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Résumé

Les patients infectés par le VIH (Virus de 'Immunodéficience Humaine) traités par les antirétroviraux
(ARV) ont aujourd’hui une espérance de vie quasi normale. Cependant, ils présentent une augmentation
de la prévalence de pathologies classiquement associées au vieillissement, dont l'ostéoporose, suggérant
un vieillissement prématuré ou accentué. Les facteurs impliqués sont, entre autres, 'infection par le VIH,
les ARV et un état d’inflammation chronique. L’ostéoporose correspond a une déminéralisation, suite a
un déséquilibre entre formation (ostéoblastes) et résorption osseuse (ostéoclastes). Linfection par le
VIH et les ARV, en particulier les inhibiteurs de protéase (PI), augmentent la prévalence de
lostéoporose.

Dans ce contexte, je me suis intéressée a Ieffet de certaines protéines du VIH et PI sur les précurseurs
ostéoblastiques, les cellules souches mésenchymateuses (MSC). Nous montrons que deux protéines du
VIH, Tat et Nef, induisent une sénescence prématurée des MSC, associée & un stress oxydant et in fine &
un défaut de différenciation en ostéoblastes. Les effets de Tat sont médiés par le facteur pro-
inflammatoire et pro-sénescent NF-xB, et ceux de Nef sont liés & une inhibition de I'autophagie. Nous
montrons également que les PI atazanavir et lopinavir associés au ritonavir induisent une sénescence et
un stress oxydant du fait de 'accumulation de prélamine A farnésylée toxique conduisant a un déficit de
la différentiation ostéoblastique.

Ces travaux montrent que le VIH et certains PI peuvent jouer un réle délétere sur les MSC, et mettent
en lumiere certains des mécanismes impliqués dans le vieillissement des patients infectés par le VIH et
traités.

Mots clefs : protéines du VIH, inhibiteurs de la protéase du VIH, cellules souches mésenchymateuses,
sénescence, différenciation ostéoblastique.

Summary

The efficacy of highly active antiretroviral treatment (ARV) has resulted in a considerable improvement
in the life expectancy of HIV (Human Immunodeficiency Virus)-infected patients. However, many
patients encounter the early occurrence of several common age-related comorbidities, such as
osteoporosis, stressing for a premature or accentuated aging process. Proposed pathogenic mechanisms
include HIV infection, ARV treatment and chronic inflammation. Osteoporosis is defined by a decrease
in bone mineral density, resulting from the alteration of the balance between bone formation
(osteoblasts) and resorption (osteoclasts). HIV infection, through the bystander effect of HIV secreted
proteins, and ARV, particularly protease inhibitors (PI) increase the prevalence of osteoporosis.

Odur studies focused on the capacity of some HIV proteins, and of some PI to alter osteoblast precursors,
namely mesenchymal stem cells (MSC). We showed that two HIV proteins, Tat and Nef, induced
premature senescence of MSC, associated with an oxidative stress and a decreased osteoblastic
differentiation potential. Tat triggered senescence via NF-xB activation, whereas the effect of Nef was
linked to the inhibition of autophagy. We also showed that the PI, atazanavir and lopinavir boosted with
ritonavir, induced senescence and oxidative stress through the accumulation of toxic farnesylated
prelamin A, thus leading to a decreased osteoblastic differentiation.

Opverall, these data show that some HIV proteins and some PI can exert deleterious effects on MSC,

resulting in senescence, and highlight several mechanisms which could be involved in the aging process of
ART-controlled HIV infected patients.

Key words : HIV proteins, HIV protease inhibitors, mesenchymal stem cells, senescence, osteoblastic
differentiation.
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AVANT-PROPOS

Apres lapparition au début des années 80 de nombreux cas de syndromes de I'immunodéficience
acquise (SIDA), 'équipe de L. Montagnier et F. Barré-Sinoussi a identifié en 1983 le virus impliqué,
dénommé dés lors virus de I'immunodéficience humaine (VIH). A la fin de l'année 1985,
I'identification des sujets porteurs du virus a été possible, montrant la présence d’'un grand nombre de
personnes infectées symptomatiques et asymptomatiques a travers le monde et faisant de 'infection par
le VIH une pandémie mondiale. Aujourd’hui plus de 36 millions de personnes sont mortes du SIDA, et
35 millions vivent avec le VIH, avec 2,5 millions de nouvelles infections chaque année (chiffres de

rOMS).

Il n’existe pas A ce jour de traitement curatif, mais aprés I'apparition des premiers antirétroviraux (ARV)
en 1986 avec la Zidovudine (AZT), un traitement ARV efficace est actuellement disponible permettant
de diminuer la charge virale jusqu’a un seuil indétectable et de remonter le taux de lymphocytes CD4.
Ainsi linfection par le VIH de nos jours peut étre considérée comme une maladie chronique, et les
patients infectés ont vu leur espérance de vie augmenter de plusieurs décennies. Les premiers patients
traités ont aujourd’hui environ 60 ans, et sont sous traitement ARV depuis quasiment 30 ans. Cette
population présente souvent un certain nombre de comorbidités, dont la plupart sont classiquement
associées au vieillissement, suggérant que ces patients pourraient présenter un vieillissement accentué.
Les complications identifiées sont multiples, et concernent en premier lieu des atteintes
cardiovasculaires, notamment I'athérosclérose et des cancers non classant SIDA, mais également des
atteintes métaboliques comme le diabéte, les dyslipidémies et les lipodystrophies, des atteintes
neurologiques, et des atteintes osseuses, notamment une augmentation de la prévalence de I'ostéopénie

et de Postéoporose comparativement 4 la population générale du méme age.

Mes travaux de recherche se sont portés sur la compréhension, a I'aide de modeles 7 vitro, de certains
mécanismes en cause dans les complications osseuses, notamment dans la déminéralisation osseuse dans
le cadre de I'infection par le VIH. Les différentes études cliniques faites a ce jour ont pu montrer que le
traitement ARV et en particulier les molécules de la classe des inhibiteurs de la protéase virale (PI), mais
aussi l'infection par le virus étaient associés a la baisse de la densité minérale osseuse chez les patients

sans que les mécanismes en cause ne soient clairement identifiés.

L’os est un organe en perpétuel renouvellement, et I'équilibre entre formation osseuse assurée par les
ostéoblastes dérivant des cellules souches mésenchymateuses (MSC), et résorption osseuse assurée par

les ostéoclastes dérivant des cellules souches hématopoiétiques (HSC) est responsable de la densité
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minérale osseuse. Le virus et les PI semblent agir sur la formation et aussi la résorption osseuse,

induisant une activité ostéoclastique augmentée et une activité ostéoblastique diminuée.

Dans ce contexte, je me suis intéressée a l'effet & long terme des P, en particulier le Lopinavir (LPV) et
I'’Atazanavir (ATV) et de certaines protéines du VIH en particulier les protéines Tat et Nef sur les

MSC de la moelle osseuse qui sont les précurseurs ostéoblastiques.

Ce travail a permis de montrer que les PI en particulier TATV et le LPV et les protéines du VIH Tat et
Nef induisaient la sénescence des MSC. Nous avons pu mettre en lumicre différents
mécanismes impliqués : les effets de Tat sont trés probablement médiés par une activation du facteur de
transcription pro-inflammatoire et pro-sénescent NF-KB, conduisant 4 une inflammation et des
dysfonctions mitochondriales augmentées, tandis que la protéine Nef agit en inhibant 'autophagie un
processus de dégradation des déchets cellulaires, ayant un réle cytoprotecteur (partie B des résultats).
Par ailleurs TATV/r et le LPV/r induisent une accumulation de prélamine A farnésylée toxique pour la
cellule qui est responsable d’une sénescence cellulaire et d’un stress oxydant (partie B des résultats).
Enfin la sénescence induite par les protéines du VIH et par les PI va étre responsable d’'un défaut de

différenciation ostéoblastique des MSC.

Ces données sont nouvelles, car elles ont tout d’abord permis de montrer qu’au dela de la dysfonction
ostéoblastique, le vieillissement des précurseurs des ostéoblastes peut participer & un défaut de
différenciation et d’activité des cellules ostéoformatrices. Le traitement 4 long terme est aussi une
originalité, et semble pertinent dans le contexte du vieillissement des patients infectés traités. Enfin,
aucune étude n’a jamais montré que les protéines virales Tat et Nef pouvaient induire une sénescence

cellulaire.

Pour présenter ces travaux, l'introduction s’articulera autour de quatre grands chapitres, le premier
porte sur le vieillissement et la sénescence cellulaire, ainsi que sur les grands mécanismes impliqués
particuli¢rement dans la sénescence induite par un stress. Le second chapitre aborde la physiologie et la
physiopathologie du tissu osseux et les mécanismes régulant le recrutement et la différenciation des
MSC. Le troisieme chapitre traite de 'infection par le VIH et des traitements antirétroviraux. Enfin le
quatrieme et dernier chapitre permet dintroduire les comorbidités associé au VIH et plus

particulicrement les complications ossecuses dans le contexte du vicillissement de lindividu.
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INTRODUCTION

A-Le vieillissement

Le vieillissement est un processus physiologique qui correspond 4 un inévitable et progressif déclin des
fonctions physiologiques avec I'age. Démographiquement, il est caractérisé par une augmentation,
dépendante de I'Age, du risque de mortalité et un déclin ou une interruption de la capacité reproductive
(Vina et al. 2007). Il s’associe & des dysfonctions tissulaires générant des comorbidités qui touchent
presque tous les organes, & des degrés différents selon les individus. Ces dysfonctions peuvent étre de
type déficitaire (insuffisance) ou prolifératif (cancers). Les pathologies classiquement associées au

vieillissement sont nombreuses et plus ou moins fréquentes selon le tissu concerné.

La baisse d’activité physique et le mode de vie contribuent a4 une augmentation des troubles
métaboliques au cours du vieillissement. En effet, il a été constaté une augmentation dépendante de
I’age de la résistance a 'insuline, de I'obésité, et des atteintes métaboliques (Grinker et al. 1995, Denys et
al. 2009, Stessman et al. 2014). L’4ge avancé est aussi un facteur de risque majeur de survenue des
maladies cardiovasculaires. Différents stress, comme l'inflammation chronique, le stress oxydant et les
troubles métaboliques, connus pour augmenter au cours du vieillissement sont impliqués dans une
détérioration des tissus vasculaires et cardiaques (North et al. 2012, Hall et al. 2013, Corella et al.

2014).

Le vicillissement est aussi associé & une augmentation de la prévalence de cancer dans la population.
Ainsi d’apres une étude de linstitut national sur le cancer (américain, national Cancer Institute), 54%
de tous les cas de cancers sont retrouvés sur des personnes de plus de 65 ans (Dodd 1991, Yancik 1997,

Hansen 1998).

Par ailleurs I'Age est associé¢ 4 une augmentation des désordres du systéme nerveux central, avec une
augmentation des troubles cognitifs, des pertes de mémoires, de capacité auditive, de 'équilibre, du
controle moteur, conduisant A une rapide perte de qualité de vie, et une augmentation des autres

pathologies (Hall et al. 2013).

Enfin, les personnes agées présentent une perte progressive de la densité minérale osseuse chez les
hommes et encore plus chez les femmes apres la ménopause. En dehors de I'age, plusieurs facteurs sont
impliqués dans cette déminéralisation tels que le mode de vie ou la diminution des hormones sexuelles
(oestrogenes, et testostérone). Les atteintes osseuses peuvent étre également secondaires & certaines

pathologies rénales et & certains traitements, comme les corticoides (Looker et al. 1997, Banu 2013).
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Ainsi I'incidence des fractures augmente au cours du vieillissement de 1% a 13,6% chez ’homme et de

4% 229,3% chez la femme entre 50 et 75 ans (Cummings et al. 2002).

Il est important de noter que 55 4 98 % des personnes agées de plus de 65 ans présentent plusieurs
comorbidités, conduisant & une situation de multimorbidités, dont la prise en charge est difficile
(Marengoni et al. 2011). Les facteurs de risque associés & I'apparition de multimorbidités au cours du
vieillissement ne sont pas totalement connus. Néanmoins l'inflammation chronique 4 bas grade
(comme montré par l'augmentation d’IL-6) est associée a 'apparition des multimorbidités (Vasto et al.

2007, Fabbri et al. 2014) et 4 origine du concept « d’inflammaging » (Franceschi et al. 2007).

Pourquoi vieillit-on ? Quand commence t'on  vieillir ? Y a-t’il une limite 4 la longévité d’un individu ?
Toutes ces questions sont au coeur des études sur le vicillissement depuis plus d’une centaine d’années,
sans pour autant avoir trouvé de réponses formelles. Néanmoins deux grandes théories du vieillissement
s'opposent : le vieillissement programmé, décrivant le vieillissement comme une sorte d’échéancier
biologique, issu de la sélection naturelle, suggéré par A. Weismann en 1882 (Goldsmith 2004) et la
théorie du vieillissement non programmé, sous-produit de la sélection naturelle, lié a 'accumulation
stochastique de dommages et de mutations déléteres chez 'individu 4gé émise par P. Medawar en 1946.
Beaucoup d’arguments recueillis au moyen d’études sur des modeles animaux ou cellulaires viennent
aujourd’hui étayer ces deux théories. En particulier 'étude de la sénescence cellulaire a permis de
grandes avancées dans la compréhension des mécanismes impliqués dans le vieillissement tissulaire et

cellulaire.
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B-La sénescence cellulaire

B-1-Définition et marqueurs de la sénescence cellulaire
B-1-1-Définition

Suggéré par A. Weismann au 19¢me si¢cle, confirmé par L. Hayflick en culture cellulaire, en 1961, le
vieillissement de l'organisme peut s’expliquer par le vieillissement de ses cellules somatiques, conduisant
a un arrét irréversible de la prolifération cellulaire, et donc & une absence de renouvellement des cellules
et tissus endommagés (Hayflick et al. 1961). La sénescence est un état cellulaire viable distinct de arrét
de croissance temporaire observé dans les cellules fonctionnelles (Reddel 1998). I vitro, des passages
répétés de cellules en culture montrent une réduction de la densité cellulaire et une augmentation du
temps de doublement de la population cellulaire. En parallele, le nombre de cellules en sénescence
augmente a chaque passage et est dépendant de I'dge du donneur, suggérant que la sénescence est une
caractéristique de I'dge cellulaire (Campisi 1996, Smith et al. 1996). La sénescence cellulaire est
multifactorielle. On distingue néanmoins trois types de sénescence : la sénescence réplicative associée a
un raccourcissement des télomeres, la sénescence prématurée induite par un stress (SIPS), et la
sénescence induite par les oncogenes (OIS). Néanmoins indépendamment de lorigine, la cellule

sénescente présente des caractéristiques et marqueurs communs, décrits dans le paragraphe suivant.
B-1-2-Caractéristiques et marqueurs de la cellule sénescente

La caractéristique la plus évident de la sénescence cellulaire est 'arrét de la croissance cellulaire, avec un
arrét du cycle cellulaire en phase de transition G1/S (Sherwood et al. 1988, Cristofalo et al. 1993).
Diverses modifications phénotypiques sont aussi caractéristiques de la sénescence, comme un
¢largissement et un étalement des cellules. Les cellules sénescentes présentent des modifications du
cytosquelette et un élargissement de leurs noyaux et de leurs nucléoles (Bayreuther et al. 1988). Au
niveau nucléaire, l'utilisation d’'un marqueur de TADN tel que le DAPI montre I'apparition dans les
cellules sénescentes de foyers d’hétérochromatine (chromatine condensée, transcriptionnellement
inactive). Ces foyers sont appelés SAHF, pour senescence-associated heterochromatin foci (Narita et al.
2003) (Figure 1). Par ailleurs, on observe au cours de la sénescence une augmentation de lactivité
lysosomale, une accumulation d’agrégats lipido-protéiques (lipofuscine), ainsi qu’un phénotype

sécrétoire particulier appelé SASP (Senescence associated secretory phenotype) (Campisi et al. 2007).

La détection de la lipofuscine mais aussi le marquage positif de activité B-galactosidase & pH6 sont tres
utilisés comme marqueurs de la sénescence cellulaire. La B-galactosidase est une hydrolase, active

strictement dans les lysosomes & pH4. La détection dans les cellules sénescentes de lactivité -

11



INTRODUCTION-La sénescence

galactosidase 2 un pH plus élevé, résulterait de 'augmentation au cours du vieillissement du volume et

de l'activité lysosomale (Kurz et al. 2000)(Figure 1).

Enfin, I'entrée en sénescence des cellules induit une résistance a la mort programmée par apoptose. En
effet, les cellules sénescentes expriment des protéines anti-apoptotiques mais aussi la protéine p53, qui

en bloquant le cycle cellulaire empéche I'entrée en apoptose (Jackson et al. 2006) (Figure 1).

Modifications nucléaires

Foyers d’hétérochromatine Foyers de dommages
(SAHF) al'’ADN

DAPI

yH2AX

Modifications morphologiques :
-Elargissement et étalement des cellules
-Elargissement des noyaux et des nucléoles

merged

Fibroblastes sénescents
T. Becker & S. Haferkamp, INTECH, 2013

Résistance a l'apoptose

Altérations lysosomales :

-grains de lipofuscine

-augmentation du volume des lysosomes
-activité beta-galactosidase a pH6:

sortie irréversible
du cycle cellulaire

La cellule sénescente P
MSC sénescente traitées avéc HIV-1Tat, J29
(résultats personnels)

Figure 1 : Les caractéristiques de la cellule sénescente : plusieurs caractéristiques sont associées a la sénescence cellulaire. La premiére

commune a toutes les formes de sénescence est une sortie irréversible du cycle cellulaire, souvent accompagnée de foyers
d’hétérochromatine (SAHF), perpétuant I'arrét du cycle cellulaire. Dans certains cas la sénescence est associée & des dommages de
PADN, mis en évidence par accumulation d’histones YH2AX. La cellule sénescente présente également des modifications
morphologiques, une résistance a I'apoptose et des altérations lysosomales traduisant un défaut de dégradation des déchets

macromoléculaires.
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B-1-3-Cycle cellulaire et sénescence
-Le cycle cellulaire :

Le cycle cellulaire est composé de quatre phases permettant la division cellulaire : la phase G1 est une
phase de préparation a la réplication de TADN, la cellule est sensible pendant cette phase aux signaux
mitogéniques qui permettront d’enclencher la phase S, au cours de laquelle a lieu la réplication de
’ADN 2 proprement parler. La phase G2 prépare les cellules & la mitose qui va avoir lieu en phase M, au
cours de laquelle le matériel génétique est rigoureusement réparti entre les deux cellules filles. En
parallele de la phase G1, les cellules peuvent également se trouver 4 un stade quiescent de non-division
GO. Elles auront alors besoin d’étre activées par des signaux mitogéniques afin de réintégrer le cycle
cellulaire (Coller 2007) (Figure 2). Il est important & ce point de distinguer cellule quiescente, et cellule
sénescente. Les cellules sénescentes ne peuvent pas réintégrer le cycle cellulaire (Sherwood et al. 1988,
Cristofalo and Pignolo 1993), méme si ces cellules restent métaboliquement actives (Matsumura et al.

1979).

La transition entre les différentes phases du cycle cellulaire se fait sous le contrdle de complexes
cycline/CDK. Plus particuli¢rement I'activation de la phase S est dépendante de la libération du facteur
de transcription E2F, ce-dernier est séquestré en phase G1 par la protéine pRb. En réponse aux signaux
mitogéniques, les complexes cycline D/CDK4-6 et cycline E/CDK2 en phosphorylant pRb permettent
la libération d’E2F et donc le passage G1/S (Coller 2007)(Figure 2).

-Arrét du cycle cellulaire en transition G1/S :

La sénescence est caractérisée par une inhibition de kinases cycline-dépendantes, en particulier celles
régulant la transition G1/S. Deux voies de signalisation essentielles sont impliquées dans I'induction de

la sénescence :

-La voie p53-p21-pRb : Différents stress comme la réduction de la taille des télomeres, les radiations, le
stress oxydant, un stress oncogénique vont induire la DDR (DNA damage response), se traduisant par
Iactivation des checkpoint-kinases ATM/ATR, CHK1/2, et l'activation par phosphorylation de p53
(d'Adda di Fagagna et al. 2003, Gire et al. 2004). Diverses ¢tudes ont pu montrer 'importance de ce
facteur de transcription, suppresseur de tumeur, dans I'activation de la sénescence, puisque I'inhibition
de p53 retarde I'apparition de la sénescence réplicative dans des cellules humaines (Beausejour et al.
2003). Un des genes cibles de p53 est le géne p21<"VVAf dont I'expression augmente au cours de la
sénescence. p21 est une protéine inhibitrice des complexes cycline-CDK induisant une séquestration

d’E2F et donc un arrét du cycle cellulaire (Figure 2).
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-La voie p16-pRb : L'autre voie d’induction de la sénescence fait appel a 'activation de p16-pRb. Tout

64 est aussi un inhibiteur des cycline-CDK (Figure 2). Les voies d’activation de p16

comme p21, pl
sont moins bien comprises que celles de p53, néanmoins pl6 est souvent mise en cause dans la
sénescence induite par un stress (SIPS). A contrario de p53, pl6 n’est par contre pas activée lors de la

sénescence réplicative (Lanigan et al. 2011).

L’inactivation de p53-p21 et pl6-pRb est souvent nécessaire pour abroger la sénescence cellulaire,
indiquant que ces deux voies agissent en parallele (Wei et al. 2003). p21 et pl6 induisent une
hypophosphorylation de pRb, et donc une répression des genes cible de E2F, pérennisée par
Paccumulation de foyers d’hétérochromatine, les SAHF, autour des régions promotrices des genes cibles

d’E2F (Narita et al. 2003, Lanigan et al. 2011).

EE2F]-3
pRb -

stress cellulaires

Cycline D1
CDK:

Cycline D1

arrét du cycle cellulaire

stress oxydant
dommage a ’ADN

activation oncogénique

D'aprés Coller, 2007 & Van Deursen, 2014 raccourcissement des télomeres

Figure 2 : Sénescence et arrét du cycle cellulaire: CDK: Cyclin-dependant kinase; P: Phosphorylation; pRb: Protéine du

rétinoblastome ; ATM : ataxia telangiectasia mutated ; ATR : ATR and Rad3 related ; ARF : protéine p14ARF.
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La sénescence replicative, caractérisée par un raccourcissement de la taille des téloméres, la sénescence
induite par un stress et la sénescence induite par les oncogenes activent donc les protéines d’arrét du
cycle cellulaire, permettant linstauration de la sénescence. Dans la suite de I'exposé nous décrirons la

sénescence induite par un stress.
B-2-Sénescence prématurée induite par un stress (SIPS)

Outre la réduction mitotique de la taille des téloméres, un certain nombre de facteurs peuvent accélérer
ou induire la sénescence iz vivo et in vitro, entrainant un arrét de prolifération prématuré. Dans les
cellules humaines, nombre de modeles de sénescence prématurée ont été proposés. Plusieurs types de
dommages cellulaires contribuent 4 la SIPS, nous nous intéresserons ci-dessous au stress oxydant, aux
dysfonctions mitochondriales et aux dommages a TADN (Kirkwood 2005). La SIPS coincide avec
Iactivation du locus INK4a/ARF induisant la sénescence via les voies pl6-pRb et ARF-Mdm2-p53
(Gire 2005). Nous discuterons ensuite le role de l'autophagic et de l'inflammation, dont les

dérégulations sont fortement associées au vieillissement.
B-2-1-Le stress oxydant

Comme suggéré par D. Harman il y a 50 ans (Harman 1956) le vicillissement peut résulter de
Paccumulation d’effets déléteres causés par les radicaux libres. Les espéces réactives de I'oxygene (ERO)
correspondent 4 un groupe de molécules chimiquement réactives dérivées d’'une réduction partielle de
'O,. Une des sources majeures d’ERO est I'anion superoxide O, produit majoritairement au niveau
des complexes I et III de la chaine respiratoire mitochondriale. Il est issu d’une perte d’électron lors de la
réduction de 'O, (Figure 3). Une autre source majeure d’O," est la NADPH-oxydase cytoplasmique.
L’Oyest tres instable, toxique et est donc rapidement dismuté en peroxyde d’hydrogene H,O, par les
enzymes antioxydantes, superoxide dismutases (SOD): la MnSOD (mangan¢se SOD) pour la
mitochondrie, les Cu et ZnSOD pour les formes cytosoliques et extracellulaires (Figure 3). Moins
toxique que 'O;7, H,O, diftuse facilement a travers les membranes, et s’il n’est pas dégradé en H,O par
les catalases, ou les peroxydases (dont la glutathione peroxydase GPx), il va étre transformé en radical
hydroxyl OH, via la réaction de Fenton (Figure 3). Le radical OH' est trés réactif, et va causer des
dommages a diverses molécules comme les acides nucléiques, les protéines et lipides (Labunskyy et al.

2013) (Figure 3).
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des protéines mitochondriales

CA
————
: o GSH H 202

. 7~
o

+“MnSOD

2
cytoplasme H,0,< Oy
Cu/ZnSOD

|

oxydation des protéines

oxydation des lipides
altération de I’ADN
D'apreés Batty E., 2009

Figure 3 : Production d'ERO par la mitochondrie : Espéces réactives de 'oxygene (ERO) : H2O3, Oz, “OH. Elles sont produites au
niveau des complexes I et III de la chaine mitochondriale (étoile) au cours de la respiration. Elles sont prises en charge par les
défenses antioxydantes, SOD : Superoxyde Dismutase, GSH : Glutathion peroxydase, CAT : catalase. MIM/MEM : membranes

interne et externe de la mitochondrie.

Les ERO sont tres utilisés dans la signalisation cellulaire, en particulier dans la réponse aux stress :
inflammation, induction de 'autophagie, mais aussi dans la croissance et le développement. Elles jouent
un réle dual, favorables en concentration modérées, déléteres lorsqu’elles s’accumulent (Labunskyy and

Gladyshev 2013).

Tandis que les cellules jeunes sont capables de se défendre efficacement contre un stress oxydant,
incapacité de la cellule 4gée & répondre aux dommages cellulaires va conduire 4 une diminution des
défenses antioxydantes et & 'accumulation de facteurs pro-sénescents, comme des altérations de TADN
et laccumulation de protéines oxydées (Squier 2001, Jung et al. 2009). En effet, diverses études ont pu
montrer dans les tissus 4gés l'existence de mutations de TADN mitochondrial, associées & une
augmentation de la production d’ERO par les mitochondries (Capel et al. 2005, Maynard et al. 2009).
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Aussi, dans divers modeles animaux (C. Elegans, Drosophile, Souris), 'augmentation de la résistance au
stress ou la diminution de la production de radicaux libres augmente la longévité (Finkel et al. 2000).
Cependant, des souris mutées pour certaines enzymes antioxydantes (SOD2, SOD1, ou la catalase)
présentent bien une élévation de production d’ERO, mais cela n’altére pas leur longévité. De la méme
facon, la prise d’antioxydants par les humains, ou les souris n’a quasiment pas d’impact sur la durée de
vie, suggérant que les ERO ne sont pas les seules impliquées dans 'induction de la sénescence (Huang et

al. 2000, Van Remmen et al. 2003, Chen et al. 2004, Ran et al. 2007).
B-2-2-Les dysfonctions mitochondriales

L’ADN mitochondrial situé & proximité d’une source de production d’ERO est 'un des premiers
touché par le stress oxydant. Les mutations et délétions de TADN mitochondrial vont conduire a la
formation de protéines non ou dys-fonctionnelles. En particulier certains composants de la chaine de
transport d’électron vont étre altérés, amplifiant la production d’ERO, créant ainsi un cercle vicieux
(Dai et al. 2014). Justifiant le faible effet des traitements antioxydants, cette théorie mitochondriale du
vieillissement suggere que les ERO mitochondriales seraient les plus impliquées dans le vieillissement, et
que Cest la faible distribution des antioxydants dans la mitochondrie qui explique leur inefficacité. En
faveur de cette hypothese, les souris transgéniques sur-exprimant la catalase dans les mitochondries
présentent une augmentation de la longévité (Schriner et al. 2005). Il a été constaté au cours du
vieillissement une augmentation des dommages 4 TADN mitochondrial beaucoup plus importants que
ceux causés 4 TADN nucléaire (Lee et al. 2010). De plus, dans certaines pathologies comme l'infection
par le VIH, il a été observé un vieillissement de la population associé avec une accumulation prématurée
d’ADN mitochondrial muté dans le muscle (Payne et al. 2011). Au cours du vieillissement, il y a une
accumulation de mitochondries géantes, dysfonctionnelles, présentant une diminution du potentiel de

membrane mitochondrial (Mammucari et al. 2010).

La mitochondrie est également un acteur majeur de la voie intrins¢que d’induction de I'apoptose.
Bri¢vement, suite 4 différents stimuli comme un stress oxydant et/ou des dommages & 'ADN, la
translocation et I'oligomérisation de la protéine Bax va induire le relargage du cytochrome C (cyt C)
hors de la mitochondrie via 'ouverture des pores de transition membranaire mitochondriaux (mPTP),
la déstabilisation du potentiel de membrane et la rupture de la membrane externe de la mitochondrie.
Dans le cytoplasme le cyt C va ensuite activer des protéases pro-apoptotiques, les caspases, ces-dernicres
induisant 'apoptose en clivant un certain nombre de substrats cellulaires comme les lamines nucléaires

(Wang et al. 2009).
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Les ERO et les mitochondries sont donc au carrefour de la signalisation entre mort cellulaire et
sénescence. Les ERO sont des molécules importantes de la signalisation cellulaire mais un stress oxydant
trop important est néfaste pour la cellule. Cette-derni¢re va réagir en activant des mécanismes de
défense, comme les enzymes antioxydantes ou 'autophagie, mais si les défenses sont dépassées, les ERO

vont induire la mort cellulaire notamment via I'apoptose (Simon et al. 2000).
B-2-3-Dommages 4 PADN et raccourcissement des télomeres

Les télomeres sont des structures composées de protéines et de séquences d’ADN protégeant les
extrémités chromosomiques de la dégradation et de la fusion (Armanios et al. 2012) (Figure 4). Ces
séquences  ADN -TTAGGG- sont répétées en tandem, et synthétisées par la télomérase, une ADN
polymérase, majoritairement au cours de la vie feetale, atteignant une longueur moyenne d’environ 10-
15kb (Campisi and d'Adda di Fagagna 2007, Armanios and Blackburn 2012). Elles forment un
échafaudage moléculaire, contenant des sites de liaison sur lesquels peuvent se fixer les protéines
télomériques TRF1, TRF2, et POT1 (Figure 4). L’'une des fonctions de ces protéines est de séquestrer
ADN télomérique, formant un complexe ADN-protéines appelé shelterine & lextrémité des
chromosomes eucaryotes, les protégeant ainsi de I'instabilité génomique occasionnée par la dégradation
des régions terminales des chromosomes, la fusion des téloméres, les recombinaisons inappropriées ou

les cassures de TADN (Blackburn 2005) (Figure 4).

Figure 4 : Extrémité télomérique : TRF1 et

2: telomeric repeat binding factor 1 et 2:
TPP1: telomere binding protein 1,

TIN2/Potl : Telomeres protection proteins

3"-AATCCCAATCCC-5'
5" TTAGGGTTAGGG-3"

D‘aprés Huzen J., 2008
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La télomérase, composée de la ribonucléoprotéine TERT, possédant une activité reverse transcriptase et
de la matrice ARN TER, est nécessaire 2 la réplication de TADN télomérique, permettant 'extension
5’-3" de lextrémité chromosomique. Elle permet de compenser les réductions télomériques
occasionnées par les nucléases et par la réplication incompléte de TADN terminal (Blackburn 2005).
Présente en grande quantité au stade embryonnaire, on ne la retrouve apres la naissance, en petite
quantité, que dans certaines populations cellulaires somatiques comme la peau, l'intestin et dans les
lymphocytes, conférant a ces cellules un avantage prolifératif (Campisi and d'Adda di Fagagna 2007).
Quelque soit le type cellulaire une diminution de activité télomérase est constatée avec I'age (Serakinci

etal. 2008).

Les dommages 2 'ADN causés par un stress oxydant, un mauvais assemblage du complexe shelterine ou
une réduction anormale de la taille des télomeres, peuvent provoquer lactivation d’une « DNA
damage response » (DDR) conduisant 4 la réparation de ADN, & I'apoptose ou a la sénescence
cellulaire. Au cours du vieillissement la DDR induit lactivation de protéines senseurs, les kinases
ATM/ATR, DNA-PK, puis a la formation de foci de dommage 4 TADN (phosphorylation de 'histone
YH2AX), notamment au niveau des téloméres, conduisant finalement a I'induction et 4 la persistance

de la sénescence, via les protéines p53 ou p21 (Hewitt et al. 2012).

Au cours du vieillissement, les protéines et les organites dysfonctionnels s’accumulent. Pour parer a
Paccumulation de ces déchets cytoplasmiques, la cellule utilise différents mécanismes de dégradation
cytoprotecteurs, dont I'autophagie. Ce processus adaptatif est trés impliqué dans la longévité et la

réduction de 'autophagie est associée avec un vieillissement prématuré (Rubinsztein et al. 2011).
B-3-Sénescence et autophagie
B-3-1-Définition de 'autophagie

La cellule eucaryote poss¢de deux systemes de dégradation de ses déchets : le protéasome et I'autophagie.
Le protéasome est un processus de dégradation tres sélectif des protéines prenant essentiellement en
charge les protéines ubiquitinylées, tandis que l'autophagie, beaucoup moins sélective permet la
dégradation au sein des lysosomes de macromolécules et de matériel cytoplasmique, y compris des

organelles endommaggés, en acides aminés et macromolécules qui seront réutilisés par la cellule.

Trois types d’autophagie ont été décris: la macroautophagie, la microautophagie, et 'autophagic
médiée par les protéines chaperonnes. La macroautophagie fait appel a la formation d’une membrane, le
phagophore, séquestrant de petites portions de cytoplasme et de ses organites, afin de former une

vacuole : I'autophagosome. Ce dernier va fusionner avec les lysosomes, formant I'auto-lysosome, si¢ge
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du processus de dégradation. La microautophagie correspond 4 une insertion de cytoplasme par
invagination de la membrane lysosomale. Dans 'autophagie médiée par les protéines chaperonnes, les
substrats protéiques sont transloqués directement a travers la membrane lysosomale aprés avoir été pris
en charge par des protéines chaperonnes (Hsc70). Le terme consensus « autophagie » fait référence au
type d’autophagie le plus observé, & savoir la macroautophagie (Mizushima et al. 2011), sur laquelle

portera la suite de ce chapitre.

L’autophagie est essentielle pour le développement, la différenciation, la survie et I'homéostasie
cellulaire (Mizushima et al. 2008, Kroemer et al. 2010). Une altération de I'autophagie a été montrée
dans diverses pathologies neurodégénératives, infections, maladies cardiovasculaires et également au

cours du vieillissement.
B-3-2-Déroulement de 'autophagie

L’autophagie est un processus multi-étape complexe finement régulé comprenant initiation, nucléation,

expansion de 'autophagosome et enfin la fusion autophagosome-lysosome (Figure 5).

Initiation - La premicre étape consiste en l'initiation et la nucléation de la membrane qui formera
ensuite la vésicule autophagique. En amont de la formation de 'autophagosome, mTOR (mammalian
Target Of Rapamycin), sous I'activation de facteurs de croissance et de nutriments, inhibe 'autophagie
et régule la survie et la croissance cellulaire. Lorsque la cellule est riche en énergie, n”TORC1 (mTOR
Complex 1) composé entre autre de mTOR et Raptor (Regulating-associated protein of mTOR) se lie
au complexe ULK (unc-51 like autophagy activating kinase) inhibant ce dernier par phosphorylation.
En cas de déficit en nutriments, mTORCI est inactif et la levée de phosphorylation de ULK va
permettre la dissociation de mTORCI-ULK et linitiation de l'autophagie. ULK va se lier aux
membranes permettant ainsi son recrutement au site de formation de I'autophagosome (Hale et al.

2013, Lamb et al. 2013) (Figure 5).

Nucléation - Le complexe ULK en association avec le complexe composé de la phosphatidyl inositol 3
phosphate Kinase (PI3K), de vacuolar protein sorting 34 (Vps34), de Becline-1 (BECNI) et de
protéines auxiliaires (ATG14 ou UVRAG ou AMBRAL1) va activer la nucléation de 'autophagosome
et le recrutement d’autres protéines ATG (autophagy related gene). Le complexe PI3K-BECN1 va
avoir différentes actions en fonction des protéines auxiliaires qu’il contient : 'association avec ATG14
ou AMBRAI (autophagy BECNI1 regulator 1) va activer la nucléation de 'autophagosome, tandis que
Iassociation avec UVRAG lui permettra de favoriser la maturation et la formation de 'auto-lysosome

(Hale et al. 2013, Lamb et al. 2013) (Figure 5).
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Expension - Apres la nucléation, le complexe ATG12-ATGS5-ATGI16L1 est recruté a la membrane
permettant la lipidation des protéines LC3 (Microtubule-associated protein 1 A/MB-light chain 3),
GATE16 (Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa) et GABARAP (GABA(A) receptor-
associated protein). Ces protéines vont s'associer a4 la membrane et favoriser l'expansion de
'autophagosome. Tandis que toutes les protéines ATG se dissocient de 'autophagosome mature, les
protéines LC3 sont retenues 2 la surface interne de 'autophagosome jusqu’a sa fusion avec le lysosome

(Hale et al. 2013, Lamb et al. 2013) (Figure 5).

Fusion autophasome-lysosome — Enfin, les autophagosomes sont formés en périphérie de la cellule et
migrent le long des microtubules pour rejoindre les lysosomes. Deux types de fusions avec les lysosomes
sont observés : une fusion compléte des deux membranes, créant un organite hybride, ou un transfert
du contenu de 'autophagosome vers le lysosome (Jahreiss et al. 2008). Les lysosomes sont des organites
ayant un pH interne bas (pH<5) contenant des hydrolases acides (protéases, glycosidases, nucléases,
lipases, phosphatases) nécessaires a la dégradation des macromolécules et des perméases facilitant
Pexport de petites molécules issues de la dégradation (Boya 2012). Il est & noter ici que les lysosomes
vont dégrader la protéine LC3-II, en faisant un marqueur spécifique de I'autophagosome. Lorsque
lautophagie est activée, le facteur de transcription TFEB est hypophosphorylé, conduisant a sa
translocation des lysosomes vers le noyau, ou il va activer la transcription de génes impliqués dans la
biogénése et le fonctionnement des lysosomes, endosomes et autophagosomes. En condition normale,
les autolysosomes et endolysosomes sont des organites transitoires (Platt et al. 2012). Mais il a été
observé au cours du vieillissement une accumulation de lysosomes dysfonctionnels, participant a
accumulation dans la cellule de grains de lipofuscine, inversement corrélée avec la longévité (Dimri et

al. 1995, Brunk et al. 2002, Kang et al. 2011) (Figure 5).
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Figure 5 : Déroulement de l'autophagie : Suite a I'inhibition de mTORC1 (mechanistic target of rapamycin complex 1) la kinase

ULK-1 (unc-51 like autophagy activating kinase 1) va induire I'activation du complexe PI3Kinase Beclin-1, permettant la
nucléation, I'élongation et la lipidation (LC3II) de I'autophagosome, puis sa fusion avec le lysosome et la dégradation des

macromolécules et organites.
B-3-3-Régulation de 'autophagie

Lors d’un stress non létal tel qu'induit par des variations de I'environnement cellulaire et les signaux
extracellulaires comme les hormones, les cytokines ou la présence de pathogenes, la cellule répond en
adaptant son métabolisme pour se protéger et survivre. L’autophagie est un processus central dans cette
réponse adaptative qui implique différentes voies biochimiques contrélant 'absorption de nutriments,

le métabolisme intermédiaire, le cycle cellulaire et les programmes de survie et mort cellulaire (Kroemer

etal. 2010).
-L’autophagie, senseur nutritionnel et énergétique de la cellule

L’une des voies de signalisation principale dans I'activation de mTOR est la voie des facteurs de

croissance, comme 'insuline et 'IGF1. Ces facteurs, en se liant & leur récepteur a tyrosine kinase
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IR/IGFIR, vont activer Akt via IRS1 et IRS2, inhibant lactivit¢ du complexe TSC1/TSC2,
responsable de I'inhibition de mn-TORC1 (Rubinsztein et al. 2011) (Figure 6).

Les sirtuines (Sirtl) sont des déacétylases NAD-dépendantes inductibles par les stress
environnementaux, comme la carence en nutriments. Elles vont activer 'autophagie de plusieurs fagons,
via l'activation de transcription des différents génes ATG (atg5, Atg7, LC3), mais aussi en induisant le

facteur de transcription FOXO3a, dont diverses cibles sont impliquées dans I'induction de 'autophagie

(ULK, beclin-1, Vps34, LC3, GABARAP) (Kroemer et al. 2010) (Figure 6).

Le ratio AMP/ATP dans le cytosol cellulaire est mesuré par TAMP Kinase (AMPK). ’AMPK agit &
plusicurs niveaux : lorsque les niveaux d’AMP sont élevés, TAMPK active par phosphorylation le
complexe TSC, donc inhibe mTORCI et par ce biais induit 'autophagie. LAMPK peut également
inhiber directement mTORCI par phosphorylation de sa sous-unité RAPTOR. Enfin TAMPK peut
aussi directement activer ULK1 (Rubinsztein et al. 2011, Lamb et al. 2013) (Figure 6).

-L’autophagie, une réponse aux stress

Tandis que la plupart des stimuli induisant 'autophagie agissent via mTORCI, le déficit en nutriment
et le stress du réticulum endoplasmique, via Jnk-1 (c-Jun-N-Terminal kinase-1), lhypoxie, via le facteur
de transcription HIF (hypoxia inducible factor), agissent en dissociant le complexe Bcl-2-BECN1
permettant l'activation de BECN1 (Rubinsztein et al. 2011, Lamb et al. 2013) (Figure 6).

L’autophagie peut étre induite suite aux stress oncogéniques, oxydants ou génotoxiques, notamment via

p53. p53 peut stimuler TAMPK ou inhiber Akt via PTEN, induisant 'autophagie (Lionaki et al. 2013)
(Figure 6).

Le stress oxydant peut également induire 'autophagie via de nombreux mécanismes ; nous citerons par
exemple I'inhibition de mTOR, soit directement, soit via PARP1 (poly ADP-ribose polymérase) suite a
des dommages & 'ADN, l'activation de Jnkl ou de PERK (impliquée également dans le stress du

réticulum) (Kroemer et al. 2010).

Une infection virale ou bactérienne peut conduire également a I'induction de l'autophagie via la
production de cytokines (IFNY), secondairement a l'activation de NF-kB. NF-kB-p65 peut également
activer directement BECN]1, induisant I'autophagie. NF-kB est activée par I'inhibition de 'autophagie,
plus particuli¢rement 4 cause de l'accumulation de p62/SQSTMI, une protéine dégradée par

lautophagie (Kroemer et al. 2010) (Figure 5).
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Le stress du réticulum endoplasmique (RE), médié par le syst¢me de réponse aux protéines non
correctement repliées (unfolded protein response, UPR) est également un stimulus important de
l'autophagie (Kroemer et al. 2010), d’autant plus que le RE est aussi une source capitale pour la

formation de la membrane des autophagosomes.

L’autophagie a aussi un réle central dans le contréle de la qualité des mitochondries, et par conséquent
dans I'élimination de celles qui sont endommagées, par le biais d’'une autophagie sélective nommée
mitophagie (Wang et al. 2011). En cas de dépolarisation de la membrane mitochondriale la kinase
PINKI1 s’accumule 2 la surface de la mitochondrie permettant le recrutement de p62/SQSTMI et la

mitophagie (Kroemer et al. 2010).
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Figure 6 : La régulation de I'autophagie : IRS1 : Insulin receptor 1; PI3kinase, Akt/PKB ; AMP Kinase, PTEN : phosphatase and

tensin homolog; TSC1/2 : tuberous sclerosis 1/2 ; Bcl2 : B-cell CLL/lymphoma 2 ; SIRT1 : Sirtuin 1; FOXO3a: forkhead box

O3 ; Vps34 : phosphatidylinositol 3-kinase ; AMBRAL : autophagy/beclin-1 regulator 1.
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B-3-4-Autophagie et vieillissement

Plusieurs études ont pu mettre en évidence une diminution de I'autophagie au cours du vieillissement 77
vivo et in vitro (Rubinsztein et al. 2011). Réciproquement une inhibition de 'autophagie iz vitro induit
la sénescence prématurée de fibroblastes humains (Kang et al. 2011). Chez la souris, un KO tissu
spécifique de geénes ATG précipite I'apparition de dysfonctions liées & I'Age dans ces tissus, notamment
'accumulation de lysosomes contenant la lipofuscine, de dysfonctions mitochondriales et de protéines
oxydées (Rubinsztein et al. 2011). De méme, I'induction de 'autophagie, que ce soit via l'inhibition de
la voie insuline-IGF1, ou via la restriction calorique dans divers modeles animaux (du C. Elegans au
singe Rhesus), augmente la longévité des individus. Et linhibition de l'autophagic prévient
augmentation de la durée de vie induite par la restriction calorique (Levine et al. 2008, Rubinsztein et
al. 2011). Ainsi, la restriction calorique induit 'autophagie via I'activation de SIRT1 et de TAMPK,
mais aussi via 'inhibition de 'axe IGF1-Akt-mTOR (Kenyon 2010, Egan et al. 2011)(Figure 6).

La réduction de 'autophagie au cours du vieillissement est associée avec 'augmentation de pathologies
lides a I'age comme 'ostéoporose. Des souris, avec une déficience pour 'autophagie dans les ostéoblastes,
présentent un défaut de différenciation terminale des ostéoblastes et une diminution de la formation
osseuse (Liu et al. 2013). De plus des mutations de p62 induisant une activation chronique de NF-kB-
TRAF6, conduisent & une ostéoclastogénese et un turnover osseux augmentés (Goode et al. 2010).
Enfin, un niveau constitutivement élevé d’autophagie a été observé dans les précurseurs

ostéoblastiques : les MSCs (cellules souches mésenchymateuses) participant a la maintenance et au

renouvellement de ces cellules (Oliver et al. 2012, Lee et al. 2013).
B-4-Sénescence et inflammation

La cellule sénescente a un profil sécrétoire particulier, appelé SASP (senescence-associated secretory
phenotype), composé de facteurs de croissance, comme VEGF, EGF, bFGF, de cytokines et
chimiokines pro-inflammatoires et immuno-modulatrices: IL-1, IL-6, IL-8, MCP-2, mais aussi de
protéases et facteurs remodelant la matrice extracellulaire, le tout lui conférant une activité autocrine ou
paracrine (Acosta et al. 2008, Correia-Melo et al. 2014) (Figure 7). Les facteurs de croissance et les
protéases composant le SASP sont importants pour la réparation tissulaire, ils participent au
recrutement des cellules immunitaires, 4 'élimination des pathogenes, 4 la mobilisation des cellules
progénitrices pour la cicatrisation (Krizhanovsky et al. 2008). La fonction premi¢re du SASP est donc
de corriger les dommages cellulaires et les dysfonctions. Néanmoins le SASP a des effets plus néfastes, il
induit la sénescence et I'arrét de la croissance cellulaire de fagon autocrine et paracrine, mais aussi

favorise la tumorigénese, particuli¢rement via la sécrétion en grande quantité des cytokines et
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chimiokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 (Krtolica et al. 2001, Orjalo et al. 2009, Rodier et al.
2011) (Figure 7).

Peu de temps apres 'arrét de sa croissance, la cellule sénescente va sécréter de d’IL-1at en faible quantité
comparativement a IL-6 et IL-8. IL-1at va néanmoins se lier 4 son récepteur IL-1R induisant une

cascade de signalisation permettant 'activation des facteurs de transcription NF-kB et C/EBPf

nécessaires 2 la sécrétion d’IL-6 et I'IL-8 (Orjalo et al. 2009) (Figure 7).
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IL-la S~ 6

NF-kB
arrét de la C/EBPB IL-8
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Figure 7 : Sénescence et inflammation : SASP : Senescence associated secretory phenotype ; IL-6 : Interleukine-6, IL-8 : Inteleukine-

D'apreés Rodier & Campisi, 2011

8; MMPs: Métalloprotéinases; IL-1a: Interleukine-lalpha, NF-xB: Nuclear factor kappa B; C/EBPb: CCAAT/enhancer

binding protein beta.

Le facteur de transcription NF-kB régule 'expression de nombreux genes impliqués notamment dans
I'inflammation et la réponse cellulaire au stress. Cest le facteur de transcription le plus associé¢ au
vieillissement (Adler et al. 2007). NF-kB est un acteur majeur de la fonction mitochondriale et du stress
oxydant. Présent dans la mitochondrie, il régule 'expression de TADN mitochondrial (Cogswell et al.
2003, Bakkar et al. 2012). Une augmentation de I'activité de NF-KB est associée & une augmentation du
stress oxydant et des dysfonctions mitochondriales (Mariappan et al. 2010). De plus NF-kB est

connecté¢ & de multiples voies de signalisations impactant la longévité : insuline/IGF1, SIRT, FoxO,

mTOR (Tilstra et al. 2011).
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Les membres de la famille Rel/NF-kB, composés de p65/relA, relB, c-rel, p5S0 et p52, partagent un
domaine RHD (Rel Homology Domain) de liaison 4 TADN. En plus de la voie de signalisation en aval
de I'IL1-R, il y a beaucoup d’autres activateurs de NF-kB, notamment les voies de signalisations
associées aux TLR (Toll Like Receptor), TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor), TCR et BCR (T-
cell & B-cell Receptor), mais aussi secondairement aux dommages 4 TADN, via ATM (Tilstra et al.

2011) (Figure 8).

L’activation de NF-kB fait appel a deux signalisations: la voie canonique p65/RelA et la voie non
canonique p52/RelB. Cependant les réponses aux stress et aux dommages de 'ADN impliquent
majoritairement la voie canonique. Bri¢vement, le complexe IKKy(NEMO)-IKKo-IKKf, par jeu de
phosphorylations, va inhiber IkB induisant la dégradation de ce-dernier par le protéasome permettant
la libération NF-KB-p65 et sa translocation dans le noyau, ou il activera la transcription de nombreux

génes pro-inflammatoires et immuno-modulateurs (Tilstra et al. 2011) (Figure 8).
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Figure 8 : La voie de signalisation NF-xB : IL1-R : IL-1 receptor ; TLR : Toll like receptor, TNFR : Tumor necrosis factor receptor ;

TCR/BCR: T et B cell receptor ; IKK : IxB Kinase, IxBa : inhibitor of kappaB kinase alpha ; RE : response element, RNApol : RNA

Beaucoup d’études ont pu montrer une activation chronique de NF-kB dans les pathologies liées a I'age,

notamment dans les pathologies osseuses (Berenbaum 2004). Cependant, l'implication de NF-kB dans

Iinduction de la sénescence n’a été démontré que récemment, J. Tilstra a ainsi pu montrer que

I'inhibition génétique (Knock In) ou pharmacologique (Inhibition de IKK) de NF-kB chez un modtle

de souris progéroides, présentant un vieillissement accéléré, retardait la survenue des pathologies et de la

sénescence cellulaire, en réduisant le stress oxydant et les dommages 4 TADN (Tilstra et al. 2012).
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Au cours du vieillissement, il a été constaté I'installation progressive d’une inflammation de bas grade, a
Porigine de la plupart des maladies associées au vicillissement, appelée inflammaging (Franceschi et al.

2007, Chung et al. 2009).
B-5-La sénescence cellulaire iz vivo
B-5-1-Accumulation des cellules sénescentes avec I'age

Il a été constaté iz vivo, une accumulation avec I'age de cellules sénescentes dans différents tissus. Au
sein des tissus, les cellules exprimant des marqueurs de sénescence sont rares chez les individus jeunes a
la différence des individus 4gés. En fonction de Iespéce et des tissus il est estimé que les cellules

sénescentes s'accumulent dans les tissus & hauteur de 1 4 15% (Campisi and d'Adda di Fagagna 2007).

Les cellules sénescentes sont retrouvées plus particuli¢rement dans les tissus affectés par des pathologies
lides & I'age comme la paroi vasculaire dans I'athérosclérose, et le cartilage dans I'arthrose (Chang et al.
1995, Price et al. 2002). Il a été démontré que le systéme immunitaire pouvait participer a I'élimination
des cellules sénescentes. Néanmoins on ne sait toujours pas pourquoi les cellules sénescentes
saccumulent au cours du vieillissement 7z vivo. Leur implication dans 'induction du vicillissement a pu

6111k4a

étre montrée, puisque 'élimination des cellules sénescentes positives pl retarde I'apparition des

désordres liés a 'age chez un modele de souris BubR1 progéroide (Baker et al. 2011).
B-5-2-Les syndromes de vieillissement prématuré

Les laminopathies regroupent les maladies dues a des mutations du gene LMNA. Elles s’integrent parmi
les « nucléopathies » qui englobent les pathologies liées & des mutations des génes codant pour les
protéines de I'enveloppe nucléaire (Worman 2012). Ces maladies sont dues & des mutations sur les
geénes codant la lamine A/C, ZMPSTE24, I'enzyme de maturation de la prélamine A en lamine A, les
lamines B, le récepteur aux lamines B ou encore I'émerine. Ces maladies touchent préférentiellement les
tissus d’origine mésenchymateuse, comme les tissus musculaires, osseux, cartilagineux, vasculaires,
adipeux ou encore la peau. Des syndromes de vicillissement accéléré comme la progéria de Hutchinson-
Gilford (HGPS) font partie des laminopathies. Les premiers symptémes apparaissent dans la premiére
année de vie et comprennent retard de croissance, altérations osseuses et de la peau. La mort survient en
général A I'adolescence, suite aux atteintes cardiaques (Merideth et al. 2008, Coppede 2013). Cette
maladie est due majoritairement a une substitution de zovo C1824>T du géne LMNA. Cette mutation
hétérozygote chez les patients est a origine de la synthése d’'une prélamine A tronquée de 50 acides
aminés au niveau du domaine C-terminal. La délétion touche le site de clivage protéolytique de la

ZMPSTE24, empéchant la maturation de la prélamine A. Ce qui va entrainer 'accumulation de
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prélamine A tronquée, farnésylée, toxique appelée progérine, a l'origine du vieillissement accéléré

(Scaffidi et al. 2008).

Dans cette pathologie sont observés une réduction de la taille des téloméres et des dommages 4 TADN,
conduisant & une activation de p53, de la sénescence et de 'apoptose. Cela entraine un défaut de

régénération des tissus endommaggés, responsable du phénotype de vieillissement accéléré observé.

Il a été démontré également que la progérine s’accumule entre autre dans les cellules souches
mésenchymateuses (MSC), rendant la cellule plus sensible au stress oxydant et a la sénescence,
confirmant 'importance de cette protéine dans la réponse aux ERO (Boyette et al. 2014). De plus il a
été constaté au cours du vieillissement normal une accumulation de progérine et de prélamine A dans

les noyaux de certaines cellules (Infante et al. 2014).
B-5-3-Epuisement des cellules souches et immunosénescence

Les cellules souches participent au renouvellement des tissus. Leur vieillissement est responsable du
vieillissement tissulaire, particulitrement des tissus possédant un degré élevé de renouvellement

cellulaire, comme le syst¢éme immunitaire.

L’'immunosénescence se traduit par une altération avec I'dge de lactivité des cellules souches
hématopoiétiques (HSC) dans la moelle osseuse et une involution thymique associées a une réduction
progressive du nombre de lymphocytes T CD4+ et CD8+ naifs, et & une augmentation du ratio cellules
mémoires/cellules naives. Cette sénescence immunitaire participe a 'augmentation des infections,

leucémies, et cancers chez les personnes 4gées (Appay et al. 2010, Geiger et al. 2013).

Les dysfonctions observées dans les HSC, donnant naissance aux lignées lymphoides et myéloides,
participent au vieillissement de 'immunité innée et adaptative. Ainsi, méme si le nombre de HSC
multipotentes augmente dans la moelle osseuse des individus 4gés, probablement pour compenser un
défaut de fonctionnement des cellules, les précurseurs engagés dans la différenciation vers la lignée
lymphoide sont diminués a I'inverse des précurseurs myéloides (Kuranda et al. 2011). En accord, il a écé
constaté dans les HSC sénescentes une diminution d’expression des genes de la lignée lymphoide et une
augmentation de I'expression de genes impliqués dans I'inflammation, comme NF-kB et ICAM-1.
Parmi les mécanismes impliqués dans la sénescence des HSC sont évoqués la production d’ERO, les
dommages 2 TADN et le microenvironnement des cellules. En effet les HSC sont localisées dans des
niches au sein de la moelle osseuse composée d’un réseau de vaisseaux, fibres nerveuses, cellules souches

mésenchymateuses, adipocytes, ostéoclastes, ostéoblastes et macrophages (voir partie C-1-2). Une niche
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agée pro-inflammatoire, ainsi que la production d’ERO par les cellules qui la compose, participe au

vieillissement et au défaut de différenciation des HSC (Geiger et al. 2013).

Diverses infections peuvent également amplifier I'immunosénescence, comme linfection par le
cytomégalovirus (CMV) ou le VIH, augmentant le turnover des cellules immunitaires, le

raccourcissement des téloméres et 'inflammation (Deeks et al. 2012).
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C-Le tissu osseux

C-1-Physiologie de 'os

Composé de 213 os, le squelette adulte humain est un organe important du corps humain. Il fournit
support et protection pour les autres organes, permet la locomotion, et le maintien de 'homéostasie

minérale, notamment calcique et phosphorique.

Le tissu osseux se renouvelle continuellement et la masse osseuse dépend de I'équilibre entre la
résorption osseuse assurée par les ostéoclastes et la formation osseuse assurée par les ostéoblastes. Le
déséquilibre entre résorption et formation de l'os a des répercussions sur la masse osseuse et peut
conduire 4 long terme 4 une perte de I'intégrité de la structure du squelette. Le squelette n’est pas un
organe inerte, il est en perpétuel renouvellement et la moelle osseuse est le siege de I’hématopoiese

(Clarke 2008).
C-1-1-On est tombé sur un os

Le squelette humain adulte est composé 4 80% d’os cortical et 20% d’os trabéculaire. L’os cortical
(compact) est dense et solide et entoure la moelle osseuse, tandis que I'os trabéculaire (spongieux) est
composé d’un réseau en nid d’abeille de plaques et de tiges trabécullaires intercalées dans la moelle

osseuse (Taichman 2005, Clarke 2008 ). Les deux types d’os sont composés d’ostéones (Figure 9).

Figure 9 : Structure de I'os
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des ligaments et tendons sur I'os. A la surface interne de l'os se situe I'endosteum, un tissu conjonctif

entourant la cavité médullaire (Clarke 2008, Ascenzi et al. 2012, Seeman 2013) (Figure 9).
C-1-2-Composition du tissu osseux

Le tissu osseux est composé de plusieurs types de cellules : ostéoblastes, ostéocytes, ostéoclastes et d’une
matrice extracellulaire. La moelle osseuse, située au centre de I'os au niveau de I'endosteum, est un
organe complexe contenant différents types cellulaires. Les cellules souches présentes dans la moelle
osseuse comprennent les cellules souches hématopoiétiques (HSC), a 'origine des lignées myéloides et
lymphoides, et des cellules stromales, dont les cellules souches mésenchymateuses (MSC) et les

adipocytes (Clarke 2008, Crane et al. 2014).
-L’organisation des niches au sein de la moelle osseuse

Ces cellules souches sont regroupées dans des niches, un tissu local, dont le microenvironnement régule
et maintient le fonctionnement des HSC en particulier. Une portion des HSC est située pres de la
surface endostéale, majoritairement dans I'os trabéculaire, a proximité des ostéoblastes et des cellules
bordantes, indiquant un réle de la lignée ostéoblastique dans la régulation des HSC. Elles sont aussi
retrouvées A proximité des vaisseaux sanguins, dans ce que l'on appelle la niche péri-vasculaire,
permettant la migration des HSC vers la circulation sanguine (Yin et al. 2006, Wang et al. 2013, Crane

and Cao 2014, Morrison et al. 2014).

Les MSC et les ostéoblastes sont importants pour la régulation des HSC. En effet, ils participent a la
formation des niches hématopoiétiques, sécretent des cytokines et protéines de la matrice impliquées
dans la régulation des HSC (Wang et al. 2013). A Pinstar des ostéoblastes, les adipocytes dérivent des
MSC. Ce sont les cellules stromales les plus abondantes dans la moelle osseuse. Ces cellules, longtemps
considérées comme des cellules opportunistes, présentes dans les places non occupées par les HSC ou
par les cellules du remodelage osseux, ont maintenant une activit¢ reconnue dans le
microenvironnement osseux. Les adipocytes sont particulitrement présents dans les zones de
remodelage osseux intense, et servent de réserve d’énergie locale. Les adipocytes sécrétent également
divers facteurs solubles modulant le métabolisme osseux comme 'adiponectine et la leptine, connues
pour moduler la différenciation et activité ostéoblastique, ou comme les acides gras libres, toxiques
pour les ostéoblastes. Les adipocytes sécrétent également RANKL (Receptor activator of NF-KB ligand)

favorisant 'ostéoclastogénése (Sadie-Van Gijsen et al. 2013).
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-La matrice extracellulaire

Sécrétée par les ostéoblastes et les chondrocytes, la matrice extracellulaire de 'os comporte une partie

organique (20-40%) et une partie minérale (50-70%).

La partie protéique de l'os est constituée & 85 % de collagéne, principalement de fibres de collagéne de
type 1 et pour 10-15% d’autres protéines non collagéniques comme I'ostéocalcine, et 'ostéopontine, des
protéines liant le calcium ou le phosphate, mais aussi des glycoprotéines, comme la fibronectine,
permettant 'adhésion des cellules, ou encore les protéoglycanes, des protéines glycosylées et des facteurs

de croissance.

Le role des protéines osseuses n’est pas encore bien défini. Néanmoins plusieurs semblent impliquées
dans lactivité des cellules osseuses, et dans la régulation de la minéralisation, comme la phosphatase
alcaline, une protéine glycosylée, liée a la surface des ostéoblastes, qui intervient dans la minéralisation

osseuse (Clarke 2008).

De méme la présence de séquences RGD (séquences arginine-glycine-acide aspartique permettant la
liaison aux intégrines) dans un certain nombre de protéines matricielles: collagene, fibronectine,
ostéopontine, et sialoprotéines osseuses, permet 'adhésion des cellules osseuses a la matrice, et donc la
résorption et la formation osseuse (Duong et al. 2000). La partie minérale est constituée essentiellement

de cristaux d’hydroxyapatite (Caio(PO4)s(OH)2).
-Les ostéoclastes

Les osteoclastes sont des cellules géantes multinuclées responsables de la résorption osseuse. Ils dérivent
de précurseurs monocyte-macrophage mononucléés provenant majoritairement des HSC et de la lignée
monocytaire de la moelle osseuse. Ces cellules mononuclées vont fusionner pour former des pré-
ostéoclastes multinucléés. Ces-derniers vont se fixer aux protéines de la matrice osseuse et au niveau des

compartiments de résorption osseuse (Boyle et al. 2003) (Figure 11).

La différenciation des ostéoclastes est activées suite a la sécrétion de deux cytokines : RANKL et M-
CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor) qui sont majoritairement produites pas les cellules
stromales de la moelle osseuse et les ostéoblastes. M-CSF est requis pour la prolifération, la survie et la
différenciation des précurseurs ostéoclastiques, tandis que RANKL en se fixant 8 RANK présent a la
surface des ostéoclastes, est nécessaire A la formation de ces derniers. La formation et I'activation des
ostéoclastes sont sous le controle du ratio RANKL sur OPG (ostéoprotégérine) qui est une protéine
inhibitrice de RANKL (Boyle et al. 2003) (Figure 10). D’autre facteurs comme IL-1, IL-6, et CSF

(colony-stimulating factor) produits localement, mais aussi 'hormone parathyroidienne (PTH), la
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vitamine D, et la calcitonine régulent la résorption osseuse (Figure 10). Afin de résorber los, les
ostéoclastes se lient a la matrice osseuse via leurs intégrines, deviennent polarisés, et sécretent des ions
H* pour dissoudre la partie minérale, ainsi que de la cathepsine K et des métalloprotéinases pour digérer

les protéines de la matrice osseuse (Boyle et al. 2003, Clarke 2008) (Figure 11).

La phosphatase acide tartrate résistante (TRAP) est I'enzyme qui caractérise les ostéoclastes. Son
activité témoigne de la résorption osseuse, tout comme la libération d’hydroxyproline, et de produits de
dégradation du collagene : les peptides C et N terminaux du collagéne de type I (CTX et NTX)
(Henriksen et al. 2007) (Figure 10).
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Figure 10 : Contre-régulation de I'ostéoblaste et de I'ostéoclaste : RANKL : receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand ;

OPG : ostéoprotégérine ; M-CSF : macrophage colony-stimulating factor ; ALP : Alcaline phosphatase, BSP : Bone sialoprotein ;
IGF : Insulin growth factor ; TGF-8 : Tumor Growth factor beta ; BMP : Bone morphogenic protein ; MMP : Metalloproteinase ;
CTX/NTX : collagen type 1 cross-linked C-telopeptide ou N-telopeptide

-Les ostéoblastes

L’ostéogéneése est caractérisée par 'engagement et la prolifération de cellules ostéoprogénitrices qui
apres arrét de la prolifération cellulaire, se différencient en ostéoblastes fonctionnels chargés de la
synthese et de la minéralisation de la nouvelle matrice osseuse. Les ostéoblastes proviennent de la

différenciation des cellules souches mésenchymateuses (voir partie C-2-1) sous I'induction précoce du
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facteur de transcription Cbfa/Runx2 (voir partie C-2-3) (Komori et al. 1997). La phase de maturation
de l'ostéoblaste est ensuite caractérisée par I'expression de genes impliqués dans la production de la
matrice, comme la phosphatase alcaline (ALP), le collagene de type I, I'ostéopontine et la fibronectine
(Harris et al. 1994). Enfin les ostéoblastes différenciés expriment des marqueurs tardifs de
différenciation, au début de la phase de minéralisation, tels que l'ostéocalcine et les sialoprotéines

(Gordon et al. 2007) (Figure 10).

L’ostéocalcine est sécrétée dans la circulation sanguine et est un bon témoin de la formation osseuse,
notamment au cours du vieillissement. Il est & noter que la phosphatase alcaline et 'ostéopontine sont

couramment utilisées comme marqueurs de maturation de la matrice extracellulaire osseuse (Seibel

2005).

Plusieurs facteurs controlent la différenciation et 'activité ostéoblastique. Certains facteurs locaux sont
d’'importants régulateurs du recrutement, de la différenciation et de la fonction de l'ostéoblaste (Robubi
et al. 2014). Parmi ces facteurs, les plus importants sont ceux produits par les ostéoblastes, s'incorporant
dans la matrice osseuse: les IGF, le TGF-f, les BMP (bone morphogenetic proteins) et les FGF
(fibroblast growth factors) (Figure 10). L'IGF-1 active la prolifération ostéoblastique et la synthése de
collagene de type I (Giustina et al. 2008, Crane and Cao 2014). Le TGF-f est produit de maniére
latente par les ostéoblastes, stocké dans la matrice osseuse, puis libéré lors de la résorption osseuse. Le
TGEF-f stimule la formation osseuse iz vivo, ainsi que la différenciation et I'activité ostéoblastique in
vitro. 11 augmente la production d’OPG par les MSC et les ostéoblastes et stimule la synthese de
collagene de type I et d’ostéopontine (Chen et al. 2012, Crane and Cao 2014). Les BMP (-2,-4,-6,-7),
membres de la famille du TGF-f, jouent un réle important dans la formation osseuse. Produites par les
ostéoblastes, les BMP agissent en augmentant lexpression de Runx2 dans les précurseurs
ostéoblastiques, ainsi que expression des genes ostéoblastiques (ALP, collagéne I, ostéocalcine) dans les
ostéoblastes différenciés (Chen et al. 2012). Enfin les FGF sont des régulateurs importants de la

prolifération, de la fonction et de 'apoptose des ostéoblastes.

Un certain nombre de facteurs systémiques contrdlent également l'ostéoformation, notamment les
hormones parathyroidiennes (PTH) et sexuelles, les glucocorticoides et la vitamine D (Crane and Cao
2014). La PTH a des effets anaboliques sur la croissance osseuse, elle stimule 77 vitro 'expression de c-
fos et inhibe I'apoptose de 'ostéoblaste, mais surtout participe a I'activation et au maintien de Runx2
(Krishnan et al. 2003) (Figure 10). Les oestrogenes augmentent la prolifération, la différenciation et
inhibent I'apoptose des ostéoblastes, en activant le facteur de transcription Runx2, la voie Wnt, et en

favorisant la production locale de facteurs de croissance comme I'IGF (insulin-like growth factor), et le
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TGF-f (McCarthy et al. 2003, Crane and Cao 2014). Ils régulent également négativement la
transcription du facteur de transcription NF-KB, lui méme impliqué dans I'expression de certaines
cytokines proinflammatoires (Stein et al. 1995) (Figure 10). La 1,25(OH),-dihydroxyvitamine D3, la
forme active de la vitamine D stimule I'expression de genes ostéoblastiques tels que 'ostéopontine et
lostéocalcine (van de Peppel et al. 2014). Enfin les glucocorticoides ont des effets multiples et variés sur
les ostéoblastes, en fonction du stade de maturation de ces-derniers : ils inhibent la prolifération des
pré-ostéoblastes, mais augmentent la différenciation ostéoblastique des MSC, a contrario ils
augmentent également lapoptose des ostéoblastes, et le ratio RANKL/OPG, induisant la

différenciation ostéoclastique (Henneicke et al. 2014) (Figure 10).

Une fois intégrés dans la matrice osseuse, les ostéoblastes se différencient en ostéocytes. Ces derniers
forment un réseau au sein de 'os minéralisé en projetant des filipodes au sein de canalicules a travers
I'os. Les ostéocytes sont importants pour la structure et le métabolisme osseux, ils expriment diverses
protéines matricielles supportant les adhésions intercellulaires, les échanges de minéraux et la mécano-

sensation (Clarke 2008).
C-1-3-Renouvellement osseux

Le remodelage osseux est le procédé par lequel l'os est renouvelé pour maintenir sa solidité et
I’homéostasie minérale. Le remodelage implique le remplacement continuel de parties d’os vieux ou
endommagé par une nouvelle matrice protéique collagénique qui sera ensuite minéralisée, formant le
nouveau tissu osseux. L'unité en charge du renouvellement osseux, appelée Basal Multicellular Unit
(BMU), est composée d’ostéoclastes et d’ostéoblastes, assurant respectivement la résorption et la

formation osseuse (Clarke 2008, Sims et al. 2014) (Figure 11).
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Figure 11 : Le remodelage osseux : MSC : cellules souches mésenchymateuses ; BMU : Basal multicellular unit

38



INTRODUCTION-Physiologie et vieillissement du tissu osseux

Le remodelage est composé de quatre phases: activation, résorption, réversion et formation. La
premi¢re phase correspond 2 lactivation du remodelage par le recrutement des précurseurs
ostéoclastiques, et la maturation de ces derniers en ostéoclastes. Chaque cycle de résorption osseuse par
les ostéoclastes prend entre 2 et 4 semaines. Les ostéoclastes vont sécréter des protons H' dans le
compartiment de résorption, afin d’abaisser le pH autour de 4,5, permettant la mobilisation des
minéraux osseux. Ils vont également sécréter des phosphatases, des métalloprotéinases, de la cathepsine
K pour digérer la matrice osseuse, formant ainsi des lacunes dans la matrice osseuses trabécullaire. La
phase de réversion marque la transition de la résorption a la formation osseuse, la mort par apoptose des
ostéoclastes, et le recrutement des ostéoblastes. La formation osseuse se fait en 4 & 6 mois, les
ostéoblastes synthétisent la nouvelle matrice de collagene et régulent sa minéralisation en sécrétant de
petites vésicules contenant du calcium et du phosphate. Les ostéoblastes, entourés de matrice calcifiée,
deviennent des ostéocytes, ou des cellules bordantes, les ostéoblastes restant, soit 50-70%, meurent par

apoptose a la fin du processus de formation osseuse (Clarke 2008, Sims and Martin 2014) (Figure 11).
C-2-Les cellules souches mésenchymateuses
C-2-1-La découverte des MSC, mutlipotence et plasticité

La découverte de cellules souches non-hématopoiétiques dans la moelle osseuse de rongeurs a été faite
dans les années 1970 par Friedenstein. A partir de moelle osseuse, il a pu isoler en culture cellulaire, un
groupement hétérogene de cellules d’aspect fibroblastique, clonogéniques et formant en quelques
heures des colonies (Colony-forming unit fibroblastic, CFU-F) (Friedenstein et al. 1970). Ces cellules
nommées MSC (mesenchymal stem cells) sont multipotentes et capables de se différencier iz vitro en
diverses cellules de la lignée mésenchymateuse : ostéoblastes, chondrocytes, adipocytes, myoblastes

(Caplan 2007).

Les MSC dériveraient du mésoderme, bien que 'on ne leurs reconnaisse pas de capacité de
différenciation en cellules sanguines (d’origine mésodermique) (Schipani et al. 2008). En 2006, la
société internationale pour la thérapie cellulaire a établi différents marqueurs caractérisant les MSC :
(1) ladhérence au plastique en culture cellulaire, (2) lexpression de marqueurs antigéniques
spécifiques : STRO-1 (+), VCAM (+), CD73 (+), CD105 (+), CD90 (+), CD45 (-) CD34 (-), CD14
ou CD11b (-), CD79« ou CD19 (-), HLA-DR (-) et (3) par leur capacité de différenciation en

ostéoblastes, en adipocytes, en chondrocyte (Zhang et al. 2012).

Les MSC sont présentes dans de nombreux tissus, et couramment isolées de la moelle osseuse, dans

laquelle elles représentent moins de 0,01% de la population cellulaire, du tissu adipeux, des tendons, du
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sang périphérique, du muscle squelettique, et des tissus néonataux (sang de cordon, placenta). En
fonction de leur tissu d’origine, les MSC présentent quelques différences au niveau de leur capacité
proliférative et de différenciation notamment. Ainsi les MSC du tissu adipeux proliferent mieux que les

MSC de la moelle osseuse, mais présentent une plus faible capacité migratoire (Zhang et al. 2012).
C-2-2-Auto-renouvellement et sénescence des MSC

Les MSC sont des cellules capables de s’auto-renouveler, comme le montre leur capacité a former des
CFU-F. Contrairement aux cellules souches embryonnaires, les MSC présentent une réduction de leur
capacité proliférative au cours des divisions, et le nombre maximal de doublement de la population
observé est entre 30-40. Le temps de génération des MSC est compris entre 12-24h, en fonction du

donneur et de la densité de cellules (Sethe et al. 2006).

Les MSC sénescentes présentent plusieurs caractéristiques communes ou non a d’autres types
cellulaires. Les MSC sénescentes sont plus larges, et étalées, leur forme est moins étoilée
comparativement aux cellules jeunes. Elles présentent une diminution de la capacité réplicative avec
I4ge, associée avec une augmentation du temps de génération et une diminution de nombre de CFU-F
formées et aussi une altération de la différenciation, avec une ostéoblastogénese diminuée et une
adipogénese augmentée (Stolzing et al. 2006). Les MSC peuvent présenter un raccourcissement des
télomeres, et une augmentation de lactivité p-galactosidase & pH6, une diminution des défenses
antioxydantes, corrélant avec une augmentation du stress oxydant (Stolzing and Scutt 2006). Les MSC
sénescentes présentent un profil sécrétoire particulier caractérisé une diminution des sécrétions de
TGF-B et BMP2/4, attestant d’'une diminution du potentiel de différenciation ostéoblastique, ainsi

qu’une augmentation de la sécrétion d’IL-6 (Sethe et al. 2006).
C-2-3-Capacité de différenciation des MSC

De par leur origine mésodermique, les MSC sont préférentiellement différenciées en ostéoblastes,
adipocytes, et chondrocytes, mais aussi en cellules musculaires lisses et cardiaques. De facon inattendue,
les MSC peuvent aussi étre différenciées iz vitro en cellules dérivant d’autres feuillets embryonnaires :
en cellules neuronales, astrocytaires, hépatocytaires, endothéliales. Plusieurs hypothéses peuvent
justifier ces différenciations : une partie des MSC pourraient provenir d’autres feuillets embryonnaires,

ou les MSC pourraient subir une transdifférenciation (Zhang et al. 2012).
-Focus sur la différenciation ostéoblastique

La différenciation des MSC en ostéoblastes nécessite I'expression coordonnée du facteur de

transcription majeur Cbfal/Runx2 (Core-binding factor Al/Runt-related transcription Factor-2) et
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d’autres facteurs de transcription tels que Msx-2 (MSH homeobox protein), DIx5 (Distal less

homeobox 5) et osterix, qui contrdlent I'expression des génes cibles au cours de l'ossification (Figure

12).

Dans un premier temps, 'activation du facteur de transcription Cbfal/Runx2 induit I'engagement des
cellules mésenchymateuses vers le lignage ostéoblastique (Komori et al. 1997). Le taux d’expression de
Cbfal/Runx2 dépend de I'expression de facteurs locaux tels que les BMPs (Takazawa et al. 2000, Edgar
et al. 2005). Ostérix est un autre facteur de transcription indispensable a la différenciation
ostéoblastique et au développement osseux (Nakashima et al. 2002). Osterix, en partic sous la
dépendance des BMPs, agirait en aval de Cbfal/Runx2, principalement sur la différenciation terminale
des ostéoblastes, distinguant ainsi la voie ostéogénique de la voie chondrogénique. Il a été montré que
Osterix pourrait également étre régulé par la BMP2 et le gene homéotique Msx2 et agirait
indépendamment de l'activité de Cbfal/Runx2 (Matsubara et al. 2008). Le facteur DIx-5 stimulerait la
différenciation des pré-ostéoblastes en ostéoblastes et la production de protéines d’adhésion comme la
fibronectine et le collagéne de type I (Ryoo et al. 2006). C’est aussi a ce stade que les pré-ostéoblastes
vont synthétiser le TGF-$, ou la BMP2. Au cours de cette phase, on assiste & une augmentation de
I'expression et de 'activité de la phosphatase alcaline. La matrice extracellulaire correspond alors & un
tissu ostéoide et le processus de calcification s’effectue en une dizaine de jours. Pendant la phase de
maturation de la matrice, la stimulation de 'expression de Cbfal/Runx2 est régulée par le TGF-p et la
BMP2 (Marie 2008). Cbfal/Runx2 va alors activer la transcription de plusicurs génes et notamment
celui de 'ostéocalcine. Les ostéoblastes vont alors évoluer, soit vers la formation de cellules bordantes ou

d’ostéocytes, soit vers la voie de 'apoptose (Figure 12).
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Figure 12 : La différenciation ostéoblastique : RUNX2/CBFAL1 : runt-related transcription factor 2 ; OSX : Osterix ; BSP : Bone

Sialoprotein ; DLXS : distal-less homeobox 5 ; TWIST : twist family bHLH transcription factor ; ATF4 : activating transcription

factor 4

In vitro la différenciation ostéoblastique des MSC peut étre obtenue par adjonction de vitamine D,
d’acide ascorbique et de p-glycérophosphate dans le milieu de culture, tandis que 7% vivo 'induction de
la différenciation ostéoblastique est sous le contréle principalement de deux familles de facteurs de

croissance : les Wnt et les BMPs.

Les glycoprotéines Wnt jouent un réle clef au cours du développement et dans le maintien de
I’homéostasie tissulaire (Figure 13). Exprimée par les progéniteurs ostéoblastiques, la protéine Wntl0b
est particulitrement impliquée dans la formation osseuse. En se liant & son récepteur Frizzled, elle va
permettre de recruter les co-récepteurs LRPS et 6 afin d’activer la voie de signalisation canonique de
Wnt. L’inhibition de GSK3B (glycogen synthase kinase-8) va permettre la stabilisation et la
translocation dans le noyau de la B-caténine, et la production des facteurs de transcription Lef/Tcf
(lymphoid enhancer-binding factor/T cell factor). Lef et Tef ont notamment pour cible Runx2 et
Osterix. De plus la signalisation Wnt inhibe les facteurs de transcription pro-adipogéniques PPARy et

C/EBPa (Canalis 2013, Fakhry et al. 2013) (Figure 13).
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Figure 13 : La voie Wnt et le contréle de la différenciation ostéoblastique : Wnt : wingless-type MMTYV integration site family

member ; Sfrpl : secreted frizzled-related protein 1 ; GSK3f : glycogen synthase kinase 3 beta ; APC : adenomatous polyposis coli ;
Lef/Tcf : lymphoid enhancer-binding factor/T cell factor

Les BMPs sont des facteurs de croissance de la famille du TGF-B. En se liant & son récepteur
sérine/thréonine kinase, les BMPs vont induire la formation de complexes de récepteurs de type I et de
type II, conduisant a 'activation par phosphorylation sur sérines des protéines Smad. Ces-dernicres
vont étre transloquées dans le noyau pour activer la transcription de Runx2 et la différenciation

ostéoblastique (Chen et al. 2012).
-Focus sur la différenciation adipocytaire

La différenciation adipocytaire correspond a I'activation et a la répression de certains génes pour aboutir
au phénotype adipocytaire. Les protéines spécifiques de I'adipocyte ou marqueurs adipocytaires

apparaissent selon une chronologie établie (Ailhaud et al. 1992, Smas et al. 1995)(Figure 14).

C/EBPa et PPARy sont les acteurs clefs de la différenciation adipocytaire des MSC. PPARy2 est un
facteur de transcription de la superfamille des récepteurs nucléaires. Il est nécessaire et suffisant pout
induire I'adipogénese des MSC. En réponse aux hormones pro-adipogéniques telles que I'insuline,

C/EBPP et C/EBPS vont induire I'expression de PPARy2 et de C/EBP«, ce-dernier induisant une
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deuxi¢me vague d’expression de PPARy2. La stabilisation et le renforcement de production de PPARy2
va induire 'adipogénese, a savoir 'expression de marqueurs spécifiques telles que GLUT4 impliqué
dans le transport du glucose. PPARy2 libre est présent majoritairement dans le noyau. Son
hétérodimerisation avec RXR (Retinoid X Receptor) permet la liaison avec les domaines PPRE
(PPARy response elements) au niveau des promoteurs de ses génes cibles (Sadie-Van Gijsen et al. 2013).
PPARYy intervient dans la régulation de I'expression des genes importants du métabolisme lipidique
comme l'acyl-CoA synthase (ACS), la protéine de transport des acides gras au sein de la cellule (Fatty
acid transporter protein ou FATP), GLUT4, CD36, I'adiponectine, la périlipine ou aP2 (Gregoire et al.
1998, Spiegelman 1998). Enfin, au cours de la différenciation adipocytaire, l'apparition du facteur
SREBP-Ic précede légerement celle de PPARY (Tontonoz et al. 1993). SREBP-1c induit 'expression de
plusicurs génes de la lipogénese mais aussi du géne codant I'adiponectine (Gregoire, Smas et al. 1998).
De plus, puisque SREBP-1c contréle 'expression des genes de la lipogénése, il pourrait étre impliqué
dans la synthése d’activateurs endogenes de PPARY permettant ainsi I'activation de celui-ci (Kim et al.

1998, Desvergne et al. 1999) (Figurel4).

Cellule souche
mésenchymateuse

l ——— Wnt/B-caténine

Préadipocyte >

C/EBPb/d
¢ PPARg

SREBP-1¢
C/EBPa

Y

Adipocye
mature (N

Figure 14 : La différenciation adipocytaire : C/EBPa,b,d : CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha, beta, delta ; PPARy :

peroxisome proliferator-activated receptor gamma ; SREBP-1c : sterol regulatory element binding transcription factor 1
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Les MSC expriment en faible quantité les facteurs de transcription pro-adipogéniques C/EBPa et
PPARy, mais aussi ceux pro-ostéoblastiques comme Runx2. Cela leurs permet de rester & un état
indifférencié, puisque les facteurs de transcription adipogéniques et ostéoblastiques se répriment
mutuellement. En fonction des conditions, la balance sera modifiée, conduisant a I'induction de 'une

ou de l'autre lignée (Rosen et al. 2006).
C-2-4-Applications cliniques des MSC

Les propriétés des MSC, en font une cible de choix en mati¢re d’ingénierie tissulaire. Leur plasticité et
leur facilité & étre cultivées, en font de bons candidats pour les thérapies basées sur la régénération
tissulaire (Farini et al. 2014). Les MSC possedent une activité immunosuppressive qui leurs permet de
moduler la fonction des lymphocytes T. De plus les MSC expriment modérément la protéine
présentatrice d’antigétne CMH-1 (complexe majeur d’histocompatibilité de classe I) et pas du tout le
CMH-II, leur conférant un caractére non-immunogénique, permettant d’envisager des greffes

allogéniques (Farini et al. 2014).

Les MSC sont recrutées aux sites de lésions pour la réparation tissulaire. En condition de stress, comme
I'hypoxie et de Iésions tissulaires, des MSC sont retrouvées dans le sang. Si 'on ne sait pas encore quels
sont les mécanismes inhérents a cette mobilisation, il a été démontré que les MSC sécretent des facteurs
solubles favorisant 'angiogénese, des peptides et cytokines impliqués dans la réponse inflammatoire et

la réparation tissulaire (Farini et al. 2014).
C-3-La déminéralisation osseuse
C-3-1-Ostéoporose et ostéopénie

L'ostéoporose est une maladie du squelette caractérisée par une faible densité osseuse et une
détérioration générale de la microarchitecture osseuse. La fragilité de I'os peut entrainer des fractures
qui sont la manifestation clinique principale de la maladic (World Health Organization, 1994).
L'Organisation Mondiale de la Santé définit ['ostéoporose comme une masse osseuse en-dessous de -2.5
déviations standards (DS) en T-score, qui situe un patient par rapport a la moyenne de référence de la
population adulte jeune (au moment du pic de masse osseuse). Entre -1 et -2.5 DS en T-score, il s'agit
d'une ostéopénie, c’est & dire une déminéralisation osseuse. Au-dessus de -1 DS, le patient est dans la
limite de la normale (WHO, 1994). Une perte osseuse accélérée est induite par un déséquilibre entre la

résorption et la formation osseuse.
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C-3-2-Que se passe t-il au niveau cellulaire ?
-Os vieillissant

L’4ge est le facteur de risque le plus important pour I'ostéoporose. Le vieillissement est associé avec des
pertes osseuses chez les femmes et chez les hommes particuli¢rement au niveau de l'os trabéculaire.
Chez les femmes la perte osseuse est accélérée apres la ménopause. Les hommes n’étant pas soumis a la
ménopause ne présentent pas cette perte osseuse rapide, mais sont malgré tout sujet a une décroissance

progressive de la densité minérale osseuse.

Les oestrogenes sont connus pour réduire la sécrétion de RANKL par les lymphocytes T et B et les
MSC, et pour augmenter la sécrétion d’'OPG, diminuant par ces biais Iactivité ostéoclastique. Les
oestrogeénes favorisent aussi la formation osseuse. Chez les femmes, la survenue de la ménopause
conduit & une diminution de la production d’oestrogenes, responsable d’une perte osseuse (Khosla et al.
2006). Nous nous intéresserons dans la suite du manuscrit aux inducteurs non-hormonaux de perte

osscuse.

Au cours du vieillissement, la formation osseuse par les ostéoblastes est diminuée, et la résorption par les
ostéoclastes augmentée, conduisant & une déminéralisation osseuse, et un risque de fracture augmenté
(Chen et al. 2013). Plusieurs facteurs entrent en jeu dans ces dérégulations, notamment 'augmentation
de la différenciation et de I'activité ostéoclastique, associées a une augmentation de la sécrétion de PTH,
secondaire & un déficit en calcium ou en vitamine D, mais aussi 4 une augmentation de certaines
cytokines pro-inflammatoires comme IL-1, IL-6 et TNFe, et & une augmentation de la sécrétion de
RANKL par les MSC (Chung et al. 2014). Par ailleurs, la réduction du pool de précurseurs
ostéoblastiques, associée & une augmentation de 'apoptose et de la sénescence des MSC peut également
participer 4 une baisse de la formation osseuse (Bethel et al. 2013). De méme, les MSC sénescentes
présentent souvent une diminution de leur différenciation ostéoblastique au profit de la différenciation

adipocytaire, conduisant a un défaut de formation osseuse (Bethel et al. 2013).
-Défauts de différenciation et/ou de recrutement

Dans la moelle osseuse, les ostéoblastes et les adipocytes dérivent des mémes MSC. Conduisant & une
compétition entre 'ostéoblastogénése et 'adipogénese, les facteurs stimulant une voie de différenciation
inhibant l'autre voie. Ainsi chez I'adulte, 'adiposité de la moelle osseuse est inversement corrélée A la
densité minérale osseuse. Il a été constaté au cours du vieillissement normal, une augmentation de
I'adiposité de la moelle osseuse. Elle est le résultat d’'une hypertrophie et d’'une hyperplasie des

adipocytes, indépendantes de la masse grasse totale de I'individu. En accord, au cours du vieillissement il
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a été constaté une augmentation de 'expression de PPARy, associée a une diminution de celle de Runx2
(Sadie-Van Gijsen et al. 2013). Parmi les causes probables de cette orientation de différenciation vers la
lignée adipocytaire au cours du vieillissement, le stress oxydant est largement évoqué. L’accumulation de
lipides oxydés, en particulier, inhibe la signalisation Wnt/p-caténine, via 'activation de PPARy2. De
plus, lactivation de p53 au cours du vieillissement inhibe le facteur de transcription pro-ostéogénique c-
Maf. C-Maf est aussi connu pour inhiber U'expression de PPARy2. L’inhibition de c-Maf serait donc
une autre explication & 'augmentation de PPARy2 observée au cours du vieillissement (McCauley

2010, Sadie-Van Gijsen et al. 2013).

La différenciation ostéoblastique des MSC est un procédé complexe, nécessitant le recrutement des
MSC jusqu’a une certaine densité, leur stimulation par divers facteurs de croissance, et 'activation de
facteurs de transcription spécifiques. Un déficit en nombre de MSC, en facteurs de croissance pro-
ostéoblastiques comme le TGF-$, les BMP, ou WntlOb, affectent la différenciation ostéoblastique
(Marie 2008). L’IGF1 est le facteur de croissance le plus abondant dans la matrice osseuse. Au cours de
la résorption osseuse, la libération ’'IGF1 va induire le recrutement et la différenciation ostéoblastique
des MSC. 1l a été démontré que les patients atteint d’ostéoporose présentaient une réduction de 40%

des concentrations d’IGF1 dans la moelle osseuse (Xian et al. 2012).
-Ostéo-immunologie

En condition normale la densité osseuse est maintenue par une balance entre les activités
ostéoclastiques et ostéoblastiques. L’inflammation chronique perturbe cette balance formation-
résorption, et certaines pathologies pro-inflammatoires, comme les maladies inflammatoires de
I'intestin ou d’autres pathologies auto-immunes, provoquent I'apparition d’ostéopénie et d’ostéoporose
chez les patients. Ces observations cliniques ont permis de mettre en évidence des mécanismes de

régulation du catabolisme osseux par les cellules immunitaires et les cytokines inflammatoires.

Quels peuvent étre les effets du systeme immunitaire et de 'inflammation dans la promotion de la
résorption osseuse ? Un des acteur clef de lostéo-immunologie est NF-xB. Il participe a la régulation de
nombreux genes impliqués dans I'inflammation et la réponse immunitaire. Les génes activés par NF-«xB
incluent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires, comme TNFa, IL-1, IL-6, des chemokines
comme IL-8, des molécules d’adhésion comme VCAM-1. NF-xB est également impliqué dans
Postéoclastogénese. Deux protéines cruciales dans la différenciation ostéoclastiques sont RANK et son
ligand RANKL, une cytokine de la superfamille du TNF. La liaison de RANKL et RANK active la voie
de signalisation NF-«B, et la différenciation ostéoclastique (Jimi et al. 2005). Les cytokines pro-

inflammatoires, comme IL-1, IL-6 et TNFa favorisent la résorption, et inhibent la formation osseuse.
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Le TNFa promeut I'expression de RANKL par les cellules stromales, et induit aussi directement la
différenciation ostéoclastique. Enfin, les lymphocytes T et B sont aussi une source directe de RANKL,
favorisant la différenciation ostéoclastique, et les lymphocytes T helper 17 (Th17) produisent de I'IL-
17, une interleukine qui va induire la production de RANKL par les MSC et les ostéoblastes (Gruber
2010, Greenblatt et al. 2013).

Qu’en est-il de effet du syst¢tme immunitaire et de 'inflammation dans I'inhibition de la formation
osseuse 2 Le TNFa altére également la formation osseuse, en inhibant la voie Wnt et donc la
différenciation ostéoblastique. De plus, le TNFa en association avec IFNy vont induire 'apoptose des
cellules ostéogéniques. Les cellules dendritiques et les neutrophiles sont également recrutés au niveau
des sites inflammatoires, induisant lactivation des lymphocytes T et B, la sécrétion de RANKL, la
libération de cytokines pro-inflammatoires inhibant la différenciation ostéoblastique. A noter, qu'IL-8,
produit par la lignée ostéoblastique est le facteur chemo-attractant responsable du recrutement des

neutrophiles (Gruber 2010, Greenblatt and Shim 2013).

Le systeme immunitaire et I'inflammation ont donc un réle important dans la physiopathologie
osseuse. Il est donc logique que des perturbations du systeme immunitaire affectent aussi le systeme
osseux. En effet, les patients infectés par le VIH présentent une activation immune et une inflammation

chronique qui pourrait affecter la balance osseuse.
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D-Le VIH & les traitements ARV

D-1-L’infection par le VIH

Les premiers cas reconnus d’infection par le VIH (Virus de 'immunodéficience humaine) ont été
découverts au début des années 1980. A cette époque & New-York et en Californie, parmi la population
homosexuelle, jeune, beaucoup d’individus mourraient de pathologies rares, opportunistes:
pneumonies, sarcomes de Kaposi, avec des lymphadénopathies, caractérisant ce que 'on appellera plus
tard un stade avancé de la maladie : le stade SIDA (syndrome de 'immunodéficience acquise) (Gottlieb

etal. 1981, Rolston et al. 1986).
D-1-1-Origine du virus

Le virus, isolé en culture cellulaire pour la premiere fois en 1983 par I'équipe de Luc Montagnier et
Francoise Barré-Sinoussi, est a l'origine d’une pandémie mondiale, avec 34 millions de personnes
porteuses du virus a travers le monde, et 25 millions mortes des suites de 'infection (Barre-Sinoussi et

al. 1983, Simon et al. 2003, De Cock et al. 2012).

Le virus de 'immunodéficience humaine (VIH) est un retrovirus de la famille des lentivirus, 4 lorigine
présent chez les grands singes d’Afrique centrale et de 'Ouest. Il est estimé que sa transmission a

I’homme date du début du XXeme siécle.
Plusieurs facteurs expliquent la transmission a I'échelle mondiale du VIH :

-la latence entre le moment de l'infection et la déclaration des symptomes au stade SIDA, pouvant
s'étendre sur plusieurs années, permet une transmission rapide et indétectable du virus entre les

individus.

-la complexité du virus, celui-ci posséde notamment des protéines accessoires (Nef, Vif, Vpr) lui

permettant d’échapper aux défenses cellulaires.

-la haute variabilité du virus, celui-ci mute et se recombine a haute fréquence, lui permettant d’échapper

aux stratégies antirétrovirales mise en place.

Deux souches virales sont retrouvées dans la population humaine : le VIH-1, composé de trois groupes
M, N et O, le groupe M étant le plus répandu a travers le monde, et le VIH-2. Ces deux souches virales
divergent de deux virus de 'immunodéficience simien (VIS) différents, néanmoins leurs modes de
transmission restent les mémes : transmission via le sang, et par contact sexuel (Rambaut et al. 2004).

Pour le reste de l’exposé nous ne présenterons que le VIH-1.
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D-1-2-Les phases de I'infection

Le VIH infecte les cellules du systtme immunitaire, notamment les lymphocytes T CD4, induisant

ainsi progressivement un déficit immunitaire.

L’infection par le VIH se déroule selon trois phases. La primo-infection est caractérisée par une
réplication virale importante (>10' particules virales produites par jour) avec des taux sanguins de virus
(virémie) élevés (Simon and Ho 2003). Cette phase est le plus souvent asymptomatique, mais le tableau
clinique peut comporter, entre autre, de la fi¢vre et des adénopathies. En quelques semaines, des
anticorps anti-VIH sont détectables dans le sérum et persistent pendant toute la durée de I'infection,
définissant la séropositivité. Enfin, la virémie diminue simultanément a I'apparition d’une réponse
cytologique anti-VIH médiée par les lymphocytes T cytotoxiques et les anticorps neutralisants (Fauci

2003, Weiss 2008, Bouvin-Pley et al. 2013) (Figure 15).

La deuxieme période est la phase de latence clinique pendant laquelle la personne infectée ne présente
aucune pathologie. La durée de cette phase est variable et 'apparente stabilité de la virémie et du taux de
LT CD#4 circulant résulte d’un équilibre entre la clairance des virions, le nombre de virus produits, et le

turnover augmenté des LT CD4 (Figure 15).

Sero
conversion |

Infection
ar le VIH

Charge virale
plasmatique

Taux d’antigene
plasmatique

Phase de Phase de " Phase de
Primo-infection Latence clinique Pre-SIDA
(6-12 semaines) (1-15+ans) (2-3+ans)

Figure 15 : Les différentes phases de l'infection par le VIH d’aprés A. Fauci, 2003

La derniere phase est la progression vers le SIDA. A ce stade la virémie, longtemps stable, augmente

progressivement et le nombre de lymphocytes T CD4 diminue en parallele en-dessous de 200
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lymphocytes/pl de sang. On considére que la maladie a progressé vers le stade SIDA lorsque les patients

présentent des infections opportunistes, des cancers et des manifestations neurologiques (Figure 15).
D-1-3-Le génome du VIH

D’une longueur d’environ 9,7 kb, le provirus comprend une unique séquence codante flanquée de deux
régions LTR (Long Terminal Repeats). La région promotrice pour la transcription des geénes viraux se
trouve au niveau du S’LTR, tandis que la région 3’ de terminaison de la transcription permet la
polyadénylation des ARNm, leurs assurant stabilité et export hors du noyau (Swanson et al. 2008). Le
génome du VIH-1 est composé de neuf génes. En plus des trois protéines structurales (Gag, Pol et Env)
et des deux protéines régulatrices (Tat et Rev) qui sont essentielles & la réplication virale, le génome du
VIH code quatre autres protéines accessoires, Nef, Vif, Vpr et Vpu, indispensables au cycle viral iz vivo
(Kwon et al. 2008) (Figure 16). Les fonctions détaillées des différentes protéines du VIH sont
présentées dans le paragraphe D-1-5.

HIV-1 proviral DNA vor|vpu
| |~ o—
LTR I pol | env | 1R

HIV-1 RNA species

Full length unspliced RNA (gag/pol, genomic) ~9 kb
Incompletely spliced RNA (env/viflvpr/vpu) ~4 kb
—‘-__Q_- —_—___—"

Completely spliced RNA (tat/nefirev) ~2 kb

— -
e oL T o
- - -
- - -
- -

-
—~
-

d'aprés M. H. Nielsen, retrovirology, 2005

Figure 16 : Le génome du VIH-1 : Représentation du provirus du VIH-1 et des différents ARNm produits. LTR; long terminal

repeat.
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D-1-4-Vue générale du cycle viral
Le cycle de réplication comprend plusieurs étapes :

1) La fixation du virus, via ses glycoprotéines de I'enveloppe virale gp120-gp41, sur les récepteurs CD4
et CCR5/CXCR4 des cellules immunitaires. Il y a alors fusion de la membrane cellulaire avec
I'enveloppe virale, internalisation du virion et la libération dans le cytoplasme cellulaire de la capside
virale, contenant le complexe de transcription inverse (RTC : reverse transcription complex), composé
de PARN viral, de la transcriptase inverse, de I'intégrase, de la protéase virale, et des protéines accessoires

(Wilen et al. 2012) (Figure 17).

2) Au sein du RTC, la transcriptase inverse va permettre la synthése d'un ADN viral double brin,
formant le PIC (preintegration complex). La transcriptase inverse est I'enzyme clé de la réplication du

génome viral qui caractérise les rétrovirus (Nielsen et al. 2005) (Figure 17).

3) La protéine virale Vpr poss¢de une séquence NLS (nuclear localisation signal), permettant au PIC de
rejoindre le noyau. L’ADN viral va étre intégré au génome cellulaire grice a I'intégrase virale. Cette
enzyme a deux fonctions, elle va couper le provirus au niveau des extrémités LTR, couper non-
spécifiquement TADN cellulaire, puis permettre la ligation de TADN viral dans le génome cellulaire

(Figure 17).

4) La régulation transcriptionnelle des génes viraux est possible, grice aux interactions de la protéine
virale Tat avec certains facteurs de transcription cellulaires, comme P-TEFDb et le recrutement de NF-
KB, qui par rétrocontrédle positif, va favoriser la production d’une grande quantité de protéines Tat,
amplifiant d’autant plus la transcription des génes viraux (Nielsen et al. 2005, Fiume et al. 2012)

(Figure 17).

5) L’expression des genes viraux peut étre divisée en deux phases : précoce et tardive, respectivement
Rev-indépendante et Rev-dépendante. Durant la phase précoce, TARNm nouvellement transcrit est
épissé par la machinerie cellulaire en de plus petits transcrits a 'origine des protéines du VIH Tat, Rev
et Nef. Plus tardivement, "TARNm produit ne sera pas ou peu épissé, et nécessitera la protéine Rev et sa

séquence NES (nuclear export signal) pour sortir du noyau (Figure 17).

6) La synthese des protéines virales est faite par la machinerie cellulaire. Les ARNm mono-épissés sont a
lorigine des protéines Env, Vif, Vpr, Vpu, tandis que TARNm non ¢épissé code pour les protéines

structurelles Gag et Gag-Pol (Figure 17).
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7) La particule virale est assemblée au niveau de la membrane plasmique, par des interactions entre les
protéines de la capside Gag et Gag-Pol. L’assemblage est fait en partie sous la régulation des protéines

Vpu et Vif (Figure 17).

8) La protéine accessoire Vpu va permettre le bourgeonnement de la particule virale hors de la cellule,
suivi par la maturation du nouveau virion infectieux : la protéase virale va cliver Gag et Gag-Pol, pour
former la capside et les nouvelles enzymes intégrase, reverse-transcriptase et protéase (Nielsen et al.

2005) (Figure 17).

FUSION
ENTREE

(CXCR4/CCR5|
()
ADN proviral

TRANSCRIPTASE
INVERSE

INTEGRASE

ARN viral

ARN Maturation

PROTEASE

Figure 17 : Le cycle réplicatif du VIH : gp120/41: glycoprotein120/41; CCRS: chemokine receptor 5; CD4: cluster of
differentiation 4 ; Vpr : Viral protein R ; Tat : Trans Activating Factor ; Rev : Regulator of Expression of Virion Proteins ; Vif : Viral
infectivity factor; Vpu: Viral Protein Unique ; Nef: Negative Regulatory Factor; Gag; group specific antigen, Gag-Pol; group

specific antigen-polymerase, Env; envelope
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D-1-5-Les protéines structurales Gag, Pol, Env

Le gene gag code pour les protéines de la capside virale. Le précurseur peptidique Gag p55 contient
quatre domaines fonctionnels impliqués dans la morphogénése virale : MA (p17) le domaine de liaison
a la membrane, CA (p24) responsable de la structuration de la capside, NC (p7) pour la nucléocapside,
et p6 impliqué dans le bourgeonnement des nouveaux virions. Gag est la seule protéine nécessaire a
lassemblage et au relargage des virions immatures. L’assemblage avec 'ARN génomique et
loligomérisation des protéines Gag commencent dans le cytoplasme des cellules infectées. Ce complexe
va ensuite rejoindre la membrane plasmique grice au domaine myristoylé MA, ou il va subir une
multimérisation des domaines CA et NC, formant la capside immature. La maturation de la capside
aura lieu grice 4 la protéase virale, apres le bourgeonnement du nouveau virion (Swanson and Malim

2008, Lingappa ct al. 2014) (Figure 16-18).

Le geéne pol est transcrit et traduit sous la forme d’une protéine de fusion Gag-Pol qui va étre clivée pour
former la protéase virale responsable de la maturation des virions infectieux, I'intégrase impliquée dans
Iintégration de TADN viral dans le génome cellulaire, et la transcriptase inverse responsable de la

synthese de TADN complémentaire 4 partir de TARN génomique viral (Hill et al. 2005) (Figure 16).

Le géne env code pour le précurseur protéique gpl60 qui va subir plusieurs étapes de maturation dans le
réticulum endoplasmique afin de former les glycoprotéines de I'enveloppe virale gp120 et gp4l. La
protéine gp120 est impliquée dans la reconnaissance et la fixation au récepteur membranaire CD4 et
aux corécepteurs CCR5 ou CXCR4. La liaison aux corécepteurs va permettre I'exposition des
extrémités hydrophobes Nter et Cter de gp41. Cela va permettre I'insertion de gp41 dans la membrane
plasmique, puis la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane plasmique et donc le relargage de la
capside contenant toute la machinerie virale dans le cytoplasme de la cellule infectée (Araujo et al.

2013) (Figure 16-18).
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Figure 18 : Le virion infectieux

D-1-6-Les protéines régulatrices

Dans les premicres phases de infection, il va y avoir production ’ARNm ¢épissés codant pour les
protéines régulatrices Tat et Rev. Ces-dernieres vont stimuler dans un second temps la production d’'un

grand nombre I’ ARNm non épissés codant pour les protéines structurelles et les protéines accessoires.
-La protéine Tat

La protéine Tat (Trans Activating Factor) est une protéine régulatrice, de 14-16kDa, indispensable 4 la
réplication virale, puisqu’elle stimule I'expression des genes viraux. Tat s'accumule dans le noyau, et se
lic & la séquence ARN régulatrice TAR (Transactivation Response Element) située dans la région
promotrice SLTR de PADN proviral intégré au génome cellulaire, ainsi qu’au facteur d’élongation P-
TEFb. Apres initiation de la transcription induite par le recrutement de NF-kB, le complexe TAR-Tat-
P-TEFb va permettre I'activation de TARN polymérase II cellulaire et la transcription des genes viraux

(Pugliese et al. 2005, Karn et al. 2012).
-La protéine Rev

La proteine Rev (Regulator of Expression of Virion Proteins) est impliquée dans I'expression des genes
gag, pol et env codant les protéines structurelles Gag, Pol et Env mais aussi certaines protéines

accessoires telles que Vpu. La proteine Rev se lie au RRE (Rev Responsive Element) sur les ARNm
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viraux non épissés codant pour Gag, et Gag-Pol et sur les ARNm mono-épissés codant pour Env. Grace
a cette liaison, Rev va empécher I'épissage et permettre export nucléaire de ces longs ARNm. Par ce
biais, Rev induit une augmentation du nombre de copies des ARNm non ou mono-¢pissés dans le
cytoplasme, et donc une plus grande production de protéines Gag, Pol et Env. De plus Rev est

également impliquée dans I'encapsidation de TARN génomique (Grewe et al. 2010).
D-1-7-Les protéines accessoires
-La protéine Nef

Nef (Negative Regulatory Factor) est une protéine de 27 kDa, exprimée précocement au cours du cycle
viral. Nef peut étre myristoylée ce qui lui permet d’interagir avec les membranes plasmique et
périnucléaire. Nef interagit avec plusieurs protéines et kinases cellulaires contenant un domaine SH3, et
affecte diverses voies de signalisation cellulaire, intervenant notamment dans I'apoptose et le trafic
intracellulaire (Geyer et al. 2001). La myristoylation de Nef lui permet d’interagir avec les membranes
plasmique et périnucléaire. La protéine Nef permet d’une part au virus d’échapper aux réponses
immunitaires anti-virales de I'héte, et d’autre part d’augmenter la production et linfectivité des
nouveaux virions. Dans le premier cas, elle favorise I'internalisation par endocytose des complexes
CMH-1 (complexe majeur d’histocompatibilité 1), protégeant la cellule infectée de la destruction par
les lymphocytes T cytotoxiques (Landi et al. 2011). Dans le deuxi¢me cas, la protéine Nef va agir 2
différents niveaux: en augmentant l'activité du promoteur viral SLTR et en diminuant le taux de
récepteurs CD4, elle augmente le relargage de nouveaux virions infectieux (en empéchant la liaison des
protéines gp120 des nouveaux virions et des récepteurs CD4 de la cellule déja infectée) (Vermeire et al.

2011).
-La protéine Vpu

La protéine Vpu (Viral Protein Unique) facilite le relargage des nouveaux virions infecticux, en
inhibant le facteur de restriction BST-2 (bone marrow stromal cell antigen 2). BST-2 est une protéine
transmembranaire antivirale, empéchant les virions infecticux nouvellement formés de quitter la

membrane plasmique cellulaire, en se liant & des protéines de 'enveloppe virale (Strebel 2013).
-La protéine Vif

Le facteur Vif (Viral infectivity factor) est une protéine nécessaire  la virulence des virions infectieux et
indispensable a sa réplication. Vif inhibe le facteur de restriction cellulaire APOBEC3G (Apolipo-
protein B mRNA-editing enzyme 3G). En I'absence de Vif, APOBEC3G est encapsidé avec TARN

génomique dans les nouveaux virions infectieux, et va causer des dommages au génome viral en
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transformant les cytidines en deoxyuridines. Cela va conduire a I'insertion de thymidines a la place des

cytidines lors de la transcription inverse (Strebel 2013).
-La protéine Vpr

Vpr (Viral protein R) est une petite protéine de 14kDa intervenant & différents niveaux du cycle
cellulaire. Elle n’est pas indispensable & la réplication virale, mais joue un réle important dans
I'infectivité du virus (Connor et al 1995). Elle est produite tardivement par les cellules infectées, mais
est recrutée lors de I'encapsidation grice a son association avec p55Gag, suggérant un rdle de la protéine
lors de l'infection. Au sein du virion, Vpr est associée 3 TARN viral. Apres Uentrée du virus dans la
cellule, Vpr permet I'import nucléaire du PIC (pre-integration complex), contenant 'ADN viral et
Iintégrase, facilite la transcription inverse et module le taux de mutation du VIH-1. En effet la
transcriptase inverse commet beaucoup d’erreurs de transcription, Vpr en recrutant I'uracyl DNA
glycosylase (UNG2), une enzyme de réparation de TADN, va permettre de corriger une partie de ces
erreurs. Il a également été montré que la proteine Vpr favorise 'arrét du cycle cellulaire en phase G2-M,
via une activation des kinases ATM/ATR. Méme si la signification biologique de cet arrét du cycle
cellulaire n’est pas bien comprise, il semblerait que la phase G2/M soit associée a une intense réplication

virale (He et al. 1995, Guenzel et al. 2014, Goh et al. 2004).
D-1-8-Effets pléiotropes des protéines du VIH

Les principales cellules cibles du VIH sont les LT CD4 et les monocytes/macrophages. La réplication
du VIH dans l'organisme a lieu dans de nombreux tissus (ganglions lymphatiques, cerveau, muscles,
etc.) et le sang, dans lesquels on retrouve les cellules cibles du VIH. Cependant en dehors de leurs
implications dans le cycle virale et I'infectivité des virions, certaines protéines du VIH sont également
sécrétées et vont induire des effets déléeeres sur des cellules voisines non infectées. Cet effet est nommé
effet « bystander » ou effet spectateur. Cest ce qui explique par exemple que la déplétion des LT CD4
soit supérieure au nombre de lymphocytes réellement infectés. En particulier, les protéines du VIH Tat,
Nef, Vpr, et gp120, secrétées par les cellules infectées dans le milieu extracellulaire, ont été mise en cause
dans I'induction de ces effets déléteres (Oh et al. 1992, Chang et al. 1997, Moon et al. 2006, Raymond
etal. 2011).

Parmi les effets des protéines du VIH non directement liés a leur impact dans le cycle viral se trouve

I'induction de 'apoptose ou d’un stress oxydant et de dysfonctions mitochondriales.
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-Apoptose

Les protéines Tat, Nef, Vpr et Env ont toutes été impliquées dans la mort de différents types cellulaires,
principalement via une activation des voies intrinséques et extrins¢ques d’induction de I'apoptose. Ainsi
la liaison de gpl20-gp41l aux récepteurs membranaires CD4/CXCR4 et Vpr induisent une
déstabilisation du potentiel de membrane mitochondrial (Ferri et al. 2000, Moon and Yang 2006). La
voie intrinseque de I'apoptose peut étre activée par les protéines Tat, gp120, Nef et Vpr via une
diminution de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, suivie d’'une activation des caspases. La voie
extrinseque d’induction de I'apoptose faisant intervenir la voie Fas/FasL, peut étre induite par les
protéines gp120, Tat, et Nef, notamment via une augmentation de la sécrétion du TNFu par la protéine

Tat (Perl et al. 2000, Gougeon 2003, Shedlock et al. 2008) (Figure 19).
-Stress oxydant et dysfonction mitochondriales

La protéine régulatrice Tat inhibe les défenses antioxydantes (SOD) et induit un stress oxydant dans
divers types cellulaires iz vitro (Flores et al. 1993, Price et al. 2005, Buccigrossi et al. 2011), ce qui peut
conduire a des dysfonctions mitochondriales (Perry et al. 2005, Lecoeur et al. 2012, Zhang et al. 2012).
La protéine Tat interagit également avec différentes cibles intracellulaires telles que SIRT1, p53
(Thakur et al. 2012), et NF-kB impliquées dans la régulation du stress oxydant et de I'inflammation
(Westendorp et al. 1995, Kwon et al. 2008). Les protéines Nef et Vpr induisent des dysfonctions
mitochondriales, une dépolarisation du potentiel de membrane mitochondrial, conduisant 2
I'installation d’un cercle vicieux d’induction d’un stress oxydant (Arunagiri et al. 1997, Acheampong et
al. 2005, Herbein et al. 2008, Lenassi et al. 2010, Huang et al. 2012, Ferrucci et al. 2013). Nef sensibilise
également les cellules telles que les astrocytes & un stress oxydant (Masanetz et al. 2011). L’ensemble de
ces données montre que plusieurs protéines du VIH peuvent induire un stress oxydant dans la cellule

infectée mais également dans les cellules avoisinantes (Price et al. 2005) (Figure 19).
-Sécrétion de cytokines et chimiokines

Plusieurs protéines du VIH, en particulier les protéines Tat et Nef induisent 'expression de
chimiokines et cytokines pro-inflammatoires, comme TNFa, IL-6, IL-8, dans divers types cellulaires,
comme les adipocytes, les cellules dendritiques, et les cellules immunitaires (Kutsch et al. 2000,
Mangino et al. 2011, Diaz-Delfin et al. 2012, Sarkar et al. 2013). Ces effets seraient médiés par la
Iactivation des voies P38/MAPK et NF-kB (Bai et al. 2013).
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-Autophagie

Nef perturbe les étapes tardives du processus d’autophagie au sein des monocytes/macrophages, en
interagissant directement avec Becline-1, contribuant & augmenter la virulence (Dinkins et al. 2010,
Campbell et al. 2013, Shoji-Kawata et al. 2013). La protéine Tat quand & elle affecte au sein des
neurones, mais pas dans les astrocytes, I'intégrité des membrane des endo-lysosomes ce qui conduirait a

leur mort prématurée (Hui et al. 2012) (Figure 19).
-Longueur des télomeres

Les protéines Tat et Vpr inhibent l'activité télomérase dans les lymphocytes en culture (Reynoso et al.
2012, Comandini et al. 2013). Cet effet qui affecte principalement les cellules non infectées participe a

la pathogénicité du virus en diminuant le pool de lymphocytes (Comandini et al. 2013) (Figure 19).
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Figure 19 : Effets pléiotropes des protéines du VIH

Aussi, toutes les protéines virales jouent un role important dans la réplication virale. Cependant ce sont
surtout les enzymes virales qui ont été les cibles privilégiées du développement des thérapies

antirétrovirales.
D-2-Le traitement par les ARV

La prise en charge de I'infection par un traitement antirétroviral efficace a permis ces dernieres années
un contréle important de I'évolution de la maladie, mais pas une guérison. En cause I'apparition de

résistances aux traitements, dues a la haute mutabilité du virus, mais surtout 'existence de réservoirs du
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virus, cellules infectées ou le virus est en dormance, et ou I'absence de réplication active du virus,

empéche I'action du traitement ARV.
D-2-1-Les premicres stratégies anti-VIH

La premiére molécule antirétrovirale (ARV) développée a la fin des années 1980 a été la Zidovudine
(AZT), un inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse. Tout d’abord utilisée en monothérapie,
Iessai clinique Concorde en 1993 a pu mettre en évidence 'apparition de virus résistants au traitement,
et la nécessité de combiner plusieurs molécules pour maintenir une charge virale basse. Le
développement de nouvelles classes de molécules a permis I'établissement de multi-thérapies plus

adaptées aux patients, pouvant contrer les résistances virales (Aboulker et al. 1993, Weiss 2008).

La prise en charge de l'infection VIH par les antirétroviraux (ARV) associe depuis plusieurs années
différentes classes : les inhibiteurs de la protéase virale (PI) et les analogues nucléosidiques (NRTT) ou
non-nucléosique (NNRTTI) des inhibiteurs de la transcriptase inverse. Plus récemment des inhibiteurs

de fusion, des antagonistes de CCRS, et des inhibiteurs de I'intégrase ont été mis sur le marché.
D-2-2-Les différentes classes de traitement ARV et la résistance aux traitements
-Les inhibiteurs de la transcriptase inverse

Trois types d’inhibiteurs de la transcriptase inverse existent : les inhibiteurs nucléosidiques (NRTT), les

inhibiteurs nucléotidiques (NtRTI), et les inhibiteurs non-nucléosidiques (NNRTT).
-Inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la transcriptase inverse :

Le mode d’action des NRTI et NtRTI est essenticllement le méme. Ce sont des analogues des
déoxynucléotides nécessaires a la synthese de PADN viral. Apres triphosphorylation intracellulaire, ils
deviennent compétiteurs des substrats (déoxynucléosides triphosphates) naturels dans la chaine ’ADN
en formation. L’absence de fonction hydroxyle en 3’ dans les NRTI empéche 'incorporation de
nouveaux nucléotides lors de la polymérisation (Cihlar et al. 2010). Les NRTT jouent ainsi le role de

terminateur de chaine (Figure 20).

On dénombre actuellement sept NRTI (Lamivudine 3TC, zidovudine AZT, abacavir ABC, stavudine
d4T, zalcitabine ddC, didanosine ddI, Emtribacitabin FTC) et un inhibiteur nucléotidique (le
ténofovir TDF) approuvés par TAFSSAPS (Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des produits de

santé).
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La combinaison AZT/3TC, bien que largement utilisée par le passé, n’est plus aujourd’hui
recommandée du fait des effets secondaires qu’elle entraine (intolérance digestive, anémie, lipoatrophie)
(van der Valk et al. 2004). Les recommandations aujourd’hui sont 2 l'association de deux NRTI,

classiquement TDF/FTC (Truvada), ou ABC/3TC (Kivexa), avec une autre molécule NNRTI, PI ou

inhibiteur d’intégrase.

NRTI
Transcripta se inverse o/ Figure 20 : Mode d'action des NRTI : Les

analogues nucléotidiques vont étre insérés

ADN viral T ™ par la transcriptase inverse 4 'ADN viral,
-

et agir comme terminateurs de chaine,

empéchant ainsi ~ 'ajout d’autres

ARN viral nucélotides.

Transcriptase inverse

ADN viral

ARN viral
Transcriptase inverse
ADN viral \ O
% polymérisation
de I'ADN bloquée
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- Inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse

Leur mode d’action est différent des NRTT, ils interferent avec le site allostérique de la transcriptase
inverse de fagon non compétitive, modifiant la structure de I'enzyme, ce qui la rend inactive (Joly et al.

2000) (Figure 21).

Il existe & 'heure actuelle deux générations de NNRTI: la premicre comprend deux molécules :

Efavirenz (EFV), et Névirapine (NVP), la seconde comprend Etravirine (ETR) et Rilpivirine (RPV).

Compte tenu de la rapidité de la réplication virale et du haut niveau d’erreurs lors de la transcription,

des mutations sont apparues au niveau du site de liaison des NNRTI, compromettant U'efficacité de ces
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traitements. Néanmoins les combinaisons NNRTI (EFV en particulier) et NRTI sont souvent utilisées

et montrent une bonne efficacité.

site de régulation NNRTI
allostérique

Transcriptase inverse

ADN viral

, site de polymérisation

€«-=""
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de I’ADN bloquée
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Figure 21 : Mode d'action des NNRTI: Les NNRTI vont inhiber I'action de la transcriptase inverse en se liant 4 son site de

régulation allostérique.

Plusieurs types de mutations génétiques ont été associés a une résistance aux inhibiteurs de la
transcriptase inverse. En particulier des mutations aux analogues de la thymidine (TAM) ont
communément été sélectionné par les traitements A 'AZT et d4T, conférant au virus une résistance
croisée 4 d’autres NRTT. La premic¢re génération de NNRTT est caractérisée par une rapide sélection de
résistances. Globalement les NRTI et les NNRTT ont une faible barri¢re génétique a la mutation

(Michaud et al. 2012).
-Les inhibiteurs de la protéase virale

Les inhibiteurs de I'aspartyl protéase virale (PI) préviennent la réplication virale en empéchant la
maturation des virions infecticux par la protéase. Les PI miment les substrats naturels de la protéase,
mais sont des structures semi-peptidiques non clivables, leur permettant d’occuper le site actif de
Ienzyme (Michaud, Bar-Magen et al. 2012) (Figure 22). Actuellement, il existe sept PI: indinavir
(IDV), nelfinavir (NFV), amprénavir (APV), lopinavir (LPV), ritonavir (RTV), saquinavir (SQV),
atazanavir (ATV) et darunavir (DRV). L’apparition des PI a permis de réduire la morbitité et mortalité
du VIH, néanmoins il existe des intéractions médicamenteuses, et des effets indésirables pour cette

classe de médicaments (Winston et al. 2005).
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Protéase virale

site actif de I'enzyme
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Figure 22 : Mode d'action des PI: Les PI vont occuper le site actif de la protéase virale, empéchant son action de maturation des

protéines virales.

Des mutations dans les résidus impliqués dans la liaison de la protéase aux substrats sont responsable de
Papparition de résistances aux PI. Néanmoins cette classe ’ARV présente une plus forte barritre
génétique que les NRTI et NNRTT (Michaud et al. 2012). Compte-tenu de ces effets indésirables, des
PI non-peptidiques, présentant une meilleure biodisponibilité et stabilité sont & I'étude (Pang et al.

2014).
-Les inhibiteurs de I'intégrase

Cette classe d’'inhibiteur bloque le site actif de I'intégrase, et donc I'insertion de TADN viral dans le
génome cellulaire (Cocohoba et al. 2008) (Figure 23). Trois inhibiteurs d’intégrase ont une
autorisation de mise sur le marché : le raltégravir (RAL), lelvitegravir (EVG), et le dolutegravir (DTG).
Le RAL possede une bonne spécificité pour l'intégrase (1000 fois supéricure aux drogues ciblant la
transcriptase inverse), et une bonne tolérance pour les patients. Néanmoins il possede une demi-vie
courte, nécessitant au moins deux prises médicamenteuses par jour, ainsi qu'une trés faible barri¢re
génétique a la résistance virale. La seconde génération de molécules, en particulier le DTG présente une

meilleure résistance 4 la mutation, et une demi-vie plus longue (Metifiot et al. 2013).
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Figure 23 : Mode d'action des inhibiteurs d'intégrase : Les inhibiteurs de 'intégrase occupent le site actif de I’enzyme, empéchant

I'intégration du provirus dans TADN cellulaire

-Les inhibiteurs d’entrée

Cette classe ARV comprend les inhibiteurs de fusion de I'enveloppe virale avec la membrane

plasmique, et les inhibiteurs d’adhésion de I'enveloppe virale aux corécepteurs cellulaires.

L’enfuvirtide (T20) approuvé en 2003, est le seul inhibiteur de fusion présent sur le marché. Il s’agit
d’un peptide inhibant la protéine de 'enveloppe virale gp41, et donc la fusion du virus avec la cellule.
T20 se lic au domaine HR1 de gp41, empéchant sa liaison au domaine HR2. Plusieurs mutations de
résistance 3 T20 ont été découvertes au niveau du domaine HR1 de gp41. Néanmoins si ces mutations
empéchent 'action de T20, elles sont aussi associées & une mauvaise efficacité de fusion, et une plus
grande sensibilit¢ du virus aux anticorps neutralisants (Haqgani et al. 2013) (Figure 24). Cette

molécule qui nécessitait une injection n’est plus utilisée.
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Figure 24 : Mode d'action de I'inhibiteur de fusion : L’Enfuvirtide empéche la liaison des domaines HR1 et HR2 de gp41, inhibant

ainsi le harponnage et la fusion de I’enveloppe virale sur la membrane plasmique cellulaire

Le Maraviroc (MVC) est un antagoniste sélectif du corécepteur CCRS3, inhibant la liaison de gp120 a
CCRS. Le VIH peut utiliser plusieurs corécepteurs pour entrer dans la cellule, communément CCR5
mais aussi CXCR4. Le MVC n’est efficace que contre les lignées virales utilisant CCRS5 comme porte
d’entrée. Le tropisme viral des patients doit donc étre testé avant l'utilisation du MVC. De plus une
résistance au MVC est induite par un changement de tropisme des virus de CCRS vers CXCR4 au

cours du traitement (Haqqani and Tilton 2013).
D-2-3-Pharmacologie

Les procédés régissant I'absorption, la distribution, le métabolisme et I'excrétion des ARV sont des
déterminants majeurs de leurs concentrations plasmatiques et tissulaires. La plupart des ARV sont
administrés oralement et passent la barri¢re intestinale via des transporteurs sélectifs. Les molécules
absorbées rejoignent le foie via la circulation sanguine. Dans les hépatocytes, les molécules sont a
nouveau sujettes au transport et au métabolisme avant de rejoindre la circulation systémique et les tissus
cibles. Les deux acteurs majeurs de la biodisponibilités des ARV sont donc les transporteurs

membranaires impliqués et les enzymes responsables de leurs métabolisme (Michaud et al. 2012).

Les transporteurs impliqués dans I'influx et I'efflux des ARV sont de deux groupes : la superfamille de
transporteurs ABC (ATP-binding cassette proteins), et la superfamille de transporteurs SLC (solute
carrier proteins). La premitre classe de transporteurs va utiliser de 'ATP pour permettre
Paccumulation des molécules contre leur gradient de concentration, la seconde permet un transport
passif dans le sens du gradient de concentration. Les transporteurs ABC sont présents dans les cellules

épithéliales et endothéliales, et sont surtout impliqués dans I'efflux et élimination des ARV, tandis que
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les transporteurs SLC sont majoritairement responsables de 'influx. C’est le cas par exemple pour les PI
et les NRTI (Cihlar and Ray 2010, Hediger et al. 2013). Les PI possedent une forte affinité pour le
transporteur ABCB1, exprimé dans 30 & 80% des lymphocytes T, et responsable de I'efflux des
molécules hors de la cellule (Michaud et al. 2012).

Les enzymes de la famille des cytochromes P450 (CP450) transforment les molécules liposolubles en
molécules plus hydrosolubles. Les CP450 sont impliqués dans le métabolisme et la clairance des
NNRTI, PI, du MVC et de TEVG. Concernant les PI, de fagon générale, les molécules basées sur un
motif peptidique ont une demi-vie courte due a leur dégradation par des enzymes protéolytiques, et
présentent une tres faible biodisponibilité. Les PI sont, par nature, trés hydrophobes et rapidement
dégradés dans le foie par les CP450 (CYP3A4) qui convertissent les PI en produits polaires avant leur
élimination (Moyle 2001, Michaud et al. 2012). La plupart des PI reconnaissent CYP3A4, mais le RTV
est le plus affin. Ainsi la co-administration de RTV 2 faibles doses inhibe lactivité de CYP3A4 et

permet d’augmenter la concentration des autres PI (Condra et al. 2000, Michaud et al. 2012).

La concentration totale ’ARV dans le plasma correspond a la somme de la fraction libre et de la

fraction liée aux protéines plasmatiques.

Les études pharmacocinétiques ont permis d’établir les valeurs thérapeutiques optimales de chaque
molécule antirétrovirale. Les concentrations sériques ont été définies : Cmax, Cmin (maximale et
minimale) et ASC (aire sous la courbe) qui sont les concentrations mesurées entre deux prises chez les
patients infectés (Bazzoli et al. 2010). Dans les études expérimentales sur culture cellulaire les

concentrations utilisées pour traiter les cellules sont le plus souvent voisines du Cmax.
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E-Comorbidités observées chez les patients infectés par le VIH sous traitement ARV
efficace

L’avénement du traitement ARV, en particulier depuis 'apparition des multi-thérapies a permis une
augmentation spectaculaire de la durée de vie des patients infectés par le VIH, en faisant une maladie
chronique. Les premiers bénéficiaires des ARV, sont maintenant traités depuis plusieurs décennies, et
nous constatons aujourd’hui chez cette population vieillissante les effets indésirables du traitement et

de I'infection a long terme.
E-1-Infection par le VIH et vieillissement accentué
E-1-1-Survenue précoce des comorbidités

La notion du vieillissement accéléré chez les personnes atteintes du VIH est de plus en plus discutée ces
dernieres années. Elle est basée sur le fait que les patients sont de plus en plus touchés par les maladies
associées & I'age avancé, 3 un plus jeune ige que leurs pairs séronégatifs (Capeau 2011). Un nombre
important d’études a montré que les patients infectés par le VIH et sous traitement ARV présentaient
tot les mémes comorbidités que la population générale, ostéoporose, atteinte neurocognitive,
sarcopénie, atteinte cardio-vasculaire et infarctus du myocarde, hypertension, insuffisance rénale,
dyslipidémie, diabete, cancer non classant SIDA (Effros et al. 2008, Decks et al. 2009). Ces
constatations ont conduit & proposer le concept de "vieillissement prématuré” chez ces patients. Les
multi-morbidités sont communes et d’apparitions précoces chez plus de 65% des patients infectés par le
VIH (Kim et al. 2012) (Figure 25). Cependant, du fait de la courbe d’4ge des patients infectés par le
VIH comparée a la population générale, la notion de sénescence prématurée a été discutée. Quoi qu’il
en soit, il est clair que les prévalences de certaines comorbidités liées & 'dge sont augmentée chez ces

patients.
E-1-2-Marqueurs de vicillissement observés chez les patients infectés par le VIH

Diverses études sur des marqueurs ou acteurs du vieillissement viennent aujourd’hui étayer cette théorie
du vieillissement accentué. Il a ainsi été constaté chez les patients infectés par le VIH traités une
élévation du stress oxydant, des dysfonctions mitochondriales, une réduction de la taille des télomeres
et de l'activité télomérase dans les lymphocytes (Ballon et al. 2001, Torres et al. 2014). La perte des
télomeres serait accélérée par le traitement ARV, et plus particulitrement par l'utilisation de certains

NRTI (Hotchkiss et al. 1999, Hukezalie et al. 2012, Lecansyah et al. 2013).

Les protéines du VIH, et en particulier Tat sont impliquées dans I'installation d’un stress oxydant

conduisant a des dysfonctions mitochondriales dans plusieurs modéles cellulaires (Torres and Lewis
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2014). Le traitement ARV est aussi associé 2 des dysfonctions mitochondriales et au stress oxydant.
Ainsi les NRTT induisent une accumulation de mitochondries dysfonctionnelles dans le tissu

musculaire des patients (Payne et al. 2011) (voir parties B-2-1 et B-2-2).

Enfin, dans notre équipe, il a été montré, une accumulation de prélamine A, marqueur de vieillissement

dans les cellules mononuclées du sang, chez les patients VIH traités par PI (Lefevre et al. 2010).
E-1-3-Mécanismes en cause dans le vieillissement accéléré.

Les éléments majeurs associés 2 la morbidité et mortalité des patients infectés par le VIH sont
inflammation et I'activation immunitaire (Caron-Debarle et al. 2010) (Figure 25). La sénescence et
I'« inflammaging » sont aussi associés a 'activation de I'inflammation, via le facteur de transcription
NF-kB, et la production de cytokines et chimiokines inflammatoires comme IL-6 et IL-8, participant
au recrutement des cellules immunitaires au sein des tissus (voir partie B-4). Chez les patients infectés
par le VIH non traités, I'activation immunitaire résulte de différents facteurs : une réplication virale
chronique, une plus grande sensibilité aux pathogenes du fait de la déficience immunitaire, une
translocation bactérienne intestinale, mécanismes également impliqués dans I'inflammation chronique
observée chez les personnes 4gées non infectées (Capeau 2011, Pathai et al. 2014, Vigouroux et al.

2014).

Chez les patients contrélés par ARV, plusieurs mécanismes se conjuguent également pour rendre
compte de la survenue précoce des complications liées au vieillissement, mécanismes qui sont pour la
plupart responsables d’une inflammation de bas grade : la présence du virus, méme lorsque I'infection
est bien contrdlée, le déficit immunitaire qui peut résulter d’'un traitement insuffisant mais aussi de
I'épuisement du systtme immunitaire dans le cadre de l'immunosénescence et leffet délétere de
certaines molécules antirétrovirales (Decks and Phillips 2009). Le réle essentiel du déficit immunitaire,
attesté par la baisse du taux de CD4, dans la morbidité et mortalité dues & des événements non-classants
SIDA a été montré dans plusieurs trés grandes cohortes internationales suivant des patients infectés par

le VIH (Decks and Phillips 2009, D : A : D et al. 2010) (Figure 25).

Enfin la réplication virale, méme faible, entraine la libération de protéines du VIH capables d’agir sur les
cellules de proximité et participer a l'activation immune. Chez les patients bien contrdlés, cette
réplication et la libération de protéines virales déléteres pourrait concerner en particulier les réservoirs
macrophagiques qui sont présents dans différents tissus affectés au cours du vieillissement : tissu
. . . . / . \ \
adipeux, os, foie, paroi vasculaire, cerveau, muscles. Sur le long terme cet état va conduire peu & peu & un

épuisement des ressources immunes avec diminution des capacités réplicatives et diminution de la
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réponse anti-VIH. Le systéme immunitaire sénescent produit plus de cytokines pro-inflammatoires
comme I'IL-6, le TNFaou I'IL1-f participant & Iétat inflammatoire a bas grade et au processus «

d’inflammaging » (Appay et al. 2010) (Figure 25).

Les protéines du VIH telles que Tat et Nef, mais aussi le traitement ARV participent 3 cette
progression, en augmentant linflammation, et le recrutement monocytaire, et en participant a
apoptose des macrophages spumeux (Shrestha et al. 2014). Certains PI (LPV, RTV) induisent une
accumulation de prélamine A marqueur de sénescence, le tout conduisant & un stress oxydant et une
inflammation augmentée dans adipocytes, les fibroblastes et les cellules endothéliales (Caron et al.

2007, Lagathu et al. 2007, Lefevre, Auclair et al. 2010).
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Figure 25 : VIH et comorbidités

E-1-4-Atteintes du tissu adipeux et cardiométabolique

Le vieillissement physiologique est associé a4 des modifications de répartition du tissu adipeux, 4 des
troubles métaboliques comme la résistance a I'insuline et le diabéte, mais également 4 I'inflammation et

au stress oxydant dans plusieurs tissus et notamment le tissu adipeux (Wu et al. 2007). Chez les patients
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infectés par le VIH, les atteintes métaboliques sont la résultante de facteurs de risques traditionnels
comme l'obésité, de facteurs environnementaux, de facteurs génétiques, mais également de facteurs
associés A I'infection par le VIH et au traitement ARV, comme l'inflammation chronique, I'activation
immunitaire. Les atteintes métaboliques fréquemment retrouvées chez ces patients sont les
lipodystrophies, les dyslipidémies, et le diabete (Caron-Debarle et al. 2010). Ainsi les patients infectés
par le VIH traités par les premicres générations de NRTI (D4T, AZT) ont présenté fréquemment une
lipoatrophie des membres et du visage, ainsi quune lipohypertrophie de 'abdomen caractéristique du
syndrome lipodystrophique. Si les lipoatrophies sont aujourd’hui moins fréquentes avec les nouvelles
générations d’ARYV, les lipohypertrophies en particulier abdominales restent fréquentes, conduisant a
une augmentation des risques cardiométaboliques et du diabé¢te (Brown et al. 2005, Caron-Debarle et
al. 2010). De plus, il a été démontré que chez les patients porteurs du VIH, les premiéres générations de
PI et NRTI alttraient le métabolisme des lipides et du glucose (Lake et al. 2013, Gundurao
Sreckantamurthy et al. 2014). Cet effet est moins marqué avec les ARV récents. Par ailleurs,
'inflammation, la dysfonction immunitaire, et I'activation lymphocytaire liées a I'infection par le VIH
augmentent le risque de développer des maladies cardiovasculaires, classiquement associées au

vieillissement.

L’athérosclérose est latteinte retrouvée le plus fréquemment chez les patients VIH (Escarcega et al.
2014). Cependant, Ié¢tude des complications osseuses chez les patients infectés par le VIH prend une

importance toute particuliere ces derni¢res années.
E-2-VIH et pathologies osseuses

Deux pathologies du tissu osseux sont retrouvées plus particulierement chez les porteurs du VIH :
l'ostéoporose qui a été décrite précédemment (cf partiec C-3-1), et Postéonécrose. L'ostéonécrose est
caractérisée par une mort du tissu osseux, intervenant suite A un défaut d’irrigation vasculaire. La
prévalence d’ostéonécrose chez les patients infectés par le VIH est d’environ 4%, alors que 'incidence
dans la population générale est estimée entre 0,01 et 0,1% (Allison et al. 2003). De plus une méta-
analyse révele que parmi la population infectée par le VIH, les patients traités avec des PI ont un risque
augmenté de 2,09 (Odds ratio) de développer une ostéonécrose (Permpalung et al. 2014). La
déminéralisation osseuse résulterait, outre I'effet du VIH, de leffet délétere de certains antirétroviraux,

mais leur participation respective n’est pas clairement établie (Bonjoch et al. 2010, Stone et al. 2010).
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E-2-1-Données cliniques : ostéoporose/ostéopénie

Les différentes études menées chez les patients infectés par le VIH ont révélé une augmentation de la
prévalence de 'ostéopénie de 22% a 68% et de l'ostéoporose de 3% a 27% selon les études, avec une
prévalence moyenne d’ostéoporose de 17%, soit 3 a 4 fois plus élevée que dans la population générale
(Brown et al. 2006, Mallon 2014 Powderly 2012). L’ostéopénie est observée chez les patients naifs de
traitement ARV. Ces-derniers présentent un risque augmenté (Odds ratio) de 3,7 de développer de
Postéoporose, et I'initiation du traitement ARV augmente la déminéralisation osseuse pendant la
premiére année (Brown and Qagish 2006, Duvivier et al. 2009). En effet, l'initiation du traitement
ARYV induit une perte de densité minérale osseuse allant jusqu’a -4% apres 96 semaines de traitement.
Toutes les molécules ARV n’induisent pas la méme déminéralisation osseuse. Ainsi parmi les NRTI, le
TDF (Grund et al. 2009, Stellbrink et al. 2010) est associée avec une plus grande perte osseuse, et parmi
les PI le lopinavir couplé au ritonavir (LPV/r), ou l'atazanavir couplé au ritonavir (ATV/r) induisent
une plus grande déminéralisation que le NNRTI EFV (Tebas et al. 2000, McDermott et al. 2001,
Moore et al. 2001, Fernandez-Rivera et al. 2003, Duvivier et al. 2009, McComsey et al. 2011).

L’étude des marqueurs de résorption et formation osseuse a pu mettre en évidence une augmentation
du catabolisme osseux avec des niveaux de RANKL augmentés, et en paralléle une formation osseuse
diminuée chez les patients infectés par le VIH naifs de tout traitement (Gibellini et al. 2007,
Haskelberg et al. 2011). L’initiation du traitement ARV induit une rapide augmentation du turnover
osseux démontré par une augmentation des sécrétions d’ostéocalcine (marqueur de formation) et de C-
telopeptide (marqueur de résorption osseuse). Néanmoins durant les 6 premiers mois, la résorption
osseuse dé¢ja induite par I'infection VIH en elle-méme, prend le pas sur la formation osseuse, créant une
sorte de fenétre catabolique 4 I'initiation du traitement. Cependant, plusieurs études longitudinales ont
pu montrer une stabilisation secondaire de la balance entre résorption et formation osseuse une fois
passé la fenétre catabolique (Bolland et al. 2011, Haskelberg et al. 2011). Attestant de 'impact du
traitement ARV, I'étude SMART a pu montrer qu’une stratégie ARV intermittente, par opposition a

une prise continue, était associée & une diminution de la perte osseuse (Grund et al. 2009, Hoy et al.

2013).

Différents facteurs environnementaux, ou liés & linfection par le VIH entrent en compte dans
I'instauration de la déminéralisation osseuse chez ces patients. Les facteurs traditionnels comprennent
Iage, le tabagisme, I'alcool, le sexe féminin, la prise de glucocorticoides, un faible indice de masse

corporelle (IMC), une déficience en calcium et vitamine D. Les patients infectés présentent en plus
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d’autres facteurs de risque : l'infection en elle-méme, le traitement ARV, et l'activation immunitaire

(Aukrust et al. 1999, Brown et al. 2009, Mallon 2014).

En conclusion, plusieurs études de qualité sont en faveur de la contribution du traitement ARV et de
I'infection par le VIH dans 'ostéoporose observée chez les patients. A Dlavenir, lallongement de la durée
de linfection et de traitement, ainsi que le vieillissement général des patients, vont probablement

contribuer & augmenter la prévalence et la sévérité des atteintes osseuses.
E-2-2-Données in vitro : Impact du VIH et des ARV sur la balance osseuse
Tres peu d’études se sont intéressées & I'impact du VIH et des antirétroviraux sur les cellules osseuses.
-Réle de I'inflammation

L’activation immunitaire et la sécrétion de certaines cytokines influencent la balance osseuse. Ainsi le
TNFa, I'IL-18 et IL-6 inhibent la formation osseuse. De plus les lymphocytes T activés induisent la
production d’IL-6 par les ostéoblastes, et la différenciation ostéoclastique. En conditions
inflammatoire, les cellules immunitaires, en particulier les lymphocytes T et B activés vont également
produire RANKL permettant la différenciation et I'activation ostéoclastique. Ces données démontrent
que environnement pro-inflammatoire, et la détérioration de I'activité des cellules B et T, résultant de

I'infection VIH impactent le métabolisme osseux (Ofotokun et al. 2012).
-Impact des ARV sur les cellules osseuses

Parmi les NRTT, le TDF est souvent mis en cause dans la baisse de la densité minérale osseuse. En effet
le traitement au TDF induit un défaut de filtration glomérulaire, associé avec un défaut de réabsorption
tubulaire des phosphates, une carence en vitamine D, une augmentation des sécrétions de PTH.
L’hypophosphatémie et 'augmentation de la PTH en lien ou non avec une déficience en vitamine D
peuvent expliquer en partie la perte de densité minérale osseuse (BMD) (Havens et al. 2012).
Néanmoins L. Grigsby a pu mettre en évidence des effets iz vitro du TDF sur I'activité ostéoblastique et
ostéoclastique. En étudiant les profils d’expression de cultures primaires d’ostéoblastes et d’ostéoclastes
traités au TDF, il a ainsi pu observer que le TDF modifiait dans les ostéoblastes I'expression de genes
impliqués dans la régulation du cycle cellulaire (p21), et le métabolisme osseux (Wnt, TGF-$, VEGF)
(Grigsby et al. 2010). De la méme fagon, le TDF modifie les profils d’expression de genes impliqués
dans activité ostéoclastique, comme la signalisation MAPK/ERK, et dans le métabolisme énergétique

mitochondrial (Grigsby et al. 2010).

Il a également été montré que certains PI influaient sur les profils d’expression génique des ostéoblastes.

Ainsi A. Malizia a pu montrer que le NFV et le RTV augmentaient 'expression ARN et protéique de
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MCP-1 et IL-8 (Malizia et al. 2007). Mais aussi que le NFV et 'IDV diminuaient I'expression du
facteur de transcription ostéoblastique Runx-2, les dépots calciques et 'activité de Ialcaline phosphatase
(Malizia et al. 2007). RG. Jain a pu montrer que le NFV et le RTV augmentaient l'activité
ostéoclastique, tandis que le LPV, le NFV et le RTV altéraient la différenciation ostéoblastique des
MSC (Jain et al. 2002). Enfin F. Santiago a mis en évidence un effet du RTV sur la promotion de la
différenciation ostéoclastique, via une up-régulation de la voie Wnt non-canonique, impliquant

Wnt5a/b (Santiago et al. 2012).
-Impact du VIH sur les cellules osseuses

La premiére question que 'on se pose concernant l'impact du VIH sur les cellules ostéorégulatrices, est

de savoir si celles-ci sont susceptibles d’étre infectées par le VIH.

Les précurseurs hématopoiétiques, situés dans la moelle osseuse, sont une population hétérogene
incluant les trés primitives HSC, qui vont se différencier en précurseurs lymphoides, donnant naissance
aux lymphocytes T et B, et en précurseurs myéloides, donnant naissance 4 la lignée monocytaire, a
Porigine des ostéoclastes. Lexpression des co-récepteurs CD4 et CCR5/CXCR4 sur ces cellules varie
en fonction de leur stade de différenciation. Ainsi les cellules différenciées expriment plus de co-
récepteurs que les cellules non-différenciées, et sont donc plus susceptibles & I'infection. Au sein de la
moelle osseuse les monocytes-macrophages sont les cellules infectées par le VIH les plus abondantes

(Alexaki et al. 2008).

Les cellules ostéogéniques, puisqu’elles expriment CD4 en faible quantité, ont été suggérée comme
potentiel réservoir du virus dans les années 1990 (Mellert et al. 1990). Néanmoins une autre étude en
2001 est venue contredire cette hypothése, puisqu’aucune trace d’infection n’était détectable dans une
culture primaire d’ostéoblastes de patients infectés par le VIH (Nacher et al. 2001). Au final, aucune
¢étude récente n’a pu montrer une infection productive des ostéoblastes ou de leurs précurseurs les
MSC, méme si certaines études plus anciennes évoquent la possibilité d’une infection non-productive
des cellules stromales ou des cellules de la lignée mésenchymateuse comme les fibroblastes, ou les cellules

endothéliales (Wang et al. 2002).

Au cours de l'infection par le VIH, des changements au sein de la moelle osseuse ont été observés. Ils
sont caractérisés par une diminution de la population stromale fibroblastique, et une augmentation des
cellules macrophagiques-monocytaires. Puisque la perte de clonogénicité de la lignée mésenchymateuse
ne semble pas résulter de 'infection par le virus lui-méme, elle serait plutét attribuée & une modification

du microenvironnement cellulaire. L’inflammation, linfection par le VIH des précurseurs
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hématopoiétiques et le relargage des protéines virales dans le milieu extracellulaire sont incriminés

(Wang et al. 2002, Alexaki and Wigdahl 2008).

Plusicurs études démontrent un effet néfaste des protéines du VIH sur la balance
ostéoblastes/ostéoclastes. Tout d’abord, D. Gibellini a pu montrer en 2010 que la protéine virale Tat
augmentait l'ostéoclastogénese induite par RANKL et M-CSF (Gibellini et al. 2010). D’autres
protéines virales comme gpl120 et Vpr sont également connues pour augmenter I'ostéoclastogénese

(Fakruddin et al. 2003, Fakruddin et al. 2005).

Par ailleurs, E. J. Cotter a intensivement étudié 'impact du VIH sur le versant ostéoblastique. Il a pu
montrer qu'a 'instar du vieillissement osseux, I'utilisation de sérums provenant de patients infectés par
le VIH favorise la différenciation adipogénique des MSC au détriment de la différenciation
ostéoblastique (Cotter et al. 2011). Mais aussi que les protéines virales p55-gag et gp120 diminuent
Pactivité ostéoblastique, & savoir la formation de dépots calciques, activité phosphatase alcaline, les
sécrétions de BMP. En parallele, gp120 et Tat augmentent l'activité de PPARy et la différenciation
adipogénique. Enfin, la protéine virale p55-gag réduit la différenciation ostéoblastique des MSC, via
une diminution de l'activité de Runx-2 (Cotter et al. 2007, Cotter et al. 2008). Pour finir, deux études
ont pu montrer un effet des protéines de I'enveloppe virale, en particulier gp120, dans 'induction de
apoptose de lignées ostéoblastiques, et dans I'altération de la fonction ostéoblastique, via I'inhibition

de la voie canonique Wnt/B-caténine (Gibellini et al. 2008, Butler et al. 2013).
E-3-Conclusion et objectifs des travaux

Dans le contexte de la déminéralisation osseuse en lien avec 'infection par le VIH, la littérature nous a

permis de mettre en évidence plusieurs points importants :

1) L’ostéoporose est une maladie classiquement associée au vicillissement. Certains mécanismes
impliqués sont : linflammation et Thyperactivation ostéoclastique regroupés dans le concept
d’ostéoimmunologic (voir partie C-3), la déplétion des MSC, et 'augmentation de I'adiposité de la

moelle osseuse, traduisant un défaut de différenciation ostéoblastique (voir parties C-2-2 et C-3).

2) Le traitement ARV, en particulier les molécules de la classe des NRTT avec le TDF et de la classe des
PI avec le NFV et le RTV iz vitro, mais aussi le LPV et TATV chez '’homme, est impliqué dans des
altérations ostéoblastiques, ostéoclastiques et dans la baisse de BMD observée chez les patients (voir
parties E-2-1 & E-2-2).

3) Linfection par le VIH elle-méme participe a l'instauration de l'ostéopénie, puisque les patients

infectés par le VIH avant initiation du traitement ARV présentent une baisse de BMD associée & une
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augmentation des marqueurs de résorption osseuse et en paralléle une diminution des marqueurs de

formation osseuse (voir parties E-2-1 et E-2-2).

4) Les mécanismes impliqués semblent étre I'inflammation chronique, une dérégulation de facteurs de
transcription et des voies de signalisation importantes pour I'ostéoblastogénese, telles que Runx2,
Wnt/p-caténine, avec en paralléle une augmentation de la différenciation et de [lactivation

ostéoclastique (voir partie E-2-2).

5) L’infection par le VIH et le traitement ARV induisent divers mécanismes classiquement associés au
vicillissement, comme un raccourcissement des télomeres, un stress oxydant, des dysfonctions
mitochondriales, de I'inflammation, une accumulation de prélamine A (voir parties D-1-8 et E). En
particulier, 'implication des PI dans I'induction de la sénescence des cellules endothéliales a été

montrée au sein du laboratoire (Lefevre et al. 2010).

Partant de ces données, et dans I'objectif de déméler les liens entre sénescence, ostéoporose, infection
par le VIH et traitement ARV, dans le contexte de I'étude du vieillissement des patients infectés par le
VIH, nous avons jugé important d’évaluer 'impact des protéines du VIH et des PI sur la sénescence des

précurseurs ostéoblastiques, les cellules souches mésenchymateuses.

L’implication des protéines du VIH dans 'induction de la sénescence n’a pas été documenté a ce jour.
Nous nous sommes intéressées dans notre étude a 'impact de deux protéines du VIH : Tat et Nef, déja
connues pour induire certains mécanismes impliqués aussi dans la sénescence, tels que le stress oxydant,
les dysfonctions mitochondriales, 'inflammation. L'implication des protéines du VIH Tat et Nef dans
I'induction de la sénescence des MSC sera traitée dans la premiére étude. Dans la deuxi¢me étude, nous
nous sommes intéressées a 'impact des PI et plus particulierement a TATV associé au RTV et au LPV

associé au RTV dans I'induction de la sénescence des MSC.
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II-Résultats

A-Etude 1: The HIV proteins Tat and Nef promote human bone marrow

mesenchymal stem cell senescence and alter osteoblastic differentiation

(C. Beaupere, M. Garcia, J. Larghero, B. Feéve, J. Capeau, C. Lagathu, Aging Cell, en révision favorable)
A-1-Introduction et objectifs de travail

Comme décrit précédemment, les patients infectés par le VIH et traités par des ARV présentent un
risque accru de développer une déminéralisation osseuse conduisant A une ostéopénie, puis & une
ostéoporose. L’infection par le VIH, par le biais de ses protéines virales semble étre impliquée dans cette

ISP SRT .
demmerahsatlon osscuse.

L’objectif de I'étude a été de rechercher les effets d’'un traitement 4 long terme des MSC avec les
protéines du VIH Tat et Nef en particulier en ce qui concerne la sénescence, et & évaluer la capacité de

différenciation en ostéoblastes de ces précurseurs.
A-1-1-Le choix du modele cellulaire : MSC

La sénescence, la déplétion, le défaut de recrutement et de différenciation des MSC sont impliqués dans
I'installation de T'ostéoporose au cours du vicillissement normal. A ce jour, aucune étude ne sest
intéressée a l'effet a long terme des protéines du VIH sur la sénescence des MSC. Quelques études ont
été menées sur leffet & court terme des protéines virales (telles que Tat, Gag et gpl20) sur la
différenciation et l'activité ostéoblastique. Les ostéoblastes ne sont pas des cellules pérennes. Apres la
formation osseuse, ils se transforment en ostéocytes lorsqu’ils sont intégrés dans la matrice calcifiée, en
cellules bordantes a I'interface entre moelle osseuse et matrice, ou meurent par apoptose. Nous nous
sommes intéressées aux MSC, car ce sont des cellules résidentes permanentes au sein de la moelle
osseuse, situées & proximité des niches hématopoiétiques et des vaisseaux sanguins. Lors d’une infection
par le VIH, et avant la prise de traitement ARV, la proximité des MSC avec la circulation sanguine, les
cellules immunitaires activées, y compris les cellules souches hématopoiétiques et les macrophages-
monocytes potentiellement infectés par le VIH, en font treés probablement une cible directe des
protéines virales. De plus, dans la moelle osseuse, les précurseurs hématopoiétiques pourraient étre des
réservoirs du virus, présentant une réplication virale de bas grade. Cela implique que, méme dans le cas
d’une charge virale contrélée par le traitement ARV, les MSC pourraient se trouver en présence des

protéines virales (Figure 26).
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Figure 26 : La moelle osseuse

A-1-2-Le choix des protéines du VIH Tat et Nef

Nous avons privilégié I'étude de protéines du VIH documentées pour étre sécrétées par les cellules
infectées dans le milieu extracellulaire, & savoir les protéines Tat, Nef, Vpr, et gpl120. Parmi ces

protéines, Tat et Nef nous ont semblé étre de bons candidats pour une implication dans la sénescence.

En effet, la protéine accessoire Nef est excrétée par les cellules infectées dans des microvésicules, et est
détectable dans le plasma des patients infectés, indépendamment de leur charge virale ou de la prise de
traitement antirétroviral (Raymond et al. 2011). De plus, Nef peut étre présente sous forme
myristoylée, ce qui lui permet de s’insérer dans les membranes et d’étre internalisée dans le cytoplasme
des cellules cibles. En plus de ses effets sur le stress oxydant, et I'inflammation, la protéine Nef est
connue pour perturber le processus autophagique dans la cellule infectée, via une interaction directe

avec la protéine BECN1 (Campbell and Spector 2013).

La protéine régulatrice Tat est une petite protéine transactivatrice sécrétée activement dans le milieu
extracellulaire. Elle est fortement impliquée dans I'induction d’effets toxiques sur les cellules non
infectées (Frankel et al. 1988, Chang et al. 1997). Tat est internalisée par endocytose dans les cellules
non infectées, lui permettant de rejoindre le cytosol, avant de diffuser 4 travers la membrane nucléaire,
ou le transactivateur va agir sur la transcription des génes viraux (Debaisieux et al. 2012). La protéine
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Tat est connue pour induire des dysfonctions mitochondriales, un stress oxydant, une inflammation et
donc potentiellement la sénescence (voir partiec D-1-8). De plus, il a été montré qu'elle pouvait
directement interagir avec la protéine IxBX et la sous unité P65 de NF-«B, facteur pro-inflammatoire et

pro-sénescent (Fiume et al. 2012).
A-1-3-Objectifs de travail

Pour toutes ces raisons, nous avons utilisé des MSC issues de la moelle osseuse de donneurs sains. Les
MSC ont été cultivées en présence des protéines du VIH Tat et Nef. Nous avons étudié différents
paramétres : la prolifération cellulaire, la sénescence, le stress oxydant, les dysfonctions mitochondriales,

inflammation, et 'autophagie 4 10 et 20 jours apres linitiation du traitement.
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Summary

To maintain bone mass turnover and bone mineral density (BMD), bone marrow (BM)
mesenchymal stem cells (MSCs) are constantly recruited and subsequently differentiated into
osteoblasts. HIV-infected patients present lower BMD than non-HIV infected individuals and a
higher prevalence of osteopenia/osteoporosis. In antiretroviral treatment-naive patients, encoded
HIV-proteins represent pathogenic candidates. Indeed, they are released by infected cells within
BM and can impact on neighbouring cells. In this study, we tested whether HIV proteins Tat and/or
Nef could induce senescence of human BM-MSCs and reduce their capacity to differentiate into
osteoblasts. When compared to non-treated cells, MSCs chronically treated with Tat and/or Nef for
20 days reduced their proliferative activity, and underwent early senescence, associated with
increased oxidative stress, and mitochondrial dysfunction. The antioxidant molecule N-acetyl-
cysteine partly prevented Tat- but not Nef-induced senescence. Tat but not Nef induced an early
increase in NF-kB acivity and cytokine/chemokine secretion. Tat-induced effects were prevented
by the NF-kB inhibitor parthenolide, indicating that Tat triggered senescence via NF-kB activation
leading to oxidative stress. Otherwise, Nef- but not Tat-treated cells displayed early inhibition of
autophagy. Rapamycin, an autophagy inducer, reversed Nef-induced senescence and oxidative
stress. Tat and Nef added together had cumulative effects. Finally, Tat and/or Nef decreased the
MSC-potential of osteoblastic differentiation. In conclusion, our in vitro data show that Tat and Nef
could reduce the number of available precursors by inducing MSC senescence, through either
enhanced inflammation or reduced autophagy. These results offer new insights into the
pathophysiological mechanisms of decreased BMD in HIV-infected patients.
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Introduction

Bone remodelling is controlled by the balance between osteoblast-mediated bone deposition and
osteoclast-mediated bone resorption. Under pathophysiological conditions, this balance is affected
and leads to abnormal bone mass turnover and to bone loss. Mesenchymal stem cells (MSCs) are
multipotent precursors, with the capacity to differentiate towards multiple tissue lineages such as
adipocytes, chondroblasts and osteoblasts (Verma et al. 2002; Kim et al. 2012). To achieve
osteogenic differentiation and maintain bone mass, MSCs within the bone marrow (BM) proceed
through a number of functional stages including proliferation, matrix maturation, and mineralisation.

Osteoporosis and osteopenia are bone disorders characterized by a loss of bone mass and
consequent reduction in bone strength, which in turn leads to an increased risk of fractures
(Mazziotti ef al. 2010). While a certain degree of bone weakening with age is considered normal,
several clinical studies conducted over the past decade have shown that there is, among the HIV-
infected population, an increased prevalence of osteopenia ranging from 20% to 50%, and of
osteoporosis reaching up to 20% (Powderly 2002; Brown & Qagish 2006; Stone et al. 2010). It is
now clearly established that HIV infection is an independent risk factor for osteopenia and
osteoporosis (Dolan et al. 2006; Stone et al. 2010). Cross-sectional studies of antiretroviral
treatment (ART)-naive HIV infected patients found altered levels of bone turnover markers, in
accordance with a reduced level of bone formation when compared to HIV-uninfected controls
(Haskelberg et al. 2011).

Currently HIV-infection is controlled by efficient ART, transforming this situation into a chronic
disease. However, elderly HIV-infected patients often present an increased incidence of age-
related comorbidities, including significant reductions in bone mineral density (BMD). These
observations led to propose that HIV-infected patients suffer from accentuated aging (Capeau
2011). The increased risk of premature osteoporosis in HIV-infected patients probably results from
a combined effect of ART and HIV infection, in addition to other classical risk factors as drug
consumption, low body weight and immune dysfunction (Stone et al. 2010; Castronuovo et al.
2013). To better understand the pathophysiology of bone loss in these patients is an important
challenge.

Clinical studies have established that several HIV-related factors, including HIV infection and
chronic inflammation, affected the balance between bone formation and resorption (Aukrust et al.
1999; Haskelberg et al. 2011). Since MSCs express the CD4 receptors and CCR5 and CXCR4 co-
receptors, it is conceivable that these cells are susceptible to HIV infection, although integrated
proviruses are rarely found and a productive infection has not yet been documented (Nazari-Shafti
et al. 2011). Nonetheless, hematopoietic progenitor cells (HPCs) in the BM of HIV-infected
individuals have been proposed as a persistent HIV-reservoir (McNamara et al. 2013), releasing
HIV proteins or infectious virions that could induce bystander harmful effect on surroundings cells,
such as apoptosis, oxidative stress, mitochondrial dysfunctions or autophagy alterations (Kyei et
al. 2009; Raymond et al. 2011; Debaisieux et al. 2012). Proximity of MSCs and infected HPCs in
the BM niche, makes MSCs a direct target of the HIV proteins. Some HIV proteins as gp120, Gag,
Tat and Rev have been shown to affect osteoblastic differentiation and activity in vitro (Cotter et al.
2007; Gibellini et al. 2010; Cotter et al. 2011).

Aging MSCs display reduced proliferative and osteoblastic differentiation capacities (Fehrer &
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Lepperdinger 2005; Zhou et al. 2008), which contribute to decreased bone formation. Therefore, in
the present study, we hypothesized that bystander effects of HIV proteins arising from
neighbouring infected cells or from reservoirs may abrogate marrow MSC self-renewal by inducing
early aging and affecting differentiation properties. We chose to study two HIV proteins secreted by
infected cells in the extracellular medium: Tat (Trans-Activator of Transcription) which is essential
for transcriptional activation, and able to recruit and activate NF-kB (Nuclear Factor k-light-chain-
enhancer of activated B cells) (Westendorp et al. 1995; Ju et al. 2012) and Nef (Negative-
regulating Factor), an accessory protein protecting HIV from degradation by acting as an anti-
autophagic maturation factor (Dinkins et al. 2010; Raymond et al. 2011). We tested whether Tat
and/or Nef could induce premature senescence of osteoblast precursor stem cells, namely MSCs,
which in turn could be involved in osteoblast depletion and bone loss. The data presented in this
study show that both Tat and Nef can induce cellular senescence and oxidative stress of MSCs,
however through different mechanisms, with cumulative effects when added together.
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Results

Long term treatment with Tat and/or Nef inhibits proliferation and induces senescence of
MSCs. We first evaluated whether chronic exposure for 20 days to the HIV proteins Tat and/or Nef
affected the proliferation capacities of MSCs in vitro. Human MSCs treated with Tat and/or Nef
displayed a reduced proliferative activity that worsened with increasing cellular passages (Fig. 1A).
Whereas population doubling level (PDL) did not significantly vary in control cells up to 20 days, it
declined from day 5 to day 20 in the presence of the HIV proteins. After 20 days, Tat-treated MSC
displayed a 21.4+4.5% inhibition in cell proliferation compared to controls whereas Nef-treated
cells displayed a 10.6+3.0% inhibition (Fig. 1B). Moreover, we observed an early cumulative effect
of Tat and Nef added together with an inhibition of proliferation of 15.5+0.9% after 5 days of
treatment and up to 35.5 +0.4% after 20 days. Reduced proliferation was confirmed by a
decreased number of proliferative cells labelled with BrdU at day-20 (Fig. 1C-D). Apoptosis was
not increased, when assayed by caspase 3/7 activity (data not shown).

In control cells, the percentage of senescent cells, measured by extra-lysosomal 3-galactosidase
activity, was 8.6+2,2% and 9.3+2.2%, after 10 and 20 days of cell culture respectively (Fig. 1E-F).
After 10 days, senescence was increased in cells treated with Tat+Nef but not with either Tat or
Nef. After 20 days, the percentage of senescent cells was significantly increased in all cases and
reached 17.1£1.6%, 18.024.1% and 20.2+3.7% in Tat-, Nef- and Tat+Nef-treated cells,
respectively (Fig. 1E). Accordingly, the HIV proteins increased lysosome accumulation, a hallmark
of aging, after 20 but not 10 days (Fig.1G). Finally, we also found an increased protein expression
of the cell cycle arrest marker p21¥*"" after 20 days of treatment (Fig. 1H). Taken as a whole,
these results show that Tat- or Nef-treated cells presented an increased onset on cell senescence
after 20 days of treatment, as compared to control cells. Moreover Tat and Nef co-treatment
resulted in an early onset of cellular senescence.

Long-term treatment with Tat and/or Nef induces oxidative stress, and mitochondrial
dysfunction. The production of reactive oxygen species (ROS), measured by CM-H,-DCFDA
oxidation, was unchanged after 10 days of treatment with the HIV proteins, but was increased after
20 days by 1.3- to 1.4-fold by Tat and/or Nef, when compared to control cells (Fig. 2A). Equally,
the reduction of NitroBlue Tetrazolium (NBT), which measures cellular oxidase activity, was also
increased after 20 days of Tat and/or Nef treatment (Fig. 2B) along with an increased superoxide
dismutase activity (SOD) (Fig. 2C). As mitochondrial dysfunction is often associated with ROS
production, we evaluated mitochondrial volume by using Mitotracker Red labelling of mitochondria.
We observed that, while the volume of mitochondria on day-10 was mildly increased in Tat and/or
Nef-treated MSCs, this volume reached up to 1.5 fold of control on day-20 (Fig. 2D). In parallel, we
observed a destabilisation of the mitochondrial membrane potential, as shown by the JC1 test (Fig.
2E). After 20 but not 10 days of treatment, we observed a 20% decrease in JC-1 fluorescence in
Tat- or Nef-treated cells, and a 30% decrease in Tat+Nef treated cells, in accordance with the
onset of mitochondrial dysfunction.

An antioxidant treatment prevents Tat and/or Nef-induced oxidative stress. To assess
whether ROS production was involved in the onset of cellular senescence, MSCs were long-term
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treated with the anti-oxidant N-acetyl cysteine (NAC) (from day 10 to day 20). As shown in figures
3A-B, on day 20, NAC prevented increased ROS production induced by Tat and/or Nef. NAC also
normalized altered mitochondrial volume and function induced by Tat but not by Nef (Fig. 3C-D).
Regarding senescence, NAC partly prevented Tat-decreased proliferation and Iysosome
accumulation, but induced no significant changes in SA-B-galactosidase activity (Fig. 3E-G). This
suggests that even if oxidative stress participates to Tat-related dysfunction, it is not primordial in
the induction of Tat-related senescence. In parallel, NAC was not able to prevent Nef-induced
decrease in cell proliferation, lysosome accumulation, and SA-B-galactosidase activity (Fig. 3E-G).
Overall, these results show that oxidative stress participates to Tat- but not Nef-related
mitochondrial dysfunction and senescence.

Tat but not Nef induces inflammation: reversion of Tat-effects by the NF-kB inhibitor
parthenolide.

Treatment with Tat but not Nef resulted in an increased nuclear translocation of the activated pro-
inflammatory and pro-senescent transcription factor NF-kB, as shown by Figure 4A. In agreement,
Tat- but not Nef-treated MSCs displayed an inflammatory phenotype, as shown by the increased
secretion of IL-6 and IL-8 (Fig. 4B-C) observed after 10 days and persistent at 20 days.

To evaluate whether in Tat-treated cells, the early activation of NF-kB and inflammatory markers
could be responsible for the onset of cellular senescence, we used parthenolide, an NF-kB
inhibitor, over a short period of time (48 hours) on MSCs treated for 18 days with Tat or Tat+Nef.
As expected, treatment with the NF-kB inhibitor was able to prevent the increased secretion of IL-6
and IL-8 (Fig. 4D-E) induced by Tat and Tat+Nef. Regarding senescence, parthenolide significantly
reduced the inhibition of cellular proliferation induced by Tat (from 21.4+3.2% to 16.7+1.1%) and
Tat+Nef (from 34.2+3.9% to 28.9+1.6%) (Fig. 4F), and normalised the percentage of senescent
cells in Tat- and Tat+Nef-treated cells to about 15% (Fig. 4G). Accordingly, parthenolide decreased
lysosome accumulation (Fig. 4H). Regarding oxidative stress, parthenolide prevented ROS
production (Fig. 41) and mitochondrial dysfunction in Tat- and Tat+Nef-treated MSCs (Fig. 4J-K).
Taken as a whole, these results show that Tat exerted its effect via the activation of NF-kB, which
induced the secretion of cytokines/chemokines leading to cellular senescence and oxidative stress.

Nef but not Tat decreases autophagy: prevention of Nef-induced effects by rapamycin.

Since Nef has been previously shown to inhibit Beclin-1, a protein involved in the induction of
autophagy (Dinkins et al. 2010), we evaluated the effect of Nef on the autophagic process. After 20
days of treatment, Nef- but not Tat-treated cells showed a decreased LC3Il labelling of the
autophagosomes of about 25% as compared to the control (Fig. 5A-B). In accordance with an
inhibition by Nef of the early autophagic efflux, we observed in Nef- but not Tat-treated cells, a
decreased mRNA expression of autophagy-inducing proteins such as ULK1, BECN1 and
GABARAP (Fig. 5C) and the accumulation of the p62 protein (Fig. 5D), a marker of autophagy
inhibition, upon day-10. We highlighted also that Nef-induced decrease of autophagy occurred
together with a hyperactivation of protein kinase B (Akt/PKB) from day-10 (Fig. 5E), a kinase acting
upstream of mTOR, implicated in the inhibition of autophagy in response to IGF1 (Nair & Ren
2012).
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To evaluate whether Nef-induced inhibition of autophagy was a primary event leading to
senescence, we used rapamycin, an immunosuppressant that acts through the inhibition of mTOR,
thus activating autophagy (Kapahi et al. 2010; Markaki & Tavernarakis 2013). When rapamycin
was added to the MSCs from day-15 to day-20 of treatment with Nef and Tat+Nef, we observed a
decrease in MSC proliferation, as expected owing to the known antiproliferative activity of
rapamycin (Fig. 5F). Despite the effect on cell proliferation, rapamycin treatment increased the
amount of the autophagy marker LC3Il (Fig. 5G). Rapamycin decreased the level of senescence
as shown by the reduced percentage of p-galactosidase positive cells in control and Nef-treated
MSCs by 25% (Fig. 5H), and reduced the volume of lysosomes by about 45% for Nef, and 52% for
Tat+Nef (Fig. 51). Regarding oxidative stress, rapamycin decreased ROS production induced by
Nef and Tat+Nef by 74% and 77% (Fig. 5J), mitochondrial content by 33% and 49% (Fig. 5K), and
increased the mitochondrial membrane potential (Fig. 5L). These results show that Nef inhibited
autophagy, possibly in part through the activation of the Akt/PKB signalling pathway, leading to the
onset of cellular senescence and oxidative stress.

Long-term treatment with Tat and/or Nef alters MSC osteoblastic differentiation. Age-related
loss of bone mass is associated with altered differentiation capacities affecting osteoblastic fate.
Thus, we undertook a study to evaluate the impact of Tat and/or Nef on the ability of MSCs to
differentiate into mature osteoblasts. After a 20-day pre-treatment with Tat and/or Nef, cells were
induced to differentiate in a pro-osteoblastic media, in the presence of the HIV proteins. After 15
days of differentiation, a decreased staining with alizarin red, which visualizes calcium deposition,
was observed in MSCs long-term treated with Tat and/or Nef (Fig. 6A-B). Accordingly, the
decreased ability of MSCs to undergo osteoblastic differentiation in the presence of the HIV
proteins was supported by the lower level of the RUNX2 protein (Fig. 6C), decreased RUNX2
mRNA expression (Fig. 6D), and also a decreased level of osteocalcin secretion (Fig. 6E). These
markers stress for a decreased level of osteoblastic differentiation in the presence of Tat and/or
Nef.
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Discussion

We show here that the HIV proteins Tat and Nef can induce cellular senescence and oxidative
stress in BM MSCs, leading to a reduced capacity of differentiation towards the osteoblastic
lineage. Importantly, for the first time, we demonstrate that Tat-induced senescence was mediated
by the activation of the NF-kB pathway, while Nef-induced senescence resulted from the inhibition
of autophagy. We propose that Tat and Nef, at low concentrations, could alter the osteoblastic
precursors, namely MSCs, giving new insights into the decreased BMD observed in HIV-infected
patients.

We evaluated here the impact of the HIV proteins Tat and Nef, since both are known to be
secreted by infected cells into the extracellular media, and suspected to induce bystander cellular
damage to non-infected surroundings cells (Kyei et al. 2009; Raymond et al. 2011; Debaisieux et
al. 2012). Indeed, within the BM, MSCs could be the indirect target of HIV infection.

We observed, at first, that both Tat and Nef induced cellular senescence. Moreover Tat and Nef
co-treatment induced an earlier onset of senescence, and a stronger decrease in cell proliferation,
in accordance with a cumulative effect of the two HIV proteins related to the different signalling
pathways affected by Tat and Nef. Tat- and Nef-decreased cell proliferation was a sensitive marker
since it can be observed as soon as after 5 days of treatment. Otherwise, the increase in
senescence-related markers, as SA-B-galactosidase activity occurred only after 10 days when Tat
and Nef were added together, or 20 days of treatment for SA-B-galactosidase activity induced by
Tat or Nef alone, and for lysosome accumulation.

Many studies have shown that oxidative stress plays a major role in MSC alterations (Stolzing et
al. 2008; Kasper et al. 2009; Brandl et al. 2011). Moreover, ROS and mitochondrial dysfunction are
key mediators of signalling pathways that underlie cellular senescence (Le Bras ef al. 2005). First
we observed that increased ROS production occurred later that the decreased cell proliferation, in
response to the HIV proteins. To analyse whether ROS could contribute to the triggering of cellular
senescence, the anti-oxidant molecule NAC was tested for its ability to reverse some effects of Tat
and/or Nef. Whereas NAC reduced ROS production in both Tat and Nef-treated MSCs as
expected, it could not prevent any of the effect induced by Nef alone. Therefore, we propose that
Nef-induced oxidative stress is a late event induced by senescence. By contrast, NAC prevented
the effect of Tat on mitochondrial dysfunction, but also moderately improved cell proliferation and
the level of lysosomes. Thus, these results suggest that oxidative stress may participate to the
ability of Tat to induce senescence, but acts also as a secondary event being increased by
senescence, and thereby enhancing cellular senescence.

When evaluating the mechanisms whereby Tat altered MSCs, we observed that cytokine secretion
and NF-kB activation were affected early after 10 days. These results are in accordance with the
literature, indicating that Tat mediates part of its effect through the activation of NF-kB (Mahieux et
al. 2001; Zhang et al. 2011). A common feature of aging tissues is low-level chronic inflammation,
termed inflammaging. The transcription factor NF-kB has been shown to play a role in the
induction of senescence (Tilstra et al. 2011). In accordance, senescent cells secrete
proinflammatory cytokines and chemokines (such as IL-8 and IL-6) representative of a
senescence-associated secretory phenotype (Coppe et al. 2008). Proinflammatory signals are
reinforced by an intracellular signalling loop including oxidative stress, and the transcription factor
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NF-kB that is implicated in apoptosis, cell cycle progression, cell senescence, and inflammation
(Tilstra et al. 2011; Tchkonia et al. 2013). To assess the implication of the NF-kB pathway in Tat-
induced senescence, we used parthenolide, a selective inhibitor of the IkB kinase, resulting in
stabilization of the cytoplasmic IkBa, which in turn leads to inhibition of NF-kB nuclear translocation
(Saadane et al. 2007). We found that all the effects of Tat, in particular decreased cell proliferation,
increased senescence, oxidative stress and mitochondrial dysfunction could be prevented by
parthenolide. These experiments, together with those using an antioxidant, allowed us to establish
that NF-kB activation is a primary event in Tat-induced premature senescence.

We then analysed the mechanisms whereby Nef induced cellular senescence. Previous studies
have shown that Nef can inhibit autophagy through a direct interaction with Beclin 1, a protein
required for the nucleation of the autophagosome (Kyei et al. 2009; Killian 2012). Autophagy is the
central degradation process in cells required for the recycling of damaged organelles and
macromolecules (Rubinsztein et al. 2011). We confirmed here that Nef, but not Tat, could inhibit
autophagy using several markers including LC3Il, mRNA expression of specific markers of the
initiation of autophagy (ULK1) and autophagosome formation (Beclinl, GABARAP) and
accumulation of the protein P62, an autophagic adaptor. We also show that Nef could induce the
activation of Akt, known to activate the TOR kinase in the signalling cascade leading to the
activation of mMTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1), which promotes growth by
negatively regulating autophagy. Indeed, in response to growth factors, mTORC1, composed of
mTOR (the direct target rapamycin), associates with the autophagy complex (which includes Ulk1),
thus inhibiting autophagy. NAC failed to rescue Nef-induced decreased autophagy and
senescence, showing that oxidative stress was a late event. To analyse the role of reduced
autophagy in the Nef effect, we used rapamycin, an activator of autophagy (Kapahi et al. 2010;
Markaki & Tavernarakis 2013). Rapamycin was able to prevent the effect of Nef on both oxidative
stress and cellular senescence. Moreover, as Nef inhibits autophagy it can also affect mitophagy,
inducing dysfunctional mitochondria accumulation, which was also prevented in our study by the
addition of rapamycin (Dinkins ef al. 2010), but not NAC. Therefore, these results suggest that
inhibition of the autophagic pathway could be the primary event in Nef-induced senescence. Since
we observed that NAC prevented Nef-induced oxidative stress, but not senescence, this suggests
that senescence was responsible for increased ROS production.

Senescent MSCs are present in human BM of aged patients, presenting increased oxidative stress
and decreased cell plasticity, affecting more particularly the osteoblast differentiation (Zhou et al.
2008). Thus we undertook a study to evaluate the impact of Tat and/or Nef on the ability of MSCs
to differentiate into mature osteoblasts. Early senescence induced by Tat and Nef, was associated
with a loss of the ability of MSCs to differentiate into osteoblasts, as shown by the decrease of
several osteoblastic markers and calcium deposition. These results are in keeping with clinical
data, showing a decreased BMD in HIV-infected patients (Powderly 2002; Brown & Qagqish 2006;
Stone et al. 2010), stressing a direct role of HIV in decreased bone formation.

Our study has limitations. It may not account for many factors involved in the accelerated pro-
osteoporotic process observed in HIV-infected patients, meaning the HIV infection itself, immune
balance, environmental factors, and genetic predispositions, together with ART. As cellular
senescence is a common pathway of many cell lineages other than MSCs, it is possible that Tat
and Nef could induce senescence of several cell types in addition to MSCs, including
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hematopoietic stem cells. The impact of Tat and Nef on osteoclasts, derived from the
hematopoietic lineage, remains to be evaluated, as several studies indicate an increased level of
resorption markers in HIV-infected patients (Barkhordarian et al. 2011; Haskelberg et al. 2011),
emphasising the role of HIV infection on bone destruction. Our data suggest that some HIV
proteins could induce premature senescence of MSCs, therefore precluding the regeneration
process normally associated with bone loss. However, we have not tested other HIV-1 proteins,
which could also exert deleterious effects.

In conclusion, our data provide the first experimental support that HIV proteins could induce
senescence of MSCs. It has been suggested that the regenerative capacity of tissues with high cell
turnover, such as bone, might be reduced due to exhaustion of progenitor cells. We hypothesize
that during HIV infection, induction of premature aging in MSCs, along with chronic inflammation
and continuous oxidative stress could contribute to cell attrition and MSCs exhaustion. Therefore,
the consequence of early senescence induced by HIV would be the lack of an appropriate number
of stem cells for further tissue replacement and the development of bone loss and aging. While Nef
inhibited autophagy, we show that Tat induced an inflammatory phenotype in MSCs, the two
proteins exhibiting cumulative effects. Thus our results support the idea that HIV-induced
premature aging in MSCs, along with chronic inflammation, autophagy inhibition and sustained
oxidative stress, could contribute to MSC exhaustion.
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Experimental procedures

Cell culture and treatment. Experimental procedures, with human bone marrow, have been
approved by the Saint Louis Hospital Ethical Committees for human research (Paris, France), in
accordance with the European Union guidelines and the declaration of Helsinki. MSCs were
isolated from washed filters used during bone marrow graft processing. MSCs were obtained and
cultured as previously described (Hernandez-Vallejo et al. 2013). Briefly, healthy donors bone
marrow cells obtained after Ficoll (Invitrogen Corporation, San Diego, CA, USA) were cultured at
the initial density of 5.10* cells/cm? in alpha-minimum essential medium, supplemented with 10%
fetal bovine serum (Gibco, Invitrogen Corporation, San Diego, CA, USA), 2mmol/L glutamine,
2.5ng/mL basic fibroblast growth factor (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA),), Penicillin/Streptomycin
(Gibco, Invitrogen Corporation, San Diego, CA, USA). After 24-48 h, non-adherent cells were
removed and medium was changed. Adherent cells were then trypsinised, harvested and cultured
by seeding 5.10° cells/cm?. Cultures were fed every 2 to 3 days and trypsinised every 5 days. All
experiments were performed on MSCs isolated from at least 3 different bone marrow donors. Cells
were exposed to the HIV recombinant proteins Tat 40nmol/L and/or Nef 40nmol/L (Diatheva, Fano,
Italy), at clinically relevant concentrations observed in HIV-infected patients naive of treatment
(Gougeon 2003; Boya et al. 2004; Raymond et al. 2011), or to the solvent (PBS) for 20 days, from
passage 3 to 8. The cells were also incubated, concomitantly with Tat and/or Nef treatment, for 10
days with 250umol/L N-acetyl-cysteine (NAC), or for 5 days with 100nmol/L Rapamycin (Rapa) or
for 2 days with 100umol/L parthenolide (Part) (all from Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA).

Cell proliferation and apoptosis. Cellular senescence was evaluated by the cell population
doubling level (PDL) calculated as described previously (Hernandez-Vallejo et al. 2013), as log2
(D5/D0), where DO and D5 are the number of cells at seeding and harvesting, respectively.
Dividing cells were identified by measuring bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation according to
the manufacturer’s instructions (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA). Briefly, upon
day 8 and days 18 post-HIV-protein treatment, cells were incubated for 16 h with BrdU (15umol/L),
then fixed and permeabilised. Anti-BrdU antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) was revealed by using secondary antibodies coupled to Texas Red (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA). Cell nuclei were visualized after
diamidino-phenylindole hydrochloride staining (DAPI, Sigma-Aldrich). Dividing cells, examined by
fluorescence microscopy, were counted in four randomly selected fields and expressed as a
percentage of total cells. The percentage of apoptotic cells was determined using Apo-ONE
homogeneous Caspase-3/7 Assay (Promega Biosciences, San Luis Obispo, CA, USA), according
to the manufacturer’s instructions. Quantification was performed on a plate fluorescence reader
(Spectrafluor Plus, Tecan-France, Trappes, France) at 530 nm.

Cellular senescence and autophagy. The positive blue staining of -galactosidase was used as
a biomarker of cellular senescence. To detect senescence-associated-f-galactosidase activity,
cells were incubated with appropriate buffer solution containing X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
-D-galactopyranoside) (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) as described previously (Hernandez-
Vallejo et al. 2013). The blue stained cells observed at pH 6 and pH 4 were counted in 8 fields at
20X magnification and the percentage of pH6 positive blue cells, which specifically represents SA-
B-galactosidase activity, was calculated. We used the acidotropic dye LysoTracker (Invitrogen
Corporation, San Diego, CA, USA) to evaluate lysosomal mass. Briefly, cells were cultured in 96-
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well plates, washed and incubated with Lysotracker (50 nmol/L) in DMEM, for 30 min at 37°C in
the dark. Quantification was performed on a plate fluorescence reader (Spectrafluor Plus, Tecan-
France, Trappes, France) at 620 nm. Autophagosome formation was visualized by
immunofluorescence with an antibody directed against LC3Il (LC3, M152-3, MBL international,
Woburn MA, USA) in MSCs cultured with the HIV proteins for 20 days (Leica TCS SP microscope,
40X magnification). Nuclear DNA was stained with DAPI.

Cytokine/chemokine and osteocalcin secretion. Human IL-6 and IL-8 concentrations in cell
culture media from MSCs were determined after 10 and 20 days of incubation with Tat and/or Nef,
by using Quantikine human sandwich ELISA kits (R&D Systems, Inc. Minneapolis, MN, USA). The
sensitivity of the assays was: 0.7pg/ml for IL-6 and 7.5pg/ml for IL-8. Human osteocalcin
concentration in cell culture media from differentiated MSCs was determined after 15 days of
differentiation, by using Osteocalcin Human Direct ELISA Kit (Life technologies, Gaithersburg, MD,
USA). The sensitivity of the assays was 0.4ng/mL.

Osteoblast Differentiation. Differentiation was triggered on MSCs in the presence of HIV
proteins. MSCs were differentiated into osteoblasts by culture in the osteoblast differentiation
media for 15 days (10mmol/L B-glycerophosphate, 50ug/mL ascorbate). Cells were then stained
for Alizarin Red (Sigma Aldrich, St Louis, MO, US) as described previously (Hernandez-Vallejo et
al. 2013).

Mitochondrial dysfunctions and oxidative stress. We used the cationic dye JC-1 (tetrachloro-
tetra-ethyl-benzimidazolyl-carbocyanine iodide) to evaluate mitochondrial membrane potential, and
the MitoTracker Red probe (Both from Invitrogen Corporation, San Diego, CA, USA) to measure
mitochondrial mass, as previously described (Hernandez-Vallejo et al. 2013). Briefly, cells were
cultured in 96-well plates, washed and incubated with JC-1 (4ug/ml), or Mitotracker (50nmol/L) in
DMEM, for 60 min at 37°C in the dark. Quantification was performed on a plate fluorescence
reader (Spectrafluor Plus, Tecan-France, Trappes, France) at 595 and 530 nm (JC-1 aggregates
and monomers, respectively) or 630 nm (MitoTracker). The production of ROS was assessed by
the oxidation of 5-6-chloromethyl-2,7-dichlorodihydro-fluorescein diacetate (CM-H,DCFDA)
(Invitrogen Corporation, San Diego, CA, USA) or the reduction of nitroblue tetrazolium (NBT)
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) as previously described (Hernandez-Vallejo et al. 2013).
Results were normalized to cell protein content. Superoxide dismutase (SOD) activity was
evaluated using a commercially available kit (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), according to the
manufacturer’s instructions.

Protein extraction and Western blotting. Proteins were extracted from cell monolayers as
previously described (Hernandez-Vallejo et al. 2013), and were electro-blotted on nitrocellulose
membrane (Amersham Biosciences GE Healthcare Europe, Velizy Villacoublay, France). Specific
proteins were detected by incubation with the appropriate primary antibodies (P21"A"!, Phospho
P65 subunit of NF-kB, P62, Akt, Phospho Akt, RUNX2/CBFA, ERK1/2, PCNA) and horseradish-
peroxidase-conjugated secondary antibodies. Immune complexes were detected by enhanced
chemiluminescence (Amersham Biosciences GE Healthcare Europe, Velizy Villacoublay, France).

RNA isolation and quantitative RT-PCR. Total RNA was isolated from cultured cells using an
RNeasy kit (Qiagen, Valencia, CA, USA),) and mRNA expression was analysed by RT-PCR as
described previously (Hernandez-Vallejo et al. 2013). The sequence of the oligonucleotides used

ScholarOne, 375 Greenbrier Drive, Charlottesville, VA, 22901 Support: (434) 964 4100 12

Page 14 of 28

92



RESULTATS-Etude 1

Page 15 of 28

Aging Cell

as primers are available upon request.

Statistical analysis. All experiments were performed at least three times on triplicate samples.
Data are expressed as means + SEM. Statistical significance, between HIV-protein-treated cells vs
control with or without parthenolide, rapamycin or NAC, was determined with non-parametric
Wilcoxon’s test.
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Figure legends

Figure 1 Long term exposure to Tat and/or Nef inhibits proliferation and induces
senescence in MSCs. The population doubling level (PDL) was calculated as stated in
Experimental procedures. Mean PDL values (+ SEM), were determined at the indicated days post-
HIV-proteins treatment (A). The % inhibition of cell proliferation was calculated for each HIV
protein by determining the increase in total cell number that occurred after 20 days of continuous
exposure to HIV proteins, compared to control cells (B). Cultures of non-confluent MSCs on
coverslips were fixed, stained with BrdU and analysed by immunofluorescence microscopy to
determine the number of dividing cells after day-20 of HIV-proteins treatment (C). Representative
micrographs of BrdU positive cells and DAPI stained cells, are shown (D). Senescence was
evaluated by SA-B-galactosidase activity and expressed as the total % of SA-B-galactosidase
positive cells at pH6 (E). Representative micrographs of SA-B-galactosidase positive cells are
shown (F). Lysosomal accumulation was assessed by LysoTracker fluorescence probe and
expressed as % of control cells (G). Whole-cell lysates were extracted from MSCs at day 20 of
HIV-proteins treatment, and analysed by immunoblotting. Representative immunoblots of cell cycle
arrest markers P21WAF1 and ERK1/2 (loading control) are shown (H). Results are mean + SEM.
All experiments were performed in duplicate or triplicate in MSCs isolated from 3 to 4 different
bone marrow donors. *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001, vs control cells.

Figure 2 Tat and/or Nef induce oxidative stress and mitochondrial dysfunction in MSCs.
MSCs were treated with the HIV proteins Tat and/or Nef up to 20 days. ROS production was
assessed at the indicated days post-HIV-protein treatment by the oxidation of CM-H,DCFDA (A)
and the reduction of NBT (B), and expressed as % of control cells. Superoxide dismutase activity
was evaluated as stated in Experimental procedures at the indicated days post-HIV-proteins
treatment and expressed as % of control cells (C). Mitochondrial mass was evaluated by
MitoTracker Red-Probe and results are expressed as % of Control cells (D). The cationic dye JC-1
evaluates mitochondrial membrane potential, monomers (green fluorescence) and aggregates
(red—orange fluorescence) were quantified. The results are expressed as the ratio of
aggregate/monomer fluorescence (E). Results are mean + SEM. All experiments were performed
in duplicate or triplicate. *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001, vs control cells.

Figure 3 NAC treatment prevents oxidative stress and partially prevents Tat-induced
senescence in MSCs. NAC was added or not at day-10, for 10 days. ROS production was
assessed on day-20 post-HIV-protein treatment by the oxidation of CM-H,DCFDA (A) and the
reduction of NBT (B). Mitochondrial mass was evaluated by MitoTracker Red-Probe (C), and
mitochondrial membrane potential by JC-1 fluorescent dye as described in Experimental
procedures (D). Mean cell number, and the percent inhibition of cell proliferation were calculated
for each condition (E). Senescence was evaluated by SA-B-galactosidase activity and expressed
as the total % of SA-B-galactosidase cells at pH6 (F). Lysosomal accumulation was assessed by
LysoTracker fluorescence probe and expressed as % of control cells (G). Results are mean +
SEM. All experiments were performed in duplicate or triplicate. *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001, vs
control or vs Tat- and/or Nef-treated cells without NAC. NS, non significant.

Figure 4 Tat but not Nef induces a pro-inflammatory profile: reversion by the NF-kB
inhibitor parthenolide Representative immunoblots of Nuclear phospho-P65-NF-kB and
PCNA/proliferating cell nuclear antigen (loading control) at day-20 (A) are shown. Upon day 10
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and day 20, the levels of IL-6 (B), and IL-8 (C) in the cell culture media were determined with
ELISA assays. Parthenolide (Part) was added or not at day 18 for 48 hours. IL-6 (D), and IL-8 (E)
in the cell culture media were determined. Results are expressed as ng/mg of total cell proteins-24
hours. Mean cell number, and the percent inhibition of cell proliferation were calculated for each
condition (F). Senescence was evaluated by SA-B-galactosidase activity and expressed as the
total % of SA-B-galactosidase cells at pH6 (G). Lysosomal accumulation was assessed by
LysoTracker fluorescence probe and expressed as % of control cells (H). ROS production was
assessed on day 20 by the oxidation of CM-H,DCFDA (I). Mitochondrial mass was evaluated by
MitoTracker Red-Probe (J), and mitochondrial membrane potential by JC-1 fluorescent dye as
described in Experimental procedures (K). Results are mean + SEM. All experiments were
performed in duplicate or triplicate. *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001, vs control or vs Tat- and/or Nef-
treated cells without parthenolide. NS, non significant.

Figure 5 Nef impedes the autophagic efflux in MSCs: prevention by rapamycin. MSCs were
treated with the HIV proteins Tat and Nef for up to 20 days. The level of autophagic activity was
determined by LC3-II staining of autophagic vesicles, as stated in Experimental procedures. Total
fluorescence of LC3-Il was evaluated and results are expressed as % of control cells (A).
Representative micrographs of LC3-ll-labelled and DAPI-stained cells are shown (B). Human
BECN1, GABARAP and ULK mRNA levels were measured using real time RT PCR on day-20
post HIV proteins treatment. The relative mMRNA expression levels were normalized to PPIA (C).
Whole-cell lysates were extracted from MSCs at day-10 of treatment with the HIV proteins, and
analysed by immunoblotting. Representative immunoblots of P62, actin (Loading control) (D), and
Akt, Phospho Akt (E) are shown. Rapamycin (Rapa) was added from day 15 to day-20. Mean cell
number, and the percent inhibition of cell proliferation were calculated for each condition (F). The
level of autophagic activity was determined by with LC3-ll staining of autophagic vesicles, as
stated in Experimental procedures. Total fluorescence of LC3-Il was evaluated and results are
expressed as % of control cells (G). Senescence was evaluated by SA-B-galactosidase activity
and expressed as the total % of SA-B-galactosidase cells at pH6 (H). Lysosomal accumulation was
assessed by LysoTracker fluorescence probe and expressed as % of control cells (I). ROS
production was assessed on day-20 by the oxidation of CM-H,DCFDA (J). Mitochondrial mass was
evaluated by MitoTracker Red-Probe (K), and mitochondrial membrane potential by JC-1
fluorescent dye as described in Experimental procedures (L). Results are mean + SEM. All
experiments were performed in duplicate or triplicate. *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001, vs control or
vs Tat- and/or Nef-treated cells without rapamycin. NS, non significant.

Figure 6 Tat- and Nef-induced senescence is associated with altered osteoblastic potential
of MSCs. MSCs were differentiated into osteoblasts after 20 days of treatment with Tat and/or Nef.
To evaluate the osteoblastic potential of MSCs, cells were stained with Alizarin Red 15 days post-
induction of differentiation. Quantification of Alizarin Red is expressed as % of control cells (A),
and representative micrographs are shown (B). Whole-cell lysates were extracted at day-15 post-
induction of differentiation from MSCs, and analysed by immunoblotting. Representative
immunoblots of RUNX2 and ERK1/2 are shown (C). Human RUNX2 and OSX mRNA levels were
measured using real time RT-PCR. The relative mRNA expression levels were normalized to PPIA
(D). Osteocalcin in the cell culture media was determined with ELISA assays. Results are
expressed as pg/mg of total cell proteins-24 hours (E). Results are mean + SEM. All experiments
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were performed in duplicate or triplicate. *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001, vs control cells.
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A-2-Résultats principaux

¢Les protéines Tat et Nef induisent un ralentissement précoce de la prolifération cellulaire et une

sénescence prématurée, avec un effet cumulé des deux protéines, des J10.

*Les protéines Tat et Nef induisent une augmentation du stress oxydant, des dysfonctions

mitochondriales a J20.

*Le co-traitement des MSC avec un antioxydant, le NAC (N-acétyl Cystéine) de J10 a J20, réduit le
stress oxydant induit par les protéines Tat et Nef. Le traitement au NAC améliore les dysfonctions
mitochondriales, et partiellement la prolifération réduite initialement par Tat mais pas par Nef. Le

NAC ne prévient pas la sénescence induite par les protéines Tat et Nef.

¢ La protéine Tat, mais pas Nef, active la voie NF-kB et induit la sécrétion d’IL-6 et IL-8 des J10. Le co-
traitement des MSC avec la protéine Tat et un inhibiteur de NF-kB, le parthénolide, prévient tous les

effets induit par Tat.

*La protéine Nef, mais pas Tat, induit une réduction du flux autophagique, avec une augmentation de
Pactivation d’Akt et une réduction de 'expression de genes contrélant 'autophagie : BECNI, ULKI et

GABARAP des]10.

*Le co-traitement des MSC avec la protéine Nef et un inducteur de 'autophagie, la rapamycine,

prévient la sénescence, le stress oxydant, les dysfonctions mitochondriales induites par Nef.

¢ Le traitement chronique des MSC par les protéines Tat et Nef réduit leur potentiel de différenciation

ostéoblastique.

107



RESULTATS-Etude 1

A-3-Résultats complémentaires

*Nous avons tout d’abord voulu vérifier que la mort cellulaire par apoptose n’était pas responsable de la
baisse du nombre de MSC traitées avec les protéines du VIH. Bri¢vement, les MSC ont été cultivées en
plaques 96 puits avec les protéines Tat et Nef. A J20, les cellules ont été incubées pendant 2 heures avec
une solution contenant un substrat des caspases 3/7, le Z-DEVD-R110 couplé avec un fluorophore la
rhodamine (Promega). Le clivage du peptide DEVD par les caspases 3/7 permet de libérer la rhodamine
110 fluorescente, mesurée au spectrophotométre a 520nm, ce qui permet d’avoir une mesure
quantifiable de I'activité des caspases 3/7 pro-apoptotiques. La mesure de cette activité nous a permis

d’établir le % moyen de cellules apoptotiques pour chaque condition (+/-écart-type).

Il s’avere que les MSC 4 J20 présentent environ 10% de cellules apoptotiques, indépendamment de la
présence ou non des protéines du VIH, confirmant que les protéines virales Tat et Nef n’induisent pas
une apoptose accrue des MSC, et que la baisse observée du nombre de cellules est bien la résultante d’un

ralentissement de la prolifération cellulaire et d’'une sénescence accrue (Figure 27).

% of apoptotic cells

20 days
Control 9.92 + 041 %
Tat 1059 + 0.66 %
Nef 1031 + 069%
Tat+ Nef 1038 * 137 %

Figure 27: Effet des protéines virales sur l'apoptose des MSC : Evaluation 4 J20 des cellules présentant une activité caspase 3/7.

Résultats exprimés en % de cellules apoptotiques +/- SEM. n=3

*Nous avons ensuite voulu vérifier que les effets observés sur les MSC étaient bien provoqués par les
protéines du VIH. Pour cela, apres avoir traité les MSC avec les protéines Tat et Nef pendant 20 jours,
la culture a été poursuivie jusqu’a 30 jours dans du milieu de croissance sans protéines virales. Nous
avons 4 30 jours évalué les mémes paramétres que précédemment, a savoir : prolifération cellulaire,
stress oxydant, dysfonctions mitochondriales, accumulation lysosomale. Nous avons constaté que la
soustraction des protéines virales induisait une nette amélioration de la capacité proliférative (A), une
réversion du stress oxydant (B), une réduction de 'accumulation lysosomale (C) et des dysfonctions
mitochondriales (D-E) des MSC précédemment traitées avec les protéines Tat et Nef. Nous
confirmons ainsi que les effets précédemment observés étaient bien provoqués par I'exposition aux

protéines du VIH (Figure 28).
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*Enfin, nous avons voulu savoir si dans nos cellules, l'effet de Nef était provoqué par une inhibition
directe de la BECN1. A J10, par co-immunoprécipitation, nous avons pu mettre en évidence existence
d’une interaction de la protéine BECN1 avec la protéine Nef. Afin de confirmer cette spécificité, nous
avons pu constater également la perte de cette interaction entre les protéines Nef et BECN1, lorsque les
MSC sont incubées avec une protéine recombinante Nef mutée dans son domaine SH3 (Src Homology
region 3) (Jena Bioscience), domaine impliqué dans la signalisation cellulaire et I'internalisation des
récepteur CD4 et du CMH]1 2 la surface des cellules (Geyer et al. 2001) (Figure 29). L'analyse de I'effet

de ce mutant déficient de Nef sur la sénescence des MSC est en cours.

BECNT im o

Nef —
—
E2 4

3
E
Y
v
P4

Figure 29 : Immunopréciptation de la protéine BECN1 : La protéine BECN1 a été immunoprécipités A partir des extraits cellulaires

totaux. La liaison des protéines BECN1 et Nef a été évaluée par Western Blot. Résultats préliminaires n=1.
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A-4-Discussion

Cette étude nous a permis de montrer qu’un traitement a long terme par les protéines du VIH, Tat et
Nef, induit la sénescence des MSC, un stress oxydant et des dysfonctions mitochondriales. Les deux
protéines virales agissent par des mécanismes différents, expliquant leur effet cumulé lorsqu’elles sont
ajoutées simultanément. La protéine Tat induit la sénescence par le biais de I'activation du facteur de
transcription pro-inflammatoire et pro-sénescent NF-KB, et la protéine Nef par une inhibition du flux
autophagique. De plus le traitement a long terme des MSC avec les protéines virales perturbe leur

différenciation ostéoblastique.
¢ Discussion sur le choix du matériel

Nous avons travaillé sur une culture primaire de cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle
osseuse de donneurs sains. Les MSC représentent un bon modele d’exploration des dysfonctions de la
formation osseuse, dans le contexte de l'infection par le VIH, de par leur proximité avec la circulation
sanguine et avec les cellules infectées au sein des niches hématopoiétiques, et de par leur implication
dans la déminéralisation osseuse observée au cours du vieillissement normal de I'individu. Afin d’éviter
un biais induit par la sénescence réplicative, nous avons utilisé des MSC ayant un faible nombre de
passages (inférieur & P10), et limité la durée du traitement chronique aux protéines du VIH 4 20 jours.
Nous avons choisi dans cette étude de tester les effets du traitement a long terme des MSC avec les
protéines du VIH Tat et Nef & une concentration de l'ordre du nM, proche des concentrations
plasmatiques des protéines virales Tat et Nef détectées dans le plasma des patients infectés par le VIH
naifs de tout traitement (Raymond et al. 2011, Debaisicux et al. 2012). De plus la proximité des MSC
avec les progéniteurs hématopoiétiques, monocytes-macrophages au sein de la moelle osseuse, nous

laisse & penser que localement les concentrations en protéines virales pourraient étre plus élevées.
*Discussion sur les stratégies de prévention des effets des protéines virales

Pour étudier les mécanismes par lesquels les protéines virales sont impliquées dans I'induction de la
sénescence, notre stratégie a été d’analyser les effets des inhibiteurs du stress oxydant, de I'inflammation,

et un activateur de 'autophagie sur les effets de Tat et Nef.

Le NAC est un antioxydant, qui agit de deux fagons : il est un précurseur du GSH (glutathion), qui est
un antioxydant et il peut également agir en réduisant directement les radicaux libres. Toutefois il a été
reporté une toxicité cellulaire du NAC a de fortes concentrations de l'ordre du mM (Sadowska et al.
2007). Nos résultats sur la prévention des effets des protéines virales avec le NAC ont quelques limites :

nous avons choisi d’utiliser une faible concentration de 250uM, minorant peut-étre les effets bénéfiques
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du NAC. Nous ne pouvons pas exclure une certaine toxicité du NAC dans notre étude. Pour confirmer

nos résultats, nous aurions pu utiliser d’autres antioxydants comme le GSH, le Trolox (vitamine E).

Le parthénolide est une molécule ayant des effets pléiotropes, qui va principalement inhiber I'activation
de NF-kB et permettre sa séquestration dans le cytoplasme, en inhibant la kinase IKK (voir partie B-4).
Mais le parthénolide peut également induire 'apoptose, et un stress oxydant (Zunino et al. 2007). Nous
avons pu effectivement constater Ueffet toxique du parthénolide en réalisant préalablement une
expérience dose-réponse sur les MSC. Nous avons donc choisi une concentration faible de 100nM sur

un temps court de 2 jours.

La rapamycine est un médicament couramment utilisé pour ses propriétés immunosuppressives. Il agit
en inhibant le complexe mTORCI, et par ce biais active 'autophagie. La rapamycine a également des
propriétés antiprolifératives, que nous avons pu constater lors du traitement de nos MSC, ce qui nous a
limité dans I'étude de la capacité proliférative des cellules traitées avec la protéine Nef et la rapamycine.
Nous avons pu mettre en évidence I'induction d’une dysfonction lysosomale par les protéines virales. Il
aurait sans doute été intéressant d’utiliser d’autres modulateurs de I'autophagie, en particulier les
molécules ciblant des étapes plus tardives du processus autophagique, comme la bafilomycin qui inhibe
la fusion de I'autophagosome et des lysosomes, ou la chloroquine qui affecte I'activité des enzymes

lysosomales (Sciarretta et al. 2012).
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B-Etude 2: HIV protease inhibitors induce senescence and alter osteoblastic
potential of human bone marrow mesenchymal stem cells: beneficial effect of

pravastatin

(S.Jimena Hernandez-Vallejo, C. Beaupere, J. Larghero, J. Capeau, C. Lagathu, Aging Cell,2013)
B-1-Introduction et objectifs de travail

Comme abordé dans l'introduction, les antirétroviraux et plus particulierement les PI jouent un réle
important dans la déminéralisation osseuse observées chez les patients infectés par le VIH. Cependant,
malgré les nombreuses études transversales et méta-analyses effectuées, le fait que les patients regoivent
des associations d'ARV et qu’ils modifient leur traitement sur la durée, rend plus difficile

I'identification des molécules responsables de ces atteintes osseuses. Aucune étude publiée 4 ce jour,

n'aborde I'impact directe de ATV et du LPV associés au RTV sur les MSC.
B-1-1-Objectifs de travail

Des MSC issues de la moelle osseuse de donneurs sains ont été cultivées en présence de PI, TATV et le
LPV associés ou non a de faibles doses de RTV (ATV/r et LPV/r). Nous avons étudié différents
paramétres : la prolifération cellulaire, le stress oxydant, et des marqueurs de sénescence cellulaire
comme I'accumulation de prélamine A farnésylée a 10, 20 et 30 jours apres I'initiation du traitement.
Pour analyser les mécanismes en cause dans les effets déléteres des PI, nous avons évalué leffet de la
pravastatine, un inhibiteur de la synthése du farnésyl, qui inhibe la formation de prélamine A farnésylée.
Enfin nous avons évalué le potentiel de différenciation ostéoblastique et adipocytaire des MSC

sénescentes prétraitées aux PL
B-1-2-Introduction aux mécanismes de régulation de la prélamine A

Il a été précédemment montré par I'équipe de Coffinier et al. et au laboratoire que certains PI, comme le
LPV et le RTV peuvent inhiber directement la protéase ZMPSTE24 qui intervient dans la maturation

de la prélamine A en Lamine A mature induisant aussi une sénescence cellulaire (Caron et al. 2007,

Coffinier et al. 2007, Coffinier et al. 2008).

Les lamines font partie de la famille des filaments intermédiaires. Dans le noyau, les lamines A, B et C
4 4 . . . . \
vont se polymériser entre elles pour former le réseau sous-membranaire de la lamina, participant a la
structuration du noyau et interagissant avec plusieurs protéines de la membrane nucléaire, comme
Iémerine, avec la chromatine. La lamine A, issue du gene LMNA, est formée suite aux clivages
4 . 4 / . . bl . b 4 4
protéolytiques de son précurseur, la prélamine A, notamment via I'action d’une protéase appelée

Zmpste24, libérant dans le noyau la lamine A mature (Misteli et al. 2005) (Figure 30).
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Les mutations de la lamine A/C, responsables de lipodystrophies génétiques appelées FPLD (familial
partial lipodystrophy de Dunnigan), induisent une mauvaise organisation des lamines A/C, une
dysmorphie et une fragilité nucléaires (Vigouroux et al. 2001). Nous avons montré une accumulation
de prélamine A farnésylée, chez les patients présentant une laminopathie comme chez les patients sous
PI, entrainant un stress oxydatif, la formation d’ERO et une sénescence cellulaire (Caron et al. 2007). Il
a été montré au laboratoire que la sénescence induite par les PI dans des fibroblastes et des cellules
endothéliales était associée & 'accumulation de prélamine A farnésylée et au stress oxydant, et que ces
effets étaient prévenus par l'ajout d'inhibiteurs de la synthese du farnésyle (statines) ou de la

farnésylation (FTT) (Figure 30) (Lefevre et al. 2010).

Farnésylation et

clivage de la
prélamine A
. ; Farnesylation .
Farnesylation * Methylation M_ Statines
’J z -
-G)-'CAAX Prélamine A -]),MA Déformations nucléaires
farnésylée —> Défaut réparation ADN

Clivage C-term * Clivage

& methylation ~ Zmpste24
Prélamine A (N[} oo+ -

’ Lamine A (D

Clivage ¢
Zmpste24

Lamine A -

LAMINA NUCLEAIRE
INTEGRITE ET STABILITE DE L'ADN
CYCLE CELLULAIRE

¢ Senescence

Figure 30 : Maturation de la prélamine A : La maturation de la prélamine A en Lamine A passe par plusieurs étapes : la farnésylation,

et le clivage C-terminal, conduisant a la formation de prélamine A farnésylée, puis le clivage du groupement farnésyl par 'enzyme
Zmpste24, a origine de la Lamine A mature. Les PI sont connus pour inhiber 'action de I’enzyme Zmpste24, conduisant 4

Paccumulation de prélamine A farnésylée toxique. Les statines inhibent la synthése du groupement farnésyl.
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Summary

HIV-infected patients receiving antiretroviral therapy present an
increased prevalence of age-related comorbidities, including
osteoporosis. HIV protease inhibitors (Pls) have been suspected
to participate to bone loss, but the mechanisms involved are
unknown. In endothelial cells, some Pls have been shown to
induce the accumulation of farnesylated prelamin-A, a biomarker
of cell aging leading to cell senescence. Herein, we hypothesized
that these Pls could induce premature aging of osteoblast
precursors, human bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs),
and affect their capacity to differentiate into osteoblasts.
Senescence was studied in proliferating human MSCs after a
30-day exposure to atazanavir and lopinavir with or without
ritonavir. When compared to untreated cells, Pl-treated MSCs
had a reduced proliferative capacity that worsened with increas-
ing passages. Pl treatment led to increased oxidative stress and
expression of senescence markers, including prelamin-A.
Pravastatin, which blocks prelamin-A farnesylation, prevented
Pl-induced senescence and oxidative stress, while treatment with
antioxidants partly reversed these effects. Moreover, senescent
MSCs presented a decreased osteoblastic potential, which was
restored by pravastatin treatment. Because age-related bone loss
is associated with increased bone marrow fat, we also evaluated
the capacity of Pl-treated MSCs to differentiate into adipocyte.
We observed an altered adipocyte differentiation in Pl-treated
MSCs that was reverted by pravastatin. We have shown that
some Pls alter osteoblast formation by affecting their differen-
tiation potential in association with altered senescence in MSCs,
with a beneficial effect of statin. These data corroborate the
clinical observations and allow new insight into pathophysio-
logical mechanisms of Pl-induced bone loss in HIV-infected
patients.

Key words: adipocyte; HIV protease inhibitors; oxidative
stress; osteoblast; senescence; statin.
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Introduction

Treatment of HIV-infected patients with combination antiretroviral
therapy (cART) has led to a significant reduction in morbidity and
mortality. However, despite unquestioned success, these patients present
an increased risk of a number of ‘non-AIDS'-related complications
(Capeau, 2011). These complications, which include cardiovascular, liver,
brain and bone diseases, are similar to those observed among the elderly.
These observations led to propose that HIV-infected persons suffer from
accelerated or amplified aging (Capeau, 2011). The occurrence of these
complications was proposed to result from both HIV infection and
antiretroviral treatment, in addition to aging and immune dysfunction.
Regarding adipose tissue, alterations are characterized by a lipodystrophy
syndrome with subcutaneous lipoatrophy and visceral fat hypertrophy
(Mallon et al., 2003; Brown et al., 2004; Caron-Debarle et al., 2010).
Bone disorders are mainly characterized by reduced bone mineral density
(BMD), leading to the development of osteopenia and osteoporosis
(Stone et al., 2010).

Osteoporosis is a bone disorder characterized by a severe loss of bone
mass and consequent reduction in bone strength, which in turn leads to
an increased risk of fractures. Osteopenia is defined by a lesser reduction
in bone mass and precedes osteoporosis (Mazziotti et al., 2010).
Although a certain degree of bone weakening with age is considered
normal, several clinical studies have shown that there is an increased
incidence of reduced BMD, osteopenia and osteoporosis in HIV patients
in general and in those receiving cART in particular (Brown & Qaqish,
2006; Powderly, 2012). This increased risk of premature osteoporosis
seems to be linked to both cART and HIV infection itself (Stone et al.,
2010). Brown's meta-analysis showed that among HIV-infected patients,
67% had osteopenia, and 15%, osteoporosis. The effect on bone was
striking because a vast majority were young men under the age of 40
(Brown & Qagish, 2006). Low body weight is a major contributor to low
BMD in HIV infection. Moreover, cART initiation has been associated
with decreased BMD (Duvivier et al., 2009). Several studies suggest that
the prevalence of reduced BMD in cross-sectional studies of patients
receiving cART ranges from 20% to 50%, with rates of osteoporosis up
to 20% (Stone et al.,, 2010; Powderly, 2012). Another meta-analysis
showed that in HIV-infected patients on cART at baseline, BMD
remained stable, whereas in patients initiating cART, BMD declined by
2-4% regardless of ART regimens after 2 years (Bolland et al., 2011).

The exact role of specific agents, including the HIV aspartyl protease
inhibitors (Pls), in the pathogenesis of bone loss remains unknown. Pls
belong to a potent class of antiretrovirals and are commonly used as
first-line therapy in addition to nucleoside analogue reverse transcriptase
inhibitors (NRTIs). Ritonavir is not used for its own antiviral activity, but as
a booster of other Pls. Existing data demonstrate significantly lower BMD
with Pl initiation (Duvivier et al.,, 2009), suggesting that Pls are indeed
important players in decreased BMD. More specifically, atazanavir (ATV)
and lopinavir (LPV) boosted with ritonavir (LPV/r and ATV/r), which are
frequently used Pls in clinical practice, have been associated with bone
loss. This has been shown in numerous studies for LPV/r (Grund et al.,
2009; Hansen et al., 2011) and also for ATV/r (Grund et al., 2009).
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Under physiological conditions, the balance between osteoclast-
mediated bone resorption and osteoblast-mediated bone deposition
controls bone remodelling. Within bone marrow, mesenchymal stem
cells (MSCs) are pluripotent precursors, capable of differentiating into
several cell types, including osteoblasts and adipocytes (Kim et al.,
2012). To achieve osteogenic differentiation, MSCs proceed through
a number of functional stages including proliferation, matrix matura-
tion and mineralization. It has been hypothesized that a reciprocal
relationship exists in the bone marrow cavity, where production of
adipocytes from MSCs is at the expense of osteoblasts (Verma et al.,
2002; Kim et al, 2012). In vitro studies have demonstrated the
balance between the transcription factors RUNX2 (Runt-related
transcription factor 2), driving the pro-osteogenic phenotype, and
peroxisome proliferator-activated receptor (PPARy), the pro-adipogenic
one (Nuttall & Gimble, 2004). Therefore, the respective activities of
PPARy and RUNX2 are key determinants of the relationship between
fat and bone. Numerous clinical data support this idea, such as
increased adipocyte content of aging bone (Verma et al., 2002;
Nuttall & Gimble, 2004). Initiation of cART affects whole body
composition of HIV-infected patients with increased fat mass and
decreased BMD. The role of some Pls in cART-induced lipodystrophy
has been proposed according to in vitro studies and in vivo
observations  (Caron-Debarle et al., 2010). Among HIV-infected
patients, lipodystrophy, and in particular increased visceral abdominal
fat, is significantly and independently associated with reduced
BMD (Huang et al., 2001). Importantly, treatment with ATV/r and
LPV/r is associated with decreased BMD and alterations in adipose
tissue storage/accumulation (Carr et al, 1999; McComsey et al.,
2011).

We have previously shown that treatment of endothelial cells with
RTV or LPV induces cellular senescence, characterized by a decreased cell
proliferation and the accumulation of the pro-senescence protein
prelamin-A (Lefevre et al., 2010). The post-translational processing of
prelamin-A to mature lamin A requires a farnesylation step and a
cleavage by the zinc metallopeptidase ZMP-STE24. The inhibition of
ZMP-STE24 by RTV and LPV results in permanently farnesylated
prelamin-A, which has been shown to induce cell senescence (Caron
et al., 2007; Coffinier et al., 2007). LPV and, to a lesser extent, ATV can
inhibit prelamin-A maturation (Liu et al., 2010). Moreover, blocking the
farnesylation of prelamin-A, using statins, has been shown to ameliorate
cellular senescence phenotype of accelerated aging (Capell et al., 2005).
Few studies have examined the direct effect of Pls on osteoblasts and
more specifically on MSCs. In vitro experiments demonstrated that a
subset of Pls could inhibit both osteogenic and adipogenic differentiation
(Jain & Lenhard, 2002).

In the present study, we hypothesized that Pls could induce
premature senescence of osteoblast precursor stem cells, namely MSCs,
which in turn could be involved in osteoblast depletion and bone loss.
We investigated whether frequently used Pls, atazanavir (ATV), lopinavir
(LPV) alone or associated with ritonavir (ATV/r and LPV/r), and ritonavir
alone (RTV), were capable of inducing premature senescence in MSCs.
We then examined the consequences of Pl-induced senescence on MSCs
fate evaluated by their osteoblastic and adipogenic potential. The data
presented in this study show that Pls can induce cellular senescence of
MSCs and alter both osteoblastic and adipogenic potential. Moreover,
while antioxidant molecules only partially reversed the effect of Pls,
pravastatin, used as a farnesyl synthesis inhibitor, prevented Pl-induced
senescence and restored adipocyte and osteoblast differentiation
capacities. These findings offer new insights on the role of MSCs in
Pl-associated bone loss.

956 Protease inhibitor-induced mesenchymal stem cell senescence, S. J. Hernandez-Vallejo et al.

Results

Chronic exposure to ATV or LPV induces senescence and
oxidative stress in proliferating MSCs

We first evaluated whether chronic Pl exposure affected in vitro cell
proliferation capacities. Human bone marrow mesenchymal stem cells
(MSCs) treated with LPV and ATV alone or in association with RTV (LPV/r
and ATV/r) displayed a reduced proliferative activity that worsened with
increasing cellular passages, but cell survival remained unaffected (data
not shown). We observed a progressive decline in the population
doubling level (PDL) between passages 3 and 9 (30 days of treatment) in
ATV- and LPV-treated cells, whereas PDL did not vary in control cells
(DMSO-treated) and RTV-treated cells (Fig. 1A). Although RTV did not
exert an effect on cell proliferation on its own, we observed an additive
effect of RTV on ATV- and LPV-treated cells on day 30 (Fig. 1B).

In control cells, the percentage of senescent cells (senescence-
associated B-galactosidase positive) was about 2-3%. The percentage of
senescent cells was similar in RTV-treated cells. Conversely, it reached
8.8% in ATV/r-treated and 16.3% in LPV/r-treated cells after 30 days
(Fig. 1C-D). LPV/r and, to a lesser extent, ATV/r chronic exposure led to a
progressive increase in SA-B-galactosidase activity (Fig. 1D-E). Thus,
Pl-treated MSCs presented an early onset on cell senescence (2- to 4-fold
increase on day 30) in both ATV- and LPV-treated cells (Fig. 1E). In
accordance with decreased cell proliferation and cellular senescence,
long-term ATV and LPV exposure also increased the protein expression
of cell cycle arrest markers p16™“ and p21"AF" upon 30 days of
treatment (Fig. 1F) when compared to control and RTV-treated cells. LPV
and ATV with or without RTV induced the accumulation of prelamin-A,
on day 30 (Fig. 1G), while prelamin-A expression was almost undetect-
able in control and RTV-treated cells. In parallel, we observed a
decreased protein expression of mature Lamin A/C, as an increased
amount of unprocessed prelamin-A is often balanced by a decreased
amount of matured Lamin A (Liu et al., 2010).

Finally, long-term ATV and LPV exposure markedly increased
reactive oxygen species (ROS) production when compared to control
and RTV-treated cells. Starting from day 10 post-PI treatment for LPV/r
and from day 20 for ATV/r, we observed a significant increase in ROS
production (up to 4-fold in LPV/r-treated cells on day 30), as quantified
by the reduction in nitroblue tetrazolium (oxidase substrate) (Fig. TH)
and by the oxidation of CM-H,DCFDA by ROS (Fig. 11). Parallel to this
increase, we observed a decreased superoxide dismutase (SOD) activity
by up to 45% in ATV/r-treated and 75% in LPV/r-treated cells (Fig.
STA).

Potent antioxidant treatment partially prevents Pl-induced
decline of MSCs proliferation

We performed experiments in which MSCs were treated with different
antioxidant molecules. We first used NAC (N-acetyl cysteine) over a short
period of time (72 h) on MSCs treated for 15 days with LPV/r and ATV/r.
As shown in Fig. 2A, on day 20, NAC was able to significantly decrease
ROS production, but this effect was transient and no longer seen upon
day 30. Under these short-term conditions, NAC treatment failed to
improve cell proliferation (Fig. 2B). We compared the differences in PDL
between day 20 and day 30 by the means of PDL ratios (Fig. 2C). This
representation allows to evaluate the impact of antioxidants and to show
that PDL ratio remained unchanged when MSCs were treated with NAC
(Fig. 2C). We then studied the effect of antioxidant molecules on a
longer term, and cells were incubated for the last 15 days with a
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Fig. 1 Protease inhibitors (Pls) trigger senescence and oxidative stress in MSCs. The population doubling level (PDL) was calculated as stated in Experimental procedures.
(A) Mean PDL values (+ SEM) were determined at the indicated days post-Pl treatment and (B) at day 30 post-PI treatment. SA-B-galactosidase activity was assessed by (C)
the total % of SA-B-galactosidase cells at pH6 or by (D) the ratio of pH6- to pH4-positive staining at the indicated days post-Pl treatment and expressed as % of control cells.

(E) Representative micrographs of SA-B-galactosidase positive cells are shown. Whole cell lysates were extracted from MSCs at day 30 of PI treatment and analysed by

immunoblotting. Representative immunoblots of cell cycle arrest markers P21, P16 and ERK1/2 (loading control) (F) and of prelamin-A, Lamin A/C and ERK1/2 (G) are shown.
Reactive oxygen species (ROS) production was assessed at the indicated days post-Pl treatment by (H) the reduction in nitroblue tetrazolium (NBT) and by (1) the oxidation of
CM-H,DCFDA and expressed as % of control cells. All experiments were performed in duplicate or triplicate in MSCs isolated from 3 to 4 different bone marrow donors.

*P < 0.05, ** P < 0.01%** P < 0.001 vs. control cells.
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combination of Trolox, an antioxidant derivative of vitamin E and
reduced glutathione (GSH). This association did not affect MTT survival
test, but increased ROS production in control cells (Fig. 2D). However,
importantly, the combination of Trolox and GSH did decrease ROS
production in ATV/r and LPV/r cells at days 20 and 30 (Fig. 2D) although
it failed to increase SOD activity (Fig. S1B). Even if this antioxidant
treatment induced a slight decrease in cell proliferation on day 20 for all
conditions, thereafter, it prevented the ongoing deleterious effect of Pls
on the decline of cell proliferation, stressing the role of oxidative stress in
the Pl-induced reduced cell proliferation (Fig. 2E). Indeed, when com-
paring the differences in PDL between day 20 and day 30, PDL ratio
became positive when treated by GSH/Trolox (Fig. 2F). Thus, GSH/Trolox,
despite an early deleterious effect, was able to partially rescue PDL levels
in Pl-treated MSCs. These results indicate that a strong and prolonged

antioxidant-treated cells.

antioxidant treatment was able to partially prevent the effect of Pls.
However, none of these treatments were able to normalize SOD activity
in Pl-treated cells (Fig. S1B-C). Overall, these results suggest that
increased oxidative stress during the onset of cellular senescence
participated to Pl-induced altered cell proliferation.

Pravastatin prevents Pl-induced senescence of MSCs

To assess the implication of prelamin-A accumulation in the deleterious
effect of Pls, we used pravastatin. We evaluated the ability of pravastatin to
prevent or reverse Pl-induced senescence by decreasing the amount of
farnesylated prelamin-A and hence its cellular toxicity (Capell et al., 2005;
Lefevre et al., 2010). Cells were treated with Pls up to 15 days, and
pravastatin was added for the last 15 days. Upon day 30, pravastatin
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Fig. 3 Pravastatin prevents protease inhibitors (Pl)-induced senescence and oxidative stress of MSCs. Pravastatin was added for the last 15 days of the 30-day PI treatment.
Whole cell lysates were extracted from MSCs treated or not with pravastatin at day 30 post-PI treatment and analysed by immunoblotting. (A) Whole cell lysates were
extracted from MSCs at day 30 of Pl treatment and analysed by immunoblotting. Representative immunoblots of prelamin-A, and ERK1/2 are shown. (B) Mean population
doubling level (PDL) values (= SEM) were determined at the indicated days post-PI treatment, and (C) the PDL ratio between day 20 and day 30 was determined.

(D) SA-B-galactosidase activity was assessed by the ratio of pH6- to pH4-positive blue staining at the indicated days post-PI treatment and expressed as % of control cells.
(E) Representative immunoblots of P21, P16 and ERK1/2 from three separate experiments are shown. Reactive oxygen species (ROS) production was assessed at the indicated
days post-PI treatment with or without pravastatin by (F) the reduction in NBT and by (G) the oxidation of CM-H,DCFDA and expressed as % of control cells. *P < 0.05,
##p < 0.01 ***P < 0.001 vs. control cells, and #P < 0.01, ##P < 0.001 vs. pravastatin-treated cells.

induced prelamin-A accumulation in control cells, as nonfarnesylated
prelamin-A cannot be cleaved, and did not affect the prelamin-A
accumulation in Pl-treated cells, as it was already presented (Fig. 3A).
Pravastatin markedly improved cell proliferation of ATV/r- and LPV/r-
treated MSCs (Fig. 3B). After only 5 days of pravastatin treatment, PDL of
Pl-treated cells increased, whereas it continued to decrease in cells not
treated with pravastatin. After 15 days, the reversion by pravastatin was
complete. To quantify the impact of pravastatin, we used the same
representation as above, determining the means of PDL ratios between

© 2013 the Anatomical Society and John Wiley & Sons Ltd

day 20 and day 30 (Fig. 3C). Here, MSCs cotreated with Pls and pravastatin
display an increased proliferation (positive PDL ratios), suggesting that
proliferating cells overtook nonproliferating cells with a positive cumula-
tive effect. Pravastatin also improved senescence markers in Pl-exposed
MSCs. It partly or totally reversed the expression of p16™<4 and p21"AF!
(Fig. 3D) and the SA-B-galactosidase activity (Fig. 3E). Pravastatin treat-
ment normalized Pl-induced overproduction of ROS (Fig. 3F-G) and SOD
activity (Fig. S1D), by day 30, when Pl-and pravastatin-treated cells have
reached the level of proliferation achieved by control cells.
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Pl-induced senescence alters the osteoblastic differentiation
potential of MSCs, and this potential is restored by
pravastatin

As age-related loss of bone mass is associated with decreased osteoblast
differentiation capacities, we undertook a study to evaluate the impact
of Pls on the ability of MSCs to differentiate into mature osteoblasts.
After a 30-day Pl treatment, Pls were removed, and osteoblastic
differentiation was induced. The ability of MSCs that displayed senes-
cence makers at day 30 to differentiate into osteoblasts was then
evaluated. MSCs pretreated with ATV/r and LPV/r displayed a severe
decrease in calcium deposition, visualized by alizarin red staining
(Fig. 4A-B), and in alkaline phosphatase activity (Fig. 4C-D). In accor-
dance, we found that the mRNA expression of the osteoblast-specific
markers COLTAT and COL1A2 (Fig. 4E) and the protein expression of
RUNX2 were decreased in ATV- and LPV-treated MSCs compared with
control and RTV-treated cells (Fig. 4F). These results indicate that MSCs,
in which cellular senescence was triggered by Pls, have a reduced
osteoblastic potential.

We performed additional experiments regarding the impact of Pls
during the osteoblast differentiation process itself. MSCs were treated

960 Protease inhibitor-induced mesenchymal stem cell senescence, S. J. Hernandez-Vallejo et al.

from day 0 to day 15 of osteoblast differentiation. As shown in Fig. S2
(Supporting information), Pl treatment affected osteoblast differentia-
tion of MSCs (Fig. S2A-D) and increased oxidative stress (Fig. S2F-G).
Thus, MSCs treated with Pls when induced to differentiate towards
osteoblasts also present impaired differentiation.

We then tested the effect of pravastatin on the capacity of PI-
exposed MSCs to differentiate towards the osteoblastic lineage.
Similarly to the previous experiment, Pls and pravastatin were removed
from the differentiation media, on the day of induction. As shown by
calcium accumulation visualized by alizarin red staining (Fig. 5 A-B)
and by the evaluation of ALP activity (Fig. 5C-D), cells treated for
15 days with pravastatin recovered their ability to differentiate into
osteoblasts. This effect cannot be attributed to cell proliferation, as in
all conditions, cells were confluent when osteoblast differentiation was
induced.

Pls modulate the adipogenic differentiation potential of MSC:
beneficial effect of pravastatin

As age-related loss of bone mass is associated with increased marrow
fat, we hypothesized that Pl-induced senescence of MSCs would favour
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Fig. 4 Pl-induced senescence is associated with altered osteoblastic potential of MSCs. MSCs were differentiated into osteoblasts or adipocytes after 30 days of treatment
with Pls. To evaluate the osteoblastic potential of MSC, Pls were removed on the day of induction of differentiation, and osteoblastic differentiation media were added.
(A) Cells were stained with alizarin red 15 days postinduction, and representative micrographs and scans are shown. (B) Quantification of alizarin red is expressed as
percentage of control cells. (C) ALP activity was assessed using BCIP/NBT staining, and representative micrographs and scans are shown. (D) Quantification ALP is expressed
as percentage of control cells. (E) Human COLTAT and COLTA2 mRNA levels were measured using real-time RT-PCR. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, vs. control
cells, n = 4 experiments performed in duplicate. (F) Whole cell lysates were extracted at day 15 postinduction of differentiation from MSCs and analysed by immunoblotting.
Representative immunoblots of RUNX2 and ERK1/2 are shown.
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(A)

Prava

Fig. 5 Pravastatin restores MSCs
osteoblast differentiation potential. MSCs
were differentiated into osteoblasts or
adipocytes after a 30-day Pl treatment with
or without a 15-day pravastatin treatment.
(A) Cells were stained with alizarin red to
visualize calcium deposition 15 days
postinduction, and representative
micrographs and scans are shown.

(B) Quantification of alizarin red is
expressed as % of control cells. (C) ALP
activity was assessed, and representative
micrographs and scans are shown. (D)
Quantification ALP is expressed as
percentage of control cells. *** P < 0.001
vs. control cells and #* P < 0.01,

### p < 0.001 vs. pravastatin-treated cells.

the adipocyte differentiation, probably by altering the delicate balance
between osteoblast and adipocyte differentiation. We therefore assessed
whether cell fate could be affected by a pretreatment of MSCs with Pls.

As for osteoblast differentiation, upon 30 days of Pl exposure, MSCs
were induced to differentiate into adipocytes in the absence of Pls. The
adipogenic potential of Pl-exposed MSCs was evaluated by lipid
accumulation by Oil-Red-O staining and by the expression of the
adipocyte-specific transcription factor PPARy. As shown in Figs 6A,B,
lipid accumulation in MSCs after a 30-day exposure to LPV and LPV/r was
significantly decreased by 50-65%. Conversely, ATV-treated MSCs
showed an enhanced lipid accumulation (120%), and ATV/r-treated cells
showed the same tendency although not significant. Relatedly and in
contrast with LPV and LPV/r, ATV and ATV/r increased the protein
expression of PPARy (Fig. 6C) and the mRNA expression of the
adipocyte-specific marker, fatty acid binding protein 4 (FABP4) (Fig. 6D),
in differentiated MSCs.

Finally, a 15-day treatment with pravastatin before the induction of
adipocyte differentiation improved the adipogenic potential of LPV/r-
exposed MSCs (Fig. 6E-F). Therefore, pravastatin rescued the adipocyte
differentiation potential of LPV/r-treated MSCs.

Discussion

We show here that some PIs, frequently used to control HIV infection,
can induce cellular senescence and oxidative stress in bone marrow
MSCs, which is associated with a reduced capacity of differentiation
towards the osteoblastic lineage. Importantly, for the first time, we show
that a treatment with pravastatin was able to reverse these alterations
and restore osteoblast differentiation.

We evaluated the impact of widely used Pls, ATV/r and LPV/r,
previously shown to increase the prevalence of osteopenia and osteo-
porosis in HIV-infected patients (Stone et al., 2010). In an initial
experiment, we demonstrated that long-term exposure of MSCs to
these Pls triggered the senescence programme. Senescent MSCs are
present in human bone marrow of aged patients (Zhou et al., 2008) and
in patients with severe progeroid syndromes (Scaffidi & Misteli, 2008), in
which bone loss is a main feature (Rivas et al., 2009). It has been shown
that senescent MSCs presented increased oxidative stress and decreased

© 2013 the Anatomical Society and John Wiley & Sons Ltd
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cell plasticity, affecting more particularly the osteoblast differentiation
(Zhou et al., 2008).

Many studies have shown that oxidative stress plays a major role in
MSCs alterations. Moreover, ROS are key mediators of signalling
pathways that underlie cellular senescence. In other cell types,
Pl-induced ROS production via mitochondrial dysfunction was shown
to be, at least in part, responsible for triggering senescence (Caron et al.,
2007). Moreover, antioxidants improved Pl-induced senescence in
endothelial cells (Lefevre et al, 2010). Here, antioxidant molecules,
Trolox/GSH, decreased ROS production and prevented further decline in
cell proliferation of Pl-treated MSCs, suggesting that increased oxidative
stress participated to Pl-induced altered cell proliferation. Additionally,
using a statin, which exerts pleiotropic effects, including anti-oxidant
effects (lwasaki et al., 2011), we prevented Pl-induced toxicity. The
beneficial effect of pravastatin, which inhibits farnesyl synthesis in
Pl-treated MSCs, is in favour of the toxicity of farnesylated prelamin-A. It
has been already shown that genetically determined accumulation of
permanently farnesylated prelamin-A was responsible for severe syn-
dromes of accelerated aging with early osteoporosis (Varela et al.,
2008). Our present study favours the hypothesis that prelamin-A
accumulation is the initial toxic event in MSCs and that ROS production
is the secondary event responsible for the decrease in cell proliferation.

Increased adipogenesis and accumulation of bone marrow fat are
features of aging bone (Verma et al., 2002). Early senescence induced by
ATV was associated with the loss of the ability of MSCs to differentiate
into osteoblasts but, in contrast, with an increase in their adipogenic
capacities. The effect of ATV on adipogenesis is minor and does not
really mirror the negative effect of ATV observed upon osteoblast
differentiation. This observation is in agreement with recent clinical data
revealing that ATV/r exerts a dual effect on bone and adipose tissue in
HIV-infected patients with decreased BMD and increased central adipose
tissue accumulation (McComsey et al., 2011). The ability of LPV/r to
inhibit both osteoblast and adipocyte differentiation could be related to
the fact that LPV accumulates into MSCs (Vernochet et al., 2005). Thus,
it is possible that LPV accumulated prior to the induction of differen-
tiation has an impact afterwards on the differentiation process itself.
These results are in keeping with clinical data. Indeed, reduced
intervertebral bone marrow fat was found in HIV-infected men treated
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by LPV/r (Huang et al., 2002), and the use of LPV/r was not associated
with an increased amount of fat in HIV-infected patients (Carr et al.,
2008). It could be hypothesized that in Pl-treated HIV-infected patients,
increased adipogenic potential of MSCs could lead to an increased fat
mass and a reduced availability of osteoblast precursors. In conjunction
with the reported increased incidence of fractures in HIV-1-infected
patients, the management of these fractures has been shown to be
complicated by poor regrowth of bone, suggesting reduced functional
regenerative capacity of osteoblast precursors (Triant et al., 2008). These
observations fit with the data indicating that increased abdominal
visceral fat is associated with reduced bone density in HIV-infected
patients receiving antiretroviral therapy (Huang et al., 2001; Brown
et al., 2004).

Moreover, as shown here and in previous studies, some Pls can
directly alter osteoblast and adipocyte differentiation (Lagathu et al.,
2007; Caron-Debarle et al., 2010). We show here that long-term
treatment with some Pls induces senescence and thereafter alters
osteoblast and adipocyte differentiation. Possibly, this senescence
phenotype could impede the differentiation of MSCs into other lineages.
In particular, it could impact on myoblast differentiation, which could
participate to the increased prevalence of frailty, muscle atrophy and
sarcopenia observed in aging HIV-infected patients (Capeau, 2011).

We have shown here the beneficial effect of pravastatin on PI-
induced senescence and osteoblast differentiation of MSCs. Accordingly,
in the general population, statins were shown to moderately but
significantly improve BMD and have been suggested to have a positive
effect on bone turnover markers (Tang et al., 2008). It has been clearly
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potential in MSCs and restored by
pravastatin. MSCs were differentiated into
adipocytes after a 30-day Pl treatment. To
evaluate the adipogenic potential of MSC,
on the day of induction, Pls were removed,
and pro-adipogenic differentiation media
were added. (A) Cells were stained with Oil-
Red-O to visualize lipid droplets 15 days
postinduction, and representative
micrographs and scans are shown.

(B) Quantification of Oil-Red-O staining is
expressed as percentage of control cells.
(C) Whole cell lysates were extracted at day
15 postinduction from differentiated MSCs
and analysed by immunoblotting.
Representative immunoblots of PPARy and
ERK1/2 are shown. (D) Human FABP4
MRNA levels were measured using real-time
RT-PCR. MSCs were differentiated into
adipocytes after a 30-day Pl treatment with
or without pravastatin. (E) Representative
micrographs and scans of cells stained with
Oil-Red-O are shown. (F) Oil-Red-O staining
quantification is expressed as percentage of
control cells. * P < 0.05, ** P < 0.01
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shown that as the level of senescence of MSCs increases, adipogenic
capacities increase and osteogenic differentiation decreases as a result of
increased oxidative stress (Kim et al., 2012).

First, pravastatin could restore MSCs differentiation capacities by
preventing severe oxidative stress (Iwasaki et al., 2011). MSCs shift from
osteogenic to adipogenic lineage differentiation has been attributed to
oxidative stress during the aging process (Kim et al., 2012). Oxidative
stress is a pivotal pathogenic factor in age-related bone loss in mice,
leading to decreased osteoblast number and bone formation (Almeida
et al., 2007). Age-related shifts in stem cell commitment may be
secondary to lineage-specific differences in susceptibility to oxidative
stress and apoptosis (Bruedigam et al., 2010). Second, pravastatin could
prevent the accumulation of farnesylated prelamin-A induced by PIs.
Indeed, lamin A/C, which plays an important role in age-related bone
loss, is required for osteoblast differentiation in MSCs. In contrast, lamin
A/C inhibition in MSCs enhanced adipocyte differentiation (Akter et al.,
2009; Naito et al, 2012), while the accumulation of farnesylated
prelamin-A in MSCs results in premature cellular senescence and
impaired adipocyte lineage (Ruiz de Eguino et al., 2012). Although a
role of pravastatin on oxidative stress cannot be excluded, our results
suggest that pravastatin counteracts all of the effect of Pls, including on
cell differentiation, by preventing farnesylated prelamin-A accumulation.

Our study has some limitations. It may not account for many factors
involved in the accelerated pro-osteoporotic process observed in HIV-
infected patients, including HIV infection itself, immune balance,
environmental factors and genetic predispositions. As cellular senes-
cence is a common pathway of many cell lineages other than MSCs, it is
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possible that Pls could induce senescence of several cell types other than
MSCs, including hematopoietic stem cells. The impact of Pls on
osteoclasts, derived from the hematopoietic lineage, remains to be
evaluated. Indeed, reduced BMD induced by cART is postulated to result
from an imbalance between osteoclast and osteoblast activity. In clinical
studies, bone turnover markers are often used to evaluate the balance
between bone resorption and formation. Several studies indicate an
increased level of resorption markers in HIV-infected patients, empha-
sizing the role of ART and more specifically of the NRTI class, on bone
destruction rather than bone formation itself (Haskelberg et al., 2011).
Our data suggest that some PIs could induce premature senescence of
MSCs, therefore precluding the regeneration process normally associ-
ated with bone loss.

In conclusion, these data provide the first experimental support that
RTV-boosted ATV (ATV/r) and LPV (LPV/r) could induce senescence of
MSCs. This suggests that treatment with some Pls might participate to
the early development of osteoporosis in HIV-infected patients. In several
clinical studies, data on the benefit of pravastatin treatment on the
fracture risk are controversial (Rejnmark et al., 2006; Tang et al., 2008).
However, they suggest that pravastatin exerts a direct effect on
osteoblast function and/or differentiation in vivo (Rejnmark et al.,
2006; Tang et al, 2008). Thus, the ability of statins to improve PI-
induced MSCs senescence could be beneficial in HIV-infected patients.

Experimental procedures

Cell culture and treatment

Experimental procedures, with human bone marrow, have been
approved by the Saint Louis Hospital Ethical Committees for human
research (Paris, France), in accordance with the European Union
guidelines and the Declaration of Helsinki. MSCs were isolated from
washed filters used during bone marrow graft processing. MSCs were
obtained and cultured as previously described (Arnulf et al., 2007).
Briefly, healthy donors’ bone marrow cells obtained after Ficoll (Gibco,
Invitrogen Corporation, San Diego, CA, USA) were cultured at the initial
density of 5 x 10% cells cm? in alpha-minimum essential medium,
supplemented with 10% foetal bovine serum (Gibco; Invitrogen
Corporation), 2 mm glutamine, 2.5 ng mL™" basic fibroblast growth
factor (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA), penicillin and streptomycin
(Gibco; Invitrogen Corporation). After 24-48 h, nonadherent cells were
removed, and medium was changed. Adherent cells were then
trypsinized, harvested and cultured by seeding 5 x 10° cells cm?.
Cultures were fed every 2-3 days and trypsinized every 5 days.

All experiments were performed on MSCs isolated from at least 3
different bone marrow donors. Cells were exposed to 5 um atazanavir
(ATV) (kindly provided by Dr S. Azoulay, CNRS UMR 6001, Nice, France),
10 um lopinavir (LPV) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), alone or in
association with 2 pm ritonavir (ATV/r and LPV/r), or to ritonavir alone
(RTV) (Sigma-Aldrich), at clinically relevant concentrations near Cmax
(Lagathu et al., 2007), or to the solvent (0.1% DMSO) for 30 days, from
passages 2-9. The cells were also incubated with 25 pum pravastatin or a
combination of 100 pm Trolox and 100 pm reduced glutathione during
the last 15 days concomitantly with Pl treatment, or with 1 mm N-Acetyl
Cysteine, for 72 h from day 15 (All from Sigma-Aldrich).

Cellular proliferation and senescence

Cellular senescence was evaluated by the cell population doubling level
(PDL) calculated as described previously (Caron et al., 2007), as log2 (D5/

© 2013 the Anatomical Society and John Wiley & Sons Ltd

DO0), where DO and D5 are the number of cells at seeding and harvesting,
respectively. The positive blue staining of B-galactosidase has been used
as a biomarker of cellular senescence (Dimri et al.,, 1995). To detect
senescence-associated B-galactosidase activity, cells were incubated with
appropriate buffer solution containing X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D-galactopyranoside) as described previously (Caron et al.,
2007; Lefevre et al., 2010). The blue-stained cells observed at pH 6 and
pH 4 were counted in 8 fields at 20x magnification, and the ratio of
pH6- to pH4-positive blue cells, which specifically represents SA-B-
galactosidase activity, was calculated. X-gal cellular staining was also
dissolved in water, sonicated and quantified at 630 nm.

Cell differentiation

Adipogenic and osteogenic MSCs differentiation assays were performed
in specific media. Differentiation was triggered on MSCs in the absence
of Pls and/or pravastatin. Cells were differentiated into osteoblasts by
culturing cells in osteoblast differentiation media for 15 days (10 mm
B-glycerophosphate, 50 ug mL~" ascorbate). MSCs were then stained
for alizarin red (Sigma-Aldrich) as described previously (Cotter et al.,
2011). Alkaline phosphatase (ALP) activity was determined using the
BCIP/NBT substrate staining method (Sigma-Aldrich) described previously
(Cotter et al., 2011). For adipogenic differentiation, MSCs were main-
tained for 3 days in an adipogenic induction media (1 um dexametha-
sone, 500 pum IBMX, 1 pm insulin) followed by an adipogenic
maintenance medium (1 pwm insulin). Cells were then stained for Oil-
red-O (Sigma-Aldrich) as described previously (Lagathu et al., 2007). All
quantifications were normalized to protein content.

Oxidative stress

The production of ROS was assessed by the oxidation of 5-6-chlorom-
ethyl-2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (CM-H,DCFDA) (Invitro-
gen) or the reduction in nitroblue tetrazolium (NBT) (Sigma-Aldrich) as
previously described (Lefevre et al., 2010). Results were normalized to
protein content. Superoxide dismutase (SOD) activity was evaluated
using a commercially available kit (Sigma-Aldrich), according to the
manufacturer’s instructions.

Protein extraction and Western blotting

Proteins were extracted from cell monolayers as previously described
(Caron et al., 2007). Proteins were electroblotted on nitrocellulose
membrane (Amersham Biosciences, GE Healthcare Europe, Velizy
Villacoublay, France). Specific proteins were detected by incubation
with the appropriate primary and horseradish-peroxidase-conjugated
secondary antibodies. Immune complexes were detected by enhanced
chemiluminescence (Amersham Biosciences).

RNA isolation and quantitative RT-PCR

Total RNA was isolated from cultured cells using an RNeasy kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA), and mRNA expression was analysed by RT-PCR as
described previously (Lagathu et al., 2007). The sequences of the
oligonucleotides used as primers are available upon request.

Statistical analysis

All experiments were performed at least three times on triplicate
samples. All results are expressed as means + SEM. Statistical
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significance, between Pl-treated cells vs. control (DMSO-treated) and
pravastatin- or antioxidant-treated cells, was determined with paramet-
ric (Student’s t-test) or nonparametric (Mann-Whitney U-test) tests, as
appropriate.
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treatment on SOD Activity in MSCs.

Fig. S2. Direct effect of Pls on osteoblast differentiation of MSCs.
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B-2-Résultats principaux

*L’ATV et plus encore le LPV induisent un ralentissement de la prolifération cellulaire, le RTV seul

n’affecte pas la prolifération cellulaire, mais amplific les effets de TATV et du LPV.

¢ Le ralentissement de la prolifération est associée avec une induction de la sénescence dés J10 pour le

LPV et des J20 pour ATV, et une accumulation de prélamine A farnésylée.

*La sénescence est associée avec une augmentation du stress oxydant. Le co-traitement des MSC avec
des molécules antioxydantes & J15 réverse partiellement la baisse de prolifération induite par TATV/r et

le LPV/r.

*La sénescence induite par TATV, le LPV et plus encore avec le boost de RTV dans les MSC induit une
réduction de leur potentiel de différenciation ostéoblastique. Le LPV en association ou non avec le

RTV mais pas 'ATV réduit également le potentiel de différenciation adipocytaire des MSC.

*Le co-traitement des MSC avec de la pravastatine A partir de J15 provoque 'accumulation de
prélamine A non farnésylée et réduit ainsi la sénescence et le stress oxydant induits par les deux PI. De
méme, les MSC précédemment co-traitées avec la pravastatine récupérent un potentiel de

différenciation ostéoblastique et adipocytaire quasi normal.
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B-3-Discussion
¢Le choix des concentrations ' ATV/ret de LPV/r :

Afin de se rapprocher le plus des conditions iz vivo, les concentrations ATV de 5 uM, de LPV de 10
uM et de RTV de 2 uM ont été choisies car elles correspondent aux concentrations maximales (Cmax)

retrouvées dans le sang des patients entre deux prises médicamenteuses.

De la méme fagon ’ATV et le LPV en clinique sont prescrits avec une faible dose (boost) de RTV (voir
partie C-2-3). Nous avons donc combiné ATV et le LPV avec le RTV dans nos expériences.

¢ Etude mécanistique : choix des molécules antioxydantes :

Nous avons utilisé¢ dans cet article plusieurs stratégies antioxydantes : le NAC a forte concentration
ImM pendant 72h, ou une combinaison de Trolox 100 uM et GSH 100 uM 2 partir de J15. Comme
discuté dans la premiére étude, le choix de la stratégie antioxydante est difficile & mettre en place. En
effet, le Trolox, le GSH et le NAC éliminent les radicaux libres présents dans le cytoplasme de la cellule,
changeant le statut redox de la cellule, et modifiant donc diverses réponses cellulaires comme la
prolifération, la différenciation, I'inflammation, 'apoptose. Cependant, les antioxydants a forte dose
peuvent avoir des effets néfastes, le Trolox par exemple est connu pour induire un stress oxydant
toxique au-dessus de ImM (Wattamwar et al. 2011). Le GSH de 1-5mM iz vitro sur une durée allant
de quelques heures a 24h n’est pas connu dans la littérature pour induire une toxicité propre, cependant

on ne peut pas exclure une toxicité du GSH et/ou de son solvant 4 long terme.
¢Etude mécanistique : la pravastatine :

Afin d’inhiber I'accumulation de prélamine A farnésylée toxique pour la cellule, nous avons traité les
cellules avec de la pravastatine & 25 pM de J15 4 J30. Les statines sont des inhibiteurs compétitifs de
IHMG-CoA-réductase, une enzyme impliquée dans la voie de synthese du cholestérol, dont un des
intermédiaires est le groupement farnésyl (Singla et al. 2012) (Figure 31). Néanmoins les statines ont
des effets pléiotropiques en plus de l'inhibition de la farnésylation, pouvant également expliquer
Iamélioration de la sénescence des MSC traitées aux PL. En effet elles sont connues pour également
réduire 'inflammation et le stress oxydant (Lahera et al. 2007, Quist-Paulsen 2010). De plus les statines
ont également un effet anabolique sur I'os iz vivo. A l'instar des biphosphonates, elles inhibent I'activité
ostéoclastique, du fait de 'inhibition de la voie de synthése du cholestérol, dont I'intermédiaire farnésyl
est requis pour l'activation ostéoclastique (Figure 31) (Tsartsalis et al. 2012). Les statines augmentent

également l'expression de BMP-2, et donc la différenciation ostéoblastique (Mundy et al. 1999) et
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inhibent I'apoptose des ostéoblastes en augmentant 'expression du TGF-$ et d’autres facteurs de

croissance (Kaji et al. 2008, Liu et al. 2009).

Acétyl-CoA +
Acétoacétyl-CoA

HMG-CoA
HMG-CoA
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Figure 31 : Effet des statines sur la voie de synthése du groupement farnésyl
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III-Discussion générale et perspectives

Ces études nous ont permis de montrer que, iz vitro, le traitement a long terme des MSC avec les
protéines du VIH, Tat et Nef, ou les PI, ATV et LPV, induit une sénescence cellulaire et un défaut de

différenciation des MSC en ostéoblastes.

Une des limites de I'étude concerne le temps de traitement en culture cellulaire. Il est impossible de
reproduire les conditions retrouvées iz vivo chez le patient infecté, puisque les cellules de ce dernier sont
exposées aux protéines virales et aux ARV pendant des années. Pour y pallier partiellement nous

utilisons des concentrations maximales observées chez les patients.

De la méme fagon, la question de la relevance iz vivo de leffet des protéines virales sur les MSC des
patients infectés par le VIH sous traitement ARV efficace se pose. En effet, ces patients ont une forte
surpression de la réplication virale conduisant 4 une charge virale quasi indétectable et une réduction du
taux circulant des protéines du VIH. Néanmoins plusieurs arguments de la littérature suggerent la
possibilit¢ d’un effet propre du VIH et des protéines virales, méme chez les patients traités.
Premi¢rement, méme chez les patients trés bien contrélés, il est possible de retrouver une faible
réplication virale au sein de cellules latentes comme les lymphocytes T mémoires (Zaikos et al. 2014),
faisant de ces cellules des réservoirs potentiels du virus et des cellules infectées peuvent relicher des
protéines virales mais pas de virions infecticux (Chun et al. 1997). De fait, différents tissus sont
suspectés d’étre des réservoirs du VIH, dont la moelle osseuse (Folks et al. 1988), laissant a penser qu’a
proximité des MSC, une production de protéines virales est possible localement méme sous traitement
ARV efficace. Aussi, les protéines de 'enveloppe et de la capside virale sont détectées dans les ganglions
lymphatiques des patients trés bien contrdlés (<25 copies de virus/mL de sang) indiquant que la
production des protéines virales persiste méme si la charge virale est indétectable (Popovic et al. 2005).
En accord avec cette observation, il est possible de retrouver une transcription persistante des genes
viraux codants pour les protéines Tat, Nef et Rev, dans des PBMC de patients ayant une charge virale

plasmatique indétectable (Zhang et al. 2001).

En poussant la réflexion un peu plus loin, nous pouvons faire 'hypothése qu’au sein de la moelle
osseuse, le traitement ARV et les protéines virales pourraient avoir des effets cumulés sur 'induction de
la sénescence des MSC. Nos résultats vont en ce sens, puisque nous avons pu montrer 'implication de
mécanismes différents dans I'induction de la sénescence par la protéine Tat, la protéine Nef et les PI. De
facon intéressante, en clinique, il a été montré que linitiation du traitement ARV amplifie dans un

premier temps l'effet du VIH sur la déminéralisation osseuse, créant une fenétre catabolique d’environ
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6 mois (voir partie E-2-1 de l'introduction). Les mécanismes impliqués dans cette déminéralisation
amplifiée ne sont pas connus, mais plusicurs hypotheses peuvent Uexpliquer. En premier lieu, elle
pourrait résulter d’'un effet cumulé du virus et des ARV. A linitiation du traitement ARV, la charge
virale est encore élevée, il y a donc une sécrétion importante de protéines virales, dont nous avons pu
montrer en partie les effets néfastes sur les précurseurs ostéoblatiques. On peut donc supposer que le
cocktail des inhibiteurs de protéase et des protéines virale induise une sénescence massive des
précurseurs ostéoblastiques. Et puisqu’en parallele, il a été montré que les PI et certaines protéines
virales, notamment Tat, induisent une augmentation de l'activité ostéoclastique, le déséquilibre entre
formation et résorption osseuse s’aggraverait (voir partiec E-2-2 de I'introduction). On peut supposer
¢également que dans un second temps, passé 6 mois, le traitement ARV est efficace, les protéines virales

sécrétées sont en moindre quantité, et la formation osseuse vient équilibrer la résorption osseuse.

L’ostéoimmunologie peut également justifier d’une autre fagon leffet du virus et des ARV sur la
déminéralisation osseuse. L’infection par le VIH induit tres rapidement une forte inflammation chez les
patients, en partie causée par linfection en elle-méme, par une atteinte de la barri¢re intestinale
permettant une translocation bactérienne et une perte de la barri¢re immunitaire intestinale (Brenchley
et al. 2006). 1l a été montré que les cellules du métabolisme osseux, en particulier les ostéoclastes sont
activées par l'inflammation et I'activation immunitaire (voir parties C-3-2 et E-2-2 de I'introduction),
tandis quen parallele les ostéoblastes sont inhibés. Aussi le contexte pro-inflammatoire pourrait
participer également a la dérégulation de la balance osseuse en particulier avant linitiation du
traitement. Le traitement antirétroviral induit ensuite une restauration partielle de la barriere
intestinale et donc une réduction de I'inflammation, pouvant expliquer la stabilisation secondaire de la
balance osseuse. Néanmoins cette théorie n’explique pas 'amplification de I'écart entre résorption et

formation osseuse 4 'initiation du traitement.

Cet écart pourrait étre du au laps de temps nécessaire au renouvellement osseux en lui-méme.
L’infection par le VIH, via 'inflammation et les effets des protéines virales, induit une forte activation
ostéoclastique et une diminution de l'activité ostéoblastique. La résorption osseuse se fait rapidement
entre 2 et 4 semaines, tandis que la formation osseuse prend 4 & 6 mois (voir partiec C-1-3 de
lintroduction). On peut donc légitiment penser que le « temps de réaction » des ostéoblastes

expliquerait la fenétre catabolique a I'initiation du traitement.

Au cours du vieillissement osseux il a été constaté une augmentation de I'adiposité de la moelle osseuse,
et une différenciation adipocytaire accrue au détriment de la différenciation ostéoblastique (voir partie

C-3-2 de l'introduction). Notre étude nous a permis de mettre en évidence une altération du potentiel
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de différenciation ostéoblastique des MSC traitées avec Tat et Nef, mais nous n’avons pas regardé les
effets des protéines Tat et Nef sur la balance de différenciation adipocytaire-ostéoblastique des MSC, ni
sur la régulation des voies de signalisation impliquées dans ces différenciations. Des résultats
préliminaires semblent indiquer qu'a contrario de ce qui a été observé dans la littérature sur les MSC
sénescents, il n’y aurait pas d’augmentation de la différenciation adipocytaire, mais a 'inverse plutdt une
diminution, particuli¢rement pour les cellules traitées avec Nef et Tat+Nef. Les PI aussi perturbent la
balance de différenciation ostéoblastique et adipocytaire des MSC. Comme montré dans le second
article, le LPV avec ou sans RTV induit une diminution de la différenciation adipocytaire et
ostéoblastique des MSC. A l'inverse ATV seul induit une légere augmentation de la différenciation
adipocytaire des MSC, a l'instar de ce qui a pu étre observé au cours du vieillissement. Au final ces
résultats suggerent que les protéines virales et les PI ont des effets sur la différenciation adipocytaire
aussi, et le role duel de ATV induisant la différenciation adipocytaire au détriment de la
différenciation ostéoblastique est en accord avec des données cliniques qui suggerent une augmentation
de l'adiposité centrale et une diminution de la densité minérale osseuse chez les patients traités a
IPATV/r (McComsey et al. 2011). De plus, chez les patients infectés par le VIH, on constate une
modification de la répartition du tissu adipeux avec une augmentation de I'adiposité viscérale avec I'age

(Guaraldi et al. 2014).

Les cellules de la lignée mésenchymateuse sont retrouvées dans tous les tissus, on peut donc envisager
que les PI et les protéines Tat et Nef aient des effets similaires sur d’autres tissus tels que le cartilage et le
muscle, puisque les chondroblastes et myoblastes dérivent eux aussi des MSC. Une atteinte de ces tissus
chez les patients infectés par le VIH et controlés par le traitement ARV est effectivement observée
lorsqu'ils vieillissent, avec notamment une augmentation de l'arthrose (Fillipas et al. 2014, Meynard et

al. 2014) et de la sarcopénie (Serrano-Villar et al. 2014).

Au final, nos résultats suggerent que les protéines virales Tat et Nef et les PI en particulier ATV et le
LPV induisent la sénescence des MSC. Nous posons comme hypothése que cette sénescence induit un
défaut de prolifération des MSC qui pourrait étre a origine d’'une déplétion du pool de précurseurs
ostéoblastiques dans la moelle osseuse, et aussi d’un défaut de différenciation des MSC au moins vers la
lignée ostéoblastique, participant a la réduction de la formation osseuse observée chez les patients
infectés par le VIH non traités. Le traitement antirétroviral induit, apres la fenétre catabolique, une
augmentation globale du turnover osseux. Un turnover augmenté des MSC pourrait accélérer la
sénescence réplicative des cellules, amplifiant d’autant plus la sénescence déja directement induite par

les protéines virales et les PI (Mansilla et al. 2011).
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Le dernier point que je me propose de discuter ici concerne le vieillissement de la population infectée
par le VIH. Une grande question aujourd’hui est de savoir si les patients infectés par le VIH vieillissent
prématurément en comparaison de la population générale. L’étude de la cohort Swiss HIV montre que
les incidences de certaines maladies lides a 'Age comme le diabete, les maladies cardiovasculaires,
Postéoporose et les cancers non classant SIDA sont augmentés chez les personnes infectées par le VIH
de plus de 50 ans en comparaison de patients plus jeunes, attestant d’un vieillissement de la population
apres 50 ans (Hasse et al. 2011). L’étude de G. Guaraldi en 2011 montre également une apparition
précoce d’environ 15 ans de ces comorbidités en comparaison de la population générale, suggérant un
vicillissement prématuré des patients infectés pas le VIH (Guaraldi et al. 2011). Néanmoins d’autres
¢tudes pointent du doigt la disparité de distribution des ages entre la population VIH et la population
générale. Ainsi les individus souffrant de comorbidités dans la population générale sont plus agés. Mais
les sujets agés sont tres peu représentés dans la population VIH. Si les données sont ajustées sur Iage, il
ne semble pas y avoir globalement une survenue plus précoce des comorbidités, mais elles surviendraient
de facon plus prévalente conduisant 4 la notion de vicillissement accentué. De plus, les patients infectés
par le VIH sont médicalement suivis jeunes, et donc leurs comorbidités sont diagnostiquées
précocement, comparativement aux individus de la population générale qui sont moins diagnostiqués
(Costagliola 2014). Enfin, ces sujets présentent plus souvent des facteurs personnels (tabagisme,
sédentarité, consommation de drogues, coinfections) qui peuvent aussi rendre compte d’une

augmentation du vieillissement.

Le vieillissement de I'individu est associé a la dégénérescence de ses tissus, et a la sénescence cellulaire.
Méme si nos résultats ne nous permettent pas de présumer de la précocité du vieillissement des
individus infectés par le VIH, il est intéressant de constater quiz vitro les protéines virales et les PI
amplifient le nombre de MSC sénescentes & un temps T. La prolifération cellulaire induit au cours des
passages une sénescence réplicative, c’est ce qui explique que méme les cellules controéles finissent par
entrer en sénescence, nos résultats semblent indiquer que les protéines du VIH et les PI accélerent cette
entrée en sénescence, suggérant l'induction d’une sénescence prématurée. La relation avec le
vieillissement de I'individu n’est pas intuitive et encore moins avec la survenue de comorbidités

associées au vieillissement.

Ainsi nos modeles iz vitro offrent des pistes de réflexion nouvelles sur les mécanismes en cause dans
certaines comorbidités, en particulier la déminéralisation osseuse. Ils offrent également des perspectives
thérapeutiques et la mise sous statine des patients & risque est un objectif raisonnable en clinique. Ils

peuvent aussi permettre de tester d’autres pistes thérapeutiques, contrdlant I'inflammation, le stress
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oxydant ou I'autophagie, pistes qui sont attendues pour compléter la prise en charge des patients et leur

permettre de « vieillir » dans les meilleures conditions possibles.
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Les patients infectés par le VIH (Virus de 'Immunodéficience Humaine) traités par les antirétroviraux
(ARV) ont aujourd’hui une espérance de vie quasi normale. Cependant, ils présentent une
augmentation de la prévalence de pathologies classiquement associées au vieillissement, dont
Postéoporose, suggérant un vieillissement prématuré ou accentué. Les facteurs impliqués sont, entre
autres, I'infection par le VIH, les ARV et un état d’inflammation chronique. L’ostéoporose correspond
3 une déminéralisation, suite & un déséquilibre entre formation (ostéoblastes) et résorption osseuse
(ostéoclastes). L’infection par le VIH et les ARV, en particulier les inhibiteurs de protéase (PI),
augmentent la prévalence de 'ostéoporose.

Dans ce contexte, je me suis intéressée a 'effet de certaines protéines du VIH et PI sur les précurseurs
ostéoblastiques, les cellules souches mésenchymateuses (MSC). Nous montrons que deux protéines du
VIH, Tat et Nef, induisent une sénescence prématurée des MSC, associée & un stress oxydant et in fine
a un défaut de différenciation en ostéoblastes. Les effets de Tat sont médiés par le facteur pro-
inflammatoire et pro-sénescent NF-xB, et ceux de Nef sont liés & une inhibition de 'autophagie. Nous
montrons également que les PI atazanavir et lopinavir associés au ritonavir induisent une sénescence et
un stress oxydant du fait de 'accumulation de prélamine A farnésylée toxique conduisant & un déficit de
la différentiation ostéoblastique.

Ces travaux montrent que le VIH et certains PI peuvent jouer un role délétere sur les MSC, et mettent
en lumiére certains des mécanismes impliqués dans le vieillissement des patients infectés par le VIH et
traités.

Mots clefs : protéines du VIH, inhibiteurs de la protéase du VIH, cellules souches mésenchymateuses,
sénescence, différenciation ostéoblastique.

Summary

The efficacy of highly active antiretroviral treatment (ARV) has resulted in a considerable
improvement in the life expectancy of HIV (Human Immunodeficiency Virus)-infected patients.
However, many patients encounter the early occurrence of several common age-related comorbidities,
such as osteoporosis, stressing for a premature or accentuated aging process. Proposed pathogenic
mechanisms include HIV infection, ARV treatment and chronic inflammation. Osteoporosis is defined
by a decrease in bone mineral density, resulting from the alteration of the balance between bone
formation (osteoblasts) and resorption (osteoclasts). HIV infection, through the bystander effect of
HIV secreted proteins, and ARV, particularly protease inhibitors (PI) increase the prevalence of
0SteopOrosis.

Our studies focused on the capacity of some HIV proteins, and of some PI to alter osteoblast
precursors, namely mesenchymal stem cells (MSC). We showed that two HIV proteins, Tat and Nef,
induced premature senescence of MSC, associated with an oxidative stress and a decreased osteoblastic
differentiation potential. Tat triggered senescence via NF-xB activation, whereas the effect of Nef was
linked to the inhibition of autophagy. We also showed that the PI, atazanavir and lopinavir boosted
with ritonavir, induced senescence and oxidative stress through the accumulation of toxic farnesylated
prelamin A, thus leading to a decreased osteoblastic differentiation.

Opverall, these data show that some HIV proteins and some PI can exert deleterious effects on MSC,
resulting in senescence, and highlight several mechanisms which could be involved in the aging process
of ART-controlled HIV infected patients.

Key words : HIV proteins, HIV protease inhibitors, mesenchymal stem cells, senescence, osteoblastic
differentiation.



