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Résumé

Le vieillissement est l'un premier facteur de risque pour plusieurs maladies telles que
I'athérosclérose, la fibrose, I’Alzheimer, le diabete de type 2 et le cancer. L'accumulation de
cellules sénescentes avec I'age contribue au développement de maladies liées a I'dge en induisant
une inflammation chronique causée par le phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP).
Il y a également une augmentation de la sécrétion de vésicules extracellulaires (EV) lors de la
sénescence. Les EV sont des structures a bicouche lipidique permettant le transport de molécules
actives vers des cellules réceptrices. De plus, les EV participent aux effets pathologiques des
cellules sénescentes. Ainsi, nous proposons que les macrophages sénescents participent au
développement de maladies liées a I’age en induisant I'inflammation par I'action combinée des
facteurs solubles du SASP et des EV. Tout d'abord, nous avons établi un modeéle de macrophages
sénescents induit par I'oncogene Raf-1. Une analyse transcriptionnelle de notre modeéle a
démontré un profil inflammatoire régulé par Nf-kB. La sécrétion d'EV est également augmentée
par les macrophages sénescents. En outre, les EV dérivées de macrophages sénescents sont
enrichies en miARN, tels que miR-21, miR-155 et miR-132, ainsi qu'en protéines ribosomiques,
gu'en protéine Alix et qu'en protéine Mvp. Les sécrétions des macrophages sénescents induisent
un échappement de la sénescence chez les cellules MEF, probablement par I'action combinée des
molécules solubles du SASP et des EV. Nous concluons que les macrophages sénescents sécretent
des signaux prolifératifs et inflammatoires dans les cellules réceptrices, ce qui suggere leur réle
potentiel dans le développement de cancer. Le traitement avec le navitoclax élimine les

macrophages sénescents et pourrait prévenir leurs effets pathologiques.

Mots-clés : Vieillissement, sénescence, macrophages, SASP, vésicules extracellulaires, micro-

ARN, Alix, échappement de la sénescence.



Abstract

Aging is the first risk factor for several diseases such as atherosclerosis, fibrosis, Alzheimer’s, type
2 diabetes and cancer. The accumulation of senescent cells with age contributes to development
of age-related diseases by inducing chronic inflammation. This inflammation is induced by the
senescence-associated secretory phenotype (SASP). During senescence, there is also an increase
of extracellular vesicles (EV) secretion. EVs are lipid bilayer structures that allow the transport of
active molecules to recipient cells. In addition, EVs participate in pathologic effects of senescent
cells. Thus, we propose that senescent macrophages participate in development of age-related
diseases by inducing inflammation through the combined effect of SASP soluble factors and EV.
First, we established a model of senescent macrophages induced by the oncogene Raf-1.
Transcriptional analysis of our model demonstrated an Nf-kB-regulated inflammatory profile. EV
secretion is also increased by senescent macrophages. Moreover, EVs derived from senescent
macrophages are enriched in miRNA, such as miR-21, miR-155 and miR-132, as well as ribosomal
proteins, Alix protein an Mvp protein. Secretion of senescent macrophages induce senescence
escape in MEF cell, probably through the combined action of SASP soluble factor and EV. We
conclude that senescent macrophages secrete proliferative and inflammatory signals in recipient
cell, suggesting their potential role in cancer development. Treatment with navitoclax eliminates

senescent macrophages and may prevent their pathological effects.

Keywords : Aging, senescence, macrophages, SASP, extracellular vesicles, miRNA, Alix,

senescence escape
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Chapitre 1 — Introduction

Au cours du dernier siecle, la longévité humaine a grandement augmenté ; passant d’une
espérance de vie a la naissance de 58 ans a 82 ans au Canada (1). Cette augmentation est due a
plusieurs facteurs, dont la diminution de la mort infantile et le développement des technologies
médicales (1, 2). L'augmentation de I'espérance de vie a mis en évidence l'incidence du
vieillissement sur la santé humaine en permettant I'étude de maladies liées a I’age. De plus, la
population du Canada est majoritairement vieillissante. En effet, les ainés occupent un cinquiéme
de la population canadienne et d’ici 2040, cela devrait atteindre un quart de la population (3).
Ainsi, il est essentiel d’étudier les mécanismes menant au vieillissement cellulaire et de
comprendre I'implication de ces cellules vieillissantes dans le développement des maladies liées

a I'age, et ce, dans le but de promouvoir le vieillissement en bonne santé de la population.

1.1 Le vieillissement

Le vieillissement cellulaire est un processus biologique inhérent et inévitable a la condition
humaine. Il se définit par une dysfonction progressive, dépendante du temps, des fonctions
cellulaires (4). Tout au long de notre vie, nos cellules vieillissent, meurent et se renouvellent.
Cependant, plus nous avancons en age, plus le vieillissement cellulaire se fait important et plus
les processus d’homéostasie tissulaires défaillent. Le regroupement de ces deux facteurs entraine
I"accumulation de cellules vieillissantes, dites sénescentes, qui contribuent au développement de
maladies liées a I’age (5). Ainsi, I’age est un facteur de risque pour plusieurs maladies telles que

le cancer, le diabéte de type 2, I’Alzheimer, la démence, I'ostéoporose, la fibrose, etc (4).

Notre compréhension du processus de vieillissement cellulaire est partiellement élucidée. En
effet, plusieurs caractéristiques cellulaires et moléculaires ont été définies, mais la chronologie
des événements et la cause de ceux-ci sont encore mal comprises. Il y a neuf caractéristiques
générales qui ont été identifiées pour définir le vieillissement. Elles peuvent étre divisées en trois

grandes catégories : primaire, antagoniste et intégratif (4, 6).
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Figure 1. —  Les principales caractéristiques du vieillissement

Les caractéristiques primaires sont les causes des dommages, les caractéristiques antagonistes
sont la cause et la réponse des dommages et les caractéristiques intégratives sont les
conséquences des réponses. Adapté avec Biorender de McHugh D, Gil J (6).

La sénescence agit comme un pivot entre le début et la progression du vieillissement. Les
caractéristiques primaires et antagonistes induisent la sénescence et la sénescence induit les
caractéristiques antagonistes et intégratives (6). Ainsi, la sénescence est au cceur du processus de
vieillissement cellulaire, ce qui en fait un élément clé d’étude pour comprendre le vieillissement

et développer des thérapies contre les maladies liées a I'age.
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1.2 La sénescence cellulaire

1.2.1 Historique
La sénescence a été décrite pour la premiere en 1961 par L. Hayflick et P.S. Moorhead lors de
I’étude de fibroblastes diploides humains en culture. lls ont remarqué que les cellules somatiques
ont un nombre défini de divisions cellulaires, nommé la limite d’Hayflick, avant d’entrer dans un
état non prolifératif. Cet état est nommé sénescence cellulaire et il a d’abord été attribué au
vieillissement (7). D’ailleurs, le mot sénescence provient du verbe latin senescer qui signifie vieillir
(8). Pour le reste du texte, le terme sénescence sera employé pour parler de la sénescence

cellulaire.

Dans les années 1990, la sénescence observée par Hayflick a été associée au raccourcissement
des télomeres et nommée la sénescence réplicative (9). Depuis, plusieurs types de sénescence

ont été observés et ils ont été définis par leur méthode d’induction.

1.2.2 Induction de la sénescence

La sénescence est décrite comme un arrét stable et irréversible du cycle cellulaire. Elle peut étre
induite par plusieurs stress intrinséques ou extrinseques a la cellule tels que les dommages a
I’ADN, le raccourcissement des télomeres, le stress oxydatif, les dysfonctions mitochondriales, les
UV et les oncogénes (10). De plus, I'induction de la sénescence dépend du type, de la durée et
de l'intensité du stimulus. En effet, un stimulus dont la durée et l'intensité sont trop faibles
menera a la quiescence. Au contraire, une durée et une intensité de stimulus trop forte induiront
I'apoptose. Les régulateurs clés de ces destins cellulaires sont les protéines p53 et RB. L’activation

de ses protéines par les différents stress induit I'arrét stable du cycle cellulaire (10, 11).

1.2.2.1 L’érosion des télomeres
La sénescence réplicative est typiquement associée a I'érosion des télomeres. Les téloméres sont
des séquences de six nucléotides répétés retrouvées aux extrémités des chromosomes pour
protéger I'intégrité de I’ADN. L'érosion des télomeres est causée par le probleme de fin de
réplication de ’ADN polymérase. En effet, a chaque cycle de réplication, un fragment de 30 a 100

paires de bases (pb) n’est pas synthétisé en région 3’ du brin complémentaire (12). Ainsi, les
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télomeres raccourcissent au fil des réplications et atteignent leur longueur minimale critique. Ceci
représente la limite d’Hayflick (13). La structure télomérique compromise active la réponse aux

dommages a I’ADN (DDR).

1.2.2.2 Les dommages a I’ADN

Lorsqu’une cellule subit un dommage a I’ADN ou un stress réplicatif, la voie de signalisation DDR
est activée. Plusieurs facteurs génotoxiques peuvent induire un dommage a I’ADN tel que les UV
de la lumiere du soleil, les rayons ionisants, la radiothérapie et les chimiothérapies. Ces facteurs
peuvent induire une cassure simple brin (SSB) ou double brin (DSB) sur ’ADN par oxydation ou
alkylation des bases par exemple. Ces cassures de I’ADN activent la voie DDR qui est médiée par
la famille des protéines kinase de type phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) telles que ATM et ATR
(14).

Lorsqu’une cassure est repérée, les protéines médiatrices PARP1/PARP2 catalysent I'ajout d'une
chaine de poly(ADP-ribose) sur les protéines permettant le recrutement d’ATM. ATR, quant a elle,

est recruté avec son partenaire ATRIP sur les régions d’ADN contenant des RPA (14).

Les protéines kinases ATR/ATRIP et/ou ATM vont phosphoryler, respectivement, les protéines
effectrices CHK1 et CHK2. Les protéines kinase CHK1 et CHK2 activent, par phosphorylation, le

facteur de transcription p53 qui induit la sénescence suite a I'arrét du cycle cellulaire (15).

1.2.2.3 Les oncogénes
La réponse aux dommages a I’ADN (DDR) est la principale voie d’induction de la sénescence. La
DDR peut étre induite par des dommages a I’ADN, le raccourcissement des téloméres, mais
également par I'activation d’oncogénes. Un oncogéne est un géne impliqué dans la réplication et
la croissance cellulaire et qui est souvent muté dans un cancer pour promouvoir une prolifération
excessive. Plusieurs oncogénes sont reconnus pour induire la sénescence chez les mammiferes
tels que RAS et RAF qui sont des protéines de la voie des MAP Kinase (MAPK) (16, 17). Cela se
nomme la sénescence induite par des oncogénes (OIS). La voie des MAPK est I'une des cascades
de signalisation canonique la mieux étudiée dans le domaine de la sénescence. L'induction de la

sénescence par la cascade Ras-Raf-MEK se fait en deux phases (18).
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La premiére phase est I'hyperprolifération. Lorsque la protéine du rétinoblastome (RB) est
déphosphorylée, elle lie le facteur de transcription E2F. Cela forme un complexe qui réprime
I’expression des genes cibles de E2F qui est essentielle a la progression du cycle cellulaire (19).
Ainsi, lors de I'activation constitutive de Ras, les protéines de la voie de signalisation des MAPK
sont activées par phosphorylation et meénent a [I’hyperphosphorylation de RB. RB
hyperphosphorylé se détache de E2F. Cela permet la transcription de génes impliqués dans la
progression du cycle cellulaire et, de facon subséquente, a I'augmentation de la synthése d’ADN.
L'augmentation de la synthése d’ADN impose un stress réplicatif a la cellule qui engendre la

production d’espéeces réactives de I'oxygene (ROS) et de dommages a I’ADN (18).

La deuxiéme phase est I'arrét du cycle cellulaire et I'induction de la sénescence. Les dommages a
I’ADN sont détectés et les protéines ATM/ATR sont recrutées pour activer la voie des DDR. Cette
voie de signalisation méne ultimement a la phosphorylation de p53 et a I'arrét du cycle cellulaire

par I'action de p21 et p16 (18).

1.2.2.3.1 Lavoie p53-p21
La protéine p53 connue sous le nom de « gardien du génome » est un facteur de transcription
impliqué dans l'arrét du cycle cellulaire. Il joue un réle central en permettant 'activation de

plusieurs programmes tels que la réparation de I’ADN, "apoptose et la sénescence (20).

Lorsque la voie des DDR active par phosphorylation p53, celui-ci induit la transcription de génes
inhibiteurs des kinases tels que p21. La protéine p21 se lie a la cycline E — CDK2/4 ce qui inhibe la
phosphorylation de RB et promeut I'arrét du cycle cellulaire par séquestration de E2F. De plus,
p21 joue également un réle dans la résistance des cellules sénescentes a I'apoptose (20). Cela fait

de p21 un élément clé pour l'initiation de la sénescence.

1.2.2.3.2 Lavoie p16-RB
La voie p16/RB permet également I'arrét du cycle cellulaire par I'action de p16 sur les cyclines-
CDK lors de l'induction de la sénescence par des oncogénes. Alors que la voie p53/p21 est
reconnue pour initier la sénescence, la voie p16/RB est reconnue pour maintenir le phénotype en
empéchant le contournement de la sénescence (21). Ainsi, ces deux voies seraient

complémentaires. D’autre part, des études démontrent que la voie p16/RB serait une voie
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alternative pour l'initiation de la sénescence lorsque les cellules ont une déficience dans la voie

p53/p21 (10).

Le changement d’expression entre la protéine p21 et pl6, au cours de la sénescence, peut
s’expliquer par I'épigénétique. En effet, lors de I'induction de la sénescence par la voie des MAPK,
le facteur de transcription E2F1 augmente la transcription du géne de I’ADN méthyle transférase
1 (DMNT1) lors de la phase hyperproliférative. DMNT1 réprime I'expression du géne p16'N42 en
ajoutant des groupements méthyles sur son promoteur. Ainsi, lorsque p21 induit I'arrét du cycle
cellulaire, le complexe répressif RB-E2F1 est formé. Cela diminue I'expression de DMNT1 et
augmente I'expression de p16'N¥42 suite a la déméthylation de son promoteur (22). De plus, la
formation de ROS, produite par la phase hyperproliférative, augmente également I'expression de

p16 suite a I'activation du facteur de transcription ETS2 par la protéine p38a MAPK (23, 24).
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Dong, I'induction de la sénescence est un processus complexe. Il implique un arrét stable du cycle
cellulaire par les protéines p53 et RB suite a un stress important et néfaste pour la cellule. Ainsi,
la sénescence est un important mécanisme de suppression des tumeurs. Cependant, 'effet des

cellules sénescentes est trés varié et peut étre aussi positif que négatif.

1.2.3 Role biologique de la sénescence

La sénescence est souvent considérée comme une arme a double tranchant di a ses effets

antagonistes. Ainsi, il est naturel de s’interroger de sa nécessité pour I'organisme.

La théorie évolutionniste de la pléiotropie antagoniste explique I'émergence d’un tel mécanisme.
Un géne pléiotrope est caractérisé par la formation d’'un phénotype opposé simultané, ou en
fonction du temps. La sénescence est un programme pléiotrope a cause de ses effets opposés
selon I'age de I'organisme. Les génes qui augmentent les chances de reproduction sont souvent
favorisés sur les genes de survie, lors de la sélection naturelle, car la majorité des organismes
meurt de causes extrinseques dans un milieu naturel. Donc, la sénescence aurait été sélectionnée
par I'évolution, car il prolonge la période reproductive, et ce ,malgré ses effets délétéres lors du

vieillissement (25).

En effet, la sénescence joue un rble physiologique crucial lors du processus de reproduction et
lors de I'augmentation de la période reproductive. Premiérement, la sénescence est impliquée
dans le développement embryonnaire en permettant le remodelage de certaines structures chez
les mammiféres tels que les mésonéphros (26). De plus, la sénescence permet de réduire la

fibrose lors de la cicatrisation et de prévenir la formation de cancer a un jeune age (27).

L'effet positif de la sénescence dépend de son élimination par le systeme immunitaire suite a son
recrutement par les sécrétions pro-inflammatoires des cellules sénescentes (10). Nous verrons
gue ces sécrétions contribuent autant aux effets négatifs qu'aux effets positifs de la sénescence.
Cependant, les effets négatifs, dont I'implication de la sénescence dans le développement de

maladies liées a I'dge, sont majoritairement étudiés par les chercheurs.
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1.2.4 Les marqueurs de sénescence

L'identification de cellules sénescentes se fait par plusieurs marqueurs. En effet, il est essentiel
de savoir différencier une cellule quiescente, qui est dans un état d’arrét prolifératif réversible en
phase GO du cycle cellulaire, d’'une cellule sénescente qui est dans un état d’arrét prolifératif
stable habituellement en phase G1/S. Ainsi, les marqueurs de I'arrét du cycle cellulaire tels que la
phosphorylation de p53, la déphosphorylation de RB et I'expression de p21 et p16 sont utilisés
pour lidentification des cellules sénescentes. Cependant, ce ne sont pas des marqueurs

spécifiques, car les cellules quiescentes peuvent également en exprimer certains (28).

Donc, le premier marqueur a regarder est le changement morphologique. Les cellules
sénescentes deviennent plates et élargies avec une enveloppe nucléaire irréguliere. L’enveloppe
nucléaire est composée, entre autres, de lamine nucléaire dont la lamine B1. L’activation de la
voie p53/p21 instaure une instabilité de I’ARNm de la lamine B1 ce qui entraine la perte de la

protéine et une irrégularité de la lamine nucléaire lors de la sénescence (29).

La détection de foyers d’hétérochromatine associés a la sénescence (SAHF) est également un
marqueur de la sénescence induite par des oncogénes tels que H-RAS®? et BRAFV600E | es SAHF
sont des foyers d’hétérochromatines facultatives qui se distinguent de I’hétérochromatine
constitutive par I'absence de centromeéres, de télomeéres et d’autres régions spécifiques. Ils sont

type cellulaire et induction spécifique. La présence de SAHF est souvent associée a I'augmentation
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de I'expression de la voie p16/RB. Les SAHF se forment aux promoteurs des génes cibles de E2F1.
De plus, leur formation permettrait de diminuer le signal de la voie DDR ce qui empéche
I'induction de I'apoptose et favorise la sénescence. Donc, la présence de SAHF est associée a la
stabilité de la sénescence et de I'arrét du cycle cellulaire. Ils sont également impliqués dans I'effet
suppresseur de tumeur de la sénescence, car leur perturbation meéne a la transformation maligne

des cellules (30).

Un marqueur typique de la sénescence in vivo et in vitro est la B-galactosidase associée a la
sénescence (SaBG) (31). L'essai de SaBG se base sur I'augmentation de la masse lysosomale des
cellules sénescentes. La B-galactosidase lysosomale fonctionne a un pH optimal de 4-4.5. Le test
cytochimique consiste a détecter la dégradation du substrat artificiel de la B-galactosidase (X-Gal)
a un pH sous-optimal de 6. Lorsque le X-Gal est clivé, il y a formation d’un précipité bleu qui colore
les cellules et permet leur dénombrement. Ainsi, la détection de I'activité lysosomale est

seulement due a I'augmentation de leur masse lors de la sénescence (32).

De plus, les cellules sénescentes subissent un changement métabolique important accompagné
d’une augmentation de leur sécrétion et de changements dans leur sécrétome. Ce phénomeéne
est nommé le phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP) et la détection des molécules
qui le compose est un excellent marqueur de la sénescence. Le SASP contient plusieurs molécules
solubles telles que des cytokines, des chimiokines, des facteurs de croissance, des protéases, des
lipides bioactifs et des métalloprotéases matricielles. La composition du SASP dépend du type
cellulaire, de la durée de la sénescence, de I'environnement et du type d’induction. Ainsi, il est
difficile de définir une molécule dite « marqueur universel » du SASP. Cependant, les interleukines
IL-6 et IL-8 dépendantes de l'activation du facteur de transcription NF-kB sont les mieux

conservées et exprimées (10).
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1.3 Le phénotype sécrétoire associé a la sénescence

Les cellules sénescentes, malgré leur arrét prolifératif, restent métaboliquement actives et
subissent un changement d’expression génique important qui se caractérise par une
augmentation de I'expression de genes pro-inflammatoires. Ces protéines inflammatoires font
partie d’'un ensemble de molécules solubles et insolubles sécrétées dans le milieu extracellulaire

des cellules sénescentes et nommé le phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP) (33).

L'induction du SASP peut étre indépendante de I'arrét du cycle cellulaire et peut apparaitre
plusieurs jours apres l'induction de la sénescence (34). Le facteur de transcription Nf-kB est le
principal activateur du SASP et son induction peut étre dépendante et indépendante de la voie
des DDR. L’'activation de la voie NF-kB-C/EBPPB est dépendante de I’action d’une protéine de
réponse aux dommages a I’ADN : ATM, et de la protéine modulatrice essentielle a NF-kB : NEMO.
Lors d’'un dommage a I’ADN, il peut y avoir formation de ROS. Les ROS peuvent activer NF-kB par
I’action de la voie des DDR ou par la voie de I'interféron B suite a I’ inhibition de sirtuin-1 et de

I'activation de p38MAPK et de TGF-B1 (35).

La composition du SASP dépend du type cellulaire, du type de stimulus, de la durée de sécrétion
et de l'intensité du signal (6). Il n’est pas seulement régulé au niveau de la transcription, mais
également au niveau de la traduction, de la stabilité des ARNm et de la sécrétion. En effet, le SASP
a des effets autocrines qui permet un rétrocontrole positif sur les cellules sénescentes (34). En
plus de ses effets autocrines, le SASP a des effets paracrines sur les cellules du micro-
environnement. Cette capacité des cellules sénescentes augmente leur champ d’action et

complexifie leur implication dans I'organisme (33).

1.3.1 Effets physiologiques du SASP

Dans un organisme sain, le SASP a pour effet principal de favoriser la clairance des cellules
sénescentes. Cela contribue a 'homéostasie tissulaire. En effet, les cellules sénescentes sont
résistantes a I'apoptose suite a I'augmentation de la protéine anti-apoptotique BCL2. Ainsi, le
systeme immunitaire est essentiel a I’élimination des cellules sénescentes. Le SASP permet le
recrutement des cellules immunitaires innées et adaptatives nécessaire a I'élimination des

cellules sénescentes suite a la sécrétion de molécules solubles pro-inflammatoires telles que CCL2
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et IL-6 (33). Ces deux cytokines favorisent le recrutement des cellules tueuses NK qui permettent,
non seulement I'élimination des cellules cancéreuses et sénescences, mais également d’induire
un changement de polarisation dans les macrophages. La différence de polarisation des
macrophages leur permet d’éliminer les cellules tumorales sénescentes (36). Ainsi, le SASP
contribue a 'immunosurveillance en agissant comme un mécanisme extrinseque de suppression

tumorale.

D’autre part, le SASP aide a la cicatrisation en induisant une inflammation et un remodelage de la
matrice extracellulaire. De plus, le SASP permet de maintenir et de renforcir I'état sénescent de
maniére autocrine pour empécher son échappement. En effet, une étude démontre dans les
cellules sénescentes que l'inhibition de I'lL-6 et la déplétion du récepteur IL-8 (ILBRB) inhibent
I'inflammation et permet le contournement de la sénescence (37). Cependant, les interleukines,

telles que IL-6 et IL-8, peuvent avoir des actions antagonistes selon le contexte tissulaire (38).

Ainsi, le SASP contribue aux effets positifs de la sénescence. Cependant, c’est I'intensité, la durée

et le type de SASP qui déterminent s’il a un effet positif ou négatif sur I'organisme (39).

1.3.2 Effets pathologiques du SASP

Lors du vieillissement, il y a une accumulation des cellules sénescentes dans les tissus. Cette
accumulation est délétere pour I'organisme et contribue au développement de maladies liées a
I’age. L'immunosénescence est un terme désignant le déclin des fonctions du systeme
immunitaire causé par le vieillissement. Il se caractérise par une involution thymique et une
diminution de la diversité des cellules immunitaires adaptatives. Les cellules sénescentes
induisent également une sénescence paracrine dans les cellules saines du micro-environnement
par I'action de certaines molécules du SASP telles que I'lL-8, IL-6, GROa et IGFBP-7. De plus, la
fréguence des dommages et des stress se multiplie avec I'age, ce qui augmente le nombre de
cellules sénescentes. Ainsi, ces trois éléments agiraient en synergie pour permettre

I'accumulation des cellules sénescentes avec I'age (40, 41).

De ce fait, les molécules du SASP s’accumulent dans le micro-environnement et engendrent une
inflammation chronique stérile nommée I'«inflammaging». Les dysfonctions tissulaires causées

par cette inflammation contribuent au développement de maladies liées a I'age telles que les
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maladies cardiovasculaires et rénales, le diabete de type 2, I'ostéoporose, la fibrose, le cancer et
plusieurs autres (40). Les effets du SASP dépendent des molécules qui le composent et des cellules

du micro-environnement.

La sénescence des fibroblastes et leurs actions sur différents cancers et maladies liées a I’dge sont
tres bien étudiées. La co-culture de fibroblastes sénescents avec plusieurs types de cellules
prénéoplasiques augmente la prolifération des cellules cancéreuses par I'action de certaines
molécules du SASP telles que I'lL-8, VEGF et les ECM (38, 42). De plus, la sécrétion d’IL-6, IL-8 et
de MMP, par les fibroblastes sénescents, augmente l'invasion et la migration de cellules
cancéreuses du sein et de plusieurs types de cellules épithéliales. De plus, le SASP peut influencer
la différenciation des cellules immunitaires, comme les macrophages, et engendrer un micro-

environnement immunosuppressif favorable au cancer (38).

L’accumulation de cellules sénescentes serait également responsable, par I'action du SASP, du
développement de la fibrose pulmonaire (43). De plus, les cellules béta du pancréas développent
des marqueurs de sénescence lors du diabéete de type 2 et I’élimination des cellules hépatocytes
sénescentes diminue |I'accumulation de graisse lors de la stéatose hépatique non alcoolique (44,

45).

Ces données démontrent que I'accumulation de cellules sénescentes avec I'dge a un impact
significatif sur le développement de maladies et de cancer. De plus, cela démontre I'importance
d’étudier la sénescence et de développer des thérapies permettant leur élimination spécifique.
D’ailleurs, plusieurs modeéles de souris transgénique et de drogues ont été développés pour ces

études.

1.3.3 Sénolytique et sénomorphes
L’élimination sélective des cellules sénescentes est la meilleure option lors du développement de
thérapie contre des pathologies liés a I’age et aux cellules sénescentes, car cela permet de garder
les effets anticancéreux de la sénescence tout en éliminant ses effets négatifs a long terme. Cela
se démontre lors de I'étude de souris déficientes en protéine pl6 et p19 ou lI'absence des
effecteurs de la sénescence prédispose les souris au cancer (46). Cette étude illustre bien le

concept de pléiotropie antagoniste selon laquelle la sénescence est bénéfique a un jeune age et
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délétere en vieillissant. Ainsi, plusieurs drogues visant spécifiquement les cellules sénescentes

ont vu le jour au cours des derniéres années. Ces drogues sont nommées sénolytiques.

Les sénolytiques sont des molécules tuant spécifiquement les cellules sénescentes par apoptose.
La majorité des sénolytiques visent des protéines impliquées dans des mécanismes anti-
apoptotiques ou de survie comme p53, p21, BCL-2, AKT, PI3K et FOXO4. Le cocktail sénolytique
Dasatinibe et Quercétine (D+Q) est I'un des premiers traitements anti-sénescence qui ont été
découverts. Il fait partie, avec I’ABT-263 (ou navitoclax), de la famille des sénolytiques inhibiteurs
de BCL-2. Certains produits naturels tels que la curcumine sont également des sénolytiques de
cette famille d’inhibiteurs (47). L’étude sur des souris démontre que I'utilisation de ces drogues
diminue l'incidence des maladies liées a I’age et augmente I'espérance de vie en santé. D’ailleurs,
I'utilisation du cocktail D+Q est actuellement testée en clinique pour le traitement de maladies

chroniques du rein (NCT02848131) et de I’Alzheimer (NCT04063124).

Cependant, I’élimination compléte des cellules sénescentes ne semble pas toujours la meilleure
option due a leur implication lors de la cicatrisation. Ainsi, certaines molécules suppriment
I’expression du SASP en visant les voies de signalisation NF-kB, mTOR ou encore p38 MAPK. Ces
molécules se nomment des sénomorphes. Elles permettent de diminuer I'incidence du SASP et
d’induire une sénostase dans les cellules sénescentes. La rapamycine et la metformine sont des

exemples de sénomorphes visant la voie de signalisation NF-kB (6, 47).

Certaines molécules peuvent autant étre des sénolytiques que des sénomorphes selon le type
cellulaire et la concentration. De plus, les sénolytiques sont souvent type cellulaire spécifique
(47). Ainsi, I'identification des éléments cibles de ces spécificités pourrait nous aider a développer

de meilleurs traitements contre les maladies liées a I'age et au cancer.
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1.4 Les vésicules extracellulaires

Les vésicules extracellulaires (EV) sont de petites structures formées d’une bicouche lipidique
contenant une grande variété de biomolécules comme des protéines, des acides nucléiques, des
lipides et des métabolites. Le terme vésicule extracellulaire réfere a un large éventail de vésicules
membranaires sécrétées dans le milieu extracellulaire. Ces particules ont longtemps été
considérées comme des poubelles cellulaires. Cependant, les EV sont maintenant considérées
comme un important mécanisme de communication intercellulaire grace a la livraison de

molécules bioactives.

Les EV sont divisés en deux sous-groupes principaux qui se distinguent par leur taille et leur

origine subcellulaire : les exosomes et les microvésicules.

1.4.1 Biogeneése des exosomes
Les exosomes sont une catégorie de petites vésicules extracellulaires découlant du systeme
endosomal et ayant un diametre de 30 a 150 nm. Leur processus de biogenese est initié par la
formation de lI'endosome précoce suite a la fusion de vésicules primaires provenant du
bourgeonnement interne de la membrane cytoplasmique. La deuxiéme étape est la maturation
des endosomes précoces en endosomes tardifs aussi appelée corps multivésiculaires (MVB). Les
MVB peuvent ensuite se fusionner aux lysosomes et étre dégradés, ou se lier a la membrane
plasmique et libérer leurs vésicules intraluminales (ILV) sous forme d’exosomes. En effet, lors de
la maturation des endosomes précoces, la membrane endosomale bourgeonne vers la lumiére

du compartiment pour former les ILV.

Les ILV peuvent se former de maniere dépendante ou indépendante des complexes de tri
endosomal requis pour la machinerie de transport (ESCRT). Ces deux voies de biogenése sont

indépendantes I'une de I'autre, mais elles agissent en synergie lors de la biogenése des exosomes.
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1.4.1.1 Les voies indépendantes de I'ESCRT

A) Les céramides

Les voies indépendantes de I'ESCRT dépendent de la composition de la membrane endosomale.
La fluidité des membranes lipidiques permet le déplacement latéral de molécules effectives dans
des régions énergétiques qui leur sont favorables. Cette caractéristique permet la formation de
microdomaines composés principalement de cholestérols et de sphingolipides, dits
microdomaines a base de radeaux (48, 49). Les microdomaines sont des régions lipidiques

distinctes dont la composition moléculaire attribue une fonction.

Les sphingolipides, retrouvés dans ces domaines, peuvent étre convertis en céramides grace a la
sphingomyélinase neutre (nSMase). Les céramides ont la capacité d’induire une coalescence de
petits microdomaines requis pour la formation de grands microdomaines impliqués dans le
bourgeonnement de la membrane. L'amoncellement de céramides dans une méme région
membranaire permet l'invagination de la membrane grace a leur forme conique qui induit une
courbure négative spontanée dans la membrane. L’inhibition de la nSMase par le GW4869
démontre I'importance des céramides dans la biogenese des exosomes, car cela diminue leur
production (50). De plus, le tri de la cargaison transmembranaire ne dépend pas de
I"'ubiquitination protéique, mais est plutot effectué par des tétraspanines (TEM) tels que CD63 et

CD81 lors de la biogenése médiée par les céramides (51).
B) Les tétraspanines

Les tétraspanines sont reconnus pour étre impliqués dans la sélection du cargo des EV. lls sont
présents dans les mécanismes dépendants et indépendants de I'ESCRT. La membrane des
endosomes a des microdomaines enrichis en tétraspanines permettant la sélection de cargos
ubiquitinés ou non. Les TEM seraient également impliqués dans la biogenése indépendante de
I’'ESCRT des ILV. En effet, certaines TEM, comme CD81, ont une forme conique avec un espace
intramembranaire pouvant accueillir du cholestérol. Comme les céramides, cette caractéristique
structurelle leur permettrait d’induire une courbure négative spontanée dans la membrane (52-

54).
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1.4.1.2 Lavoie dépendante de I'ESCRT
La voie dépendante de I'ESCRT est la principale voie de biogenese des exosomes. Elle régule la
formation des ILV de maniére progressive et efficace et assure une plus grande spécificité de
cargaison. Premierement, il y a formation de microdomaines spécifiques sous forme de radeaux
lipidiques riches en phosphoinositides a la membrane des endosomes précoces. Le complexe
ESCRT-0 recrute les protéines ubiquitinées sur ces microdomaines et facilite I'invagination de la
membrane endosomale (55). L'invagination est stabilisée par les complexes ESCRT-I et ESCRT-II.
Pour conclure, 'ESCRT-III rétrécit le col d’invagination et recrute le complexe accessoire Vps4 qui

amorce la scission. Les ILV sont ensuite libérés dans I'endosome tardif (51, 56).

Le complexe syndécane-synthénine-ALIX, ainsi que la protéine TSAP6, peuvent également initier
I'invagination de la membrane endosomale et le tri des cargaisons de maniéere indépendante de

I"'ubiquitination. Cependant, cette voie de biogenése est dépendante de I'ESCRT-III (53).
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La biogenése des exosomes est soit dépendante ou indépendante de I'ESCRT et débute par la
formation de I'endosome précoce suite au bourgeonnement interne de la membrane plasmique.
Les ILV se forment selon 1) Voie dépendante de I'ESCRT, 2) voie indépendante de I'ESCRT induite
par les céramides et 3) voie indépendante de I’ESCRT induite par les tétraspanines. Adapté avec
biorender de Aheget H et al (56).
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1.4.2 Transport et excrétion des exosomes

Tout d’abord, les corps multivésiculaires doivent éviter la dégradation par les lysosomes et, par
la suite, ils doivent étre transportés vers la membrane plasmique pour excréter les ILV sous forme
d’exosomes. Ces deux aspects sont interconnectés et dépendent de la composition lipidique des

membranes, de I'action des petites GTPase et du cytosquelette.

Il a été observé dans les lymphocytes T et dans les cellules cancéreuses que les RAB GTPAses
déterminent I'orientation du transport des MVB sur le cytosquelette. Cela détermine leur destin

cellulaire (57).

La RAB GTPase RAB7 est reconnue, dans certains types cellulaires, pour avoir une double fonction.
En effet, elle permet autant le ciblage des MVB au lysosome qu’a la membrane plasmique. RAB7
ubiquitiné est régulé par les niveaux de cholestérol sur la membrane endosomale. Ainsi, de faibles
niveaux de cholestérol dans les ILV vont favoriser le recrutement sur les MVB de la dyénine
motrice rétrograde par Rab7 ubiquitiné. Cela cible les MVB au lysosome en permettant leur
transport rétrograde (vers les extrémités négatives) sur les microtubules. A I'opposé, de faible
niveaux de cholestérol dans les ILV vont favoriser la libération des exosomes par Rab7 non-

ubiquitiné en permettant le transport dans le sens positif des microtubules (53, 57).

En fonction du type cellulaire, d’autres petites GTPases vont réguler I'excrétion d’exosomes en
permettant le transport des MVB vers la membrane plasmique. Parmi celles-ci, il y a les petites
GTPases RAB27A et RAB27B. RAB27B régule la motilité des MVB vers la membrane plasmique et,
avec la coopération de RAB27A, favorise 'amarrage des MVB a la membrane en réorganisant le

cytosquelette d’actine (57).

Pour conclure, les MVB fusionnent a la membrane plasmique par I'action des protéines SNARE
dépendantes du calcium (Ca?*). Le complexe SNARE, retrouvé sur la membrane plasmique et sur
la membrane des MVB, permet la fusion des membranes et I'excrétion des exosomes dans le

milieu extracellulaire suite a son activation par le Ca%* (57).
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1.4.3 Biogeneése des microvésicules

Les microvésicules sont plus grosses que les exosomes et leur biogenese est différente. En effet,
leur taille varie de 50 a 1000 nm et elles proviennent du bourgeonnement de la membrane
cytoplasmique vers le milieu extracellulaire. Comme lors de la formation des ILV dans les
endosomes, la membrane plasmique subit un changement de composition. Cela permet la
formation de microdomaines nécessaires a I'induction d’une courbure dans la membrane. Ainsi,
la formation de microvésicules dépend de l'interaction dynamique entre le changement de

composition membranaire et les contractions du cytosquelette d’actine (53).

Premiérement, la membrane cytoplasmique subit un changement lipidique et protéique, ainsi
qu’un changement dans les niveaux de calcium (Ca?*). La modification du gradient de calcium
active les enzymes dépendantes de Ca?* telles que la flippase et la floppase qui font partie de la
famille d'enzymes translocases aminophospholipides (53). Les flippases et les floppases
réarrangent I'asymétrie des phospholipides dans la membrane en permettant la translocation de
la phosphatidylsérine vers la membrane externe. Ce changement induit une flexion membranaire

et une restructuration du cytosquelette d’actine (58).

Deuxiémement, le facteur-ribosylation 6 (ARF6) initie une cascade de signalisation qui active la
phospholipase D (PLD) menant au recrutement de ERK a la membrane cutoplasmique. ERK va
phosphoryler et activer la kinase de la chaine légere de la myosine (MLCK). Pour conclure, MLCK
va phosphoryler et activer la chaine légere de la myosine (MLC). Cela va permettre la fission de la
membrane cytoplasmique et la libération de microvésicules (58). MLC peut également étre activé

par la Rho GTPase RhoA suite a I'activation de la voie de signalisation ROCK (53).

De plus, la relocalisation de la protéine endosomale tardive TSG101 a la membrane cytoplasmique
induit une courbure de la membrane qui permet également I’excrétion des microvésicules. Ainsi,
la machinerie de I'ESCRT serait également utilisée lors de la biogenése des microvésicules et ne

serait pas exclusive aux exosomes (59).
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Figure 5. —  Biogenése des microvésicules (adapté avec biorender de Akers Jc et al) (58)

1.4.4 Les vésicules extracellulaires et la communication intercellulaire
Les vésicules extracellulaires contiennent une grande variété de biomolécules activent et on les
détecte dans plusieurs liquides biologiques comme le sang et 'urine. La capacité des EV a
transporter des biomolécules actives et de les transmettre a travers tout I’organisme leur confere
un important réle de communicateur intercellulaire. De plus, le contenu des EV est en partie
régulé. Ainsi, le cargo des EV a la capacité d’influencer le phénotype des cellules réceptrices et
celui-ci change en fonction de la biogenése ainsi que du type et du contexte cellulaire. Cela

supporte leur réle de communicateur intercellulaire.

1.4.4.1 Composition du cargo des EV
Le terme cargo désigne autant les composantes membranaires que le contenu luminal des EV.
Ainsi, les composantes du cargo sont trés variées et inclus les lipides, les protéines, les

métabolites et les acides nucléiques.
1) Les lipides

Les EV ont une composition lipidique distincte des cellules meres. L'enrichissement de la

membrane des EV en cholestérol, en sphingomyéline et en acide gras, leur procure une plus
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grande rigidité structurelle et une plus grande résistance aux changements physiologiques. La
composition lipidique des EV n’est pas seulement importante pour leur biogenese ou leur
structure, mais elle est également importante pour la signalisation cellulaire. Les lipides bioactifs
comme le cholestérol, les acides gras et les eicosanoides peuvent influencer des voies de
signalisation telle que la signalisation Notch qui induit la mort cellulaire dans les cellules

tumorales pancréatiques (49, 60).
2) Les protéines

La majorité des protéines retrouvée dans les EV sont des protéines du cytosquelette, des
enzymes, des protéines membranaires, des chaperonnes et des protéines impliquées dans la
biogenése des EV telles qu’ALIX et TSG101. De plus, le cargo transmembranaire des EV est régulé

par 'ubiquitination et leur reconnaissance par les complexes ESCRT (57).
3) Les acides nucléiques

Les vésicules extracellulaires sont d’importants transporteurs d’ARN fonctionnel. Plusieurs études
démontrent que le cargo des EV ne refléte pas la composition moléculaire des cellules. En effet,
les petites EV auraient un enrichissement en ARN par rapport aux niveaux cellulaires. De plus, les
petites EV seraient enrichies en ARN spécifiques tels que les micro-ARN (miARN) et petits ARN
nucléaires (61). La restriction de taille des petites EV pourrait expliquer I'acquisition spécifique de
miARN. Cependant, certains miARN sont sélectivement incorporés ou exclus des EV malgré une
abondance équivalente dans les cellules meres. Ces données suggérent qu’il y a des mécanismes

de tri sélectif des ARN (49).

1.4.4.2 Trisélectif des ARN aux EV
Le modele dominant pour le tri sélectif d’ARN aux EV repose sur 1) la présence de motifs de
nucléotides sur les ARN et 2) le transport des ARN au site de biogenése des EV par les protéines
de liaison a I’ARN (RBP). Les ribonucléoprotéines nucléaires hétérogenes (hnRNP) reconnaissent
des EXOmotifs dans les miARN et contrdlent leur chargement. Par exemple, hnRNPA2B1
reconnait 'EXOmotif GGAG et permet le chargement des miARN suite a sa sumoylation dans la

lumiére des EV (62).
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Les ARNm sont également enrichis dans les EV. Comme pour 'EXOmotif des miARN, une
séguence consensus dans la région 3’UTR a été suggérée comme mécanisme de ciblage aux EV.
La séquence consiste en 25 nucléotides (nt) formant une structure tige-boucle ayant un domaine
central CTGCC. D’ailleurs, certaines EV auraient un enrichissement en fragment d’ARN 3’UTR
plutot qu’en ARNm intacts. La région 3’UTR des ARNm contient des sites de liaison au miARN.
Ainsi, les ARNm contenus dans les EV permettent également de réguler I'expression génique de
maniére épigénétique en créant une compétition pour la régulation par les miARN avec les ARNm

de la cellule réceptrice (63).

La régulation active des ARN, et plus particulierement des miARN, a rapidement suscité I'intérét
de plusieurs groupes de recherche di a leur fonction de modulateur de I'expression génique.
Malgré tout, les mécanismes de tri et d’incorporation dans les EV sont encore mal compris et

peuvent diverger entre certains types cellulaires.

1.4.4.3 Les micro-ARN
Les miARN sont de petites séquences d’acides nucléiques non codantes d’environ 21 nt pouvant
modifier I'expression des génes. La biogenése des miARN implique plusieurs étapes de
maturation. Elle débute, au noyau, par la transcription du pri-miARN par les ARN polymérases
[I/111 et se poursuit par sa maturation en pré-miARN par I'action du complexe de microprocesseur
composé de la protéine de liaison a ’ARN DiGeorge Syndrome Critical Region 8 (DGCR8) et de

I’enzyme ribonucléase Ill Drosha. Le pré-miARN est ensuite transporté au cytoplasme (64).

Dans le cytoplasme, le pré-miARN subit une deuxieme étape de maturation par I'endonucléase
RNAse Il Dicer qui élimine la boucle de la structure en épingle a cheveux. Cela forme un duplex
d’ARN. La direction du miARN détermine le nom de la forme mature et fonctionnelle. Le duplex
d’ARN contient un brin 5’ et un brin 3’. Les deux brins peuvent étre fonctionnels. C'est la stabilité

du brin a son extrémité qui détermine le brin fonctionnel et le brin passager (64).

Le miARN peut agir comme régulateur de I'expression génique suite a son association avec les
protéines Argonaute tel que AGO2 pour former le complexe d’inhibition d’expression ou
microRNA-induced silencing complexe (miRISC). Le miARN mature agit comme brin guide et

permet la liaison du complexe miRISC sur I’élément de réponse aux miARN (MRE) a I'extrémité
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3’UTR de 'ARNm. Les miARN peuvent avoir plusieurs ARNm cibles, ce qui leur procure un large

spectre d’action (64).

Les miARN inhibent I'expression génique en induisant la dégradation de ’ARNm par AGO2 ou en
diminuant la traduction par obstruction stérique. La détermination du mécanisme d’inhibition
dépend de la complémentarité de séquence entre le miARN et le MRE. Dans certaines conditions
spécifiques, tel que l'arrét du cycle cellulaire, les miARN comme let-7 peuvent induire la

traduction a I'aide de ’'AGO2 et de la protéine 1 liée au retard mental Fragile-x (FXR1) (64, 65).
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Figure 6. — La Biogenése des miARN et leurs actions dans les cellules (adaptée avec Biorender

de Winter J) (66)

Ainsi, les miARN ont un large spectre d’action et leur présence de maniere régulée dans les EV
indique que les EV peuvent influencer I'expression des génes de maniere épigénétique lors de la

communication intercellulaire.
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1.4.4.3 Internalisation des EV par les cellules cibles
La capacité des EV a modifier I’état physiologique et pathologique des cellules réceptrices dépend
de leur amarrage aux cellules cibles et de leur internalisation par celles-ci. L'internalisation d’EV
dans des cellules réceptrices spécifique est controversée. En effet, plusieurs études démontrent
qgue ce phénomene est non sélectif tandis que d’autres démontrent que les EV ciblent
spécifiguement des cellules, des tissus ou des organes (67). De plus, une cellule mere peut
produire plusieurs sous-types d’EV qui ne sont pas internalisés par les mémes cellules réceptrices.
La spécificité d’amarrage est encore mal comprise, mais la composition membranaire des EV est
I’explication la plus courante (68). Ainsi, I'hétérogénéité de ciblage au sein d’une méme
population d’EV, couplé a une technique de séparation peu spécifique peuvent expliquer la

présence d’articles ne démontrant pas d’incorporation sélective d’EV.

La surface membranaire des EV dépend de la biogenése, du type cellulaire et de I'état de la cellule
productrice. La composition lipidique, les tétraspanines, les intégrines, les lectines, les
protéoglycanes de sulfate d’héparine et les composantes de la matrice extracellulaire (ECM) sont
impliqués dans la spécificité d’amarrage et d’internalisation des EV. Par exemple, I'expression
d’intégrines sur la membrane des EV permet I'amarrage de celles-ci aux cellules exprimant la
protéine d’adhésion ICAM. De plus, I'hétérogénéité des dimeres d’intégrine serait également
responsable du ciblage différentiel des EV aux cellules réceptrices. Ainsi, les intégrines permettent

deux niveaux de régulation lors de I'amarrage spécifique des EV aux cellules (57).

Les EV sont ensuite incorporées par |'action de divers mécanismes d’internalisation comme la
fusion membranaire ou I'endocytose médiée par les clathrines ou les radeaux lipidiques. Il y a
trois options possibles suite a l'internalisation des EV : la dégradation, la réexcrétion par le
systeme endosomal ou la libération de leur contenu dans le cytoplasme pour induire des
changements phénotypiques. D’autre part, I'internalisation des EV n’est pas nécessaire pour
induire un changement phénotypique dans les cellules réceptrices. En effet, les EV amarrés a la
membrane plasmique des cellules peuvent activer des voies de signalisation par leur interaction

avec des récepteurs (57).
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1.4.5 Les vésicules extracellulaires associées a la sénescence

Il est maintenant évident que toutes les cellules sécretent des EV et que ces particules participent
a la communication intercellulaire en transportant du contenu régulé et dépend des conditions
cellulaires. De plus, le contenu des EV et la nature des cellules réceptrices déterminent 'effet des

EV sur I'état physiologique ou pathologique de la cellule receveuse (69, 70).

Lors de la sénescence, il y a une augmentation de la production et de la sécrétion d’EV par les
cellules (71). D’ailleurs, I'activation de p53 participe non seulement a I'induction de la sénescence,
mais également a I'expression de protéines responsables de la biogenése et de I'excrétion de
petites vésicules extracellulaires, ou plus particulierement, d’exosomes. Par exemple, TSAPS6,
impliqué dans la biogenese des exosomes, et RAB27B, impliqué dans le transport et I'lancrage des
MVB a la membrane plasmique, sont régulés par p53 (56, 72). Cela suggére que les EV jouent un

role important lors de la sénescence.

De plus, le cargo des EV provenant de cellules sénescentes (EV-sen) est largement différent des
cellules jeunes et a des effets antagonistes selon le contexte cellulaire. De ce fait, leur capacité a
influencer I’'environnement s’apparente aux effets du SASP. Donc, il a été proposé que les EV de

cellules sénescentes seraient une composante du SASP (72).

1.4.5.1 Effets des vésicules extracellulaires associées a la sénescence
Les EV sont des transporteurs de molécules fonctionnelles. La bicouche lipidique des EV protege
la fonctionnalité des molécules qu’elles transportent. Cela permet de livrer des molécules avec
une signalisation puissante a comparer aux molécules solubles du SASP qui sont diluées et dont
la fonctionnalité peut étre diminuée. En effet, une étude a démontré le récepteur de I'éphrine A2
(EphA2), I'interféron gamma (IFNy) et TGF-B ont des effets augmentés lors de leur transport par
les EV-sen par rapport a leur forme soluble (73). Cependant, il y a tres peu de chevauchement
protéique entre la composition des EV-sen et les facteurs solubles du SASP. Ainsi, les EV-sen

contribuent au SASP de maniere distincte des molécules solubles du SASP (73).

Les EV ont autant des effets physiologiques que pathologique lors de la sénescence. En effet, les
EV sécrétées par les cellules sénescentes jouent un role de communicateur intercellulaire, mais

également un role homéostasique.
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Les cellules sénescentes (cell-sen) ont tendance a accumuler des fragments d’ADN de chromatine
cytoplasmique (CCF) qui peuvent étre nocifs et induire la formation de ROS par I'activation de la
voie des DDR. Ainsi, I'incorporation d’ADN dans les EV-sen permet 'homéostasie de la cellule
productrice en diminuant la force de signalisation de la voie DDR. Cela permet de maintenir la
sénescence. Cependant, I’ADN contenu dans les EV peuvent également induire la sénescence

paracrine dans les cellules réceptrices par I'activation de la voie cGas/STING (73, 74).

L'induction de la sénescence de maniére paracrine ou autocrine est aussi positive que négative
et dépend du contexte. D’ailleurs, plusieurs autres molécules contenues dans les EV-sen peuvent
induire la sénescence dans les cellules réceptrices. Par exemple, les miARN miR-21a-5p et miR-
217, enrichis dans les EV de cellules endothéliales sénescentes, ont des effets pro-sénescence en
inhibant I'expression de DNMT1 et SIRT1. Cela induit la sénescence en réduisant I’'expression de
geénes prolifératifs (75). De plus, le SASP peut réguler I'expression de miARN pro-sénescences et
pro-inflammatoires comme miR-155. En effet, miR-155 est reconnu pour induire I'expression de
génes inflammatoires, ce qui contribue a I'inflammation chronique et au développement de

maladies liés a I’age comme I'athérosclérose (76).

D’autre part, le contenu des EV peut également avoir des effets procancer. Par exemple, EphA2
est régulé a la hausse dans les EV de fibroblastes sénescents et favorise la prolifération de

plusieurs types de cellules cancéreuses (77).

Pour conclure, les vésicules extracellulaires font partie intégrante du SASP et elles participent aux
effets néfastes de la sénescence. Leur capacité a transporter des molécules fonctionnelles a
travers tout I'organisme étend le potentiel d’action des cellules sénescentes a plusieurs organes
au lieu d’un seul micro-environnement. Ainsi, élucider le réle des EV dans différentes maladies et
identifier leur contenu de maniere type et contexte cellulaire spécifique serait une bonne piste

de solution pour favoriser un vieillissement plus sain.

1.4.6 Les macrophages, la sénescence et les vésicules extracellulaires

Les macrophages sont des cellules du systéme immunitaire inné. lls sont retrouvés sous forme de
monocytes dans le sang et dans la majorité des tissus. Les macrophages tissulaires sont nommés

les macrophages résidents (TRM). Leurs progéniteurs sont soit d’origine embryonnaire ou de
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monocytes. Les macrophages sont impliqués dans la fonction métabolique, I’élimination des
débris cellulaires, ’homéostasie tissulaire et la défense. Cependant, ils sont aussi souvent associés

a plusieurs maladies (78).

La fonction des macrophages est modulée par les cytokines qui induisent une polarisation vers
un état pro-inflammatoire, dit M1 ou proréparation, dit M2. Cette polarisation détermine leur
fonction et peut changer avec le temps (78). Par contre, plusieurs études démontrent que cette
classification n’est pas exacte et que les macrophages ont plus que deux états fonctionnels. De
plus, les macrophages associés aux tumeurs (TAM) sont trés abondants dans le micro-
environnement tumoral et ils influencent l'initiation et la progression des tumeurs selon leur

polarisation (79).

D’autre part, les macrophages seraient également affectés par la sénescence. En effet, il a été
démontré chez la souris qu’une grande proportion des cellules positivent aux marqueurs p16 et
SA-B-gal sont des macrophages (80). Les macrophages sénescents sont d’ailleurs associés au
développement et a la progression de plusieurs maladies liées a I'dge. Par exemple, lors de
I'obésité morbide, les macrophages sénescents seraient impliqués dans I'inflammation chronique
et dans les défauts de la voie de signalisation de I'insuline dans les cellules adipeuses (81). De
plus, une étude a démontré que I'élimination des macrophages alvéolaires sénescents retarde la
progression des tumeurs pulmonaires (82). Ces données démontrent donc I'importance de
I’étude de la sénescence des macrophages. Malheureusement, les macrophages sénescents sont
trés peu étudiés en comparaison aux fibroblastes sénescents. La prépondérance des
macrophages a travers tous les organes fait d’eux des cellules clés dans une multitude de maladies
et il est donc important d’investiguer sur les mécanismes leur permettant d’avoir des effets

pathologiques.

Un de ces mécanismes d’action est la sécrétion de vésicules extracellulaires. Les macrophages
sont des cellules sécrétant un large éventail de molécules solubles participant a leur fonction.
Cependant, les macrophages sécretent également des EV pouvant contribuer a leur réle

pathologique.
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Par exemple, les EV dérivées de macrophages associés aux tumeurs favorisent la prolifération et
la migration des cellules musculaires lisses en inhibant GREM1 suite au transfert de miR-155-5p
par les EV (83). De plus, les macrophages infectés par le VIH seraient également impliqués dans
le développement d’une hypertension artérielle pulmonaire en libérant dans les EV le miR-130a

qui induit la prolifération des cellules musculaires lisses pulmonaires (84).

D’autre part, les TAM seraient impliqués dans la progression tumorale et la chimiorésistance. En
effet, les TAM sécrétent des EV enrichis en miR-21-5p et miR-29a-3p qui inhibent la voie STAT3
et créent un déséquilibre dans le phénotype des cellules T menant a la formation d’un milieu
immunosuppresseur. De plus, les TAM en condition hypoxique favorisent I'excrétion par les EV

de miR-223 qui favorise la résistance aux médicaments dans le cancer épithélial de I'ovaire (84).

Ainsi, I'étude des EV dérivés de macrophages est en pleine expansion. Cependant, le lien entre le

vieillissement, les macrophages, les EV et les maladies liées a I’age sont encore peu étudiés.

1.4.7 Techniques et marqueurs pour I’étude des EV
L’étude des vésicules extracellulaires est encore nouvelle et en pleine expansion. L’hétérogénéité,
la petite taille des EV ainsi que les difficultés d’isolement sont des défis de taille lors de I'étude
des vésicules extracellulaires. De plus, la diversité de méthodes entre différents groupes de
recherche lors de l'isolement d’EV diminue la reproductibilité. Ainsi, pour diminuer I'impact de
ces limitations, le groupe International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) a publié un guide
intitulé Minimal information for studies of extracellular vesicles (MISEV) visant a introduire des
méthodes standards et vigoureuses pour I'étude des EV. Ces différentes techniques seront

décrites dans les prochaines pages (85).

1.4.7.1 Séparation et concentration des EV
Il n’existe pas une maniere absolue d’isoler les EV. En fait, le terme isolement n’est pas approprié,
car il est impossible de faire un isolement pur d’EV. Donc, les termes de séparation et de
concentration sont utilisés. Aucune technique de séparation et de concentration, a ce jour, ne

permet d’avoir a la fois une grande spécificité de séparation et un grand rendement. Ainsi, il est
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important de bien choisir la technique de séparation selon le type de questions expérimentales

(85).

Les techniques de précipitation, telles que I'ultracentrifugation longue et la précipitation a I'aide
de polyméres, ont une faible spécificité et un haut rendement. Ces techniques permettent de
récupérer tous les types d’EV, mais également certains composants cellulaires indésirables. Au
contraire, certaines techniques permettent d’avoir une grande spécificité, mais un faible
rendement tel que les gradients de densité, la cytométrie en flux, qui se base sur les composantes
de surface pour l'isoler de sous-types d’EV spécifiques, et la filtration qui se base sur la taille des
EV. La combinaison de plusieurs techniques de séparation et de concentration permet
d’augmenter la spécificité. Pour conclure, certaines techniques permettent d’avoir une spécificité
et un rendement intermédiaire telles que la chromatographie a exclusion stérique et
I"'ultracentrifugation différentielle. L'ultracentrifugation différentielle consiste a augmenter, de
facon graduelle, la vitesse de rotation entre chaque cycle de centrifugation. Cela permet de

séparer les particules de haut poids moléculaire de celles a plus faible poids moléculaire (85).

Ainsi, ces techniques ne permettent pas d’isoler de maniére spécifique les exosomes des
microvésicules. En effet, I’'hétérogénéité des EV rend leur identification et leur classification tres
complexe. De plus, lorsque I'origine des EV n’est pas clairement identifiée, il est recommandé de
les nommer selon : a) leurs caractéristiques physiques telles que leur grandeur ou leur densité; b)

leur composition biochimique ou c) leur cellule d’origine.

1.4.7.2 Quantification des EV
Il existe plusieurs techniques qui permettent la quantification et I'estimation du nombre de
vésicules extracellulaires. Selon le type de technique de séparation et de concentration utilisé, il
peut étre difficile de quantifier le nombre exact d’EV. Ainsi, il est nécessaire de mentionner le
volume de milieu conditionné récolté pour la séparation et le nombre de cellules productrices.
De plus, lorsqu’une technique de séparation est peu spécifique, il est recommandé d’utiliser deux
méthodes ou plus de quantification. Il est possible de quantifier ou d’estimer le nombre d’EV

selon le nombre de particules et/ou la concentration de protéines, de lipides ou d’ARN total. La
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détermination du nombre de particules et de la concentration protéique sont les deux méthodes

de quantification la plus utilisée et dont la corrélation est la plus exacte (85).

Le nombre de particules est générale mesurée par des techniques de diffusion de la lumiére telles
que la cytométrie en flux et I'analyse de suivi des nanoparticules (NTA). Ces techniques
permettent de mesurer la taille et I'abondance des EV. La NTA mesure la taille individuelle de
particules biologiques allant de 50 nm a 1 um en captant la lumiére diffusée par une particule
ayant regu un faisceau laser. La diffusion de la lumiére permet d’analyser le mouvement brownien

des particules et, de ce fait, de mesurer la taille de celles-ci (86).

D’autre part, il est possible d’estimer la quantité d’EV en mesurant la quantité de protéines, de
lipides ou d’ARN total d’un échantillon. La combinaison d’une de ces techniques d’estimation et
d’une technique de séparation peu spécifique méne souvent a une surestimation de la quantité
d’EV. Par exemple, des contaminants comme I'albumine, retrouvée dans le milieu de culture, ou
des détergents, souvent retrouvés dans le tampon de Laemmli, peuvent influencer Ia

concentration protéique et donc, biaiser I’estimation du nombre d’EV (85).

Ainsi, les méthodes de quantification d’EV peuvent étre couteuses et manquer de précision.
Cependant, la combinaison de plusieurs méthodes permet une évaluation raisonnable de la

guantité d’EV dans un échantillon (85).

1.4.7.3 Caractérisation protéique des EV
Il n’existe pas de marqueurs uniques d’EV. Les mécanismes de biogenése se recoupent souvent
entre sous-types d’EV et leurs marqueurs protéiques de surface dépendent majoritairement du
type cellulaire. De plus, la diversité dans la biogenése et dans la taille des EV ne permet pas d’avoir
de contréle négatif universel pour tous les types d’EV. Ainsi, trois principales catégories ont été

décrites comme marqueurs protéiques d’EV (85).

1) Les protéines transmembranaires : Ces protéines sont retrouvées sur la membrane
plasmique ou endosomale. Elles indiquent la présence de la structure a bicouche lipidique
des EV. Les tétraspanines sont le marqueur typique de cette catégorie comme par

exemple CD9, CD63 et CD81.
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2) Les protéines cytosoliques: Ces protéines suggérent la présence d’une structure a
bicouche lipidique renfermant des composantes intracellulaires. Les marqueurs typiques
sont : les protéines de choc thermique, les protéines du cytosquelette, des enzymes tels
que GAPDH et des protéines de la machinerie de biogenése des exosomes telles que
ESCRT, ALIX et TSG101.

3) Les contaminants : Plusieurs contaminants peuvent co-précipiter avec les EV et fausser la
guantification et I'’étude des fonctions des EV. Les fluides biologiques, comme le milieu de
culture contenant du sérum bovin, le plasma et le sérum, contiennent des protéines telles
que les apolipoprotéines A1/2 et B (APOA1/2, APOB) et l'aloumine (ALB). Ces
composantes peuvent étre utilisées comme marqueur de contamination pour la

séparation d’EV.
Une quatrieme catégorie peut étre ajoutée pour les petites EV (< 200 nm)

4) Le controle négatif : Cette catégorie permet de confirmer l'isolation de petites EV. Les
petites EV ne contiennent pas de compartiments intracellulaires comme des
mitochondries, I'appareil de Golgi ou des composantes du noyau ou du réticulum
endoplasmique a cause de leur petite taille et de leur biogenése éloignée de ces régions.
Ainsi, il ne devrait pas y avoir la présence de protéines telles que GRP94, CYC1, ni

d’histones (HIST1H) dans les petites EV.

Ces protéines peuvent étre détectées par western blot ou spectrométrie de masse. L’avantage
de la spectrométrie de masse est I'identification du sécrétome protéique des EV et de leurs

fonctions potentielles (85).
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1.5 Hypotheéses et objectifs

En résumé, la sénescence cellulaire est un acteur central du vieillissement et I'accumulation de
cellules sénescentes dans I'organisme contribue au développement de maladies liées a I’age par
le développement d’une inflammation chronique causé par le SASP. De plus, le SASP
s’accompagne d’une sécrétion accrue de vésicules extracellulaires transportant des molécules
actives qui sont reconnues pour induire des effets pathologiques et la sénescence dans plusieurs

types de tissus.

Les macrophages sont un type cellulaire qui résident dans les tissus. lls sont d’ailleurs retrouvés
en grande quantité dans les niches tumorales et contribuent a la progression des cancers. De plus,
une grande majorité des cellules sénescentes qui s’accumulent in vivo sont des macrophages. lls
ont d’ailleurs été reconnus pour participer aux effets pathologiques de I'athérosclérose. Malgré
tout, les macrophages sénescents sont trés peu étudiés en comparaison aux fibroblastes
sénescents ou aux cellules cancéreuses sénescentes. Ainsi, il est pertinent d’étudier I'implication
des macrophages sénescents dans le développement de maladies liées a I'dge et dans le

développement de cancer.

Nous proposons que les molécules sécrétées par les macrophages sénescents, sous forme soluble
ou sous forme de vésicules extracellulaires, sont responsables du développement de maladies
liées a I'age par l'induction d’une sénescence paracrine dans les cellules réceptrices et une
inflammation chronique dans le micro-environnement. Ainsi, il est important, tout d’abord, de
caractériser les macrophages sénescents et leurs sécrétions. Pour ce faire, nous avons développé
un modeéle de macrophages sénescents in vitro dépendant de I'hyperactivation de la voie des

MAPK par I'ajout de 4-hydroxitamoxiféne.

L’objectif de ce mémoire est, en premier lieu, d’établir et de caractériser un modele in vitro de
sénescence prématurée dans les macrophages. En deuxiéme lieu, nous voulons caractériser les
vésicules extracellulaires de ce modéle de macrophages sénescents et, en dernier lieu, démontrer

I'implication de ces vésicules extracellulaires dans le développement de pathologies.
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Chapitre 2 — Manuscrit

The proinflammatory landscape of senescent macrophages includes both inflammatory

cytokines and miRNA loaded extracellular vesicles
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2.1 Abstract

Aging involves chronic inflammation, which is associated with many age-related pathologies
including Alzheimer’s disease, atherosclerosis, idiopathic pulmonary fibrosis and cancer.
Senescent cells, which accumulate with age, exhibit a pro-inflammatory senescence-associated
secretory phenotype (SASP). Thus, the SASP is thought to contribute to age-associated diseases.
Recently, many studies have reported an increased secretion of extracellular vesicles (EVs) during
senescence. EVs are small particles which carry biomolecules from one cell to another. We
hypothesized that senescent macrophages could contribute to age-related pathologies by
promoting inflammation through their secretions of EVs and soluble factors. Here, we established
an in vitro model of senescence induced by Raf-1 oncogene in RAW 264.7 murine macrophages.
The transcriptomic analysis of senescent macrophages revealed an important inflammatory
signature regulated by NFkB. We observed an increased secretion of EVs in senescent
macrophages, and these EVs presented an enrichment for ribosomal proteins, Major vault protein
and pro-inflammatory miR-21a, miR-155 and miR-132. Secretion of senescent macrophages
induced proliferation in senescent MEF fibroblasts, which could potentially be caused by SASP or
miRNAs found in EVs. We conclude that senescent macrophages spread proliferative signals,
suggesting a potential role for senescent macrophages in malignancies. Treatment with
Navitoclax could be used to eliminate senescent macrophages and prevent their deleterious

effects.
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2.2 Introduction

Cellular senescence is an important cellular mechanism underlying aging and age-related diseases
(1). Senescence can be defined as a stable cell cycle arrest in response to endogenous or
exogenous stress, such as telomere dysfunction, DNA damage, oncogene activation, oxidative
stress, or mitochondrial dysfunction (2). These signals generally activate tumor suppressing
pathways p53/p21 and p16/RB (2) preventing the proliferation of damaged cells (3). Senescent
cells secrete pro-inflammatory molecules such as cytokines, chemokines, growth factors and
proteases, and this phenomenon in called senescence-associated secretory phenotype (SASP) (4).
The SASP is thought to alert the immune system which allows the elimination of damaged cells,
thus preventing tumorigenesis (5). Ironically, some members of the SASP, like growth factors and
proteases, contribute to angiogenesis and tumor invasion (6, 7). Another downside of the SASP is
its ability to induce senescence in other cells in a paracrine fashion (8). Through this paracrine
senescence, the SASP therefore contributes to increasing the burden of senescent cells in the

organism.

Senescent cells accumulate in aging organisms (9-12) and are linked to age-related diseases such
as pulmonary fibrosis (13, 14). type 2 diabetes, (15) and osteoarthritis (16-18). When senescent
cells accumulate, the persistence of their secretions favors chronic inflammation, which is
characterized by infiltration of immune cells in tissues together with fibrosis and necrosis of these
tissues (19). Chronic inflammation is an important characteristic of aging, and this phenomenon
has been termed «inflammaging» (20). Chronic inflammation has been linked with various aging-
associated diseases, such as Alzheimer’s disease, type 2 diabetes, atherosclerosis, and cancer
among others (21, 22). Thus, by contributing to chronic inflammation, SASP could play a key role

in aging and age-related diseases.

Interestingly, development of novel transgenic mouse models and senolytic compounds has
made it possible to study the impact of depleting senescent cells from the organism. For example,
the activation of a suicide gene in cells expressing the senescent marker p16 extends the healthy
lifespan of old mice and prevents some age-related conditions like renal dysfunction, cataracts

and tissue inflammation (23). Clearing senescent cells has also been shown to reduce non-
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alcoholic fatty-liver disease, to slow down osteoarthritis and to protect against the onset of

Parkinson’s disease (17, 24, 25).

Some studies show that senescence in macrophages could play a role in the development of
aging-associated diseases. For instance, angiogenic secretions of senescent macrophages could
contribute to age related macular degeneration (26). Also, by secreting pro-inflammatory factors
and metalloproteases, senescent macrophages that accumulate in the atheromatous plaque
favor the progression of atherosclerosis (27). Senescence in microglia — specialized macrophages
of the central nervous system — has been reported to participate in Tau protein aggregation which
contributes to neurodegenerative diseases (28). Intriguingly, it has been suggested that
macrophages account for a large proportion of cells bearing senescent markers pl6 and
senescence-associated beta-Galactosidase in mouse (29). However, the biology of senescent

macrophages is still poorly understood.

In addition to soluble factors, senescent cells secrete large amounts of extracellular vesicles (EVs)
(30-38). EVs are particles delimited by a lipid bilayer considered important players in intercellular
communication as they deliver molecules from one cell to another (39-41). EVs transport a wide
range of biological molecules, including proteins, lipids, nucleic acids, metabolites and even
organelles such as mitochondria (42-46). Importantly, EVs are important carriers of miRNA which
are able to elicit gene silencing in recipient cells (47). EVs are divided into two main categories:
microvesicles and exosomes. Microvesicles are typically larger vesicles (50 nm to 1 um) and they
bud directly from the plasma membrane (37, 48). Exosomes are smaller vesicles (50 -150 nm) that
are formed in endosomes. Inward budding from the endosome membrane gives rise to
intraluminal vesicles, and this organelle is called multivesicular body (MVB) (37, 49). When the

MVB fuses with the plasma membrane, they release exosomes in the extracellular space (49).

Like soluble secretions, EVs affect the producing cell in an autocrine fashion or their local
environment through paracrine signaling (50, 51). Interestingly, the presence of EVs in blood
circulation suggest they can participate in endocrine signaling (52). They are also found in other
bodily fluids such as saliva, cerebrospinal fluid, urine and breast milk (53-55). EVs from senescent

cells seem to have pathological effects, like promoting cancer, decreasing bone regeneration
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capacity and inducing paracrine senescence (32, 35, 56). It has been proposed that senescent

derived EVs are part of the SASP (57).

Here, we catalogued the transcriptome changes associated to senescence in macrophages as well
as the RNA and protein content of their EV secretions. Together, the secretory products of
macrophages have the potential to spread inflammation and proliferative signals that can explain

the pathological roles of these cells during aging and age-linked diseases.
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2.3 Materials and methods

Cell culture

Cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, Wisent) supplemented with
10 % fetal bovine serum (Gibco), 2 mM L-glutamine (Wisent) and 1 % penicillin G/streptomycin
sulfate (Wisent). RAW 264.7 cells were obtained from ATCC and detached mechanically, whereas
Phoenix cells (kind gift from Dr S.W. Lowe; Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New York)

were detached using trypsin (Wisent).
Viral-mediated gene transfer

Plasmids used were: MSCV hygro ARaf-1:ER and MSCV hygro ER (which obtained by subcloning
BamHI / SnaBl from pBABE-ARaf-1:ER or pBABE-ER, gifts from S.W. Lowe, into MSCV hygro with
modified multiple cloning sites) as well as MSCV ARaf-1:ER IRES tdTomato (obtained by subcloning
the insert of MSCV hygro ARaf-1:ER with BamHI / Xhol into Bglll / Xhol of MSCV-IRES_Tomato
from Addgene, plasmid #107229). A day before transfections, Phoenix Ampho packaging cells
were seeded to obtain approximately 50 % confluency in 10 cm plates. Transfections were done
using calcium phosphate precipitation with 20 pg plasmid DNA and 10 pg of amphotropic
accessory plasmid. To increase expression of transfected construction, transfected cells were
treated with 10 mM sodium butyrate 24 h after transfection. Medium was replaced 8 hours later.
The next day, culture medium containing viral particles was harvested and filtered (0.45 um), then
supplemented with 10 % fresh medium and 4 pug/mL polybrene. This medium full of viral particles
was transferred on RAW 264.7 for infection. Fresh medium was added to transfected Phoenix
cells which were incubated at 37 °C for 6 hours prior to repeating the infection protocol. Selection
of infected RAW 264.7 cells was carried out according to the selectable gene of the plasmid used
for viral-mediated gene transfer using either hygromycin B (70 pug/mL, 10 days) or via sorting by
FACS at IRIC cytometry platform on a BD FACSAria cell sorter for cells exhibiting high tdTomato

signal.
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Growth curve

Relative growth of RAW 264.7 cells was assessed by crystal violet retention assay. RAW 264.7 cells
expressing ARaf-1:ER or ER were seeded at a density of 10,000 cells/well in 12-well plate. Cells
were treated with 4-hydroxytamoxifen (4-OHT, 100 nM) or vehicle (Ethanol) 24 hours after
seeding (day 0). Media was changed and a fresh dose of either 4-OHT or Vehicle was added every
48 hours. Cells were fixed every 24 hours during 6 days. Cells were washed twice with phosphate-
buffered saline (PBS), then were fixed 10 minutes at room temperature with a glutaraldehyde
solution (1 % in PBS). Cells were washed twice with PBS and stained with a crystal violet solution
(0.3 % in PBS) for 30 min under agitation. Crystal violet in excess was removed by immersion
washes in water 10 times. Once the plates were dry, the fixed crystal violet cell staining was
dissolved with an acetic acid solution (10 % in distilled water) under agitation for 30 minutes and

optical density was measured at 590 nm to evaluate relative growth.
Western blots

Cells and extracellular vesicles were collected in a Laemmli buffer containing Tris-HCI pH 8 (120
mM); glycerol (20% v/v) and sodium dodecyl sulfate (4% m/v). Total proteins were quantified with
NanoDrop (absorbance at 280 nm). For kinetics of ARaf-1-ER activation, 20 ug of protein extracts
was loaded on bilayered SDS-PAGE with 15% acrylamide in lower half and 8.5% acrylamide in
upper half of the gel under a 4% stacking layer. BLUeye Prestained Protein Ladder (FroggaBio)
was used as a molecular ladder. Proteins were transferred on nitrocellulose membrane (Biorad).
Primary antibodies used for immunoblotting were: Anti-Estrogen Receptor alpha (1:1000, clone
F-10, sc8002, Santa Cruz Biotechnology). Anti-p44-42 MAPK (Erk1/2) (1:1000, #9102, Cell
Signaling Technology). Anti-Phospho-p44-42 MAPK (Erk1/2) Thr202/Tyr204 (1:1000, clone
D13.14.4E, #4370, Cell Signaling Technology). Anti-Histone H3 (1:2000, ab1791, Abcam). Anti-
Phospho-histone H3 Ser10 (1:1000, #06-570, Millipore). Anti-a-Tubulin (1:10 000, clone B-5-1-2,
T6074, Sigma). Secondary antibodies coupled to peroxidase (Biorad) and ECL detection reagent

were used to reveal the signals.
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Detection of senescence-associated-B-Galactosidase activity

Senescence-associated-B-Galactosidase (SA-B-Gal) staining was performed 72 hours post 4-
OHTinduction of senescence in RAW 264.7 macrophages expressing ARaf-1:ER. Cells were washed
twice with PBS at pH 5.5 and fixed 15 minutes at room temperature with a glutaraldehyde
solution (0.5 % in PBS pH 5.5). Fixed cells were washed twice with a MgCl2 solution (1 mM MgClI2
in PBS pH 5.5). Cells were then incubated at 4°C overnight in a 0.2 um filtered X-Gal solution (1
mg/mL 5- bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside, 5 mM K3Fe(CN)6, 5 mM
K4Fe(CN)6 - 3H20, in PBS MgCl2 at pH 5.5). Cells were further incubated at 37°C until
development of blue coloration (approximately 2-6 hours). Percentage of blue cells was

calculated by counting the number of blue cells from 100 cells in 3 different areas.
RNA extraction, cDNA synthesis and qPCR

Cells and extracellular vesicles were collected in 1 mL TRIzol (Invitrogen) to isolate total RNAs.
RNAs were extracted by phase separation by adding 200 uL of chloroform to 1 mL samples in
TRIzol and centrifuging at 12,000 xg for 15 minutes at 4°C. The upper aqueous phase was collected
and incubated for 10 minutes at room temperature with 500 pL of isopropanol. RNAs were
precipitated by centrifuging at 12,000 xg for 10 minutes at 4°C. RNA pellet was washed with 1 mL
of 75% ethanol and centrifuged at 12,000 xg for 5 minutes at 4°C. RNA pellet was left to dry prior
to resuspension in RNAse free water at 55°C for 20 minutes. Concentration and purity of total

RNAs were measured with NanoDrop using absorbance at 260 nm.

To study messenger RNAs, reverse transcription of mRNAs was performed on 2 pg of total RNAs
with 4 uL of 5X All-In-One RT MasterMix (abm) in a final volume of 20 uL. (Program: 25°C, 5 min;
37°C, 5 min; 42°C, 60 min; 85°C, 5 min). Resulting cDNA were diluted 10 times with water and
stored at -20°C. Reactions for qPCR were performed in technical triplicate using 1 pL of diluted
cDNA samples per 10 uL reaction volume also containing: 0.25 uM of each primer (synthetized by
Biocorp), 0.2 mM dNTP (DD0056, BioBasic), 0.33X Syber Green | (57563, Invitrogen), 0.25 U Jump
Start Tag DNA polymerase (D9307, MilliporeSigma) in 1X reaction buffer (provided with the
enzyme) enrich with 2.5 mM more of MgCl2 (M1028, Sigma). The LightCycler 96 Real-Time PCR

System (Roche Applied Science) was used to detect the amplification level and was programmed
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53 to aninitial step of six minutes at 95°C, followed by 50 cycles of 20 seconds at 95°C, 20 seconds
at 58°C and 20 seconds at 72°C. A high resolution melting from 60°C to 98°C followed the
amplifications. All reactions were run in triplicate and the average values were used for relative
quantification of target genes using the AACT method. Relative mRNA expression was normalized
over expression of two housekeeping genes: HMBS and TBP in human samples and B-Actin and

Tbp in murine samples.

To study microRNAs, a polyadenylation step was performed prior to reverse-transcription.
Polyadenylation was performed on 2 pg of total RNAs with E. coli Poly(A) Polymerase and its
buffer (NEB) in in a final volume of 10 uL. (Program: 37°C, 50 min; 65 °C, 20 min). Resulting
polyadenylated RNA were reverse transcribed using OneScript Plus cDNA Synthesis kit (abm) and
a universal reverse primer (58) containing the sequence for both a TagMan probe and a reverse
gPCR primer (Program: 70°C, 5 min; 25°C, 5 min; 37°C, 5 min; 42°C, 60 min; 85°C, 5 min). Resulting
cDNA were diluted 10 times with water and stored at -20°C. Again, qPCR reactions were
performed in technical triplicate using 1 pL of diluted cDNA samples per 10 pL reaction volume
this time containing: 1.5 uM of each specific forward and universal reverse primers (synthetized
by Biocorp), 0.2 mM dNTP (DD0056, BioBasic), 50 nM TagMan Universal probe (synthetized by
IDT), 0.25 U Jump Start Tag DNA polymerase (D9307, MilliporeSigma) in 1X reaction buffer
(provided with the enzyme) enrich with 2.5 mM more of MgCl2 (M1028, Sigma). The LightCycler
96 Real-Time PCR System (Roche Applied Science) was used to detect the amplification level and
was programmed to an initial six minutes step at 95°C, followed by 45 cycles of 15 seconds at
95°C and 60 seconds at 60°C. All reactions were run in triplicate and the average values were used
for relative quantification of target genes using the AACT method. Relative miRNA expression was

normalized over expression of two housekeeping genes: snRNA U6 and rRNA 5S.
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Table 1 Primers for SYBR Green Real-Time qPCR

Specie Gene Forward primer Reverse primer

Ki67 agggtaactcgtggaaccaa ttaacttcttggtgcatacaatgtc
C2cd5 ggtaaaggttgtcttattcaggcaagg ggcaagagattactgatagetgtgg
Cntin ggaggaagagctgagcagcectaa ccacagagaccatacaaattccttgtc
Patzl cagtgggcaaaccgtacatctg tgcacctgcttgatatgtccatt
Trdmtl ggttgcgagaggatggaacc tgtgcagggatatgactttctcg
Cdknla/p21 cacagctcagtggactggaa accctagacccacaatgcag
Pml ccagcgtcctgecacagt ggtgcgatatgcattcagtaactc
Fam214b cccaaggagcctgttttgga tcgaagggagcttagcttcagg
Tgfbl gcaacatgtggaactctaccaga acagccactcaggcegtatcag
Pai-1 ttgtccagcgggacctagag aagtccacctgtttcaccatagtct

Mus musculus Angptl2 ccctggaggttggactgtcatc cgatgttcccaaacccttgctt
Tm4sfl tgaagaggactgctgtggttgc gggctcatagcacttggaccac
Mcptl ggcacttctcttgecttctgga catgtaaggacgggagtgtggtc
Gm5483 gatctgccacaccagaaatcca ggaggaaacaaccaccaccaac
Tmem132b tggggcccagcaaatcacct tgcattccacagactccaacaca
Itgh3 cgccatcatgcaggctacagt cactagcaaatgggatgcgtca
Slc9a2 tgggctttcgtctgctttaccc ggtccggaaccagttaatcacc
Uppl acactctggaagccttctecgeg gcacgtcttccttcattgetget
Itga3 gggcttgggcaaagtctacatc cctggcagtccgagtttctctc
Tbp gtttctgeggtcgegtcatttt tctgggttatcttcacacaccatga
B-Actin tcctagcaccatgaagatcaagatc  ctgcttgcetgatccacatctg
TBP gctggceccatagtgatctttge cttcacacgccaagaaacagtga
HMBS aacggcaatgcggctgcaa gggtacccacgcgaatcac

Homo sapiens IL1A cggttgagtttaagccaatccatc ggtgctgacctaggcttgatga
IL8 ggcacaaactttcagagacagca ggcaaaactgcaccttcacaca
IL6 ccaggagcccagctatgaactc aaggcagcaggcaacaccag
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Table 2 Primer for reverse transcription and TagMan Real-Time qPCR of miRNAs

Primer

mmu-miR-21a-5p forward primer
mmu-miR-132-3p forward primer
mmu-miR-155-5p forward primer
mmu-5S rRNA forward primer
mmu-U6 forward primer

gtgccgtagettatcagactgatgttga
gtgccgtaacagtctacagcecatggteg
gtgcegttaatgctaattgtgatag

ctgggaataccgggtgctgtag
cacgcaaattcgtgaagcgttccat

Universal real-time qPCR Reverse primer ccagtctcagggtccgaggtattc

Universal reverse transcription primer  cgactcgatccagtctcagggtccgaggtattcgatec
taaccctctcctcggtatcgagtegeactttttttttttty

Immunofluorescence

RAW 264.7 cells expressing ARaf-1:ER were seeded on coverslip in 6-well plates at a density of
250,000 cells/well and treated with 4-OHT (100 nM) or at a density of 125,000 cells/well and
treated with Vehicle (EtOH). A second treatment was performed 48 hours after the first one. After
the 72 hours in culture on coverslip, cells were rinsed once with PBS and fixed in a solution of 4%
paraformaldehyde in PBS for 10 minutes at room temperature (RT). Two more washes in PBS
followed and fixed cells then were kept at 4°C in PBS Azide until immunostaining. Cells were
washed twice 5 min at RT with PBS 0.1 M Glycin to remove azide and then permeabilized with 0.1
M Glycine and 0.4% Triton X100 in PBS for 5 min at 4°C. Then, they were incubated 3 times for 15
min with 3% BSA in PBS. Primary antibody was diluted in 3% BSA in PBS. Primary antibody was
added to coverslip and incubated in humidified chamber at 4°C overnight. Next day, the cells were
washed 3 times with PBS 3% BSA for 10 min. Species specific Alexa-fluor conjugated secondary
antibody (Life technologies) were diluted 1:1500 in 3% BSA in PBS and incubated for 1 hour at RT.
Cells were then washed three times with PBS, excess PBS was removed and coverslips were
mounted on glass slides with Vectashield with DAPI. Edges were sealed off with nail polish and
mounted cells were kept for a minimum of 24h at 4°C. On day of confocal imaging coverslips were
removed from the fridge at least 1 hour prior to imaging and put in microscope box to warm up

to room temperature of the microscope. For further confocal microscope imaging the Zeiss LSM
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800 56 with spectral analysis detector was used. All images were acquired sequentially. The data

was acquired with a maximal airy unit of and processed using Zen software and ImageJ.

Primary antibodies used for immunofluorescence were: phospho-Ser 139 H2A.X (1:100, clone
JBW-301, cat #05-636 Millipore), 53BP-1 (1:200, clone Ab-1, at # PC712 Calbiochem), Lamin B1
(1:450, cat # ab16048 Abcam), PML (1:300, produced by our laboratory against the peptide

comprising amino acids 352-356 of human PML-IV, a region common to all PML isoforms).
RNAseq

RNAs from cells collected in TRIzol were extracted by phase separation with chloroform as
described above. 600 uL of upper aqueous phase was collected and incubated for 10 minutes at
room temperature (RT) with 300 uL isopropanol. This solution was loaded onto a RNeasy column
(Qiagen Mini Kit #74106) and centrifuged at 12,000 rpm for 30 sec at RT. The column was
centrifuged again at 12,000 rpm for 30 sec at RT after adding 700 uL of RW1 Buffer to wash away
non-RNA biomolecules. Residual salts were removed by washing twice with 500 pL of RPE Buffer
and centrifuging at 12,000 rpm for 30 sec at RT. Column was dried by centrifuging at 12,000 rpm
for 2 min at RT. 50 uL of RNAse free water was incubated 2 min on the column before elution of
RNAs by centrifuging at 12,000 rpm for 1 min at RT. RNAs were quantified with Qubit BR. 1000 ng
of total RNA was used for library preparation. Quality of total RNA was assessed with the
BioAnalyzer Nano (Agilent) and all samples had a RIN above 9.5. Library preparation was done
with the KAPA mRNAseq Hyperprep kit (KAPA, Cat no. KK8581). Ligation was made with 64 nM
final concentration of Illlumina index and 9 PCR cycles was required to amplify cDNA libraries.
Libraries were quantified by QuBit and BioAnalyzer DNA1000. All libraries were diluted to 10 nM
and normalized by qPCR using the KAPA library quantification kit (KAPA; Cat no. KK4973). Libraries
were pooled to equimolar concentration. Sequencing was performed with the Illumina
Nextseq500 using the Nextseq High Output Kit (86 cycles) using 2.2 pM of the pooled libraries.
Around 20 M single-end PF reads was generated per sample. Library preparation and sequencing

was made at the Institute for Research in Immunology and Cancer’s Genomics Platform (IRIC).
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Extracellular vesicles

Senescent and non-senescent macrophages were cultured in serum-free culture media 48 hours
prior to extracellular vesicles harvest. EVs were separated from culture medium by polymer-
based precipitation using ExoQuick-TC (SBI - System Biosciences, Palo Alto, CA) according to
manufacturer’s protocol. In short, culture medium was collected and centrifuged at 3000 g for 15
minutes to remove cellular debris. ExoQuick-TC reagent was added to the supernatant in a ratio
of 1 mL to 5 mL of culture media. Samples were mixed by inversion and incubated at 4°C
overnight. EVs were precipitated by centrifuging samples at 1500 g for 30 minutes and
supernatant was removed. A centrifugation was performed at 1500 g for 5 minutes to remove
residual liquid. EV pellet was resuspended either in TRIzol for RNA extraction or in Laemmli Buffer

for western blots.

For fluorescent-Nanoparticle Tracking Analysis (fNTA), small RNAseq analysis and proteomics
analysis, EVs were isolated at SBI from frozen conditioned media sent to them using ExoQuick-TC.
The fNTA was performed by SBI by labeling EVs with the ExoGlow-NTA dye (SBI) to determine the
abundance and size of EVs. For small RNAseq analysis, SBI isolated total RNA from EVs using the
SeraMir Exosome RNA Purification Column kit (Cat #RA808A-1, SBI) according to their available
protocols. For each sample, 1 plL of the final RNA eluate was used for measurement of small RNA
concentration by Agilent Bioanalyzer Small RNA Assay using Bioanalyzer 2100 Expert instrument
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Small RNA libraries were constructed with the CleanTag
Small RNA Library Preparation Kit (TriLink, Cat# L-3206) according to the manufacturer's protocol.
The final purified library was quantified with High Sensitivity DNA Reagents (Agilent Technologies,
PO# G2933-85004) and High Sensitivity DNA Chips (Agilent Technologies, PO# 5067-4626). The
libraries were pooled, and the 140 bp to 300 bp region was size selected on an 8% TBE gel
(Invitrogen by Life Technologies, Ref#f EC6215). The size selected library is quantified with High
Sensitivity DNA 1000 Screen Tape (Agilent Technologies, PO # 5067-5584), High Sensitivity D1000
reagents (Agilent Technologies, PO# 5067-5585), and the TailorMix HT1 gPCR assay (SegMatic,
Cat# TM-505), followed by a NextSeq High Output single-end sequencing run at SR75 using
NextSeq 500/550 High Output v2 kit (Cat #FC-404-2005, Illumina, San Diego, CA) according to the
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manufacturer's instructions. NGS Library generation and sequencing were performed by System

Biosciences.
Mass spectrometry

After purification, EVs were incubated with 0.017% NaDOC for 30 minutes on ice and precipitated
overnight at 4°C in 6% TCA. After spinning for 60 minutes at max speed, the pellets were washed
twice with ice-cold acetone and air dried. The samples were then reduced in urea and DTT,
alkylated in iodoacetamide and then digested overnight at 37°C, 1 200 RPM with 260ng Trypsin
(Promega V5111). The reaction was quenched in a final concentration of 0.71% formic acid and

4.57 mM TCEP. Tryptic digests were dried.

Prior to LC-MS/MS, protein digests were re-solubilized under agitation for 15 min in 10 pL of 0.2%
formic acid. Desalting/cleanup of the digests was performed by using C18 ZipTip pipette tips
(Millipore, Billerica, MA). Eluates were dried down in vacuum centrifuge and then re-solubilized
under agitation for 15 min in 11 puL of 2%ACN / 1% formic acid. The LC column was a PicoFrit fused
silica capillary column (15 cm x 75 um i.d; New Objective, Woburn, MA), self-packed with C-18
reverse-phase material (Jupiter 5 um particles, 300 A pore size; Phenomenex, Torrance, CA) using
a high pressure packing cell. This column was installed on the Easy-nLC Il system (Proxeon
Biosystems, Odense, Denmark) and coupled to the Orbitrap Fusion mass spectrometer (Thermo
Scientific) through a Nanospray Flex lon Source. The buffers used for chromatography were 0.2%
formic acid (buffer A) and 100% acetonitrile/0.2% formic acid (buffer B). Peptides were loaded
oncolumn at a flowrate of 600 nL/min and eluted with a 2 slope gradient at a flowrate of 250

nL/min. Solvent B first increased from 2 to 25% in 15 min and then from 25 to 80% B in 34 min.

Nanospray and S-lens voltages were set to 1.6 kV and 60 V, respectively. Capillary temperature
was set to 250 °C. Full scan MS survey spectra (m/z 360-1560) in profile mode were acquired in
the Orbitrap with a resolution of 120,000 with a target value at 1e6 and a maximum injection
time of 50 ms. The 22 most intense peptide ions were fragmented in the HCD collision cell and
analyzed in the linear ion trap with a target value at 2e4, a maximum injection time of 50 ms and
a normalized collision energy at 28 V. Target ions selected for fragmentation were dynamically

excluded for 15 sec after two MS2 events. For protein identification, the peak list files were
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generated with Proteome Discoverer (version 2.1) using the following parameters: minimum
mass set to 500 Da, maximum mass set to 6000 Da, no grouping of MS/MS spectra, precursor
charge set 59 to auto, and minimum number of fragment ions set to 5. Protein database searching
was performed with Mascot 2.6 (Matrix Science) against the Refseq_Human database (February
2018). The mass tolerances for precursor and fragment ions were set to 10 ppm and 0.6 Da,
respectively. Trypsin was used as the enzyme allowing for up to 1 missed cleavage. Cysteine
carbamidomethylation was specified as a fixed modification, and methionine oxidation as

variable modifications. Data interpretation was performed using Scaffold (version 4.11.1).
Conditioned medium transfer

RAW 264.7 cells expressing ARaf-1:ER were seeded in 10 cm plates at a density of 2M cells/well
and treated with 4-OHT (100 nM) or at a density of 1M cells/well and treated with Vehicle (EtOH)
every two days. MEF senescent cells are seeded in 6-well plate at a density of 35 000 cells/well.
Culture media was replaced 24 hours later with fresh media containing 5% FBS to remove 4-OHT
and EtOH on RAW 264.7 cells. The conditioned medium was filtered (0,45 um) and transfer on
MEF senescent cells 24 hours after the change of media on RAW 264.7. The transfer of
conditioned media is made every day. After a total of 21 days of conditioned media transfer from
RAW 264.7, MEF senescent cells were fixed in 1% glutaraldehyde. The number of colonies was

assessed by a Crystal Violet retention assay as detailed above.
Senolytic assay

RAW 264.7 cells expressing ARaf-1:ER were seeded at a density of 20,000 cells/well in 12-well
plate. Cells were treated with 4-OHT (100 nM) or vehicle (Ethanol) 24 hours after seeding. Media
was changed and cells were treated with Navitoclax ABT263 (10 uM) or vehicle (DMSO) 24 hours
after 4-OHT treatment. Cells were fixed in 1% glutaraldehyde 48 hours following Navitoclax

treatment. Viability was assessed by a Crystal Violet retention assay as detailed above.
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2.4 Results

Hyperactive ERK signaling induces senescence in murine macrophages

In order to establish an in vitro model of senescence in macrophages, we used a retroviral vector
that expresses a conditional allele of the oncoprotein Raf-1 called ARAF-1:ER in RAW264.7 mouse
macrophages. This fusion protein consists of the kinase domain of Raf-1 fused with the ligand
binding domain of the estrogen receptor a (ER). Treatment with 4-hydroxytamoxifen (4-OHT), a
ligand of ER, allows the activation of Raf-1 activity. This regulated system is used to induce
oncogene-induced senescence by hyperactivating the Mitogen-activated protein kinases (MAPK)
pathway. Of note, hyperactive ERK characterizes senescence in cell culture in response to short
telomeres (59, 60) and in vivo both during premature aging (61) or natural aging (62-65), making

this model relevant to the accumulation of senescent cells seen in old organisms.

We first validated the induction of senescence in our model by a panel of senescence markers. In
RAW 264.7 macrophages, Raf-1 activation leads to growth arrest (Fig 7A). This effect is not
directly caused by 4-OHT, as RAW 264.7 cells expressing ER do not exhibit this growth arrest. By
western blot, we confirmed that ARaf-1:ER is expressed in RAW264.7 cells (Fig 7B). Treatment
with 4-OHT initially increases ARaf-1:ER expression, while the expression decreases after 4 days
of treatment. As expected, treatment with 4-OHT increases the phosphorylation of Erk1/2 by
activating the MAPK pathway (Fig 7B). This activation is however transient and is lost after 3-4
days of 4-OHT treatment, in agreement with ARaf-1:ER levels at the same time points. Moreover,
Raf-1 activation is associated with a decrease in the levels of the mitosis marker phosphorylated
Histone H3 (Fig 7B). We next investigated the levels of transcripts commonly used as senescence
markers. Cdknla (p21), Pml, Fam214b, Tgfbl, Pai-1, Angptl2 are significantly upregulated
following treatment with 4-OHT, while Ki67, C2cd5, CntIn, Patzl, Trdmt1 are downregulated by
Raf-1 activation. (Fig 7C-D). We observed an accumulation of cells with senescence-associated B-
Galactosidase (SA B-Gal) activity and cells displaying an enlarged morphology (Fig 7E). Raf-1
activation also increased the number of cells with Lamin B1 alterations (Fig 7F-G). Moreover,
detection of 53BP-1 and y-H2A.X foci indicated an increase of DNA segments with chromatin

alterations reinforcing senescence (DNA-SCARS) in RAW 264.7 macrophages following treatment



with 4-OHT (Fig 7H-1). An increase in the number of nuclear PML foci was also detected in RAW
264.7 cells with activated Raf-1 (Fig S1 A-B). Together, these results suggest that activation of Raf-

1 induces cellular senescence in RAW 264.7 macrophages by hyperactivating the MAPK pathway.
Enrichment of inflammatory genes in the transcriptome of senescent macrophages

To gain insight into gene expression of senescent macrophages, we compared the transcriptome
of control (Ctrl) and senescent (Sen) macrophages (M®) by RNA sequencing (RNAseq). A volcano
plot representations of this data highlights 1446 upregulated genes and 304 downregulated
transcripts in Sen M® compared with Ctrl M® (Fig 8A). Some of the most highly enriched
transcripts in Sen MO include ltga3, Itgb3, Gm5483, Uppl, Slc9a2, Tm4sfl, Tmem132b and
Mcptl. Distant regulatory elements (DiRE) algorithm predicted NF-kB to be the most important
transcription factor to explain the co-regulation of the top 100 most enriched transcripts in Sen
MO (Fig 8B). To further investigate the particular signatures of Sen M®, we performed Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA) with our RNAseq data (Fig 8C). We determined that genes found in
HALLMARK MYC TARGETS V1 and HALLMARK E2F TARGETS gene sets were downregulated in Sen
M. These two gene sets respectively encompasses a subgroup of genes regulated by MYC and
genes encoding cell cycle related targets of E2F transcription factors. This supports a senescent
cell-cycle arrest in Sen M®. Furthermore, there was an upregulation in Sen M® of genes found
in the gene sets Hallmark inflammatory response and Hallmark TNFA signaling via NFKB. These
categories are defined respectively as genes defining inflammatory response and genes regulated
by NF-kB in response to TNF, suggesting that Sen M® have an important pro-inflammatory SASP
signature. Indeed, RNAseq revealed a wide range of cytokines upregulated in Sen MO (Fig 8D).
Curiously, classic SASP markers, such as IL6 or IL8 were not identified as upregulated in Sen M.
To validate some of our RNAseq findings, we performed qPCR on Ctrl and Sen MO (Fig 8E). We
found that Itga3, Itgb3, Gm5483, Uppl, Slc9a2, Tm4sfl, Tmem132b and Mcptl were highly
upregulated in Sen MO, reproducing the data from RNAseq. Together, these results suggest that
inflammation is a strong hallmark of Sen M® and NF-kB could regulate the expression of this
program. Moreover, the composition of the SASP of Sen M® might be distinct than the one from

other senescent cell types.
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Senescent macrophages secrete more EVs carrying RNA binding proteins and exosome proteins

As growing evidence suggest that EVs are highly secreted by senescent cells, we investigated the
EVs of Sen M®. Fluorescent Nanoparticle Tracking analysis (fNTA) revealed that Sen M® secrete
more EVs than Ctrl MO, although the size of EVs are similar in both conditions (Fig 9A). The
proteome of EVs secreted by Ctrl and Sen M® was analyzed by Mass Spectrometry (MS). A total
of 124 proteins were identified in all EVs with a minimum of 10 Exclusive spectrum counts. A Gene
Ontology (GO) analysis of these proteins highlighted GO term referring to EVs and exosomes (Fig
9B). Of these 124 proteins, 29 were enriched and 2 were depleted in EVs from Sen M® compared
to those of Ctrl MO (Fig 9C). As expected, some proteins enriched in EVs from Sen M® were
associated with the GO term Vesicle. However, more than half of enriched proteins in Sen M®
EVs were labeled as Intracellular, Extracellular space and/or Ribosomal subunit, suggesting that
some proteins found in Sen MO EVs are not typical in EVs and their targeting to EV compartments
could be promoted in senescence. Moreover, proteins enriched in Sen MO EVs are annotated as
positive regulators of assembly and secretion of exosomes. These proteins could be responsible
for the abundant EV secretions of Sen MO (Fig 9D). Interestingly, proteins of the large ribosomal
subunit were found to be enriched in Sen M® EVs. Proteins annotated as involved in protein

binding and RNA binding could be involved in the selection of the particular cargo of Sen M® EVs.
EVs from senescent macrophages carry pro-inflammatory miRNAs

To investigate the RNA cargo of Sen MO EVs, a small RNAseq analysis was performed. RNAs of
both Ctrl and Sen M® and their derived EVs were compared. First, we compared the types of
small RNAs regulated in each condition (Fig 10A). The majority of enriched RNAs in Sen M® EVs
compared with Ctrl MO® EVs are mRNAs, antisense transcripts, miRNAs and ncRNAs. Interestingly,
piRNAs are largely depleted from Sen M® EVs, although they are not downregulated in their
producing cells. This could suggest the existence of a mechanism to exclude piRNAs from EVs in
senescence. We next focused our analysis on miRNA cargo of Sen M® EVs, since their potential
to regulate gene expression in recipient cells. In Sen M® in comparison to Ctrl M®, there were
64 miRNAs identified as downregulated, that is almost twice more miRNAs than those

upregulated (Fig 10B). However, in Sen M® EVs compared with Ctrl MO EVs, there were 95
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miRNAs identified as enriched, which is roughly 5 times more than the number of depleted
miRNAs. This means that Sen M® EVs carry a wide variety of miRNAs which do not reflect the
miRNA expression change at the intracellular levels, suggesting a regulated incorporation of
miRNAs inside EVs in senescence. Moreover, when comparing the number of reads mapped to
miRNAs or other RNAs, we found that miRNAs represented 25% of total reads in Sen M® EVs,
which is twice as much as in all other conditions (Fig 10C). This suggests that miRNAs represent a
large portion of the RNA cargo in Sen MO EVs. Furthermore, this fraction goes up to almost 50%
when considering only regulated RNAs in Sen M® EVs compared with Ctrl MO EVs. This could
mean that senescence promotes the incorporation of miRNAs in EVs. Some of the most enriched
miRNAs in Sen MO EVs were pro-inflammatory the miRNAs miR-132-3p, miR-21a-5p and miR-
155-5p. QPCR confirmed the enrichment of miR-132- 3p, miR-21a-5p and miR-155-5p in Sen M®
EVs (Fig 10D). We used snRNA U6 and rRNA 5S instead of an exogenous RNA call spike-in to
normalize our qPCR results because there is not significative variation of there RNA level in all the
conditions that we observe. Also, we confirm that theses three miRNA are overexpress by the
induction of senescence by RAFER and not by the treatment with 4-OHT (result not shown).
Overall, small RNAseq findings indicate that miRNAs are abundant in EVs of Sen MO®, and some

of these miRNAs have known proinflammatory functions that could affect recipient cells
Secretions of senescent macrophages induce an escape of senescence in senescent MEFs

To investigate the potential effects of Sen M® on other cells, we did a conditioned media transfer
form either Ctrl or Sen M® during 21 days on mice embryonic fibroblasts (MEF) (Fig 11A-B). We
observed by Crystal violet retention assay the formation of more colonies by MEFs cultured with
the conditioned media of Sen M® in comparison with the MEFs cultured with 5%F culture media.
Moreover, there is no formation of colonies by MEFs cultured with conditioned media of Ctrl MO.
These results suggest that secretions of Sen M® induce proliferation in MEFs and that secretion
of Ctrl M® enhance senescence in MEFs. This effect could be the result of SASP soluble factors

and/or EVs carrying pro-inflammatory and pro-proliferative miRNAs.

66



Navitoclax treatment kills senescent macrophages

Since secretions from Sen M® seem to promote an inflammatory phenotype in fibroblasts, we
examined the possibility of killing Sen M® using the senolytic Navitoclax (ABT263). Navitoclax kills
senescent cells by inhibiting anti-apoptotic BCL-2 family members. We evaluated cell abundance
by crystal violet retention assay (Fig 12). As expected, Sen MO were less abundant than MO when
treated with vehicle, due to senescence growth arrest. Navitoclax treatment did not significantly
affect Ctrl M® in comparison with Vehicle treatment. However, Sen M® were less abundant
following Navitoclax treatment compared to Vehicle treatment. These results suggest Navitoclax

has a senolytic effect on Sen MO.
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2.5 Discussion

Here, we studied the changes in the transcriptome of Sen M®. We also reported the RNA and
protein cargo of EVs secreted by these senescent macrophages. Our results suggest that the
secretions of Sen M® could spread pro-inflammatory and pro-proliferative signals to other cells,

which could contribute to age-related diseases and cancer.

Our RNAseq data indicated an upregulation of more than 50 cytokines in Sen M®. We propose
these cytokines as members of the SASP of Sen M. Intriguingly, classic SASP markers II-6 and II-
8 were not upregulated in our model of senescence. A recent study aiming to identify ubiquitous
members of the SASP throughout different senescence models also observed that upregulation
of 11-6 and 1I-8 was not shared between all these models (36). Moreover, our Sen M® exhibit an
upregulation of Stcl, which was identified as a ubiquitous SASP marker by the same study. Sen
MO also shared a part of the SASP signature in Ras-induced senescence: Cxck1l, Mmp3 and Mmp9
(36). The SASP of Sen M® could be under the transcriptional control of NF-kB, as suggested by

our analysis with the algorithm DiRE.

Furthermore, our results showed an important increase in the secretions of EVs by Sen MO
compared with non-senescent MO. This increased EV secretion in senescence is consistent with
the observations of other groups (30-35). Interestingly, Alix (also named Pdcd6ip), which was
found by mass spectrometry to be enriched in the EVs of Sen MO, could play a role in increasing
EVs secretion in these cells. Indeed, Alix is important for the biogenesis of exosome and its

depletion decreases EV secretion (66).

In addition, the cargo of EVs from Sen MO® was different than the one of EVs from non-senescent
M®. Among others, miR-21, miR-155, miR-132, ribosomal proteins and Major Vault Protein (Mvp)
were enriched in EVs of Sen MO. Interestingly, classic EV markers tetraspanins Cd9, Cd63 and
Cd81 were not detected by mass spectrometry in EVs from both non-senescent and Sen MO,
suggesting that tetraspanins might not be EV markers in M®. A recent study also found that
tetraspanins were not ubiquitous EV markers among different cell lines (43). Instead, the authors
identified Syntenin-1 (also called 66 Sdcbp) as a broadly conserved EV marker. Indeed, Syntenin-

1 was detected in EVs from our senescent and non-senescent macrophages.
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Ribosomal proteins Rpl3, Rpl4, Rpl6, Rpl18, Rplp0, Rplp2, and Rps9 were enriched in EVs from
senescent macrophages. This could be linked to the imbalance between ribosomal RNAs and
ribosomal proteins that is observed in senescent cells and is named senescence-associated

ribogenesis defects (SARD) (67, 68).

Furthermore, Mvp was only detected in EVs of Sen M®. Of interest, it has been reported that
Muvp is upregulated in senescent cells and aging organs, and that its transcription is regulated by
p53, a key player in senescence (69, 70). Moreover, it has been proposed that Mvp could reinforce
the MAPK signaling cascade by acting as a scaffold for proteins of this pathway (71). Since Mvp is
abundant in EVs of Sen MQ, it could contribute to paracrine senescence by promoting MAPK
signaling. In addition, Mvp could take part in the cargo selection of EVs in Sen M®. Indeed, Mvp
has been shown to carry miR-193a to exosomes, suggesting it could potentially carry other
miRNAs to EVs (72). Mvp could also contribute to the incorporation of ribosomal proteins in EVs

since it has been reported to interact with ribosomes (73).

We observed an escape of senescence in mice embryonic fibroblast (MEF) after there exposition
to secretions of Sen M®. Several miARNs were enriched in EVs of Sen M®, including miR-21 and
miR-155. These miRNAs share common targets. PTEN is targeted by these two miRNAs (74, 75).
PTEN is an important tumor suppressor, and its depletion has been reported to induce
inflammation and proliferation in cancer cell (76-78). This suggests that miR-21 and miR-155 could
act in synergy to repress these targets and therefore promote inflammation-related pathologies
or cancer by promoting proliferation. It has been observed previously that miR-21 is enriched in
EVs of senescent cells and in EVs of old mice (79). Besides, miR-21 has been linked to various age-
related diseases, including non-alcoholic fatty liver disease (80), idiopathic pulmonary fibrosis
(81), and lung cancer (47). Studies have established a role for miR-155 in Alzheimer’s disease (82),
insulin resistance (83), (67) atherosclerosis (84) and various cancers (85). Moreover, it has been

shown that miR-155 could promote inflammation by generating reactive oxygen species (86).

In addition, the escape of senescence in MEF suggest that they potentially acquire malignant
characteristics. Although, additional experiments will be necessary such as a soft agar colony

formation essay to confirm this hypothesis. Interestingly, EVs secreted by Sen M® have the
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potential to induce paracrine proliferation. It has been reported that miR-21 can induce
proliferation by targeting Pdcp4 and Pten (87-88). Furthermore, miR-155 has been shown to
promote proliferation by targeting Tp53inp1, which decreases the expression of p53 (89). Also,
miR-155 decrease the expression of p21 by targeting Smad5 (90). Moreover, SASP soluble factors
also have the potential to induce paracrine proliferation. In fact, the fibroblast growth factor Fgf2
induce an escape of senescence in senescent human mesenchymal stem cell by decreasing the
expression of TGF-B2, p53, p21 et pl16 (91). So, SASP soluble factors and exosomal miRNA

probably work in synergy to induce proliferation in senescent MEFs.

Identifying ways to eliminate Sen MO is relevant since the potential of these cells to promote
various disorders associated to aging. We observed a small senolytic effect of Navitoclax on Sen
M®. Navitoclax inhibits anti-apoptotic BCL2 and BCLXL (92). Different anti-apoptotic proteins
could be at play in Sen MO, rendering them less responsive to Navitoclax. Interestingly, our
RNAseq data shows an important upregulation of antiapoptotic Bcl2ala in Sen M®, suggesting a

potential target for senolysis (93).

Our observations need to be reproduced in models of senescence induced by other stimuli in
order to determine which characteristics apply to Sen M® in general. Moreover, we have to
assess if the effect of senescent macrophages on MEF is due to EVs, soluble SASP or both. The
effect of miR-21 and miR-155 on their targets should be evaluated in MEF receiving EVs from Sen
M. In conclusion, our results are consistent with a pathologic effect of Sen M®, notably by
secreting pro-proliferative and pro-inflammatory signals through the miRNA cargo of EVs and

SASP soluble factors.
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2.7 Figure legends

Fig 7. Raf hyper-activation induces cellular senescence in RAW 264.7 murine macrophages

A) Growth curve of RAW 264.7 cells expressing ARaf-1:ER or ER treated every 48 hours with
vehicle (Ethanol) or 4-hydroxytamoxifen (4-OHT, 100 nM). Relative growth was assessed by
crystal violet retention assay. Each point represents mean of a technical triplicate and error bars
correspond to standard deviation. Experiment was performed 3 times (Graph corresponds to one
representative biological replicate). B) Western blots showing levels of ARaf-1:ER (with ER-a
antibody), phosphoERK and phospho-histone H3. Protein extracts were obtained from RAW 264.7
cells expressing ARaf-1:ER treated as in A. Tubulin was used as loading control. Experiment was
performed 3 times (the figure corresponds to one representative biological replicate). C) and D)
QPCR of markers which are upregulated in senescence (C) and downregulated in senescence (D).
QPCR was performed on total RNA extract from RAW 264.7 cells expressing ARaf-1:ER and treated
as in A. RNA levels were normalized over Tbp and B-Actin. Experiment was performed 3 times.
Error bars represent standard deviation. * p-value < 0.05 ; ** p-value < 0.01 ; *** p-value < 0.001
using Student’s t-Test. E) Senescence-associated R-Galactosidase staining of RAW 264.7 cells
expressing ARaf-1:ER treated as in A. Staining was performed 72 hours post-induction. F)
Immunofluorescence (IF) staining of Lamin B1 with DAPI staining performed on RAW 264.7 cells
expressing ARaf-1:ER and treated with Vehicle or 4-OHT. G) Quantification of IF from F showing
percentage of cells with Lamin B1 alterations. H) Immunofluorescence (IF) staining of y-H2AX,
53BP-1 and DAPI staining performed on RAW 264.7 cells expressing ARaf-1:ER and treated as in
F. 1) Quantification of IF from G showing number of cells with DNA segments with chromatin
alterations reinforcing senescence (DNA-SCARS). For all IF, experiments were performed 3 times.

**** p-value < 0.0001 using MannWhitney U Test.
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Fig 8. Enrichment of inflammatory genes in the transcriptome of senescent macrophages

A) Volcano plot of the RNA sequencing (RNAseq) results comparing senescent and control
macrophages. RNAseq was performed on 3 independent samples of both control and senescent
macrophages. Upregulated and downregulated genes in senescent macrophages are reported as
red dots and blue dots, respectively. Gray dots represent unregulated genes. Gene expression in
considered regulated when its transcript levels change by two-fold with a p-value < 0.01. B) DiRE
analysis obtained from top 95 upregulated genes in senescent macrophages according to RNAseq
results. The 10 most important transcription factors as identified by the software DiRE (Distant
Regulatory Elements of Co-regulated genes). Occurrence refers to the fraction of regulatory
elements containing the binding site for the indicated transcription factor. C) Hallmark signatures
found by analyzing the regulated genes from RNAseq results with Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA) software. Sen M®: Senescent macrophages, Ctrl M®: Control macrophages, NES:
normalized enrichment score. D) Heatmap indicating upregulated cytokines in Sen M® from
RNAseq results. E) QPCR validation of upregulated transcripts in Sen MO® found in A. Dotted line
represent RNA levels of Ctrl M®. RNA levels were normalized over Tbp and B-Actin. Experiment
was performed 3 times. Error bars represent standard deviation. * p-value < 0.05 ; ** p-value <

0.01; *** p-value < 0.001 using Student’s t-Test.

Fig 9. Senescent macrophages secrete more EVs carrying RNA binding proteins and exosome

proteins

A) Quantification of abundance and size of EVs derived from Ctrl and Sen MO by Fluorescent
Nanoparticle tracking analysis (FNTA). EVs were separated from culture medium by polymer-
based precipitation using Exo-Quick-TC. Mean of EV size distribution is indicated to the right. B)
GO Term analysis of all 124 proteins identified by Mass Spectrometry (MS) in EVs derived from
Ctrl and Sen M®. MS data was analyzed with Exclusive spectrum counts (ESC) > 10. BP: Biological
Process, CC: Cellular component. C) STRING analysis of 31 proteins identified as regulated in Sen
MO EVs by MS as in B. Proteins are considered regulated when Fold Change > |1.5| and p-value
< 0.05. Associated GO Cellular Components are indicated in color. D) GO Term analysis of the 31

proteins from C. MF: Molecular function.
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Fig 10. EVs from senescent macrophages carry pro-inflammatory miRNAs

A) Distribution of RNAs species identified as upregulated (UP) or downregulated (DOWN) with
Fold Change > |2| and p-adjusted < 0.005) in an analysis of small RNAseq of samples of Ctrl and
Sen MO® and their secreted EVs. RefSeq refers to mRNA, and RefSeq antisense refers to the
antisense transcripts of a coding sequence. B) Proportion of UP and DOWN total RNAs and
miRNAs identified by small RNAseq as regulated in Sen M® vs Ctrl M® and in Sen M® EVs vs Ctrl
MO EVs. Fold Change > |2| and p-adjusted < 0.005. C) Proportion of reads belonging to miRNAs
or to other RNA species in all of the small RNAseq data or in the subgroup of reads from RNAs
found regulated between the EVs from Sen M® compared to EVs from Ctrl MO using Fold Change
> | 2| and p-adjusted < 0.005. D) QPCR validation for some miRNAs enriched in EVs Sen MO as
identified by small RNAseq. RNA levels were normalized over snRNA U6 and rRNA 5S. Experiment
was performed 2 times. Error bars represent standard deviation. * p-value < 0.05 ; ** p-value <

0.01; *** p-value < 0.001 using Student’s t-Test.
Fig 11. Secretions of senescent macrophages induce an escape of senescence in mice fibroblasts

A) Quantification of the colony essay of MEF after 21 days with transfer of conditioned media
from Ctrl M®, Sen M® or 5% F culture media. The number of colonies was quantified after a
Crystal violet coloration. Experiment was performed 3 times. Error bars represent standard
deviation. * p-value < 0.05 using Student’s t-Test. B) Visualisation of the colony after coloration
by crystal violet and visualisation of the cell’s shape after 21 days of conditioned media tranfert.

Experiment was performed 3 times.
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Fig 12. Navitoclax treatment kills senescent macrophages

Viability of Ctrl M® and Sen MO following treatment with 10 uM of Navitoclax (ABT263) senolytic
or vehicle. Viability was determined by Crystal Violet retention assay. Experiment was performed
3 times. Error bars represent standard deviation. * p-value < 0.05 ; *** p-value < 0.001 using

ANOVA.
Fig S1. Raf hyper-activation induces nuclear PML foci in RAW 264.7 murine macrophages

A) Immunofluorescence (IF) staining of nuclear PML foci and DAPI staining performed on RAW
264.7 cells expressing ARaf-1:ER and treated with Vehicle or 4-OHT. B) Quantification of IF from
A showing percentage the number of nuclear PML foci per cell. Experiments was performed 3

times. **** p-value < 0.0001 using Mann-Whitney U Test.
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Chapitre 3 — Discussion

Lors de cette étude, nous avons développé un modele de sénescence in vitro dans les
macrophages murins RAW 264.7. Notre modele de sénescence est induit de maniere
conditionnelle a I'activation de I'oncogéne Raf-1 par le 4-hydroxytamoxiféne. Dans cette étude,
nous démontrons que l'induction de la sénescence par Raf-1 dans les RAW 264.7 change le
transcriptome des macrophages vers un profil pro-inflammatoire. De plus, la sécrétion d’EV est
fortement augmentée dans ce modele de sénescence et leur contenu en petits ARN et en
protéine est régulé. Les EV Sen M® sont enrichis en miARN, comme le miR-155-5p, le miR-21a-
5p et le miR-132-3p, ainsi qu’en protéines ribosomiques, en protéine Alix et en protéine de la
volte majeure (Mvp). Nous démontrons également que les sécrétions des macrophages
sénescents (M® Sen) induisent un échappement de la sénescence dans les cellules de fibroblastes
embryonnaires murins sénescents (MEF-sen). D’autre part, nos données suggerent |'utilisation du

sénolytique navitoclax pour I’élimination partielle des macrophages sénescents.
Les macrophages sénescents produisent un SASP inflammatoire et unique

Bien que la sénescence soit un domaine trés étudié, peu d’études se sont intéressées a la
sénescence des macrophages et a leur implication dans le développement des maladies. Par
conséquent, il y a peu de données comparatives des caractéristiques de la sénescence chez ces
cellules. Dans ce papier, nous caractérisons la sénescence induite par Raf-1 dans les macrophages

murins en analysant leur profil sécrétoire et leur effet sur des cellules réceptrices de fibroblaste.
L’activation de Raf-1 induit la sénescence dans les macrophages

Tout d’abord, nous avons démontré que la sénescence est induite par I’hyperactivation de la voie
des MAPK en réponse a I'ajout de 4-OHT qui active I'oncogéne Raf-1. En effet, la phosphorylation
de Erk, une protéine en aval de Raf-1, démontre I'activation de la voie des MAPK. De plus,
I’activation de Raf-1 méne a I'apparition de dommages a ’ADN (DNA-SCARS) responsables de
I'activation de la sénescence. D’ailleurs, les données de RT-qPCR démontrent une augmentation
de latranscription de génes inhibiteurs du cycle cellulaire, comme p21 (Cdknla) et une diminution

des génes prolifératifs comme Ki67. Ainsi, ces données suggeérent que, comme lors de I’activation

92



de Ras, Raf-1 induit la voie des MAPK qui mene a la formation de dommages a I’ADN. Ces
dommages induisent I'arrét du cycle cellulaire et I'entrée en sénescence en promouvant la

transcription de génes inhibiteurs du cycle cellulaire (14, 17, 19).

D’autre part, nous démontrons une diminution de la lamine B1 a la membrane nucléaire ainsi que
I’expression de la Sa-B-gal. Seulement 36% des macrophages traités au 4-OHT expriment la Sa-3-
gal. Cela pourrait indiquer que peu de cellules sont sénescentes aprés I'activation de Raf-1.
Cependant, bien que certaines cellules continuent a proliférer en réponse au traitement 4-OHT,
la majorité des macrophages acquiérent une forme aplatie caractéristique de la sénescence. De
plus, la fixation et la coloration ont été effectuées 3 jours post-traitement au 4-OHT. Certaines
études rapportent que l'activité de la Sa-B-gal est maximale 5 a 6 jours apres activation de la
sénescence et certaines autres rapportent que I'expression de la Sa-B-gal n’est pas requise lors
de la sénescence (87, 88). Ainsi, il est possible que les conditions de I'expérience n’aient pas été
optimales. Malgré tout, il n’y a pas de marqueur unique de la sénescence et nos données de
caractérisations confirment que la majorité de nos cellules sont sénescentes, mais que cet état

est possiblement hétérogéne a travers la population de macrophages.
Le profil inflammatoire des macrophages sénescents

Dans un autre ordre d’idée, une analyse du transcriptome a été réalisée par RNAseq. Les données
obtenues ont permis d’établir le profil inflammatoire et unique des RAW 264.7 sénescents. Une
cinquantaine de cytokines ont été augmentées significativement suite a l'induction de la
sénescence. Nous proposons ces molécules comme marqueurs du SASP dans notre modele de

MO Sen. Les articles The senescence-associated secretory phenotype : The dark side of tumor

suppression et Inflammatory Networks during Cellular Senescence: Causes and Consequences

résument et comparent la littérature connue sur le SASP selon différents types cellulaires et types
de sénescences (38, 89). Les protéines typiques du SASP sont les interleukines IL-6, IL-8 et IL-1,
les matrix metalloproteinase (Mmp-1, -3 et -10), les (C-X-C motif) ligand 1/2 (Cxcl-1, -2), les
membrane cofactor protein (MCP-1, -2), l'insuline-like growth factor (IGFB) et la stanniocalcin
(STC-1). Chose intéressante, nos M® Sen surexpriment tres peu de ces protéines typiques du

SASP au niveau transcriptionnel. En effet, seulement les métalloprotéinases Mmp-3 et Mmp-10,
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la stanniocalcin (STC-1), ainsi que le ligand au chimiokines Cxcl-2 sont partagés avec le profil
commun d’inflammation. De plus, les interleukines clés du SASP, IL-6, IL-8 et IL-1 ne sont pas
surexprimés par nos M® Sen. Au contraire, on retrouve une surexpression de I'lL-11, dont

I’expression est généralement inchangée lors de la sénescence (38, 89).

Ces articles mentionnent également des protéines moins communes du SASP lors de la
sénescence induite par RAS dans les fibroblastes. Parmi ces protéines, notre modéle de MO Sen
surexprime les ARNm des ligands des chimiokines Ccl-2, Ccl-3 et Ccl-7. Notre modele surexprime
également ’ARNm de la matrix metalloproteinase-9 (Mmp-9) qui est un marqueur du SASP lors
de la sénescence induite par des dommages a I’ADN dans les cellules d’adénocarcinome du célon
(38, 89). Certaines de ces protéines, telles que Mmp-3, Mmp-9, Cxcl-10 ainsi que les fibroblasts
growth factor (Fgf-1, -2) ont des effets inflammatoires et procancer in Vivo (90-92). Le SASP est
généralement composé d’'un mélange de cytokines inflammatoires et anti-inflammatoires (89).
Ainsi, nos MO Sen se distinguent des macrophages M1 et M2, car ils partagent des marqueurs
d’inflammation avec ces deux catégories de macrophages tels que Cxcl-10 et TGF-Bf1
respectivement (93). De plus, nos données suggérent que le SASP de nos MO Sen est unique et
partage trés peu de ressemblances avec le SASP des cellules sénescentes induites par Ras et par

les dommages a ’ADN.

D’autre part, nos analyses de RNAseq peuvent étre influencées par I'hétérogénéité de notre
population de M® Sen. En effet, 'augmentation de certains transcrits d’ARNm pourrait étre
attribuée a I'activation de Raf-1 et non a la sénescence. Cependant, nous avons confirmé que la
majorité de la population de macrophages devient sénescente. De plus, le SASP est généralement
régulé au niveau transcriptionnel par le facteur de transcription NFkB et C/EBPP et notre analyse
des données de RNAseq, avec l'outil bio-informatique Distant Regulatory Elements (DiRE),
confirme que le facteur de transcription NFkB est le principal régulateur du transcriptome de
notre modele de M® Sen (94). Ainsi, nous avons établi la signature inflammatoire unique de nos
MO Sen au niveau transcriptionnel. Cependant, des études protéomiques restent a prévoir pour

confirmer la surexpression au niveau protéique de ces molécules.
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La sécrétion de vésicules extracellulaires est augmentée dans les macrophages sénescents

Notre modele de MO Sen sécrete deux fois plus d’EV que les M® Ctrl. Cette caractéristique est
observée dans plusieurs modeles de cellules sénescents et a d’ailleurs été nommée les EV-
associées a la sénescence (71, 95, 96). De plus, la majorité des EV sécrétées par nos macrophages,
gu’ils soient sénescents ou non, sont de petites vésicules extracellulaires d’environ 100 nm. Cela
suggere que les macrophages sécrétent majoritairement des exosomes, malgré que certaines
microvésicules peuvent avoir une taille similaire. Cependant, I'origine intracellulaire de nos EV n’a
pas été étudiée. De ce fait, nous ne pouvons pas confirmer cette hypothése tant qu’une analyse
par imagerie de cellules vivantes, en utilisant des techniques telles que FRET ou la microscopie a
lumiere transmisse, ne sera faite (85). Nous pouvons tout de méme émettre des hypotheses
guant a l'origine de nos EV et aux mécanismes impliqués dans I'augmentation de leur sécrétion

dans notre modeéle.

L’activation de la voie des céramides pourrait expliquer I'augmentation de la sécrétion d’EV dans
nos MO Sen. Lors de la sénescence, il y a une augmente de I'expression de la sphingomyélinase
neutre 2 (nNSMA2) qui est impliquée dans la conversation des sphingomyélines en céramide lors
de la biogenése des exosomes (50, 97). De plus, p53 est impliqué dans I'augmentation de la
nSMA2 (98). Ainsi, il est possible que I'activation de p53 augmente la production de I'enzyme
nSMA2 dans nos MO Sen, ce qui pourrait augmenter la sécrétion d’EV par la voie des céramides.
Cependant, il est fort probable que plusieurs mécanismes de biogenése soient responsables de

I"augmentation de la sécrétion d’EV lors de la sénescence des macrophages.

Par exemple, nos données de spectrométrie de masse démontrent que la protéine Alix, aussi
appelée Pdcd6ip, est enrichie dans nos EV dérivées de M® Sen (EV M® Sen). La protéine Alix
favorise l'invagination de la membrane lors de la biogenése des ILV en formant un complexe
syndécane-synthénine-Alix (99). De plus, la protéine synthénine-1 (Sdcbp) est également enrichie
dans nos EV MO Sen. Ces données suggérent qu’une majorité d’'EV M® Sen proviennent de la
biogenese des exosomes régulée par le complexe syndécane-synthénine-Alix. D’ailleurs,

I'inhibition d’Alix est reconnue pour réduire la sécrétion d’EV (100).
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En outre, les données RNAseq indiquent une augmentation des ARNm Alix, synthénine-1 et Rab7
dans les M® Sen a comparer au MO Ctrl. Dans les cellules de cancer du sein MCF7, Rab7 est
impliqué dans la sécrétion de vésicules extracellulaire syndécane-synténine-Alix positives (99).
Donc, I"'augmentation transcriptionnelle de ces trois protéines dans les M® Sen, couplée a leur
enrichissement dans les EV M® Sen, suggére que ces protéines sont responsables de
I’'augmentation de la biogeneése et de la sécrétion d’EV dans ces cellules. Cependant, malgré une
différence transcriptionnelle significative de Rab7, Alix et synthénine-1 dans les M® Sen a
comparer aux MO Ctrl, 'augmentation de leur ARNm n’est pas tres élevée dans les MO Sen. Ainsi,
il est probable que ces protéines agissent en synergie pour augmenter la sécrétion des EV

Syndécane-Synthénine-Alix positives.

D’autre part, le transport vésiculaire vers la membrane plasmique peut étre favorisé, lors de la
sénescence, par des dysfonctions lysosomales. La dysfonction lysosomale peut se définir par une
alcalinisation du lysosome. Dans les macrophages, I'alcalinisation favorise I’exocytose lysosomale
(101). Cette fonction a longtemps été considérée comme un moyen de réparer la membrane
plasmique (102). Cependant, des études démontrent que la régulation a la baisse de NEU1, ainsi
que l'accumulation de I'hypersialysation de Lampl dans les cellules cancéreuses, promeut
I’exocytose lysosomale et la sécrétion d’exosome (103, 104). D’ailleurs, ’ARNm de Lampl est

augmenté dans notre modele de MO Sen et sa protéine est enrichie dans les EV M® Sen.

De plus, la spectrométrie de masse indique un enrichissement de la petite GTPase Rab5c qui est
impliquée dans la biogenese des endosomes précoces (105). Ainsi, I'association de I'alcalinisation
des lysosomes et de I'enrichissement de Lamp1 dans les M® Sen pourrait augmenter I'exocytose
lysosomale et, de ce fait, la sécrétion d’EV enrichis en Rab5c provenant du systéme endosomal.
Cependant, les niveaux protéiques de Lampl n’ont pas été mesurés dans les cellules et nous ne
pouvons confirmer que la protéine sera assez abondante pour expliquer I'augmentation de la

sécrétion d’EV.

Dans le méme ordre d’idée, nous remarquons également un enrichissement de Rab8b dans nos
EV MO Sen. Les petites GTPase Rab peuvent favoriser le transport des EV a la membrane

plasmique, ainsi que leur biogenése. Malgré que Rab8b n’ait pas été relié directement au
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transport ou a la biogenése des EV, son isoforme Rab8a est impliqué dans le transport des EV a
la membrane plasmique (106). Chose intéressante, Fgf-2, 'une des protéines proposées comme
composante du SASP dans notre modéle de M® Sen, favorise la sécrétion de vésicules
extracellulaires enrichies en Rab8b dans les cellules neuronales (107). Ainsi, il est possible que

Fgf-2 favorise le transport des EV a la membrane plasmique par I’action de Rab8b.

De plus, nos données de RNAseq indiquent une augmentation de la transcription de la petite
GTPase Rabl1la dans les MO Sen. Dans les cellules de carcinomes humains (HN4 et CNE2), Rab11la
est reconnu pour interagir avec les sous-unités du complexe exocyte Sec3 et Exo70 qui sont
impliquées dans le ciblage de ce complexe a la membrane plasmique. Ainsi, Rabl1la permet le
transport et I'amarrage des MVB a la membrane plasmique en interagissant avec le complexe

exocyte (108).

Donc, la majorité des mécanismes proposés indiquent l'augmentation de la biogenese
d’exosomes ainsi que I'augmentation du transport des exosomes par les petites GTPase Rab a la
membrane plasmique. Néanmoins, la petite GTPase Rhoa a été identifiée par spectrométrie de
masse en proportion semblable dans les EV MO Sen et dans les EV M® Ctrl. La GTPase Rhoa est
impliquée dans la fission de la membrane plasmique lors de la biogenéese des microvésicules (59).
Ainsi, les macrophages semblent produire des microvésicules de maniere égale dans les

conditions sénescentes et controles.

Ainsi, nos données de RNAseq suggérent que, lors de la sénescence des macrophages, il y a une
augmentation de la transcription de génes impliqués dans la biogenése des exosomes, comme
Alix et synthénine-1, et une augmentation de la transcription de petites GTPase Rab impliquées
dans le transport des exosomes a la membrane plasmique. Bien que certaines de ces protéines
soient enrichies dans les EV MO Sen, cela n’indigque pas une augmentation de la protéine dans les
MO Sen. En effet, cet enrichissement indique seulement que les EV sécrétées par les MO Sen
expriment plus ces protéines. Cette observation pourrait étre causée par une régulation positive
de ces protéines aux EV M® Sen et non a une augmentation de la protéine dans les cellules

parentales.
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Ainsi, il serait pertinent d’effectuer une analyse protéomique dans les macrophages pour
confirmer les résultats de RNAseq. De plus, nous pourrions étudier I'implication de ces protéines
dans I"'augmentation de la sécrétion d’EV dans les M® Sen en inhibant leur traduction a I'aide
d’ARNsh. En outre, nos données indiquent I’'hétérogénéité de notre isolation d’EV sans toutefois

confirmer leur origine.

Le cargo protéique des EV dérivées de macrophages sénescents

Notre analyse de spectrométrie de masse a permis de caractériser nos EV et de remarquer des
différences dans le cargo protéique entre les EV M® Sen et les EV MO Ctrl. En effet, les EV MO
Sen sont enrichis en protéines ribosomiques, en protéines du systéme endosomal, ainsi qu’en

protéine de vo(te major (Mvp).
Les protéines associées aux vésicules extracellulaires

Tout d’abord, il est essentiel de confirmer I'isolation d’EV en effectuant une analyse protéomique.
Selon le MISEV, il est important d’identifier au minimum quatre catégories de protéines lors de
I'isolation de petites vésicules extracellulaires : les protéines transmembranaires, les protéines
cytoplasmiques habituellement incorporées dans les EV, I'absence de protéines contaminantes

et I'absence d’organelles (85).

Certaines protéines typiques des EV n’ont pas été identifiées par spectrométrie de masse. En
effet, les tétraspanine Cd9, Cd63 et Cd81, ainsi que la protéine TSG101 et la protéine de choc
thermique HSP70 ne sont pas exprimées par nos EV M® Sen (85). Il est possible que la limite de
détection de la technique n’ait pas été assez sensible pour détecter ces protéines. Cependant,
I’expérience de spectrométrie de masse a permis d’identifier 124 protéines dans les EV de
macrophages qui, selon [l'analyse GO, sont majoritairement associées aux vésicules

extracellulaires.

De ce fait, nous avons identifié neuf protéines dans nos EV de macrophages qui sont également
proposés par le MISEV comme marqueurs d’EV. Parmi ces protéines, il y a les protéines
membranaires suivantes: La chaines beta des intégrines (ltgbh2), la protéine membranaire
associée au lysosome 1 et 2 (Lamp1/2), la syndécane-4 (Sdc4) et la basigine (Bsg). Il y a également

les protéines cytoplasmiques suivantes : la protéine de choc thermique HSP 90-beta (HSP90ab1),
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la petite GTPase Rhoa, la synthénine-1 (Sdcbp), I'enzyme Gapdh et la protéine Alix (Pdcd6ip) (85).
Chose intéressante, seulement les protéines Alix, Sdcbp et Lamp1 sont enrichis dans les EV M®
Sen. De plus, un western blot de I'albumine (Alb) et de Grp94 indique I'absence de contamination

protéique par le milieu de culture et I'absence d’organelles (annexe 1).

D’autre part, nous proposons les cing protéines suivantes comme marqueur supplémentaire de
nos EV de macrophages : Le transporteur d’acides aminés neutres B (Slcl1a5), la sous-unité alpha-
1 de I'ATPase (Atplal), la protéine de liaison a la galectine-3 (Lgals3bp), la sous-unité alpha de
type 5 du protéasome (Psmab5) et le facteur d’élongation eucaryote 2 (Eef2). Une étude a comparé
le protéome d’EV dérivées de 14 lignées cellulaires différentes. Ces cinq protéines, ainsi que 17
autres, sont proposées comme marqueur d’EV par cette étude. Chose intéressante, les
tétraspanines Cd9, Cd63 et Cd81 n’étaient pas exprimées de maniére homogéne a travers les EV
dérivées des 14 lignées cellulaires. Ainsi, ces tétraspanines ne sont probablement pas les
meilleurs marqueurs d’EV et leur absence dans nos EV de macrophages ne semble pas étre une

exclusivité de notre type cellulaire (109).

Donc, la caractérisation protéique de nos EV confirme la présence de vésicules extracellulaires,
car nous avons identifié plusieurs protéines transmembranaires et cytoplasmiques. De plus, notre
caractérisation démontre l'isolation de petites vésicules extracellulaires, car la protéine Grp94 est
absente de notre isolation et il ne semble pas y avoir de contamination par I'albumine bovine
provenant du milieu de culture. Cependant, une expérience de microscopie électronique par
lumiére transmise serait nécessaire pour confirmer la structure vésiculaire de nos EV. De plus,
I'isolation d’EV par une deuxieme technique d’isolation, comme 'ultracentrifugation, permettrait

de confirmer nos résultats.

D’autre part, la majorité des marqueurs d’EV identifiés sont communs entre les EV MO Sen et les
EV MO Ctrl. En outre, ces résultats suggerent que les tétraspanines ne sont pas des marqueurs
d’EV chez les Raw 264.7 et que les protéines Alix, Sdcbp et Lamp1, enrichis dans les EV MO Sen,

sont possiblement de bons marqueurs de la sénescence des macrophages dans les EV.
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Les protéines ribosomiques

L’analyse de spectrométrie de masse démontre que nos EV M® Sen sont majoritairement enrichis
en protéines ribosomiques de la sous-unité 60S. Les protéines ribosomiques 60S Rpl3, Rpl4, Rpl6,
Rpl18 ainsi que les protéines ribosomiques acides 60S Rplp0 et Rplp2 sont enrichis dans les EV
M® Sen. Seulement la protéine ribosomique 40S Rps9 est enrichie dans les EV MO Sen.
L’enrichissement de ces protéines pourrait étre causé par les défauts de ribogenése associés a la
sénescence (SARD). En effet, lors de la sénescence, il y a une accumulation de protéines
ribosomiques due aux défauts de ribogenéese. Cela contribue a I'arrét du cycle cellulaire suite a
I'activation de Rb par la protéine 60SRpl14 (110). L'accumulation des protéines ribosomiques

causée par le SARD pourrait expliquer leur enrichissement dans les EV MO Sen.

Malgré tout, peu d’études se sont penchées sur la présence de protéines ribosomiques dans les
EV et encore moins dans les EV associées a la sénescence. Cependant, une étude a démontré que
des exosomes dérivés de cellules souches du tissu adipeux épicardique, ayant subis une ischémie,
étaient enrichis en protéines ribosomiques dont Rpl18 (111). De plus, une autre étude a
également remarqué un enrichissement de plusieurs protéines ribosomiques dans les EV dérivés
de microglies, des macrophages spécialisés du systéme nerveux central, activés lors de
I'inflammation causée par le lipopolysaccharide (LPS). Parmi ces protéines ribosomiques, il y avait
Rpl3, Rpl4, Rpl6, Rpl18 et Rplp0 qui sont également exprimées dans nos EV MO Sen (112). Chose
intéressante, la sénescence est également un état inflammatoire. Ainsi, il est possible que
I'incorporation de protéines ribosomiques dans les EV soit une caractéristique spécifique des

macrophages inflammatoires.

De plus, les protéines ribosomiques contenues dans les EV M® Sen pourraient participer aux
effets pathologiques ou physiologiques paracrines des cellules sénescentes. En effet, plusieurs
protéines ribosomiques incorporées dans nos EV MO Sen ont des effets opposés et leur effet sur
les cellules réceptrices pourrait dépendre du contexte cellulaire et/ou tissulaire. Par exemple,
Rpl3 serait un médiateur de I'apoptose en régulant p21 au niveau transcriptionnel et post-
traductionnel dans les cellules cancéreuses du poumon et du célon déficientes en p53 (113). La

protéine Rpl4 serait également impliquée dans I'arrét du cycle cellulaire en inhibant Mdm?2 (114).
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Au contraire, les protéines ribosomiques Rpl6 et Rpll8 pourraient étre impliquées dans la
prolifération tumorale (115, 116). Ainsi, il serait intéressant d’isoler les sous-populations d’'EV MO
Sen pour déterminer si I'enrichissement des différentes protéines ribosomiques est homogéne a
travers la population d’EV ou si seulement des populations distinctes contiennent les Rpl
prosénescentes ou les Rpl protumorales. Par exemple, une isolation d’EV par gradient de densité
permettrait d’augmenter notre spécificité pour certaines sous-populations d’'EV a comparer a la

précipitation par I'ExoQuick-T. Cependant, nous aurions un moins bon rendement.
Le cargo en acides nucléiques est régulé dans les EV dérivées de macrophages sénescents

Notre expérience de small RNAseq montre un enrichissement des miARN ainsi qu’une exclusion
des ARNpi dans les EV MO Sen. De plus, notre analyse indique que I'incorporation des petits ARN

est régulée dans les EV MO Sen.
Les ARNpi sont exclus des vésicules extracellulaires dérivées de macrophages sénescents.

Les ARN interagissant avec PIWI (ARNpi) sont de petits ARN non codants permettant d’inhiber
I'expression des transposons par méthylation de I’ADN. Les ARNpi régulent également la
transcription et la traduction des génes ainsi que la stabilité des ARNm. Ils sont habituellement
exprimés dans les cellules germinales et permettent le maintien de I'intégrité génomique. En
effet, les transposons ont la capacité de se déplacer a travers le génome selon un mécanisme
nommé « copier-coller ». Cela peut induire des dommages a ’ADN ou des mésappariements de
bases (117). Ainsi, les ARNpi sont souvent diminués lors du vieillissement, ce qui contribue au
développement de cellules sénescentes (118). De plus, ces petits ARN sont souvent exprimés dans
les cellules cancéreuses, car ils promeuvent le maintien de la prolifération, de la résistance a
I'apoptose et ils augmentent le caractére invasif des cellules cancéreuses (117). Les macrophages
RAW 264.7 sont des cellules cancéreuses. Cependant, I'expérience de small RNAseq n’indique
aucune régulation de I'expression des ARNpi entre les M® Sen ou les MO Ctrl. En contrepartie,
I'incorporation d’ARNpi semble régulée dans les EV M® Sen. En effet, les ARNpi sont fortement
exclus des EV MO Sen. Cette exclusion pourrait contribuer aux effets paracrines antitumoraux et
prosénescences des cellules sénescentes. De plus, cette exclusion indique un mécanisme puissant

de régulation des petits ARN aux EV.
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Les EV dérivées de macrophages sénescents sont majoritairement composés de miARN

Nous avons comparé I'expression des miARN entre les M® Sen et les M® Ctrl. Nous avons
également comparé I'expression de ces miARN entre les EV M® Sen et les EV MO Ctrl. Nos
résultats démontrent que I'expression de la majorité des miARN exprimés dans nos MO Ctrl est
diminuée dans nos MO Sen. En effet, I'expression de 64 miARN est diminuée et I'expression de
31 miARN est augmentée dans les M® Sen par rapport aux M® Ctrl. Chose intéressante, la
composition en miARN des EV MO Sen ne reflete pas la composition en miARN des cellules
parentales. En effet, il y a une augmentation de I'expression de 95 miARN et une diminution de
I'expression de 18 miARN dans les EV M® Sen par rapport aux M® Ctrl. Ainsi, la majorité des
miARN surexprimés dans les EV M® Sen sont des miARN dont I'expression est diminuée dans les
MO Sen. Donc, cela indique que la majorité des miARN surexprimés dans les EV M® Sen ne sont
pas incorporés a cause de I'augmentation de leur abondance dans la cellule parentale, mais parce

gue leur incorporation est régulée.

D’autre part, I'analyse des lectures régulées de la composition en acide nucléique des
macrophages démontre que les MO Ctrl contiennent plus de miARN que les M® Sen. En effet, les
MO Ctrl sont composés de 24,5% de miARN a comparer a 15,2% chez les MO Sen. Encore une
fois, 'abondance cellulaire des miARN n’est pas représentative de leur abondance vésiculaire. En
effet, les EV MO Ctrl sont composés de seulement 16% de miARN a comparer a 49,9% dans les
EV MO Sen. Ces résultats démontrent que les miARN sont incorporés spécifiquement dans les EV
MO Sen. Ainsi, nos résultats indiquent qu’il y a une régulation de I'incorporation des miARN dans
les EV MO Sen et qu’ils sont spécifiquement enrichis en miARN. D’ailleurs, plusieurs études
démontrent que les ARN, et plus précisément les miARN, sont sélectivement incorporés dans les

EV (119, 120).

De plus, nous avons confirmé I'enrichissement spécifique des miR-155, miR-21 et miR-132 dans
nos EV M® Sen par gPCR. Il existe deux méthodes couramment utilisées pour normaliser les
résultats de gPCR : L'utilisation d’un ARN endogéne ou d’'un ARN exogéne dit « spike-in » (121,
122). La stabilité et I'expression des ARN peuvent étre affectées par les différentes conditions de

traitement ou par les états cellulaires. Ainsi, il est important de choisir le meilleur ARN de
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normalisation en fonction de I'expérience réalisée. Donc, nous avons normalisé I'expression des
miARN sur les ARNr 5S et ARNsn U6. En effet, nos résultats de gPCR démontrent aucune variation
significative de ces deux ARN entre la condition contréle et la condition traitée au 4-
hydroxitamoxiféne que ce soit dans les cellules ou dans les EV. Ainsi, notre analyse par qPCR
confirme I'enrichissement spécifique des miR-155-5p, miR-21a-5p et miR-132-3p dans les EV M®
Sen. D’ailleurs, le miR-155 et le miR-21 ont déja été démontrés comme étant incorporés dans les

EV lors de la sénescence (123).

D’autre part, nous avons également validé, par qPCR, que I'expression du miR-155-5p, du miR-
21a-5p et du miR-132-3p n’est pas affectée par I'ajout de 4-hydroxitamoxifene (Annexe 2). Nos
résultats préliminaires démontrent une légére augmentation des niveaux d’expressions de ces
trois miARN lors du traitement au 4-OHT. Cependant, I'augmentation observée dans les cellules
RAFER traitée au 4-OHT est deux a six fois plus élevée dépendamment du miARN et cette
augmentation est encore plus importante dans les EV. Ainsi, ces résultats indiquent que le
traitement au 4-OHT n’est pas suffisant pour expliquer la forte augmentation d’expression de ces
trois miARN dans les macrophages et EV RAFER traités au 4-OHT. Cependant, cette expérience
controle a été effectuée une fois et normalisée seulement sur I’ARNsn U6. Ainsi, il serait
nécessaire de répéter I'expérience et de refaire la gPCR en normalisant sur ’ARNsn U6 et ’ARNr

5S.

Pour conclure, nos résultats démontre I'importance des miARN comme mécanisme majeur des
EV pour réguler I'expression génique des cellules réceptrices. De plus, comprendre les
mécanismes permettant la régulation de I'incorporation des miARN aux EV pourrait mener au

développement de nouvelles thérapies contre les maladies liées a I'age.
Les protéines impliquées dans la régulation des miARN aux vésicules extracellulaires

Nous avons identifié 31 protéines régulées dans les EV M® Sen. Une analyse Go de ces protéines
a démontré la présence de plusieurs RNA binding protein (RBP). Ainsi, nous suggérons que ces

protéines sont responsables de I'incorporation sélective des miARN dans les EV MO Sen.

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer I'incorporation d’ARN dans les EV. Parmi

celles-ci, il y a les séquences ou les structures spécifiques, I’affinité avec la membrane lipidique et
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I’association des miARN avec des RBP. Plusieurs RBP ont été identifiées comme régulateur de
I'incorporation de miARN dans les EV telles que la protéine argonaute 2 (Ago2), |’heterogenous
nuclear ribonucleoproteins A2/B1 (Hnrnpa2b1l), I'heterogenous nuclear ribonucleoproteins C
(Hnhnpc), la synaptotagmin binding cytoplasmic RNA interacting protein (Syncrip), la scaffold-
attachment factor B1 (Safb), la protéine de volte majeure (Mvp) et les protéines de biogenése

des exosomes Alix (Pdcd6ip) et annexine A2 (Anax2) (124-126).

Nos EV MO Sen expriment plusieurs de ces protéines, dont Syncrip, Safb, Anax2, Alix et Mvp.
L’'expression de Syncrip et Safb n’est pas significative changée entre les EV M® Sen et les EV MO
Ctrl. Ainsi, il est peu probablement qu’elles soient responsables de I'enrichissement des miARN
aux EV MO Sen. D’autre part, Anax2 est significativement augmentée dans les EV MO Sen, mais
elle n’est pas considérée régulée par nos analyses. En outre, Alix et Mvp sont enrichis dans nos
EV MO Sen et leur ARNm est également augmenté dans les MO Sen. Cela fait d’eux de potentiels
candidats comme protéines responsables de I'incorporation spécifique des miARN aux EV M®

Sen.

Alix, comme nous I’'avons mentionné plus haut, est une protéine impliquée dans la biogenese des
exosomes. Cependant, une étude a démontré son implication dans I'incorporation de miARN aux
EV. En effet, le Knockdown d’Alix, dans les cellules souches humaines du foie (HLSC), a diminué
I’expression de miARN dans les EV. De plus, une co-immunoprécipitation a démontré qu’Alix
interagissait avec Ago2 lors du transfert de miARN aux EV (127). Nos résultats de spectrométrie
de masse n’ont pas détecté Ago2 dans les EV MO Sen. Il se peut qu’Ago2 soit trop peu exprimée
dans les EV M® Sen pour étre détectée par la spectrométrie de masse. Cependant, il a été
rapporté qu’Ago2 n’est pas toujours incorporée avec les miARN dans les EV (125). Donc, cela
n’exclut pas la possibilité qu’Ago2 puisse cibler les exosomes par sa liaison avec Alix dans la
cellule. Ainsi, Alix pourrait augmenter I'enrichissement des miARN dans nos isolations d’EV M®
Sen de deux maniéres différentes : 1) en augmentant le nombre d’EV sécrétés contenant des
miARN et 2) en augmentant I'incorporation de miARN spécifiques dans les EV par sa liaison avec
Ago2 dans la cellule. Il serait intéressant d’effectuer un knock-down d’Alix, suivi d’'un Small
RNAseq des EV M® Sen, pour confirmer I'implication d’Alix dans le ciblage des miARN aux EV M®

Sen, ainsi que pour identifier les miARN régulés par cette protéine.
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D’autre part, la protéine Anax2 est significativement augmentée dans les EV MO Sen sans étre
régulée. Anax2 est reconnu pour réguler l'incorporation dans les EV de plusieurs miARN
également régulés par Alix tels que miR-16, miR-24 et miR-125b. Chose intéressante, le knock-
down de Anax2 a diminué I'incorporation de miR-21 dans les EV, un des miARN les plus abondants
dans nos EV M® Sen (126, 127). Anax2 et Alix sont déja reconnus pour former un complexe avec
synthénine-1 lors de la biogenese des EV (99). Ainsi, il est possible qu’Alix interagisse avec Ago2

et Anax2 lors de I'incorporation de miARN aux EV M® Sen.

Il'y a également un enrichissement de Mvp dans nos EV M® Sen. Une étude a démontré que Mvp
se lie au miR-193a et que son knock-out diminue I'incorporation de ce miARN dans les exosomes
(128). De plus, Mvp semble lier des petits ARN spécifiques. En effet, seulement le miR-193a et les
ARN spécifiques a la structure du complexe de volte majeur, les non-coding vault RNA (vtRNA),
ont été identifiés comme ARN se liant a Mvp (129). Ainsi, il est possible que Mvp soit responsable
de l'incorporation spécifique de seulement quelques miARN et, qu’au contraire, la protéine Alix,
avec ces partenaires de liaison, soit responsable de I'incorporation spécifique d’un plus large

éventail de miARN.

Donc, il est possible que Mvp et Alix agissent en synergie lors de I'enrichissement et de
I'incorporation spécifique des miARN dans les EV M® Sen. Pour vérifier cette hypothése, nous
pourrions effectuer un knock-out individuel et simultané de ces deux protéines, suivi d’'une small
RNAseq des EV. Cela nous permettrait d’identifier les miARN régulés spécifiquement par ces

protéines lors de l'incorporation de miARN aux EV MO Sen.

Ainsi, la découverte des mécanismes impliqués dans la régulation du cargo des EV M® Sen
pourrait permettre le développement de nouvelles thérapies contre les maladies liées a I'age en
contrélant le cargo des EV. De plus, avec I'age, il y a une accumulation de cellules sénescentes et
donc, une augmentation du nombre d’EV sécrétées. Ces EV pourraient servir de biomarqueur de
la charge en cellules sénescentes dans I'organisme. Ainsi, cela permettrait de prévenir les effets
pathologiques des cellules sénescentes. Notre étude pourra servir de base pour l'identification

de marqueurs communs d'EV dans la sénescence.
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Les sécrétions des macrophages sénescents favorisent I’échappement de la sénescence chez les

MEF

Nous avions émis I’hypothése que les sécrétions inflammatoires des M® Sen participeraient a la
sénescence paracrine. Cependant, notre expérience de transfert de milieux conditionnés sur des
cellules de fibroblastes embryonnaires murins sénescents (MEF-sen) a, au contraire, favoriser
I’échappement de la sénescence dans ces cellules. Les MEF sont un type cellulaire sensible au
stress de culture. En effet, les conditions in vitro induisent un stress oxydatif causant des
dommages a I’ADN dans les MEF. De ce fait, aprés seulement quelques passages des MEF en
culture, il y a une induction de la sénescence dépendante de p53. De plus, ces cellules, aprés un
certain temps en culture, ont tendance a sortir de sénescence suite a la désactivation de p53 ce

qui les rend “immortelles” (130).

Ainsi, nos résultats suggerent que les sécrétions des MO Sen réactivent le cycle cellulaire, ce qui
permet I'échappement de la sénescence. De plus, on remarque que les sécrétions des M® Ctrl
semblent empécher I'échappement spontané des MEF de la sénescence en renforcissant I'état
sénescent. Des analyses de |'expression des régulateurs du cycle cellulaire, ainsi que des
différents marqueurs du SASP dans les MEF seraient nécessaires pour confirmer ces résultats.
Malgré tout, notre résultat suggere que les sécrétions des M® Sen sont pro-prolifératives, ce qui
indique un potentiel protumoral. Ainsi, il serait intéressant de voir si les sécrétions de MO Sen
peuvent également favoriser I'échappement de la sénescence chez les cellules cancéreuses
sénescentes induites par les chimiothérapies. De plus, nous ne pouvons pas confirmer |'effet
protumoral de nos sécrétions de M® Sen, car nos résultats ne démontrent pas que les MEF
échappant a la sénescence acquirent un caractére malin ou invasif. Ainsi, une expérience de soft
agar colony formation assay permettrait de confirmer I'acquisition d’un caractére malin chez les

MEF échappant a la sénescence.

Lors de I'’échappement de la sénescence, I'activation des régulateurs du cycle cellulaire, les
cyclines et les CDK, ainsi que l'activation des voies de suppression tumorales peuvent étre
perturbées (131). Les sécrétions de nos M® Sen sont autant composées de protéines solubles

gue d’EV enrichis en miR-155 et miR-21.
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Ainsi, les sécrétions de nos MO Sen pourraient augmenter I'’échappement en modulant, de
maniere épigénétique, I'expression génique des protéines impliquées dans I'activation des voies

de suppression tumorales.
miR-21a

Le miR-21 est considéré comme un oncomiR. C’'est-a-dire qu’il est reconnu pour promouvoir le
cancer et que son inhibition diminue le caractére invasif des cellules cancéreuses. D’ailleurs,
plusieurs études démontrent un enrichissement du miR-21 dans les EV dérivées de cellules
cancéreuses (132, 133). Le miR-21 est également enrichi dans les EV dérivées de cellules
sénescentes endothéliales induites par H,0, (134). Ainsi, le miR-21 n’est pas seulement
augmenté dans les EV lors du cancer, mais également lors du vieillissement. Le miR-21 exosomal
est reconnu pour promouvoir la prolifération, I'invasion et la résistance aux thérapies chez les
cellules cancéreuses telles que les cellules d’adénocarcinome du célon et les cellules du
carcinome hépatocellulaire. En effet, le miR-21 vise plusieurs génes suppresseurs de tumeur tels

gue Rhob, Pdcd4 et Pten (132, 135, 136).

Pten est un inhibiteur de la voie pro-proliférative Pi3k/Akt/mTor. Ainsi, I'inhibition de Pten, par
miR-21, promeut I'activation de cette voie de signalisation, et donc, la prolifération (131). De
plus, le knock-out de Pdcp4 chez les MEF augmente également la prolifération (137). Ainsi,
I'internalisation du miR-21 exosomal pourrait promouvoir I'activation de voies de signalisation
induisant la prolifération dans les MEF sénescents. Ainsi, cela induirait I'échappement de la

sénescence dans ces cellules.
Le miR-155

Le miR-155 est également considéré comme un oncomiR et il est reconnu pour promouvoir la
prolifération et la chimiorésistance des cellules cancéreuses (138). Chose intéressante, le miR-
155 exosomal, tout comme le miR-21 exosomal, cible le suppresseur de tumeur Pten. Ainsi, ces
deux miARN pourraient agir en synergie pour promouvoir I'échappement de la sénescence chez
les MEF en activant la voie pro-proliférative Pi3k/Akt/mTor par I'inhibition de Pten. D’ailleurs, le
miR-155 exosomal contribue a la prolifération des cellules de carcinome hépatocytaire en

activant cette voie de signalisation (139). En plus d’étre enrichi dans les EV dérivées de cellules
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cancéreuses, miR-155 est également augmenté dans les EV de fibroblastes synoviaux sénescents

(140).

En outre, le miR-155 est également impliqué dans la modulation de protéines impliquées dans
I'arrét du cycle cellulaire. En effet, le miR-155 cible Tp53inpl qui régule Iactivité
transcriptionnelle de p53 (141). Ainsi, I'inhibition de Tp53inp1 diminue p53 ce qui inhibe I'arrét
du cycle cellulaire. De plus, le miR-155 diminue I'expression de Smad5 qui diminue I'activation,
médié par Tgf-bl, de Rb. Ainsi, il y a une diminution du complexe Rb-E2F qui entraine une

diminution de la transcription de p21 (142).

D’autre part, en plus de la perturbation des voies de suppression tumorale par les miARN
exosomaux, les M® Sen peuvent également promouvoir la prolifération par I'action des protéines
solubles du SASP. En effet, nos macrophages sénescents produisent des cytokines de la catégorie

des facteurs de croissance, tels que Fgf-1/2, et des métalloprotéases, telles que Mmp-10.
Les protéines solubles du SASP

Les facteurs de croissance des fibroblastes (Fgf) sont d’importants mitogénes. En effet, ils
promeuvent la prolifération et la migration de plusieurs types cellulaires (143). D’ailleurs, les
fibroblastes stromaux promeuvent la prolifération des cellules tumorales en sécrétant Fgf2 (144).
De plus, une étude a déja démontré que |'expression de Fgf2 entraine I'échappement de la
sénescence dans les cellules souches mésenchymateuses humaines sénescentes. En effet,
I’expression de Fgf2 a permis I’échappement de la sénescence en diminuant I’expression de TGF-
B2. De plus, I'expression de Fgf2 était accompagnée d’une diminution de I'expression de p53, p21
et p16 (145). D’autre part, Mmp-10 peut moduler la migration et I'invasion des cellules tumorales

en stimulant I'expression de Pai-1, Cxcr2, Hif-1a et Mmp-2 (146).

Bref, les sécrétions de nos M® Sen sont composées autant de protéines solubles que de miARN
exosomaux ayant la capacité d’induire la prolifération dans les cellules réceptrices. Ainsi, il est
probable que ces composantes du SASP agissent en synergie lors de |'échappement de la

sénescence dans les MEF.
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Pour le moment, nos résultats ne nous permettent de comprendre les mécanismes impliqués
dans I’échappement de la sénescence par les MEF. Nous avons soulevé quelques hypothéses qui
devront étre confirmées. De plus, nous n’avons pas évalué l'implication individuelle des
molécules solubles du SASP et des miARN exosomaux lors du phénotype d’échappement. Ainsi,
pour confirmer ces hypothéses, nous pourrions évaluer par western blot, ou RT-gPCR, la
régulation des différentes cibles de nos composantes du SASP dans les MEF, suite a I’expérience
de transfert de milieux conditionnés. D’autre part, nous pourrions évaluer I'implication des miR-
21 et miR-155 dans le phénotype d’échappement en surexprimant ces miARN dans les MEF. Nous
pourrions également essayer de reproduire I'échappement de la sénescence par les MEF en

inhibant par ARNsh ou ARNsi, dans les MEF, les différentes cibles de nos composantes du SASP.
Les macrophages sénescents sont partiellement éliminés par le navitoclax

Pour conclure nos expériences, nous avons traité nos M® Sen avec l'inhibiteur de Bcl-2 et Bexl
nommé navitoclax. Le navitoclax est un sénolytique permettant d’induire I'apoptose dans les
cellules sénescentes (147). Le traitement au navitoclax a diminué le nombre de MO Sen de 40%
par rapport au traitement contréle des M® Sen. La sensibilité de nos cellules provient
probablement de I'expression de la protéine Bcxl. En effet, nos données de RNAseq démontrent
gue 'ARNm de Bcxl, aussi nommé Bcl2l1, est augmenté dans nos M® Sen. Malgré tout, notre

modeéle semble peu sensible au navitoclax.

Cette observation est probablement liée au fait qu’il y a également une augmentation de ’ARNm
de plusieurs isoformes de Bcl2al dans nos M® Sen. Un article a décrit les inhibiteurs actuellement
identifiés pour Bcl2al. Parmi ces inhibiteurs, il y avait le N-aryl maléimides, le sulfonylpyrimidines
et I'indoles (148). Ainsi, nous pourrions combiner le traitement au navitoclax avec un de ces
inhibiteurs spécifiques de Bcl2al pour augmenter I’élimination de nos cellules sénescentes.
L'identification de sénolytiques efficaces contre les M® Sen permettrait de diminuer leurs effets

sur les maladies liées a I'age.

La totalité de nos expériences a été réalisée en induisant la sénescence dans les macrophages en
activant I'oncogene Raf-1. Dans le futur, nous devrions répéter nos expériences avec un deuxieme

type de sénescence pour confirmer que nos résultats sont représentatifs de la sénescence
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générale des macrophages et non qu'ils soient spécifiques a la sénescence activée par Raf-1. Dans
le méme principe, une deuxieme méthode d’isolation d’EV devrait étre effectuée pour confirmer

la caractérisation des EV M® Sen.
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Chapitre 4 — Conclusion et perspective

En conclusion, nos travaux ont permis de caractériser la sénescence dans les macrophages
sénescents. La caractérisation des protéines solubles du SASP et des EV a permis d’identifier la
surexpression de protéines et de miARN pro-prolifératifs et pro-inflammatoires. En outre, ces
résultats suggerent que les sécrétions des macrophages sénescents sont impliquées dans le
développement de cancer et de maladies liées a I’age, non en promouvant une sénescence
paracrine comme nous avions émis I’hypothése, mais en permettant I'’échappement de la

sénescence par I'action de signaux prolifératifs.

Dans le futur, il serait important de caractériser I'échappement de la sénescence par les MEF.
Pour ce faire, nous pourrions évaluer I'expression des protéines impliquées dans I'arrét du cycle
cellulaire. De plus, nous pourrions déterminer si les MEF échappant a la sénescence développent
un caractere malin en effectuant une expérience de soft agar colony formation essay. De plus, il
serait intéressant d’évaluer I'impact individuel des miARN et des protéines solubles du SASP dans
les cellules réceptrices. Pour ce faire, nous pourrions surexprimer les miARN dans les cellules
réceptrices et voir si le phénotype est reproduit. En outre, nous pourrions également inhiber
I'expression des différentes cibles proposées des protéines solubles du SASP et des miARN
exosomaux. Dernierement, I'implication d’Alix et de Mvp dans la sélection des miARN aux EV
pourrait étre étudiée. A cet effet, nous pourrions diminuer I'expression de ces deux protéines a
I'aide d’ARNsh et, par la suite, évaluer les niveaux de miARN dans les EV par small RNAseq. Cela

nous permettrait d’identifier les miARN régulés par les protéines Alix et Mvp.
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Annexe 1
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Figure 13. — Caractérisation des vésiculaires extracellulaires dérivées de macrophages

Les lysats protéiques ont été obtenus a partir de RAW 264.7 traités au 4-OHT ou a I'EtOH et a
partir d’EV dérivées de RAW 264.7 traités au 40HT ou a I'EtOH. Les lysats protéiques ont été
chargés sur un gel SDS-PAGE 15% polyacrylamide. Ensuite, les protéines ont été transférées sur
une membrane de nitrocellulose et les protéines ont été révélées avec I'ECL detection reagent.
A) Démontre I'absence de contamination par I'albumine bovine (Alb), contenu dans le milieu de
culture, dans les lysats protéiques d’EV et B) démontre I'absence d’organelles (Grp94) dans les
lysats protéiques d’EV. L'expérience a été effectuée 3 fois (la figure correspond a un des triplicatas
biologiques). EV : Vésicules extracellulaires ; Cell : Macrophages ; 40HT : sénescents ; EtOH :

controle
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Annexe 2
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Figure 14. — Validation de leffet du traitement au 4-hydroxitamixféne sur Fexpression

des miARN dans les macrophages et dans les EV

RT-gPCR démontrant I'expression des miR-155-5p (bleu), miR-21a-5p (orange) et miR-132-3p
(gris) dans les RAW 264.7 (Cells) exprimant ARaf-1:ER ou ER traités a chaque 48 heures avec
véhicule (Ethanol) ou 4-hydroxytamoxifen (OHT, 100 nM) et dans les vésicules extracellulaire
(Exo) correspondant. Les cellules et les vésicules extracellulaires ont été récoltées a chaque deux
jours. L'expression des miARN est normalisée sur les ARNsn U6 et ARNr 5S. L'expérience a été

réalisée une fois.
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