial
repair and slow atherogenesis. Here, we report that
knockdown of vascular angptl2 by a shRNA
(shAngptl2), delivered to the vascular cells via a single
injection of an AAVI [39], slowed atheroma prog-
ression in ATX mice. Knockdown of angptl2 was
associated with a rapid reduction in the expression of
EC senescence-associated p2/ accompanied by the
increase in Bax/Bcl2 ratio as a marker of apoptosis;
subsequently, this was associated with endothelial
repair as evidenced by the incorporation of endothelial
progenitor CD34" cells. In addition to our pre-clinical
results, we show that vascular ANGPTL2 gene
expression is correlated with p2/ expression and
inflammatory cytokines in the internal mammary artery
isolated from severely atherosclerotic patients
undergoing a coronary artery bypass surgery.
Altogether, our data suggest that targeting vascular
angpfl2 could be senolytic, delaying the progression of
atherosclerosis.

RESULTS

Endothelial expression of angptl2 and senescence
gene markers parallels atherogenesis

Firstly, and as expected, endothelial expression of
angptl2, Pai-1 and p21 parallels the growing atheroma
plaque in untreated LDLr"";hApoBe™" atherosclerotic
(ATX) mice up to 12-month old (-mo) (Figure 1); p2/ is
a cyclin-dependent kinase inhibitor overexpressed in
growth-arrested senescent cells, and Pai-1 is a
recognized SASP member and inducer of senescence
[15]. When compared to age-matched wild-type mice,
angptl2, Pai-1 and p2I are over-expressed in the native
endothelium of 6-mo ATX mice (Figure 2).
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Figure 1. Age-dependent increase of senescence-
associated p21, Pai-1 and angpti2 expressions in the
native endothelium parallels plaque growth in the aorta.
(A) mRNA expression of indicated genes was quantified in the
native aortic endothelium of 3-mo (n=4), 5-mo (n=4), 6-mo (n=4)
and 12-mo (n=4) control ATX mice. The average level of gene
expression in 3-mo ATX mice was arbitrarily set at 1. Plaque area
was quantified from longitudinally open thoracic aortas of 3-mo
(n=7), 5-mo (n=5), 6-mo (n=7), 9-mo (n=12) and 12-mo (n=4) ATX
mice. Data are expressed as mean+SEM. *: p<0.0001 vs. 3-mo
ATX mice. (B) Representative pictures of age-related increase in
atherosclerotic plague in 3-, 6-, 9- and 12-mo ATX mice.
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Figure 2. Increased expression of senescence-associated p21, Pai-1 and angpti2 in the native
aortic endothelium of 6-month old ATX compared to WT mice. mRNA expression of indicated genes
was quantified in the native aortic endothelium of 6-mo WT and ATX mice (n=3). The average level of gene
expression in 6-mo WT mice was arbitrarily set at 1. Data are expressed as meanSEM, *: p<0.05 vs, WT mice.
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Figure 3. Distribution of the AAV1-mCherry in the aortic wall and specificity of the AAV1-shAngptl2. (A) Immunofiuorescence
of AAV1-mCherry in frozen aortic sections of ATX mice at 6 months of age, 3 months post-infection: mCherry signal distributed throughout
the vascular wall is shown in red and basal lamina in green; nuclei are shown in blue. At a higher magnification (40X), arrows show mCherry
sighal in the endothelium. A negative control (absence of primary antibody against mCherry) was performed (data not shown). (B) Neither
cardiac nor liver Angpt!/2 and p21 mRNA expressions were affected by the AAV1-shAngptl2 in ATX mice, 3 months post-infection. Average
gene expression level in shSCR mice was arbitrarily set at 1. Data are mean+SEM of n ATX mice. C) Cholesterol, triglycerides and glucose
levels of ATX mice were not altered by the AAV1-shAngptl2, 3 months post-infection. Data are mean+SEM of n=7 ATX mice.
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Vascular angptl2 knockdown decreases

atherosclerotic plaque size

To investigate the anti-atherogenic effects of angptl2
knockdown, we delivered once a shAngptl2 (Table S1)
using an adeno-associated virus serotype 1 (AAV1)asa
vector (i.v. bolus injection) with preferred vascular
tropism [39] in 3-mo ATX mice. Each mouse was
sacrificed at 6-mo. The vascular delivery of the shRNA
was confirmed by mCherry staining of the aortic wall,
showing red fluorescence in the endothelial cells and
throughout the vascular wall, but with no diffusion to
the adventitia or in the plaque (Figure 3A). In addition,
the AAV1-shAngptl? infection neither reduced angpt!?
expression in the mouse heart and liver (Figure 3B), nor
affected lipid and glucose blood levels (Figure 3C).

Plaque was not present at 3-mo (Figures 1B and 4A),
but the atherosclerotic lesion covered 8=1% of the
thoracic aorta of 6-mo untreated ATX mice, and 8+1%
of the thoracic aorta of mice injected with an AAV]
containing a scrambled (SCR; Table S1) mRNA
sequence (Figure 4). At 6-mo, 3 months AAVI-
shAngptl2 post-injection, the atherosclerotic burden in
the thoracic aorta was reduced by 58% (Figure 4;
p<0.0001; n=12) compared to un-injected ATX mice
and mice injected with an AAV1-shSCR. Therefore,
targeting angptl2* vascular cells is anti-atherogenic.

Vascular  Angptl2  down-regulation  decreases
markers of senescence, monocytes recruitment and

inflammation in the endothelium

Some ATX mice were sacrificed 1, 2 and 4 weeks after
AAV1-shAngptl2 infection. After only one week, endo-

A

CTL3-mo CTL6-mo +shSCR +shAngptl2

Plaque area (%)

thelial expression of angpt/2 and p21 were significantly
lowered and continued to decline over the 4-week
period post-AAV1-shAngptl2 injection (Figure 5),
demonstrating a fast reduction in senescence. At the end
of the treatment, 3 months post-AAV1-shAngptl2
injection, angpt/2, p21 (Figure 5 and 6A) and Pai-/
expressions were still significantly decreased in the
endothelium (Figure 6A), suggesting that knockdown of
angptl? lowers senescence in the long-term. Therefore,
targeting angpt/2” EC reduces senescent EC load in
vivo; conversely, this suggests that angpti2”™ EC are
senescent.

Senescent EC are known to favour adhesion of
monocytes and their migration into the intima [37].
Accordingly, in the endothelium of 6-mo treated
AAV1-shAngptl2 mice the expressions of the adhesion
molecule /cam-1 and of monocyte chemo-attractant
protein Mcpl were reduced (Figure 6A) and this was
associated with a lower expression of Cd68" in
endothelial cells (Figure 6A); the expression of the
inflammatory marker /L-If also tented (p=0.057) to
decrease in AAVI1-shAngptl2 mice (Figure 6A).
Altogether, these data suggest that targeting angptl2”
senescent EC reduces inflammation and adhesion of
Cd68™ mono-cytes onto the endothelium.

Vascular  Angptl2  down-regulation  decreases
inflammation, monocytes recruitment and
macrophages infiltration into the media of the aorta

In the present study, p2/ expression was not altered in
the media (including the atheroma plaque) of the aorta 3
months post-AAV1-shAngptl2 infection (Figure 6B),
suggesting that in this mouse model and at this young
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Figure 4. Down-regulation of vascular angpt/2 is anti-atherogenic. (A) Representative images of longitudinally open thoracic
aortas showing atherosclerotic plague, and (B) Quantification of thoracic aorta atheroma plaque area in 3 mo control (CTL 3-mo,
n=6), 6-mo control (CTL 6-mo, n=12), 6-mo AAV1-shScramble (+ shSCR, n=11) and 6-mo AAV1-shAngptl2 (+ shAngptl2, n=12) ATX
mice revealing white atheroma plaques at 6-mo. Data are meantSEM. *: p<0.0001 vs. CTL 6-mo and shSCR; $: p<0.0001 vs. CTL 3-mo.
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age, arterial smooth muscle cells, fibroblasts and foam
cells are not senescent. Angpt/2 and Cd68 expression,
however, decreased (Figure 6B), as did Pai-/, Il-1 and
Mep1, suggestive of less macrophage infiltration into
the media and a lower inflammation. Indirectly, it also
suggests that Cd68™ macrophages express angp#l2 and
contribute to the local inflammation, as previously
reported [29, 32, 40]. Therefore, targeting angprl2*
vascular cells reduces inflammation associated with
macrophages infiltration into the media.
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Vascular Angptl2 down-regulation induces early
apoptosis of senescent ECs and promotes
endothelium repair

To determine the mechanism of senescent EC clearance
and endothelial repair associated with the anti-
atherogenic effect of the shAngptl2, we euthanized
ATX mice 1, 2 and 4 weeks after AAVI-shAngptl2
infection. Concomitantly with the fast reduction in
senescence (Figure 5), after only one week post-
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Figure 5. Time-dependent decrease of senescent-associated Angptl2 and p21 mRNA expressions in the native
endothelium of the aorta post-AAV1-shAngptl2 injection. Decrease of Angpt/2 (A) and p21 (B) mRNA expression post-injections
(1-week, n=5-6; 2-week, n=5-7; 4-week, n=4-7; 3-month, n=6-4) in the native endothelium freshly harvested from thoracic aortas of ATX
mice treated with AAV1-shSCR or AAV1-shAngptl2. Average gene expression level in shSCR group was arbitrarily set at 1. Data are
meanzSEM. *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001 vs. shSCR group, at each time point.
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Figure 6. Down-regulation of vascular angpti2 is senolytic and anti-atherogenic. (A) Decrease of mRNA expression of the
indicated genes in the native aortic endothelium isolated from AAV1-shAngptl2-treated ATX mice, 3 months post-infection. Data are
meanSEM of n mice. *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001 vs. shSCR group. (B) Decrease of mRNA expression (except for p21) in the de-
endothelialized aortic wall (media) isolated from AAV1-shAngptl2-treated ATX mice, 3 months post-infection. Data are meantSEM. *:

p<0.05 and ** p<0.01 vs. shSCR group.
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infection, endothelial pro-apoptotic Bax expression was
significantly increased (p=0.005), while that of the anti-
apoptotic Bec/2 was significantly decreased (p=0.003),
increasing the Bax/Bel2 ratio (Figure 7A), suggesting
that angprl2” senescent EC were eliminated, at least
partly, following activation of this apoptotic pathway.
In contrast, in the media neither Bax nor Bcl?
expression changed one week post-infection (Figure
7B), and this absence of apoptosis paralleled the lack of
reduction in the senescence marker p2/ in the media
(Figure 6). Thus, AAV1-shAngptl2 infection promotes
cell death of senescent angpt!2® endothelial cells by
apoptosis; in contrast, in other cells from the aortic wall,
shAngptl2 does not affect senescence and does not
induce apoptosis.

Since the shAngptl2 therapy is anti-atherogenic, it
would be expected that endothelial repair occurred as a
mean to restore and/or maintain endothelial functions.
After 2 weeks of shAngptl2 treatment, Cd34 expression
tended to increase in the endothelium (from 1.1+0.3 to
1.9£0.3, p=0.082, n=5 and 7, respectively; data not
shown), and after 4 weeks Cd34 expression increased
significantly (p=0.034) (Figure 8A). This increase in the
marker of progenitor cells, suggesting Cd34" progenitor
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cell recruitment, was maintained up to the end of the
study period, i.e. 3 months post-injection (Figure 8B-C).
In contrast, endothelial apoptosis was no longer
observed 3 months post-injection (data not shown). This
strongly suggests that rapid apoptosis of angptl2”
senescent EC stimulates long-term endothelial repair, at
least in part by incorporating circulating endothelial
progenitor cells (CD34* EpC).

Vascular ANGPTL2 expression correlates with
vascular senescence in internal mammary artery of
patients with severe coronary artery disease

To validate the clinical relevance of ANGPTL? as a
marker of vascular senescence, and to assess whether
accumulation of senescent cells precedes plaque growth
in human arteries, we measured the expression of
ANGPTL2 and markers of senescence in human arterial
segments, We recruited 26 patients undergoing
coronary artery bypass (CABG) surgery with or without
valve replacement (characteristics of the patients are in
Table S2). In internal mammary artery segments free of
plaque, the expression of p2/ and that of ANGPTL2
were tightly associated (Figure 9A) and did not
correlate with the age of the donor (data not shown).
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Figure 7. Down-regulation of vascular angptl2 is senolytic by promoting apopotosis. (A) Induction of Angpt/2* senescent
endothelial cells apoptosis 1-week post-injection of AAV1-shAngptl2 in aortas of ATX mice: Bax mRNA expression increased (left,
p=0.005) while Bc/2 mRNA expression decreased (middle, p=0.003), increasing Bax/Bci2 ratio (right). (B) Absence of apoptosis in cells
from the media 1-week post-injection of AAV1-shAngptl2 in aortas of ATX mice. Data are meantSEM of n ATX mice.
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Figure 8. Down-regulation of vascular angpti2 is anti-atherogenic and promotes endothelial repair. (A) Increased expression
of the progenitor marker Cd34 mRNA in the native aortic endothelium 4-week post-injection of shAngptl2 ATX mice. Data are mean+SEM.
*: p<0.05 vs. shSCR group. The average gene expression levels in the shSCR group were arbitrarily set at 1. (B) Higher CD34 staining in the
endothelium of 6-month old ATX mice 3 months post-injection of the AAV1-shAngptl2 compared to ATX mice injected with the scramble

shRNA (shSCR). Data are mean+SEM.

Furthermore, ANGPTL2 and p21 levels correlated with
pro-inflammatory cytokines of the SASP, ie., TNFa,
IL-8 and [L-6 levels (Figure 9B-C). These clinical data
validate the strong link between vascular ANGPTL2 and
the marker of senescence p21, in yet non-atherosclerotic
arteries, independently of age. These data also suggest
that accumulation of senescent vascular ANGPTL2';
p217 cells might precede plaque growth in human
arteries.

DISCUSSION

The novel findings of this study are that down-
regulation of wvascular Angpt/2 may limit the
progression of atherosclerotic lesions in pre-athero-
sclerotic dyslipidemic mice by 1} inducing clearance of
senescent ECs through apoptosis and 2) by promoting

*; p<0.05 vs. shSCR. C) Representative images of CD34 immunostaining are shown.

endothelium repair and thus, attenuating the pro-
inflammatory environment in the wall of the aorta. We
have also shown that vascular ANGPTL2 expression is
correlated with senescence and inflammatory cytokines
of the SASP in pre-atherosclerotic internal mammary
artery from patients with coronary artery disease,
suggesting that angptl2 is a clinical marker of arterial
senescence and that arterial senescence may precede
plaque growth in human arteries. Altogether, these
observations demonstrate that targeting vascular
angptl? is an innovative strategy to delay athero-
sclerosis by reducing endothelial senescence (Figure
10).

Age-related atherosclerosis 1s partly driven by the
accumulation of senescent cells in mice [12, 14],
creating a pro-inflammatory environment through their
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SASP [1]. Targeting senescent cells using senolytic
drugs appears therefore a promising strategy to reduce
the burden of age-related chronic inflammatory diseases
[15], including atherosclerosis [16, 17]. Selective and
safe senolytics have yet to be discovered as most come
from the oncology therapeutic field [18]. The protein
angptl2, on the other hand, is highly expressed by
senescent vascular human EC [30], but not by quiescent
or proliferative EC [31], and 1s highly atherogenic when
infused in young LDLr"*;hApoB100” atherosclerotic
mice [31]. Abundant ANGPTL2 expression was also
observed in atheroma plaques of patients, particularly in
EC and infiltrated macrophages [32]. The presence of
senescent cells was also reported in human athero-
sclerotic arteries [17, 41]. Although co-expression of
vascular angptl2 and senescence markers has never been
reported, our data show that by targeting angpt/2”
vascular cells, senescent cells are eliminated, and thus
strongly suggest that angptl2 is a marker of arterial

senescence. Indeed, our recent study demonstrated that
the per-operative variations in circulating plasma levels
of angptl2 following cardiac surgery were determined
by fat and arterial tissue inflammatory and senescence
load of the patients [36]. Therefore, angptl2 is a clear
marker of aging, which levels of expression are
magnified by the presence of risk factors for vascular
diseases [42] and are linked to arterial senescence [36].
The demonstration that down-regulation of angpt!? is
anti-atherogenic therefore validates the concept of the
contribution of senescent EC in the pathogenesis of
atherosclerosis.

Several data collected in this work converge to support
the contribution of angpt/2* senescent EC in endothelial
dysfunction and in atherogenesis. Pro-inflammatory
senescent EC are activated and promote aggregation of
leukocytes [37], the initiating step of atherogenesis [38].
Our results reveal that following shAngptl2 treatment,
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Figure 9. Association of vascular ANGPTL2, senescence and inflammation in IMA from atherosclerotic patients
undergoing coronary artery by-pass surgery. Linear correlations between (A) ANGPTL2 and p21 mRNA expression, (B) ANGPTL2 and
TNF-a, IL-8 and /L-6 mRNA expression and (C) p21 and TNF-c IL-8 and IL-6 mRNA expression in IMA segments (n=26). Non-parametric
Spearman correlation test was applied. Patient’s characteristics are described in Table 52.
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Figure 10. Schematic representation of the putative anti-atherogenic action of AAV1-shAngptl2. Elimination
of angptl2t:p21* senescent endothelial cells by apoptosis promotes endothelial repair. This leads to a reduced
inflammatory profile, a lower immune cell adhesiveness and infiltration and therefore, a reduced atherogenicity.

the endothelial expression of the adhesion molecule
Icam-1 and the endothelial expression of monocyte
chemo-attractant protein Mcp/ were reduced, likely
contributing to lower adhesion of Cd68" monocytes
onto the endothelium. Monocytes adhesion is crucial for
macrophage infiltration and atheroma growth [38].
Endothelial cells and macrophages are the primary cells
that secrete angptl2 in the atherosclerotic lesion [32],
and angptl2 activates macrophage recruitment [29].
Accordingly, reducing angpt/2” senescent EC burden
translates into lower EC activation, ie. preserved
endothelial anti-adhesive functions. Similarly, in hyper-
cholesterolemic mice treated with the senolytic cocktail
dasatinib/quercitin, endothelial dilatory function was
improved via a greater nitric oxide (NO) bioavailability
[12]. Interestingly, we reported that the dilatory eNOS-
NO pathway was up-regulated in angp?/2 knockdown
mice [43], and that in contrast, angptl?2 induced
endothelial dysfunction [44]. Senescence was not
quantified in the latter studies [43, 44], but altogether
our data suggest that lowering angptl2, and thus
senescence, protects the endothelial functions. In the
present study, p2/ expression was not altered in the
media of the aorta 3 months post-infection, suggesting
that in this mouse model and at this young age, arterial
smooth muscle cells, fibroblasts and foam cells are not
senescent. In contrast, Angptl2 and Cd68 expression in
the media decreased 3 months post-infection, as did
Pai-1, Il-15 and Mep!. On one hand, this result suggests

that Cd68" macrophages express angprl2 and contribute
to the local inflammation, as previously reported [29,
32, 40] and, on the other hand, that elimination of
senescent angpt/2” EC reduced monocyte adhesion and
macrophage infiltration. Macrophages appear unique as
they may ecxpress pl6 as part of a physiological
response to immune stimuli rather than through
senescence [19, 45, 46]. Hence, reduced adhesion and
infiltration of macrophages suggest improved endo-
thelial functions 3 months post-AAV1-shAngptl2
therapy. Beyond the known benefits of eliminating
senescent cells [18], the concomitant reduction both in
the endothelium and the media of Pai-I, a well
recognized SASP member and inducer of senescence
[47], is clinically relevant: genetically driven high
circulating levels of PAI-1 correlate with the severity of
atherosclerosis [48], while conversely, a null mutation
in its gene reduces markers of biological aging and
increases longevity in humans [49].

A high level of senescent cells limits tissue remodelling
and repair [50]. In contrast, parallel to the reduced
endothelial expression of angprl2 and p21, endothelial
(but not in the media) pro-apoptotic Bax expression was
significantly increased after one week of treatment,
while that of the anti-apoptotic Bc/2 was significantly
decreased. These data suggest that angpt/l2™:p21*
senescent EC were eliminated following activation of
this apoptotic pathway, which has been shown to be an
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effective mean of remodelling [51]. Selective induction
of death by activation of apoptosis of senescent cells 1s
the common mechanism of action of senolytics [12, 14,
19, 52]. Thus, elimination of senescent angptl2” EC
cells by apoptosis is a senolytic approach.

Since the shAngptl2 therapy is anti-atherogenic,
preserves endothelial anti-adhesive functions and
reduces arterial wall inflammation, endothelial repair
should occur. One major mechanism of repair is the
recruitment of CD34" progenitor cells from the
circulation, and more specifically endothelial progenitor
cells for re-endothelialization in mice [53]. Conversely,
a reduced number of circulating EpC has been asso-
ciated with an increase in major advanced cardiac
events in patients with CVD [54]. Two weeks after
shAngptl2 treatment, Cd34 expression tended to
increase in the endothelium (data not shown), it in-
creased significantly after 4 weeks and was sustained up
to 3 months, suggesting that the shAngptl2 therapy
stimulated repair of the endothelium. Thus, apoptosis of
angptl2 ;p21* senescent EC likely stimulated endo-
thelial repair, at least partly by incorporating circulating
EpC. To our knowledge, this result is the first study to
imply that integration of EpC into the native
endothelium contributes to a functional endothelial
repair post-senolytic therapy. Down-regulating vascular
angptl2 should be safe; angptl2-KO [29] and our
Angptl2-KD mice are healthy and resist better to an
inflammatory stress [44].

Senescent EC overlay the atheroma plaque in patients
[17]. To validate the clinical relevance of ANGPTL2 as
a marker of vascular senescence, and to assess whether
vascular senescence precedes plaque growth in patients,
we measured the expression of ANGPTL2 and markers
of senescence in functional, not atherosclerotic internal
mammary artery segments from patients with CVD. In
these arterial segments, the expression of p2/ and that
of ANGPTL2 were tightly associated, independently of
the age of the donor, demonstrating that accumulation
of senescent vascular cells is driven by stress (risk
factors for CVD) more than age per se, as we
previously reported in cultured EC isolated from
mammary arteries [55]. The strong levels of association
of ANGPTL?2 and p21 levels with the pro-inflammatory
cytokines of the SASP, i.e., TNFa, IL-8 and [L-6 levels
strengthen the concept that senescence-driven chronic
low-grade inflammation ultimately triggers the
appearance of the atheroma with time.

Limitations of the study: first, almost all data were
provided on mRNA level. Unfortunately, there was not
enough material in the native endothelium layer scraped
from the mouse aorta to look at the protein level.
Second, » number is relatively small and variable due to

the limited and variable availability of endothelial
mRNA extractions. Third, expression of p2/ mRNA
was unaffected by the shAngptl2 in the media, sug-
gesting either that cells in the media were not senescent,
as we propose in these young ATX mice, or,
alternatively, that angptl2 is not central to the main-
tenance of senescence in cells other than endothelial
cells. Finally, the underlying mechanism of elevated
CD34" progenitor cell recruitment after shAngptl2
treatment was not elucidated. Because on one hand,
angptl2 is anti-apoptotic [56], and because on the other
hand, the shAngptl2 induced apoptosis of endothelial
cells, it is possible that the generation of apoptotic
bodies act as chemoattractant for EpC [57, 58]. This
attractive hypothesis would need to be validated in
specific experiments.

In conclusion, therapeutic down-regulation of vascular
angptl? leads to the clearance of senescent EC by
apoptosis, stimulates endothelial repair, preserves
endothelial functions and reduces atherosclerosis.
ANGPTL2 and p2/ expression are tightly associated in
non-atherosclerotic human arteries, which further
suggests that accumulation of arterial senescence
precedes age-related atherosclerosis. Altogether, these
data suggest that targeting vascular angpt/2 could be a
selective and safe senolytic strategy to delay or reduce
atherogenesis.

MATERIALS AND METHODS
Animal study

All animal experiments were performed in accordance
with the “Guide for the Care and Use of Experimental
Animals of the Canadian Council on Animal Care” and
the “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” of the US National Institutes of Health (NIH
Publication No. 85-23, revised 1996) and was approved
by the Montreal Heart Institute Ethics Committee.
Knockout/transgenic  severely dyslipidemic LDLr"
;hApoB*™ (ATX) male mice were fed a normal diet.
Mice were anaesthetized with 44 mg/kg ketamine and
2.2 mg/kg xylazine and ventilated. Thoracic aortas of
ATX and WT mice were used to quantify athero-
sclerotic lesions and to assess mRNA expression of
senescent markers, inflammatory markers, progenitor
marker and apoptosis markers both in the freshly
isolated native endothelium and in the aorta wall [31].
Hearts, livers and blood of ATX mice were used to
validate the vascular tropism of the AAV1.

AAV1 production

The protocol was adapted from a previous study [39].
HEKT293T competent cells were plated until a con-
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fluence of 70%, and were then transfected overnight
with 12 pg/mL of the pXYZ Cl plasmid vector
(serotype 1), 4 pg/mL of the plasmid containing
shAngptl2, shSCR (see shRNA sequences Table S1) or
mCherry red fluorescent protein sequence, and 48
pg/mL of polyethylenimin (Sigma) in a starvation
medium. The next day, the medium was changed and
cells were incubated for 48h with normal growth
medium. Then, cells were collected and lysed with Tris
IM/ NaCl 5M pH 8.5. Lysis was accelerated by several
freeze/thaw steps and 1 pL of MgCl: (1M) in addition
to benzonase (250U/uL, Sigma) were added per mL of
lysate. After centrifugation, AAV1 were isolated from
the supernatant by iodixanol gradients during
ultracentrifugation, then extracted with a syringe and
concentrated in a PBST buffer volume between 0.25 ml
and 0.5 ml with Ultracel-100 regenerated cellulose
membrane (100 kDa, EMD Millipore).

AAVT1 titration and administration in ATX mice

Titration was performed by qPCR reactions using a
StepOnePlus Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific). AAV1 were quantified using a standard range
made by serial dilutions (10 ng to 10" ng) of shAngptl2
and shSCR plasmids containing a target sequence
(BGH) or the plasmid containing mCherry sequence. The
primers for BGH target sequence and mCherry were
designed using Clone Manager software (Table S3). Each
mouse received a systemic (i.v.) bolus injection of 10
AAV1 particles at 3-month old (-mo) and were studied at
6-mo; some mice received an injection at 5-mo and were
studied after 1 week, 2 weeks or 4 weeks. A pilot study
showed that injection of 5x10'° AAVI particles was
sub-optimal, leading to an inconsistent reduction in
angptl2 by ~50% (data not shown).

Quantification of atherosclerotic lesions

Freshly isolated thoracic aortas of ATX mice were
longitudinally opened and pictures taken with a digital
camera. Atherosclerosis lesions were quantified by
measuring the white spots in the aorta using Imagel
software as previously [31]. Plaque areas were
expressed as percentage of total aortic area.

Total RNA extraction

Total RNA was extracted from freshly isolated aorta,
separately in both the endothelial layer and the arterial
wall. Native ECs were gently scraped with the tip of a
scalpel blade from longitudinally opened segments of
the thoracic aorta and endothelial mMRNA was extracted
as previously [31]; the denuded aorta wall (including
the atheroma plaque), the liver and the heart were
pulverized in liquid nitrogen with a Cell crusher kit

(Cellcrusher Limited). RNAs were extracted using an
RNeasy Mini Kit (Qiagen). Contamination with
genomic DNA was prevented by a digestion with a
DNase I mix (Qiagen), according to the manufacturer’s
guidelines. Total RNA was quantified using a
NanoDrop ND-100 spectrophotometer.

Real-Time quantitative PCR

Total RNA was reverse transcribed into first-strand
complementary DNA  with M-MLV  reverse
transcriptase (Thermo Fisher), using random hexamer
primers. The gPCR reactions were carried out on
diluted RT products by using the DNA-binding dye
SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific) to detect PCR products with StepOnePlus
Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). The
primers of target gemes (Angptl2, p21, H-1f, lcam-1,
Cdo68, Cd34, Mcpl, Bax, Bcl2) were designed using
Clone Manager software (Table S3 (mouse) and S4
(human)). All samples were run in duplicate and the
fold changes in gene expression were calculated by a
AACT method using cyclod (cyclophilin A) as the
housekeeping gene. N numbers are not homogeneous
due to the limited and variable availability of
endothelial mRNA extraction.

Immunofluorescence
Fixed tissues (transversely aortic frozen sections) were

incubated with 1:100 diluted rabbit anti-mCherry
(#ab167453; Abcam) or with 1:200 diluted rabbit anti-

CD34 (#ab185732; Abcam) and 1:800 diluted
secondary antibody Alexa fluor-647 anti-rabbit
(#A31573, Thermo  Fisher  Scientific). DNA

counterstaining was performed by incubating fixed
tissues with DAPT (D1306, Thermo Fisher Scientific).
Fluorescence was visualized by confocal microscopy
(Zeiss LSM 510) with 40X magnification for mCherry
staining and 20X magnification for CD34 staining.
CD34 staining was normalized to the total number of
nuclei present in the endothelial layer (DAPI staining).

Biochemical analysis

Blood was rapidly collected after sacrifices and then
centrifuged within minutes to collect the plasma. Samples
were stored frozen in aliquots at -80°C until further
analysis. Plasma metabolic profile (total cholesterol,
glucose and triglycerides) was measured at the bio-
chemical laboratory of the Montreal Heart Institute.

Human study

Twenty-six coronary artery disease (CAD) patients
undergoing coronary arterial bypass (CABG, n=16), or
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both CABG and aortic or mitral valve replacement (VR)
(n=10) between February 2014 and January 2016, were
prospectively included in the study at the Montreal
Heart Institute (Quebec, Canada). Inclusion criteria
were patients undergoing elective CABG and VR with
normal left ventricular function at pre-operative
evaluation. Patients who underwent other type of
procedure were excluded. All patients signed an
informed consent and the study (#ICM 13-1492) was
approved by the ethical committee on human research
of the Montreal Heart Institute. On the overall
population, the mean age was 67+8 years and 92% were
male. All patients had at least one risk factor for CVD
and received preventive treatment such aspirin or statin
before surgery. Left ventricular function was normal in
all patients. The basal pre-operative characteristics of
the patients are detailed in the Table S2. All patients
underwent cardiac surgery with cardiopulmonary
bypass (CPB). During surgery, a distal segment of left
internal mammary artery (IMA) measuring at least 1 cm
in length was harvested and stored at -80°C for all
patients. Then gene expression of ANGPTL2 and other
markers of inflammation (TNFea, IL-8, IL-6) and
senescence (p2/) were measured in this tissue. Frozen
IMA fragments were pulverized in liquid nitrogen and
dry ice with a Cell crusher kit (Cellcrusher Limited).
Samples of organ powder were then processed for RNA
extraction according to the manufacturer's instructions
(RNeasy mini kit. Qiagen). Contamination with DNA
was prevented by a digestion with a DNase I mix
(Qiagen) according to the manufacturer’s guidelines.
Total RNA was quantified using a NanoDrop ND-100
spectrophotometer. Total RNA was reverse-transcribed
into first-strand complementary DNA with M-MLV
reverse transcriptase (Thermo Fisher Scientific) using
random hexamer primers. The primers of target genes
were designed using Clone Manager software (Table
S4). Quantitative polymerase chain reaction was
performed using the SYBR Green PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific). All samples were run in
duplicate and the fold changes in gene expression were
calculated by a AACT method using GAPDH as the
housekeeping gene.

Statistical analysis

Data are presented as mean+SEM, with “s” indicating
the number of animals or patients. Animal data were
analyzed using parametric and non-parametric tests: a
two-tailed unpaired ¢ test was used to compare plaque
growth and endothelial gene (4dngpt!2, p21 and Pai-1)
expression in ATX mice at 3- vs. 12-mo (Figure 1). A
two-way ANOVA with Sidak’s multiple comparisons
test was performed to compare mRNA expressions in
WT and ATX mice (Figure 2). One-way ANOVA with
Tukey’s posthoc-test was used to compare plaque area

in untreated 3-mo, AAVl-treated or -untreated 6-mo
ATX mice (Figure 4). Unpaired 7 test or Mann Whitney
test was used to compare mRNA expression in shSCR
group (control) versus shAngptl2 group (Figures 5, 6, 7
and 8). Human data are presented as dot plots. Non-
parametric  Spearman correlation analyses were
performed to correlate the mRNA levels of ANGPTL2
and p2] with TNFe, IL-8 and [L-6 in IMA scgments
from patients (Figure 9). All statistics were performed
using Graph Pad Prism 7.0.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1. Sequences of the shRNAs.

shRNA sequence

Angptl2 GCAGAGTCTTCCAATCAGTTAATCAAGAGTTAACTGATTGGAAGACTCTGC

Scramble*  CCTAAGGTTAAGTCGCCCTCGCTCGAGCGAGGGCGACTTAACCTTAGG

* The scramble sequence is directed against luciferase not expressed in mammals.

Table S2. Clinical profiles of the atherosclerotic patients undergoing artery bypass graft surgery

and/or valve replacement.

All CAD patients Valve +CABG CABG
n=26 n=10 n=16
Age (years) 67+2 69+2 65+2
Sex (men, %) 24 (92%) 10 (100%) 14 (88%)
Height (m) 1.71£0.02 1.68+0.01 1.73+0.03
Weight (kg) 84.6+2.5 84.143.8 85.043.5
BMI (kg/m?) 28.9+0.8 29.8£2.0 28.3+0.9
Risk factors (n, %)
Dyslipidemia 24 (92%) 8 (80%) 16 (100%)
Hypertension 22 (85%) 9 (90%) 13 (81%)
Obesity 12 (46%) 6 (60%) 6 (38%)
Diabetes 11 (42%) 3 (30%) 8 (50%)
Active smoker 3(12%) 1 (10%) 2 (12%)
Ex-smoker 9 (35%) 4 (40%) 5(31%)
COPD 2 (8%) 2 (20%) 0 (0%)
Family history of CVD 9 (35%) 4 (40%) 5(31%)
Medication
B-blockers 22 (85%) 8 (80%) 14 (88%)
ACE inhibitors 4 (15%) 1 (10%) 3(29%)
WWW.aging-us.com 3848 AGING
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AR antagonists 6 (23%) 3 (30%) 3 (29%)
Diuretic 9 (35%) 3(30%) 6 (38%)
Hypoglycemic agent 9 (35%) 1 (10%) 8 (50%)
Anticoagulant 4 (15%) 1 (10%) 3(19%)
Aspirin 24 (92%) 8 (80%) 16 (100%)
Statin 25 (96%) 9 (90%) 16 (100%)
Blood analysis
Total cholesterol (mmol/L) 3.3+0.2 33+03 3.2+03
Cholesterol-LDL (mmol/L) 1.5+£0.2 1.5£0.2 1.5£0.3
Cholesterol-HDL (mmaol/L) 1.24+0.07 1.0+0.1 1.3+0.09
Triglycerides (mmol/L) 1.4+0.1 1.7+0.3 1.2+0.1
HbAIC (%) 0.064=0.008 (11) 0.059+0.03 (3) 0.066+0.003 (8)

Data are mean+SEM of (n) patients. No significant difference between groups (One-way ANOVA followed by Tukey's post hoc
test, or Kruskal Wallis followed by Dunn's post hoc test for non Gaussian distribution).

Abbreviations: ACE inhibitors, angiotensin converting enzyme inhibitors; AR antagonists, angiotensin Il receptors antagonists;
BMI, body mass index; CAD, coronary artery disease; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; CVD, cardiovascular
disease; HbA1C, glycated hemoglobin A1C.

Table S3. Mouse primers used to quantify gene expression using quantitative RT-PCR.

Target gene Forward Reverse

Angpti2 GATCCAGAGTGACCAGAATC TCTCAGGCTTCACCAGGTAG
Bax AGCAAACTGGTGCTCAAGGC CCACAAAGATGGTCACTGTC
Bcl2 GTGGTGGAGGAACTCTTCAG GTTCCACAAAGGCATCCCAG
BGH TGCCTTCCTTGACCCT CCTTGCTGTCCTGCCC

Cd34 TGAGATGACATCACCCACCG GCCAACCTCACTTCTICGGAT
Cd68 CATCAGAGCCCGAGTACAGTCTACC AATTCTGCGCCATGAATGTCC
CycloA CCGATGACGAGCCCTTGG GCCGCCAGTGCCATTATG
leam-1 CAATTCACACTGAATGCCAGCTC CAAGCAGTCCGTCTCGTCCA
1-15 TGCCACCTTTTGACAGTGATG TGATGTGCTGCTGCGAGATT
Mcherry AGGTCAAGACCACCTAAAA CTGTTCCACGATGGTGTAGT
Mep! GCAGGTCCCTGTCATGCTTC CTCTCCAGCCTACTCATTGGG
p2l TGTCGCTGTCTTGCACTCT AGACCAATCTGCGCTTGGA
Pai-1 TTGTCCAGCGGGACCTAGAG AAGTCCACCTGTTTCACCATAGTCT

Angptl2, angiopoietin-like 2; Icam-1, intracellular adhesion molecule; IL-1B, interleukin 1B; Mcpl, Monocyte chemoattractant
protein 1; CycloA, cyclophilin A.
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Table S4. Human primers used to quantify gene expression using quantitative RT-PCR.

Target gene Forward Reverse

ANGPTL2 CCCCAACACCTTCCACTAAG AACAGAATCCAGCATCCCG
TNFa CTCTTCTGCCTGCTGCACTT CTCTCAGCTCCACGCCATTG
IL-8 CTCTTGGCAGCCTTCCTGAT TTCTGTGTTGGCGCAGTGTG
IL-6 GACAGCCACTCACCTCTTCA CACCAGGCAAGTCTCCTCAT
p2i GGACCTGTCACTGTCTTGTA CCTCTTGGAGAAGATCAGCCG
GAPDH AATCCCATCACCATCTTCCA AAATGAGCCCCAGCCTTC

ANGPTL2, angiopoeietin-like 2; TNF-a, Tumor necrosis factor; IL-8, interleukin 8; IL-6, interleukin 6.
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Chapitre 6 — Discussion

Au terme de ce projet, nous avons confirmé le lien direct entre 1’Angptl2, ’ATL et la
sénescence. L’inhibition de I’expression de I’ Angptl2 vasculaire a un stade trés précoce de ’ATL
(sans présence de plaques) a limité la progression des Iésions athérosclérotiques et diminué la
sénescence endothéliale dans notre modele de souris dyslipidémiques agées de six mois, 1’age ou
les plaques apparaissent. De plus, nous avons €lucidé un mécanisme potentiel in vivo pouvant
expliquer la réduction de la taille des plaques d’athérome associée a la diminution de la sénescence
endothéliale. En effet, sous I’effet du blocage de I’expression de 1’ Angptl2 vasculaire, nous avons
mis en évidence une voie sénolytique par laquelle les CE sénescentes sont éliminées par apoptose
(Figure 3). La suppression des CE sénescentes entraine alors une réparation de 1’endothélium par
le recrutement de cellules endothéliales progénitrices, tout ceci permettant [’atténuation de
I’environnement pro-inflammatoire dans la paroi vasculaire a 1’origine de 1’athérogenese. Ces
résultats suggeérent un réle potentiel de I’ Angptl2 dans la résistance a I’apoptose des CE sénescentes
qui sera discuté dans cette partie. Par ailleurs, les corps apoptotiques des CE sénescentes éliminées
pourraient entrainer le recrutement de cellules endothéliales progénitrices pour renouveler
I’endothélium, un mécanisme dont je discuterai également. Je comparerai les effets du traitement
en condition préventive avec ceux d’une vaine approche curative, a un stade plus avancé de I’ATL.

Et enfin, j’exposerai les limites de 1’étude.
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AAV1-shAngptl2
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Figure 3 : Approche sénolytique par le blocage de I’expression de I’Angptl2 a ’aide d’'un AAV1-shAngptl2
dans une cellule endothéliale sénescente. (inspirée d’une figure de la revue (112))

Par quelle voie I’Angptl2 pourrait-elle favoriser la résistance a I’apoptose des CE sénescentes

au niveau des lésions athérosclérotiques ?

Notre étude suggere que 1’ Angptl2 joue un role anti-apoptotique dans les CE sénescentes
de souris ATX séveérement dyslipidémiques mais le mécanisme moléculaire dans le contexte de
I’ATL n’a pas été établi. Alors que les CE sénescentes sont en arrét de prolifération, plusieurs
études in vitro ont montré que les CE sénescentes sont moins susceptibles d’entrer en apoptose que
les CE non sénescentes sous I’influence d’un stress in vitro, dépendamment de son intensité (234—
236). 1l existe un nombre limité d’études concernant la place qu’occupe I’ Angptl2 dans le processus
d’apoptose mais deux études ont montré qu’elle posséde un réle anti-apoptotique dans différents
contextes. Effectivement, I’ Angptl2 favorise la survie de cellules colorectales cancéreuses aprés un
traitement antinéoplasique en régulant les genes de la famille Bcl2 via la voie de signalisation Syk-
PI3K (225). De méme, une autre €tude a montré que 1’Angptl2 empéche 1’apoptose de CE en
culture en induisant la phosphorylation de ERK1/2 et de Akt, démontrant une nouvelle fois son

activité anti-apoptotique via la voie de signalisation PI3K/Akt (182). Or, nos résultats ont montré
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que, dans un contexte de sénescence réplicative prématurée, le blocage de 1’expression de
I’ Angptl2 favorise I’élimination des CE sénescentes par apoptose. Une hypothése est que I’ Angptl2
pourrait contribuer a la régulation positive de la voie PI3K/Akt dans les CE sénescentes entrainant
ainsi leur survie. A I’inverse, le blocage de I’expression de 1’ Angptl2 contribuerait & la régulation
négative de la voie PI3K/Akt dans les CE sénescentes menant ainsi a 1’apoptose des CE
sénescentes. Par conséquent, 1’inhibition de I’expression de 1’ Angptl2 dans les CE sénescentes de

souris athérosclérotiques permettrait leur élimination par apoptose via la régulation négative de la

voie PI3K/Akt.

Par quels mécanismes les CE sénescentes peuvent-elle &tre éliminées des lésions
athérosclérotiques?

Ce mécanisme n’a pas €té investigué lors de mon étude. Cependant, d’apres la littérature et
dans le contexte de I’ATL, les cellules apoptotiques peuvent étre éliminées non seulement par les
macrophages et les cellules dendritiques mais aussi par les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses (237). Les cellules apoptotiques liberent différents types de signaux
(lysophosphatidylcholine, ATP, sphingosine-1 phosphate, HSP, IL-1, acide urique) pour recruter
les phagocytes. En plus de I’attraction des phagocytes par divers signaux, les cellules apoptotiques
se conditionnent pour faciliter 1’interaction en régulant positivement ou en transloquant des
molécules a leur surface comme par exemple, la phosphatidylsérine (237). Apres I’interaction avec
les phagocytes, les corps apoptotiques sont internalisés et dégradés par fusion avec les endosomes
et les lysosomes (238). Dans le cas de mon étude, nous pourrions supposer que les cellules
endothéliales apoptotiques sont €liminées par les macrophages, les cellules dendritiques ou par
d’autres cellules endothéliales grace a la libération des signaux énumérés ci-dessus et grace a la
régulation positive de certaines protéines de surface comme la phosphatidylsérine. Par ailleurs, les
cellules saines sont protégées de 1’apoptose par I’expression de CD31 et CD47 (238) qui permettent
la répulsion des phagocytes. De ce fait, il aurait été intéressant de détecter les niveaux protéiques
de ces marqueurs afin de quantifier le nombre de cellules saines comparé au nombre de cellules
apoptotiques qui auraient possiblement une expression diminuée voire pas d’expression de ces

deux marqueurs.
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Par quels mécanismes les CE sénescentes éliminées des lésions athérosclérotiques

entraineraient-elles le recrutement de cellules endothéliales progénitrices ?

Dans notre étude, nous avons pu démontrer qu’aprées la suppression des CE sénescentes par
apoptose, des cellules endothéliales progénitrices colonisent 1’endothélium afin de le restaurer.
Malheureusement, le mécanisme moléculaire impliqué n’a pas été mis en évidence mais plusieurs
pistes sont possibles. Lorsque les cellules entrent en apoptose, des particules membranaires
appelées corps apoptotiques bourgeonnent a leur surface jusqu’a leur libération dans la circulation
afin de transmettre divers signaux aux cellules de I’organisme (239,240). Ces corps apoptotiques
induisent la prolifération et la différenciation de cellules endothéliales progénitrices d’ou leur réle
important dans la réparation tissulaire et I’angiogenese (239,240). De plus, I’abondance de corps
apoptotiques dérivées de CE provenant de Iésions athérosclérotiques est associée a une dysfonction
endothéliale et a une rigidité artérielle (241), ceci suggere que 1’endommagement de la paroi
vasculaire li¢ au vieillissement vasculaire favorise 1’émergence de CE apoptotiques. Dans notre
modele, I’apoptose des CE induite par I’inhibition de I’ Angptl2 pourrait donc étre amplifié par
I’effet superposé de I’apoptose induite par les conditions pathologiques de I’ATL. Dans la
littérature, il existe plusieurs facteurs impliqués dans le recrutement des cellules endothéliales
progénitrices. Par exemple, les corps apoptotiques dérivés des CE dans les capillaires de la rétine
induisent la sécrétion de cytokines pro-angiogéniques et de chimiokines, et I’expression de
molécules d’adhésion pour faciliter le recrutement des cellules endothéliales progénitrices afin de
réparer les microvaisseaux rétiniens (242). De fagon intéressante, une étude a mis en évidence un
mécanisme d’action permettant le recrutement de cellules endothéliales progénitrices par les corps
apoptotiques de CE situées sur des 1ésions athérosclérotiques (243). Les corps apoptotiques dérivés
des CE sont transférés aux CE voisines pour induire 1’expression de la chimiokine CXCL12,
impliquée dans le recrutement des cellules endothéliales progénitrices. La production de CXCL12
est induite en amont par le microARN-126 contenu dans les corps apoptotiques qui entraine la
stimulation de son récepteur CXCR4 et la phosphorylation de ERK1/2. Ainsi, la production de
CXCL12 est augmentée et entraine le recrutement massif de cellules endothéliales progénitrices
afin de restaurer la barriére endothéliale, de diminuer I’ATL et d’augmenter la stabilité des plaques
(243). En parallele, le microARN-126 induit également une diminution de la molécule d’adhésion
VCAMI (243) limitant ainsi I’infiltration des macrophages et la progression de I’ATL. Finalement,

les corps apoptotiques libérés par les CE sénescentes éliminées par le blocage de I’expression de
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I’Angptl2 dans notre modele de souris dyslipidémiques pourraient donc atténuer 1’inflammation
associée a I’ATL en renouvelant la barriére endothéliale par le recrutement de cellules
endothéliales progénitrices induit par des chimiokines comme IL1-B ou CCL2 et en diminuant

I’expression de molécules d’adhésion comme VCAMI1 et ICAMI.

Est-ce que le traitement administré de maniére préventive serait également adapté a une

approche curative, a un stade plus avancé de ’ATL ?

En paralléle de I’approche préventive qui a consisté a injecter les AAV 1 dans notre modéle
de souris dyslipidémiques avant le développement des plaques, des données préliminaires ont pu
étre obtenues concernant 1’approche curative dans laquelle les souris ont recu la méme dose de
AAV1 mais a I’age de six mois, lorsque les plaques étaient apparentes. La période d’incubation a
¢été similaire a celle de 1’approche préventive, ¢’est a dire de trois mois ; par conséquent, les souris
étaient agées de neuf mois a la fin de 1’étude. Notre hypothese était qu’avec un traitement curatif,
nous pourrions stabiliser ’ATL et la sénescence endothéliale. Contrairement aux résultats de
I’approche préventive, nous n’avons pas observé de diminution de la taille des plaques d’athérome
trois mois apres ’injection chez les souris agées de neuf mois ayant recu le AAV1-shAngptl2
comparé aux controles. Aussi, nous n’avons pas noté¢ de changement significatif concernant
I’expression de 1’Angptl2, des marqueurs de sénescence (p21 et pl6) et des marqueurs
inflammatoires (CD68 et TNFa) dans la paroi vasculaire des souris agées de neuf mois ayant regu
le AAV1-shAngptl2 comparé aux contrdles. Ces données préliminaires montrent que le traitement
utilisé dans ’approche préventive n’est pas adapté aux conditions expérimentales de 1’approche
curative, lorsque les plaques d’athérome sont déja présentes. Ceci pourrait s’expliquer par le fait
qu’a un stade avancé de I’ATL, le renouvellement de 1’endothélium et le recrutement des
monocytes/macrophages seraient exacerbés et que ces nouvelles cellules ne seraient pas infectées,
ce qui pourrait masquer D’effet bénéfique des cellules initialement infectées par le AAVI-

shAngptl2 dans la paroi vasculaire.

Evidemment notre ¢étude a plusieurs limites. Les expériences ont ¢été réalisées
exclusivement sur des niveaux d’ARNm puisque le nombre de cellules sur une aorte thoracique de

souris est limité, ce qui explique également la variabilit¢é du nombre de souris par groupe. En
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augmentant le nombre de souris, nous aurions pu éventuellement les séparer en deux groupes, 1’un
réservé pour les expériences sur I’ARNm et I’autre pour les expériences sur les niveaux protéiques.
Les expériences sur les niveaux protéiques auraient considérablement crédibilisé notre étude
puisque nous aurions pu les comparer a 1’expression génique de tous les facteurs mentionnés dans
I’article. Par ailleurs, notre modele de souris dyslipidémiques est un modele drastique dispensé
d’une dicte riche en gras pour développer I’ATL, ce qui est un avantage majeur. Mais, dans le
contexte de notre étude, il aurait été plus judicieux de croiser ce modele avec un modele de
vieillissement accéléré (p16-3MR ou INK-ATTAC) afin d’avoir une sénescence mieux établie
dans le contexte de I’ATL. En effet, nous n’avons pas détecté de variation concernant les niveaux
d’expression de p21, marqueur de sénescence, dans la média aprés 1’administration du shAngptl2
contrairement a 1’endothélium, ce qui insinuerait que les cellules de la média ne sont pas
sénescentes. Afin de renforcer le criblage des marqueurs inflammatoires, nous aurions pu tester les
niveaux d’expression de cytokines anti-inflammatoires afin de constater si les résultats
s’opposeraient a ceux des cytokines pro-inflammatoires apres 1’administration du shAngptl2. Nous
sommes conscients que les macrophages ne sont pas les seuls acteurs importants dans la
pathogen¢se de I’ATL, d’autres cellules immunitaires jouent aussi un rdle crucial dans
I’amplification de I’inflammation chronique associée a I’ATL. Pour cela, nous aurions pu cibler
des marqueurs de cellules dendritiques, de cellules tueuses naturelles et de lymphocytes pour
compléter notre étude. Finalement, nous nous sommes concentrés principalement sur un design

d’étude in vivo d’ou le manque de mécanistique dans notre article publié.
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Chapitre 7 — Conclusion et perspectives

Notre objectif était d’apprécier les effets bénéfiques d’une inhibition de I’expression de
I’ Angptl2 au niveau de la sénescence vasculaire et de la progression de I’ATL dans un mod¢le de
souris dyslipidémiques ayant une expression endogéne élevée d’Angptl2. A I’aide d’un AAV1-
shAngptl2, nous avons montré que le blocage de I’expression de I’ Angptl2 dans la paroi vasculaire
provoque I’apoptose des CE sénescentes et favorise la réparation de 1’endothélium ce qui atténue
I’inflammation vasculaire et par conséquent, diminue 1’attraction et I’infiltration des monocytes.
Mes résultats suggerent donc que le recrutement des monocytes par 1’endothélium endommagé
joue un role crucial dans 1’amplification de 1’inflammation. Ainsi, la restauration de la barri¢re
endothéliale permet de diminuer 1’attraction des monocytes circulants et 1’inflammation limitant
ainsi la progression de I’ATL. Nos travaux sont les premiers a avoir mis en lumicre le lien entre
I’ Angptl2 et la sénescence vasculaire dans notre modele de souris dyslipidémiques et ce lien est
appuy¢ par des données cliniques montrant une corrélation entre 1’Angptl2 et le marqueur de
sénescence p21 dans des artéres mammaires de patients coronariens. Considérant 1’apoptose
comme le mécanisme commun a tous les sénolytiques, le blocage de I’expression de I’ Angptl2

vasculaire s’avere étre une voie sénolytique dans la sénescence endothéliale associée a I’ATL.

Bien que nous ayons identifi¢ une nouvelle voie sénolytique in vivo a travers 1’ Angptl2
vasculaire dans I’ATL, le mécanisme sous-jacent reste inconnu. Pour y remédier, une étude in vitro
dans des CE en culture devrait confirmer si le blocage de 1’expression de 1I’Angptl2 a I’aide d’un
shRNA induit I’apoptose des CE sénescentes par la voie de signalisation PI3K/Akt exposée dans la
discussion. A I’inverse, dans le méme modéle il serait bon de tester I’effet d’une surexpression de
I’Angptl2 afin de vérifier si I’Angptl2 favorise la survie des CE sénescentes via la voie de
signalisation PI3K/Akt. Finalement, 1’approche curative n’a pas abouti mais il serait judicieux
d’augmenter le nombre de souris pour améliorer la puissance de 1’étude et dépasser les données
préliminaires. Dans cette continuité, il serait également pertinent d’augmenter le nombre
d’injections voire la dose de AAV1 afin de réduire significativement 1’expression de I’angptl2 dans
I’endothélium et dans la paroi vasculaire et donc de pouvoir valider notre hypothése selon laquelle

une répression tardive de 1’angptl2 ralentit le processus d’ATL.
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